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RESUMO

Fungos da ordem Mucorales possuem crescimento rapido e sdo dimorficos, ou seja, tém a
capacidade de se desenvolver em formas miceliais (filamentosas) e leveduriformes,
dependendo da composicdo do meio de cultura. Mucor é o principal género da ordem e
produz metabodlitos secundarios com diversas aplicagdes no setor alimenticio e na industria.
Além de Mucor, outros géneros de importancia sao Cokeromyces e Mycotypha, devido a
patogenicidade que exercem em seres humanos e animais, € Benjaminiella, que atua como
modelo em estudos de dimorfismo e na produgdao de quitosana. At€¢ o momento nao se
conhecem estudos que empregam andlises metabolomicas para elucidar os metabolitos
secundarios produzidos por Benjaminiella, Cokeromyces e Mpycotypha. Sendo assim, o
presente trabalho tem como objetivo estudar os metabolitos produzidos por esses fungos, de
modo a contribuir para o conhecimento sobre o metaboloma desses microrganismos. Para
explorar os metabdlitos produzidos por esses géneros, foram cultivadas linhagens de B.
multispora, B. poitrasii, B. youngii, C. recurvatus, M. africana ¢ M. indica, in vitro, em
ambas as formas: micelial e leveduriforme. No entanto, devido as condi¢des de cultivo, o
crescimento leveduriforme se sobrepds e, portanto, foi o escolhido para o desenvolvimento
das atividades atreladas a esse estudo. Apds o crescimento e extracdo da biomassa fiingica,
foram utilizadas técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas (HPLC-MS) e espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), com o intuito de identificar o seu exometaboloma. Os resultados desse estudo
mostram que, além de conter alguns metabolitos comuns, normalmente encontrados em
microrganismos e plantas, os extratos de M. africana também apresentavam compostos como
verrucarol, brefeldina A e castanospermina, metabdlitos secundarios com atividades
bioldgicas conhecidas, em virtude de suas propriedades antimicrobianas, antitumorais,
antioxidantes e anti-inflamatorias. Além disso, Benjaminiella, Cokeromyces ¢ Mycotypha
produzem substancias com potencial econdmico para setores da industria farmacéutica e de
biotecnologia. No futuro, portanto, a produc¢ao em larga escala de biomassa em biorreatores
poderia aumentar os niveis de metabolitos com aplicagdes biotecnologicas em diferentes
frentes.

Palavras-chave: Fungos, Metaboldémica, HPLC-MS.



ABSTRACT

Mucorales are dimorphic fungi with fast growth and the capacity to develop in both mycelial
and yeast-like forms, depending on the culture media composition. Mucor is the main genus
in Mucorales and produces secondary metabolites with several applications in the food
industry. Other important genera are Cokeromyces and Mycotypha, which have medical
importance due to their pathogenicity to humans and animals, and Benjaminiella, that serves
as a dimorphic model and is used in chitosan production around the globe. To the best of my
knowledge, there are no studies using metabolomic analyzes to elucidate the secondary
metabolites produced by Benjaminiella, Cokeromyces and Mycotypha. Therefore, the present
work aims to study the metabolites produced by these fungi, in order to contribute to the
knowledge about the metabolome of these microorganisms. In order to explore the
metabolites in culture medium, strains of B. multispora, B. poitrasii, B. youngii, C.
recurvatus, M. africana and M. indica were cultivated in vitro in both mycelial and yeast-like
forms. However, due to the cultivation and extraction conditions, the yeast growth was
superior and therefore chosen for this study. After growth, the fungal biomass was extracted,
and extracts analyzed through high-performance liquid chromatography techniques coupled
with mass spectrometry (HPLC-MS) and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) to
identify the fungi exometabolom. The results shows that, apart from common metabolites
found in microorganisms and plants, M. africana extracts also presented compounds such as
verrucarol, brefeldin A and castanospermine, all with known biological activities including
antimicrobial, antitumor, antioxidant and anti-inflammatory properties. In addition,
Benjaminiella, Cokeromyces and Mycotypha produce substances with economic potential to
pharmaceutical and biotechnology industries. In the future, large-scale biomass production in
bioreactors could raise the amount of the excreted metabolites with potential biotechnological
application.

Keywords: Fungi, Metabolomics, HPLC-MS.
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1 INTRODUCAO

A Ordem Mucorales Dumort (filo Mucoromycota Doweld) é composta por fungos
cosmopolitas que podem ser encontrados em diversos ambientes, especialmente no solo e
em fezes de animais. Esses fungos possuem como caracteristica principal o dimorfismo,
fator que permite que eles cresgam e se desenvolvam na forma leveduriforme (unicelular)
ou na forma micelial (filamentosa), dependendo da disponibilidade de nutrientes
presentes durante o cultivo. Alguns géneros como Rhizopus, Mucor, Rhizomucor e
Absidia atuam como patdégenos oportunistas, podendo causar infecgdes rinocerebrais
principalmente em individuos imunocomprometidos (CUNHA et al., 2011; OLIVEIRA
et al., 2017). Outros servem como modelos para estudos de dimorfismo e de producao de
carotenoides, quitosana e enzimas.

Fungos tradicionalmente secretam os metabodlitos secundarios produzidos para o
meio extracelular, uma vez que essas substadncias ndo sao necessariamente essenciais a
todas as fases de crescimento e sobrevivéncia desses organismos. Apesar disso, esses
metabdlitos desempenham um papel extremamente importante na adaptacdo dos
microrganismos ao meio em que eles se encontram. Entre os diversos exemplos
conhecidos, podemos citar alguns como Mortierella alpina, Aspergillus versicolor,
Fusarium sp., Talaromyces verruculosus e Stemphylium lycopersici, que apresentam
pigmentos do tipo antraquinonas, benzoquinonas e corantes de tecidos com propriedades
antimicrobianas, antifingicas, antioxidantes e anticancerigenas (KHANI et al., 2014,
RAO et al., 2017). Isso ocorre apesar do fato dos metabdlitos conferirem vantagens
frente a diversos fatores, os quais serdo abordados ao longo deste trabalho. A presenga
desses metabolitos no meio de cultivo torna este um ambiente quimicamente diverso que,
aliado ao crescimento acelerado ¢ com elevada producao de biomassa, faz com que esses
microrganismos sejam de grande interesse para a area de produtos naturais, com
aplicagdes biotecnologicas diversas.

Apesar das vantagens ja elencadas, estudos que utilizam esses fungos para a
caracterizacdo e, posteriormente o uso dos metabolitos e outras substancias, como
enzimas, sdo escassos. Entre esses, podemos citar a producdo de celulases por Rhizopus
microsporus, a producdo de amilases e inulinases por mucorales isolados de solos de

mineragdo de cobre e a producdo de lipideos microbianos (GALINDO, 2016;



SANTIAGO, SOUZA-MOTTA, 2016; LIMA et al., 2017).

Dessa forma, este trabalho tem como objetivo principal a identificagdo de
metabolitos produzidos por fungos cultivados na forma leveduriforme, a fim de dar inicio
a analise metabolomica de individuos pertencentes aos géneros Benjaminiella,
Cokeromyces e Mycotypha. Até o presente, este € o primeiro trabalho que contempla a

analise de metabdlitos de fungos pertencentes a esses géneros.
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1.1 HIPOTESE

Fungos da Ordem Mucorales produzem diversos metabolitos secundarios de

interesse biotecnoldgico.

1.2 OBJETIVOS

Nas secoes abaixo estdo descritos o objetivo geral e os objetivos especificos desta

tese.

1.2.1 Objetivo Geral

Realizar a caracterizacdo dos extratos do meio fermentativo obtidos de cultivos de

fungos leveduriformes dos géneros Benjaminiella, Cokeromyces € Mycotypha.

1.2.2 Objetivos Especificos

° Identificar grupamentos quimicos de interesse biotecnoldgico a partir dos extratos
de exemplares dos fungos Benjaminiella, Cokeromyces e Mycotypha mediante as
técnicas de Espectroscopia de varredura UV-Visivel, Ressonancia Magnética

Nuclear e Espectroscopia de Infravermelho.

° Identificar potenciais perfis metabdlicos a partir dos resultados obtidos nas andlises

de Cromatografia liquida de alta eficiéncia e Espectrometria de massas (HPLC-MS).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 BIOTECNOLOGIA, MICRORGANISMOS E PROSPECCAO DE NOVAS
MOLECULAS

Produtos naturais, especialmente plantas e microrganismos, desempenham um papel
extremamente importante na descoberta de substancias bioativas e no desenvolvimento de
novos farmacos. Aproximadamente um quarto de todos os medicamentos aprovados pela
Food and Drug Administration (FDA) e pela Agéncia Médica Europeia (EMA) sdo derivados
de plantas, como o paclitaxel e a morfina (PATRIDGE et al., 2016; WANI et al., 1971) e
cerca de um terco dos medicamentos aprovados pela FDA nos ultimos 20 anos ¢ baseado em
produtos naturais ou seus derivados (NEWMAN; CRAGG, 2012; CARTER, 2011). A
descoberta da penicilina a partir de fungos levou a triagem de muitos microrganismos para a
busca de possiveis antibidticos, entre eles a tetraciclina de Streptomyces aureofaciens e a
ciclosporina de Tolypocladium inflatum (LI; VEDERAS, 2009; LI; WENG, 2017).

Dessa forma, pesquisas que contemplem a descoberta de novas moléculas bioativas
tém adquirido cada vez mais importancia, especialmente em se tratando de questdes
relacionadas a resisténcia microbiana frente aos fiarmacos atualmente disponiveis e ao
surgimento de novas doencas. Esses estudos, de natureza multidisciplinar, tendem a ser
dispendiosos € demandam um longo tempo até chegarem a fase clinica (GUIDO et al., 2010).
Além das aplicagdes na industria farmacéutica, o uso de produtos naturais, especialmente
daqueles obtidos de microrganismos, na industria quimica, agricola e alimenticia contribui
significantemente para o desenvolvimento cientifico e econdmico.

Nesse contexto, entre as subareas inseridas na busca por moléculas de interesse
biotecnoldgico, a quimica medicinal desempenha um papel central no processo de pesquisa e
desenvolvimento de substancias bioativas, abrangendo diversas especialidades, tais como
quimica organica, bioquimica, farmacologia, informatica, biologia molecular, entre outras.
Além da descoberta de moléculas com aplicacdo biotecnoldgica, a quimica medicinal engloba
também os estudos do metabolismo e das relacdes entre a estrutura quimica e atividade
biologica (WERMUTH, 2003; GUIDO et al., 2010).

Entre as tecnologias atualmente disponiveis para a descoberta de novas substincias

estdo a gendmica, transcriptdmica, protedmica, metabondmica e metabolomica, que irdo atuar
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desde o nivel de gene, passando por proteinas englobando até os metabolitos. Entrando
especificamente na metabolomica, essa técnica permite a identificacdo de moléculas de baixo
peso molecular (menores que 1000 Da) que participam de reagdes metabdlicas, facilitando
uma melhor compreensdo das vias bioquimicas (NICHOLSON; LINDON, 2008; YANG et
al., 2013; KHAN, 2018). Dessa forma, mediante o uso de técnicas como cromatografia
liquida e gasosa, espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear, a metabolomica
se torna uma das principais ferramentas na descoberta de novas substancias.

Quando se fala em biotecnologia e metabolitos com potencial aplicagdo bioldgica, o
exemplo mais tradicional que nos vem a mente ¢ a descoberta da penicilina e a grande
importancia desse episédio na sobrevivéncia da nossa espécie. Desde entdo, eventos
subsequentes permitiram aprimorar as metodologias de pesquisa e o desenvolvimento de
novas técnicas de isolamento, quantificacdo e caracterizacdo de substancias, especialmente
aquelas oriundas de microrganismos e plantas. Produtos naturais resultantes do metabolismo
de microrganismos como, por exemplo, os fungos, apresentam inimeras descrigdes e
aplicacdes.

A contribuicao de fungos no desenvolvimento da area agricola e sua relagdo com
plantas ¢ bem conhecida. Bactérias e fungos micorrizicos arbusculares em associagdo
simbidtica com plantas podem atuar como biofertilizantes, promovendo o crescimento
vegetal, além de produzirem substiancias que aumentam a fertilidade do solo e protegem a
planta contra patogenos (RAKLAMI et al., 2019). Um exemplo ¢ a micotoxina zearalenona,
um estrogénio produzido por Fusarium graminearum, cujo derivado zearanol ¢ utilizado em
criacdes de bovinos e ovinos para aumentar o crescimento e a eficiéncia alimentar
(NACHMAN; SMITH, 2015). Outra micotoxina, o acido giberélico, ¢ uma giberelina
produzida por Gibberella fujikuroi amplamente utilizada como hormonio de crescimento
vegetal em processos de produgdo de mudas micropropagadas (in vitro). Além de atuar no
crescimento, pode ser usado para acelerar o processo de maltagem da cevada e melhorar a
qualidade do malte, além de aumentar o rendimento de vegetais em menor tempo de cultivo
(TUDZINSKI, 1999).

A associacdo simbidtica entre fungos e plantas medicinais ¢ descrita em varias
espécies e também favorece a produgdo de diversos metabolitos que atuam na protegdo
vegetal frente a diversos agentes externos, como patdogenos e alteragdes ambientais, além de

promoverem um melhor desenvolvimento da planta (BERNARDI-WENZEL et al., 2010;
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GARCIA et al., 2012; ORLANDELLI et al., 2012; RHODEN et al., 2013). Um notdrio
exemplo ¢ o do fungo endofitico Taxomyces andreanae, o primeiro fungo produtor do
paclitaxel (taxol), diterpeno com atividade antitumoral presente no extrato bruto de Taxus
brevifolia Nutt., utillizado no tratamento de diversos tipos de cancer (WANI et al., 1971;
STIERLE et al., 1993; STROBEL et al., 1993). Durante anos a obtengdo do taxol era feita a
partir da extragdo das cascas de arvores de Taxus brevifolia. Nesse processo eram necessarias
cerca de 3000 arvores para se extrair 1 kg de composto, e esse dado levou a restricdes ao
acesso a planta, que corria risco de extingdo (VIEGAS JR. et al., 2006). Como consequéncia,
a busca por fontes alternativas produtoras de taxol e de outros agentes antitumorais levou a
descoberta dessa capacidade em fungos endofiticos como Taxomyces andreanae, isolado das
cascas de Taxus brevifolia e Pestalotiopsis microspora, isolado das cascas de Taxus
wallichiana (STIERLE, 1993; DEWICK, 1997).

Exemplos como esse demonstram as vantagens do uso de microrganismos na
producdo de substancias bioativas. A possibilidade de cultivo em larga escala incrementa a
producdo de biomassa, reduz o tempo de crescimento e ndo promove degradagdo ambiental, o
que se torna uma vantagem em relagdo aos estudos que utilizam plantas (FLORES-
BUSTAMANTE et al., 2010).

Ainda na area da satde, as estatinas fungicas como a lovastatina (produzida
principalmente por Aspergillus terreus) e a pravastatina (produzida por Penicillium citrinum)
podem ser obtidas também por producao semi-sintética e atuam como agentes
hipocolesterolémicos (MANZONI; ROLLINI, 2002). Devido a grande quantidade de
individuos que sofrem com problemas decorrentes do colesterol elevado, as estatinas possuem
extrema importancia médica e fazem parte de um mercado de bilhdes de dolares (ENDO,
1985).

Na culindria, o uso de fungos e seus derivados ¢ conhecido desde a antiguidade. O
consumo de cogumelos tem se tornado cada vez mais comum, sendo essa uma das mais ricas
fontes de proteina. Diversos estudos abordam que os compostos fendlicos presentes em
cogumelos como Agaricus bisporus, Boletus edulis, Lactarius deliciosus e Pleurotus
ostreatus apresentam propriedades antioxidante, antitumoral, antinflamatéria, antimicrobiana,
antiviral, antialergénica, antiteratogénica e hipoglicémica (BARROS et al., 2007; CHEN et
al., 2009; DORE et al., 2007; FACCIN et al., 2007; GARCIA-LAFUENTE et al., 2010;
GUILLAMON et al., 2010; HOSSAIN et al., 2003; YOSHINO et al., 2008). Além de
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servirem como alimento, paises como a China e o Japao utilizam pigmentos avermelhados
como a monascorubramina extraida do fungo Monascus purpureus no preparo de alimentos
como arroz vermelho, vinho, carnes, peixes, dentre outros (JUZLOVA et al., 1996).

Devido a esses e outros inimeros exemplos conhecidos, a busca por moléculas
produzidas por microrganismos ¢ crescente, tendo em vista o numero de espécies,
especialmente de fungos, que ainda ndo foram descritas. Dessa forma, o uso de ferramentas da
area das Omicas, principalmente da metabolomica, ¢ o maior aliado em trabalhos de
bioprospeccao, podendo contribuir para a descoberta de moléculas de interesse

biotecnologico.

2.2 FILO MUCOROMYCOTA

O filo Mucoromycota ¢ formado por espécies fungicas caracterizadas como bolores
de crescimento rapido, os quais participam do processo de degradagdo de frutas com alto teor
de acucar, como o morango ¢ a nectarina (KIRK, 2001). Seus representantes sao fungos
microscopicos, que habitam ecossistemas aquaticos e terrestres, possuem parede celular
quitinosa e podem crescer rapidamente tanto na forma micelial quanto na forma de células
unicelulares, ou também conhecido como leveduriformes (HOFFMANN et al., 2013).

Esses fungos apresentam talo micelial, com hifas geralmente multinucleares e
cenociticas e podem apresentar septos adventicios que promovem a delimitagdo de células
reprodutivas. Quando presente, a reprodugdo sexuada ocorre via zigdsporos globosos, lisos ou
ornamentados, que sao formados por conjugacao gametangial. A reproducdo assexuada ¢ feita
via clamiddsporos ou esporangidsporos (LEE; HEITMAN, 2014).

Sao microrganismos saprotréficos, que podem exercer associagdes simbiontes com
raizes de plantas, atuar como fitopatdgenos ou apresentar interagdes ecoldgicas raras com
animais, por exemplo, quando associadas a infeccdes oportunistas (SPATAFORA et al.,

2016; TEDERSOO et al., 2018).

2.2.1 A ORDEM MUCORALES

Mucorales representa a maior ordem de fungos pertencentes ao filo Mucoromycota,

na qual estdo inseridas cerca de 240 espécies e 50 géneros (VOIGT; KIRK, 2014).



25

Este grupo engloba individuos terrestres, com caracteristicas morfologicas
diversificadas, hdbito majoritariamente saprofitico, contendo algumas espécies parasitas e
patogénicas. Os individuos apresentam distribuicdo cosmopolita, ¢ podem ser encontrados em
varias regides ao redor do globo (HOFFMANN et al., 2013). Seu sistema reprodutivo se
diferencia de outras ordens devido a presenga de uma estrutura denominada columela, que se
projeta do apice do esporangidéforo para o interior do esporangio, delimitando a regido onde
estdo contidos os esporangidsporos anamorficos, responsaveis pela reproducdo assexuada. Por
sua vez, a reproducdo sexuada ¢ realizada por zigdsporos, estruturas reprodutivas mais
primitivas presentes no filo. Essas estruturas reprodutivas sdo formadas pelo acido trispdrico,
composto volatil, derivado do betacaroteno, que ¢ responsavel pelas projecdes emitidas pelas
hifas. Estas podem ser homotélicas ou heterotélicas, caso sejam do mesmo micélio ou de
micélios distintos, respectivamente (VAN DEN ENDE, 1967; GOODAY, 1968; VOIGT;
KIRK, 2014).

O cultivo in vitro demonstra crescimento acelerado e grande producdao de
biomassa, caracterizada normalmente por um micélio cenocitico. Com a variagdo do meio
de cultura, algumas espécies apresentam dimorfismo, pois podem alternar seu tipo de
crescimento entre o estdgio multicelular (filamentoso) e o unicelular (leveduriforme)
(BARTNICKI-GARCIA; NICKERSON, 1962).

Fungos Mucorales sdao importantes contribuintes para a area industrial, uma vez
que podem ser utilizados para diversas transformagdes biologicas, bem como para a
producdo de aditivos alimenticios e farmacéuticos, como o licopeno e a quitosana
(SHAHIDI et al., 1999; GLADKOWSKI et al. 2004, 2011; HOFFMAN et al., 2013).
Espécies de Absidia, por exemplo, apresentam interesse biotecnologico, pois podem ser
utilizadas em biotransformacdes microbianas, que colaboram para o desenvolvimento
farmacéutico e economico (HOFFMANN, 2010).

Para as espécies Mucor spp., Phycomyces blakesleeanus e Blakeslea trispora,
melhorias no cultivo de algumas estirpes promoveram aumento na producdo de
carotenoides, ubiquinona, ergosterol, 4dcidos organicos, 6leos comestiveis, assim como
outros produtos de interesse (KAVADIA et al., 2001; MAGNUSON & LASURE, 2004;
KUZINA; CERDA-OLMEDO, 2007), enquanto espécies de Cunninghamella sio
comumente utilizadas em processos de biorremedia¢ao (YAN; VIRARAGHAVAN, 2003;

ZAFAR et al., 2007). Na culindria asiatica, espécies de Rhizopus sdo utilizadas na produgao
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de tempeh, alimento fermentado a base de arroz (HESSELTINE, 1986; NOUT & KIERS,
2005; ALVAREZ, 2013).

Representantes dessa ordem estdo envolvidos com situagdes que podem
comprometer a saude humana de diversas formas, incluindo a contaminagdo de alimentos,
como cereais estocados, frutas e verduras, e o desenvolvimento de patologias, tanto em
vegetais quanto em animais (MARTIN, 1964; WADE; MORRIS, 1982; RAY; RAVI,
2005). Ademais, a termotolerancia apresentada por alguns géneros, como Cokeromyces,
Mucor, Rhizopus e Cunninghamella, também estd associada a casos médicos e veterinarios
(DE HOOG et al., 2000; LIU, 2011).

Devido as caracteristicas previamente relatadas, tal como o alto rendimento de
biomassa, as espécies utilizadas no presente trabalho foram obtidas com o interesse na
producdo de quitosana a partir da biomassa fingica, projeto desenvolvido em nosso grupo
de pesquisa por Cortez (2018). As pesquisas sobre as espécies resultaram em poucos
estudos sobre o uso desses microrganismos no campo da Biotecnologia; havia alguns
trabalhos sobre a producdo de enzimas quitina deacetilases, responsaveis pela
transformacdo de quitina em quitosana, mas nenhum sobre os metabdlitos secundarios
produzidos por esses fungos. Dessa forma, esse trabalho surgiu com o intuito de conhecer
melhor os metabolitos secundarios produzidos pelos fungos Mucorales dos géneros
Benjaminiella, Cokeromyces ¢ Mycotypha, inseridos em duas familias: Mycotyphaceae e

Thamnidiaceae, as quais serdo brevemente descritas a seguir.

2.2.1.1 FAMILIA MYCOTYPHACEAE BENNY & R.K. BENJ.

Estabelecida em 1985, a familia Mycotyphaceae inclui, entre outros, o género
Mycotypha. Caracteriza-se pela formag¢do de uma zona circunscrita de deiscéncia na juncao
do pedicelo e do denticulo, o que facilita a liberacdo da esporangiola e do pedicelo.
Espécies de Mycotypha formam vesiculas cilindricas, férteis, com esporangiola dimoérfica e
unispérica anexada por denticulos (AVILA et al., 2007). Em meios de cultura ricos em
nutrientes, o crescimento de células leveduriformes se da de forma rapida e abundante.
Todas as espécies sdo saproéfitas e sdo isoladas do estrume e do solo (ALEXOPOULOS et
al., 1996).
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2.2.1.2 FAMIiLIA THAMNIDIACEAE FITZP.

As espécies pertencentes a essa familia produzem esporos unicos ou multiplos,
columela e esporangiola, que surge diretamente do esporangidéforo ou das vesiculas férteis.
Alguns géneros também produzem esporangios columelados, com parede deliquescente no
apice do principal esporangidéforo ou de seus ramos principais. Os zigdsporos possuem
zigosporangios com paredes asperas e alguns representantes da familia podem produzir
esporangio e esporangiola no mesmo esporangioforo.

Inclui microrganismos especialmente comuns em estrume e que podem ser
isoladas do solo e de alimentos, como carne refrigerada (ALEXOPOULOS et al., 1996).
Entre elas, Cokeromyces ¢ caracterizado por seu crescimento lento, e esta associado ao
desenvolvimento de doencas, como serd abordado posteriormente. Ja Benjaminiella
apresenta alternancia de crescimento entre as formas filamentosa e leveduriforme, sendo
referéncia para estudos de dimorfismo e de regulacao de genes de quitina sintase (CHITNIS

et al.,2002).

2.3 ESPECIES UTILIZADAS NO TRABALHO

2.3.1 COKEROMYCES RECURVATUS POITRAS

Cokeromyces recurvatus ¢ um fungo dimoérfico, pertencente a familia
Thamnidiaceae, com distribuicdo geografica entre os Estados Unidos e o México
(NIELSEN et al., 2005; PARKER et al., 2011). Foi isolado pela primeira vez em 1949, a
partir de fezes de coelho, podendo ser encontrado em forma de tapete sobre excrementos de
lagartos e roedores. Apresenta células leveduriformes de morfologia esférica e tamanho
varidvel entre 30 e 90 um (Figura 1). A propriedade de dimorfismo ¢ dependente de
variaveis como a composicado do meio de cultura, a temperatura de incubagdo e a

disponibilidade de O,. (RIBES et al., 2000).
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Figura 1. Cokeromyces recurvatus. a) cultivo micelial: V - vesicula; P - pedicela; E - esporangiola contendo
esporos; b) cultivo leveduriforme.

G

b

Fonte: Cortez (2018).

Existem poucos casos relatados de pacientes infectados com C. recurvatus. Porém,
entende-se que esse microrganismo atua como patdogeno oportunista, contribuindo para a
patogénese da inflamacao intestinal em pacientes imunocomprometidos. Como exemplo
disso, um estudo relatou o primeiro caso de infeccao fatal, causada por C. recurvatus, em
paciente receptor de transplante de medula 6ssea. Neste caso, o paciente desenvolveu uma
pneumonia que o levou a obito. Por meio de técnicas histoquimicas, o microrganismo
presente nas culturas foi identificado como Coccidioides, porém técnicas adicionais de
diagnostico concluiram que o patogeno responsavel pela infecg¢do era C. recurvatus (RY AN
et al., 2011). A infeccdo por essa espécie em paciente recém-transplantado ja havia sido
relatada por Tsai e colaboradores (1997), em estudo no qual o individuo apresentou
sintomas de diarreia. Nesse caso, o sucesso do controle da infec¢do se deu mediante a
utilizagcdo de nistatina.

Apesar de ser uma condi¢do rara, células leveduriformes da espécie também ja
foram encontradas em secre¢des vaginais, urina, fezes, cérvix e trato gastrointestinal
(RAMANI et al., 2000; PARKER et al., 2011; SHARMA et al., 2018).

Alguns trabalhos demonstram também casos veterinarios de infec¢des causadas por
C. recurvatus. Em 2005, Nielsen e colaboradores relataram um caso no qual um felino
apresentando perfuragdo no jejuno e neoplasia estava infectado com C. recurvatus. Parker e
colaboradores (2011) noticiaram a presenga do mesmo fungo em um cdo com perda de peso,

falta de apetite, diarreia e vomito.
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2.3.2 GENERO MYCOTYPHA FENNER

As espécies inseridas neste gé€nero possuem vesicula fértil cilindrica com
esporangiola unisporica anexada por denticulos (Figura 2a). Os zigdsporos possuem
suspensores opostos € 0s espordforos ndo septados estdo localizados abaixo da vesicula.
Eles possuem morfologia ovoide ou cilindrica e tamanho variavel; as hifas sdo cenociticas e

levemente septadas (ALEXOPOULOS et al., 1996).

2.3.2.1 MycoryrHA INDICA P.M. KIRK & BENNY

Os individuos dessa espécie apresentam rapido crescimento em meio MEYE
(extrato de malte e extrato de levedura), com colonias de didmetro variavel entre 4 ¢ 6 cm.
A espécie pode causar zigomicoses em humanos, animais, além de ocorrer como
contaminante em carne armazenada (BENJAMIN, 1959). Sua distribui¢do normalmente
ocorre nos tropicos e subtropicos, principalmente nos Estados Unidos, México, China, India
(BENNY et al., 1985) e Venezuela (AVILA et al., 2007). E comumente encontrado em

fezes de roedores e de aves.

Figura 2. Mycotypha indica. a) cultivo micelial; Esp — esporoforo com vesicula cilindrica rodeada de
esporangiolas e esporos liberados; Z — zigosporo; b) cultivo leveduriforme.

Fonte: Cortez (2018).
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2.3.2.2 MYCOTYPHA MICROSPORA FENNER

Em cultivo leveduriforme essa espécie apresenta células com paredes finas e crescimento
denso. As colonias crescem inicialmente com coloragdo acinzentada e, apds certo tempo, se
tornam castanhas. A andlise microscdpica demonstra que as hifas sdo cenociticas e que a
espécie produz uma vesicula fértil cilindrica e septos no apice e na base do espordforo, que
possui de 3 a 4 mm de altura (Figura 3). Quando madura, e antes da deiscéncia, tal vesicula
¢ completamente coberta pela esporangiola. Nessa espécie, diferentemente das demais, nao
sdo observados zigosporos (BENNY; BENJAMIN, 1976; BENNY ef al., 1985).

Lacroix e colaboradores (2007) relataram um caso no qual culturas de M.
microspora foram isoladas de amostras de fezes de uma crianca portadora de leucemia
mieloide aguda que, durante o tratamento, apresentou um quadro de diarreia severa. De
acordo com os autores, ndo se sabe se o fungo foi o causador da diarreia. Acredita-se que
ele foi adquirido pela crianga por meio da alimentacdo. Apds a completa remissdo da
leucemia, foram feitos trés tratamentos para consolidacdao e nao houve qualquer suspeita de

infec¢do fungica.

2.3.2.3 MycoTYPHA AFRICANA R.O. NOVAK & BACKUS

Descoberta em 1963 na regidao da Rodésia, atualmente conhecida como Zimbabue,
essa espécie pertence a classe dos zigomicetos. Trata-se do primeiro organismo da arvore
filogenética dos fungos que perdeu seu flagelo na forma esporofitica. Diferencia-se de M.
indica devido ao formato cilindrico da esporangiola, contendo extremidades arredondadas

(Figura 4a), enquanto M. indica possui tal estrutura amplamente elipsoide ou ovoide

(AVILA et al., 2007).
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Figura 3. Mycotypha microspora. a) cultivo micelial; Esp — esporoforo com vesicula cilindrica rodeada de
esporangiolas e esporos liberados; V — vesicula; e — esporos; b) cultivo leveduriforme.

Fonte: Cortez (2018).

Figura 4. Mycotypha africana. a) cultivo micelial; Esp — esporoforo com vesicula cilindrica rodeada de
esporangiolas e esporos; ED — esporos dimdrficos; b) cultivo leveduriforme.

Fonte: Cortez (2018).

2.3.3 GENERO BENJAMINIELLA ARX

Espécies desse género produzem esporangiola em pedicelos relativamente longos,
curvos, torcidos e ndo ramificados, que se formam sobre toda a superficie da vesicula fértil,
formada no apice do esporangiéforo ou de seus ramos (Figura 5).

Fungos do género Benjaminiella sdo homotalicos, possuem zigosporangio com
parede pigmentada e ornamentada e zigésporo com parede hialina (BENNY et al., 1985;
KIRK, 1989).
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2.3.3.1 BENJAMINIELLA POITRASII (R.K. BENJ.) ARS

Essa espécie ndo patogénica foi inicialmente inserida nos géneros Cokeromyces ¢
Mycotypha, sendo amplamente utilizada como modelo para estudos de dimorfismo em
fungos devido a sua grande capacidade de variar entre uma e outra forma de crescimento,
dependendo das condigdes do meio de cultura (GHORMADE et al., 2000). Analises
quimicas na parede celular revelaram diferengas nas propor¢des de quitina e quitosana entre
células leveduriformes e células miceliais dessa espécie. Isso sugere que o metabolismo da
quitina e a atividade da quitina sintase podem ser reguladas durante o processo de

morfogénese em B. poitrasii (KHALE; DESHPANDE, 1992; CHITNIS et al., 2002).

Figura 5. Benjaminiella poitrasii. a) cultivo micelial; V: vesicula; E: esporangiola com um esporo; b) cultivo
leveduriforme.

7

¥
.

Fonte: Cortez (2018).

2.3.3.2 BENJAMINIELLA YOUNGII P.M. KIRK

Essa espécie apresenta vesiculas férteis lisas e globosas, com pedicelos em
tamanhos variaveis e esporangiolas contendo, normalmente, dois esporos (Figura 6). As
células leveduriformes s3o hialinas e globosas, com didmetro aproximado de 20 um

(SILVA, 1996).
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Figura 6. Benjaminiella youngii. a) cultivo micelial; P — pedicela; E — esporangiola; V — vesicula; b) cultivo
leveduriforme.

Fonte: Cortez (2018).

2.3.3.3 BENJAMINIELLA MULTISPORA BENNY, SAMSON & M.C. SRINIV.

A forma filamentosa dessa espécie apresenta vesicula pequena e ovoide (Figura 7),
pedicelos longos e esporangiola contendo multiplos esporos, caracteristica diferencial da

espécie. Em crescimento leveduriforme as células sdo numerosas, globosas e lisas.

Figura 7. Benjaminiella multispora. a) cultivo micelial; P — pedicela; E — esporangiola; V — vesicula; b) cultivo
leveduriforme.

Fonte: Cortez (2018).
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3  MATERIAL E METODOS

3.1 FUNGOS UTILIZADOS

As espécies utilizadas neste trabalho pertencem a trés géneros e duas familias
distintas: Benjaminiella multispora, B. poitrasii, B. youngii ¢ Cokeromyces recurvatus da
Familia Thamnidiaceae; Mycotypha africana, M. indica ¢ M. microspora da Familia
Mycotyphaceae.

As estirpes foram adquiridas das seguintes cole¢des de culturas: CBS-KNAW Fungal
Biodiversity Centre (B. multispora, B. youngii e M. indica), ARS Culture Collection — NRRL
(B. poitrasii e C. recurvatus), Fundagdo André Tosello (M. africana) e do Jardim Botanico de

Sao Paulo/Instituto de Botanica — Nucleo de Pesquisas em Micologia (M. microspora).

3.2 MEIOS DE CULTURA E PREPARO DO INOCULO

Os cultivos iniciais foram feitos na forma micelial e leveduriforme para verificar se
as espécies apresentariam crescimento dimorfico satisfatorio. O cultivo micelial foi realizado
em meio YPG, sendo a composicdo em g L™': peptona (3,0), extrato de levedura (5,0), glicose
(variavel: 1,0, 3,0, 5,0, 10,0, 20,0, 30,0, 50,0 e 100,0); agar (20,0), pH 6.5 + 0,2 (CORTEZ,
2018, modificado de KHALE; DESHPANDE, 1992). O caldo YP (Y-phase) foi utilizado no
cultivo leveduriforme, em g L': glicose (20,0), peptona (20,0), fosfato de potassio
monobasico (KH,PO4) (10,0), sulfato de magnésio heptahidratado (MgS0O4.7H,0) (10,0),
glutamato (0,188), pH 5.0 = 0,2 (CORTEZ, 2018, modificado de JEFFRIES; KIRK, 1976).

O ajuste de pH foi feito utilizando hidroxido de sédio e acido cloridrico, de acordo
com a necessidade e os meios esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 min. Os meios
contendo agar foram vertidos em placas de Petri de tamanho normal (90 mm de didmetro) e
pequeno (50 mm de didmetro).

Os indculos leveduriformes foram preparados em tubos tipo Falcon de 50 mL com
caldo YP em BOD a 30+2 °C e cultivados por 72 h, sem agitacdo. Apos o cultivo, as células
foram concentradas por centrifugacdo, lavadas com solugdo salina 0,85% (5x), submetidas a
contagem e os inoculos mantidos em geladeira a 4 °C por no maximo 24 h até serem
transferidos assepticamente para novos frascos de cultivo (MIURA ef al., 2003). A contagem
foi feita utilizando cAmara de Neubauer e os in6culos foram padronizados para concentrarem

10° células por litro de meio cultivado (LIU et al., 2006).
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As cepas demonstraram melhor crescimento no cultivo leveduriforme, sendo esse o
tipo de cultivo empregado nesse trabalho. Dessa forma, foram feitos novos cultivos em tubos
de 50 mL contendo mesmo volume de meio YP com 2,5 g de glucose. Para obter a aeracao
necessaria, foram utilizados frascos de cultivo aerado (baffled shake flasks) com trés aletas
laterais. Os frascos foram vedados com tampao, protegidos com papel aluminio e PVC, ¢
esterilizados a 121 °C por 15 min e os cultivos incubados em estufa a 25 °C £2 por 96 h ¢ 90

rpm de agitacao.

3.3 SEPARACAO DA BIOMASSA DO MEIO DE CULTURA

A biomassa proveniente dos cultivos foi separada do meio de cultura por filtracao
e centrifugagdo a 1680 g por 30 min. O meio de cultura (sobrenadante) foi entdao utilizado
para as andlises que estdo posteriormente descritas neste trabalho, sendo denominado de
meio fermentativo, enquanto a biomassa foi utilizada em outro projeto para a producao de
quitina e quitosana.

O meio fermentativo foi liofilizado e utilizado nas analises descritas a seguir.

3.4 ANALISE QUIMICA DOS EXTRATOS

Para a andlise da composicdo quimica dos metabolitos secretados para o meio
fermentativo foram empregadas as técnicas de espectroscopia de ultravioleta-visivel (UV-
Vis) e espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Para a
verificacdo da absorbancia das moléculas por varredura UV-Vis o meio de cultura
fermentativo foi diluido em agua destilada na propor¢ao 1:10 e um volume de 250 uL foi
analisado. A leitura foi feita de 200 a 750 nm em leitor de microplacas Gold Spectrum
(BEL Photonics, software Softmax Pro). A investigacdo dos grupos funcionais dos
compostos majoritariamente presentes nos extratos foi feita utilizando a técnica de FTIR
em pastilha de brometo de potassio (KBr) (modelo Alpha, Bruker), a qual foi realizada na
Central de Andlises do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa

Catarina. Os espectros foram processados utilizando o software Essential®.
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3.5 EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE)

Para reduzir os efeitos de matriz complexa, uma vez que os extratos se originaram
do meio de cultura, foi realizada uma extracdo em fase solida (SPE) para a remogdo dos
acucares presentes nas amostras (FERRERES et al., 1991, com modificagdes).

O meio fermentativo de cada extrato foi filtrado manualmente em um sistema
simples, constituido por uma seringa de 5 mL, um cartucho de coluna C18 (Agilent) e um
tubo de ensaio. Primeiramente, foi feito o condicionamento dos cartuchos para receber as
amostras. Para isso, foram realizadas trés lavagens com metanol e duas lavagens com agua
acida (4dgua destilada acrescida de 4cido cloridrico (HCl 1M) até atingir o pH 2,0). Em
seguida, 100 mg de cada amostra foram dissolvidos em 2 mL de agua destilada e inseridos
no cartucho, onde o contetido foi esvaziado lentamente com 50 mL de agua acida. O
procedimento foi repetido até que o liquido escoado se tornasse transparente e, em seguida,
cada amostra foi lavada com 50 mL de dgua destilada. O liquido extraido foi descartado e o
conteudo retido na silica foi lavado com 25 mL de metanol. Para auxiliar na retirada dos
compostos retidos, foram adicionadas algumas gotas de HCI até que o contetido saisse
transparente ¢ o material foi coletado em frascos de vidro. A concentragdo dos extratos foi
realizada em evaporador rotatorio a vacuo com banho de 60 °C e 120 rpm. Os extratos

concentrados foram armazenados em vials e pesados.

3.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA — ESPECTROMETRIA DE
MASSAS (HPLC-MS)

Apbs o processo de rotaevaporagdo, as amostras foram solubilizadas em metanol
grau LC-MS para uma concentracdo final de 1 mg mL™". Apds diversos testes para
verificacao do sistema mais adequado de solventes para a separacdo dos compostos, a fase
movel foi definida e estd descrita a seguir, juntamente com os pardmetros das corridas. O
equipamento utilizado foi o MicrOTOF-QII (Bruker) acoplado ao cromatdégrafo liquido
(Shimadzu), localizado no Laboratério Multiusudrio de Espectrometria de Massas do
CEBIME (Centro de Biologia Molecular Estrutural) da UFSC.

A fase movel utilizada foi MeOH/H,O (solvente B) e H,O/acido férmico 0,1%
(solvente A) em taxa de fluxo de 1 mg mL”. O gradiente de elui¢do utilizado foi B:A,
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iniciando com 20% B, aumentando para 60% B (2 min) , 85% B (25 min), 85% B (35 min),
20% B (45 min). Foi utilizada a coluna de octadecil Eclipse XDB-CI18 (4.6 x 250 mm ¢
tamanho de particula 5 um, Agilent). O volume de injecao aplicado foide 10 pL, fluxo de 1
mg mL" e temperatura do forno de 40 °C. O tempo total de eluigio variou de 48 a 53
minutos e a fonte de ionizagao foi por electrospray (ESI).

O mesmo padrao foi utilizado para as andlises controle, feitas somente com a fase
movel sem a presenga das amostras. As elui¢des foram feitas no modo tune-low, no qual
normalmente sdo registrados picos de substdncias que possuem massas de menor peso
molecular, como ¢ o caso das micromoléculas, que normalmente se enquadram na categoria
de metabolitos secundarios. Como a estrutura quimica das moléculas produzidas por esses
fungos nao ¢ conhecida, optou-se por realizar uma varredura em moléculas cuja ionizagao
se daria em modo positivo [M+H]" e negativo [M-H]" em um intervalo de m/z entre 50 e
800 Da.

A fragmentacdo dos picos de maior intensidade (MS/MS) e os espectros foram
processados pelo software Compass Bruker Data Analysis 4.2®, interpretados com o auxilio

dos bancos de massas MassBank®, MetFrag® e PubChem® e comparados com a literatura.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CRESCIMENTO DOS FUNGOS NOS DOIS TIPOS DE CULTIVO

Os cultivos iniciais feitos para verificacdo do crescimento dimérfico demonstraram
que as espécies cresceram melhor na forma leveduriforme. Mycotypha africana apresentou
crescimento leveduriforme a 37 °C independente da concentracdo de glucose. M. indica
também apresentou crescimento leveduriforme a 37 °C na presenca de glucose a uma
concentracdo de 2%. Benjaminiella multispora e Cokeromyces recurvatus apresentaram
crescimento dimorfico em baixas concentracdes de glucose (1%) e temperatura de 30 °C. B.
poitrasii € B. youngii apresentaram crescimento apenas leveduriforme em todas as situagdes
impostas. M. microspora cresceu somente na forma micelial e, mesmo nessa condigdo,
apresentou pouco crescimento.

Uma vez que o interesse era padronizar os tipos de cultivo, sendo a forma
leveduriforme o tipo preferencial de crescimento para cultivos em larga escala, a espécie M.

microspora foi descartada.

4.2 ANALISE QUIMICA DOS METABOLITOS PRESENTES NOS EXTRATOS

Em geral, fungos leveduriformes secretam os metabodlitos secundarios que
produzem para o meio extracelular. Apesar dessas substancias nao exercerem funcdes
essenciais para o crescimento dos microrganismos, funcionam como mecanismo de defesa
frente a diversos interferentes, como variacdes na temperatura e pH, patogenos, estresse,
deficiéncia de nutrientes, dentre outros fatores.

O foco deste trabalho foi analisar o conteildo metabdlico extracelular somente dos
fungos que foram cultivados na forma leveduriforme devido ao menor tempo de
crescimento e a facilidade de cultivo e manuseio de organismos unicelulares. Além disso,
quando se visa a producdo de biomassa em larga escala, por meio da utilizacdo de
biorreatores, o cultivo micelial pode se tornar um processo dificultado por alguns fatores,
como problemas na agitacdo das pas e entupimento de reatores de tanque agitado,
ocasionados pela presenga de filamentos de micélio. Desta forma, do ponto de vista

biotecnoldgico, o cultivo leveduriforme se torna a melhor opgao.
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A deteccao de analitos extraidos do ambiente ou de amostras ricas em agucar, como
foi o caso dos extratos utilizados neste trabalho, pode ser influenciada pelos efeitos de matriz,
causados por interferentes presentes na amostra. Normalmente, a influéncia desse efeito ¢é
mitigada pelo uso de padrdes internos nas analises. No entanto, como a natureza das
substancias presentes nos extratos era desconhecida, a utilizacdo de padrdes ndo era uma
opcdo vidvel. Apos a extracao de fase solida (SPE) as amostras perderam grande parte de sua
massa, tendo em vista a retirada das particulas que ndo eram de interesse. Os rendimentos
finais obtidos para cada amostra estdo descritos na tabela 1, onde pode ser verificada uma
perda de massa significativa apos a SPE. A adi¢do de acido para auxiliar na eluicdo das
amostras da silica resultou em rendimentos diferentes entre as espécies. Enquanto que para M.
indica, a adigdo de acido resultou na diminuicdo do rendimento final, para B. youngii e B.
multispora foi observado um aumento. Para B. poitrasi, M. africana e C. recurvatus o
rendimento se manteve. Nao foi possivel identificar os fatores possiveis para explicar as

diferencas de rendimento entre as amostras.

Tabela 1. Rendimentos das amostras apds procedimento de extracdo de fase solida (SPE).

Amostra Peso inicial (g) Rendimento final (g)
Mi MeOH 0,2534 0,0035
Mi MeOH + acido - 0,0021
By MeOH 0,1966 0,0009
By MeOH + acido - 0,0153
Bm MeOH 0,3549 0,0002
Bm MeOH + acido - 0,0186
Bp MeoH 0,1752 0,0006
Bp MeoH + acido - 0,0006
Ma MeOH 0,3282 0,0005
Ma MeOH + acido - 0,0005
Cr MeOH 0,1335 0,0003
Cr MeOH + acido - 0,0003

Mi — Mycotypha indica, By — Benjaminiella youngii, Bm — Benjaminiella multispora, Bp — Benjaminiella
poitrasii, Ma — Mycotypha africana, Cr — Cokeromyces recurvatus, MeOH - metanol

O simbolo (—) indica que o rendimento inicial ndo se aplica.

Fonte: elaborada pela autora (2019).
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A analise por varredura UV-Vis demonstrou que os compostos absorvem radiagdo
na regido UV (até 350 nm), o que indica a presenca de compostos organicos nao

pigmentados (Figura 8).

Figura 8. Espectro de varredura UV-Vis obtido para todas as espécies em comprimento de onda de 200 a 750
nm.
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Fonte: Autora (2019).

A tabela 2 exibe os grupamentos funcionais encontrados no extrato de M. africana
apos analise por FTIR utilizando pastilha de KBr. Para os demais extratos foram obtidas as
mesmas frequéncias, portanto, 0 mesmo padrao de bandas foi observado em todas as outras
espécies.

A andlise das bandas mostrou a presenga de ligacoes O-H, C—H, N-H, C-C, C-O,
C—Cl, indicando que alcoois, fenois, aminas primdrias € secundarias, anéis aromaticos,
alcanos, alcenos, dentre outros estdo entre os grupos funcionais presentes nas amostras

(Figuras 9 a 14).
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Tabela 2. Bandas obtidas para M. africana em FTIR utilizando pastilha de KBr.

Frequéncia (cm™) Ligacao Grupo funcional
3383.7862 O-H, H Alcool, fenol
2926.9037 C-H Alcano
1637.8423 N-H Amina primaria / secundaria
1452.2337 C-H Alcano
1407.3614 C-C Anel aromatico
1280.9028 C-H Alcano, alcool, ac. carboxilico, éster, éter, amina aromatica

Cc-O
C-H
1260.5063 Cc-O Alcano, alcool, ac. carboxilico, éster, éter, amina aromatica
C-N
1199.3166 C-H ) Amina alifatica
1101.4132 Cc-0 Alcool, ac. carboxilico, éster, éter
1076.9374 C-N Amina alifatica
1032.0650 C-N ) Amina alifatica
Cc-O Alcool, ac. carboxilico, éster, éter
911.7254 O-H Acido carboxilico
=C—H Alceno
899.4875 C-H Aromaético
844.4168 c-Cl Haloalcano
770.9893 C-H Aromaético
C-Cl Haloalcano
703.6807 N-H Amina
C-H Aromético

Fonte: elaborada pela autora (2019).
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Figura 9. Espectro de FTIR de C. recurvatus.
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Figura 10. Espectro de FTIR de M. indica.
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Figura 11. Espectro de FTIR de B. multispora.
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Figura 12. Espectro de FTIR de B. poitrasii.
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Figura 13. Espectro de FTIR de M. africana.

L029°C0L
CERE0LL

FSEL L LG

29LF e
mmmw.mmm%

0590°2E0 1

FLEGRLOL -2,

EELFLOLL
99 LEEE] L

CO0509E L

220608 L

FLOELOF L

LEEE E5F L
EEFELEDL

LENGOEGE

cas) CREE—

2000

Wavenumbers

3000

4000

T
(4]

=]

BOUFQISY

1.0
0.84

T
-
=]

0.24

0.0

Fonte: Autora (2019).

Figura 14. Espectro de FTIR de B. youngii.
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4.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA — ESPECTROMETRIA
DE MASSAS

Apds o processo de rotaevaporagdo, ndo foi possivel obter a completa secagem
das amostras de B. poitrasii, o que se tornou um fator limitante na execu¢ao da analise
por HPLC-MS para essa espécie. Por consequéncia, B. poitrasii foi excluida do trabalho e
seus cromatogramas ndo foram incluidos. Para as demais espécies a interpretacdo dos
espectros gerados, assim como a analise das massas obtidas, foi feita com base na
literatura e nos bancos de dados e massas, como previamente descritos no item 5.4.2. O
equipamento utilizado possui uma acuracia de massa de 1-2 ppm, de modo que a margem
de erro pode ser considerada baixa. Seguindo essa especificacdo, para este trabalho foram
consideradas, inicialmente, ao menos duas casas decimais na busca por compatibilidade
de substancias com massas registradas nas bases de dados. Apos a obtengdo da lista de
substancias sugeridas foi feita uma triagem dos metabolitos possiveis com base na
literatura € no que ja havia sido descrito para outros fungos. Foram descartadas as
sugestoes que se tratavam de compostos sintéticos ou de produtos incomuns do
metabolismo de microrganismos. Sendo assim, diversas substdncias com massas nao
descritas ndao foram encontradas nas buscas e permaneceram com a identidade
desconhecida.

Para todos os extratos, o modo negativo funcionou melhor e foi possivel
observar espectros com picos bem separados e definidos (Figuras 15 a 24). Por outro lado,
o modo positivo ndo promoveu uma separacao adequada das substancias, sendo possivel
observar a presenca de picos apenas nos espectros de M. africana (Figura 25). E provavel
que essa diferenga entre os dois modos ocorra pelo fato de uma gama maior de moléculas
ser detectada no modo negativo, como ¢ o caso de compostos contendo O,, compostos
nitrogenados e aromaticos.

Visando o aumento do nimero de massas foi feita a fragmentacdo automatica dos
picos por espectrometria em tandem, pela qual foram gerados espectros nos quais foi
possivel observar um maior numero de picos com massas registradas nos bancos. Os
espectros de fragmentagdo (MS/MS) podem ser observados nas figuras de 16 a 26.
Novamente, foram feitas andlises nos modos positivo e negativo, sendo o modo negativo o

que promoveu melhor separacido dos picos e maior resolucdo para todos os extratos. Mais
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uma vez, a analise do modo positivo foi possivel somente para o fungo M. africana
(Figuras 25 ¢ 26).

As tabelas 3 e 4 indicam os metabodlitos sugeridos pelas bases de dados apos as
analises de HPLC-MS. Nota-se que a tabela 3 inclui os metabolitos com compatibilidade
de trés e quatro casas decimais em relagdo aos compostos descritos nas bases de dados,
enquanto que a tabela 4 mostra os metabdlitos com duas casas compativeis com os
compostos descritos. O termo TR refere-se ao tempo de retencao do composto durante a
analise, em minutos. A massa tedrica ¢ a massa descrita na literatura para cada composto
sugerido e a massa experimental ¢ a massa gerada pelo equipamento. A fragmentacao dos
picos gerou os dados de MS/MS. As células preenchidas por um trago indicam casos nos

quais os fragmentos nao foram obtidos.

Tabela 3. Metabolitos com trés ou quatro casas decimais de compatibilidade com os bancos de dados apds
analise de HPLC-MS e MS/MS em M. africana nos modos negativo e positivo.

TR Pico  Massa Massa MS/MS Intensidade Formula
Nome (min)  teérica experimental molecular
(m/z) (m/z)
Verrucarol 38.7 266.15182 266.1513 _ 7582 Ci5H2204
Brefeldina A 40.4 280.16745 280.1674 _ 1669 Ci6H2404
Castanospermina 41.1 189.10011 189.1001 _ 53 CgHsNO,

(-) Fragmentos néo obtidos.

Fonte: elaborada pela autora (2019).

A tabela 3 lista, por ordem de eluicdo e de intensidade decrescente, os trés
metabdlitos sugeridos para M. africana, de acordo com a massa experimental. O composto 1
apresentou massa experimental de 266.1513 e foi sugerido como sendo verrucarol, uma vez
que este apresenta massa descrita na literatura de 266.1518. Os compostos 2 e 3 apresentaram
compatibilidade de 4 casas com as massas dos compostos sugeridos (brefeldina A e

castanospermina).
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Tabela 4. Metabolitos com duas casas decimais de compatibilidade com os bancos de dados apéos HPLC-MS ¢

MS/MS nos modos negativo e positivo.

TR Massa Massa MS/MS Intensidade Formula
Nome Pico tedrica  experimental molecular
(min)  (m/z) (m/?)
1 Treonina 40.4 119.05824 119.0506 119.0508 765 C,HoNO;
40.9 119.0514 1614
42.2 119.0504 1814
43.5 119.0506 1439
44.3 119.0508 1569
2 Acido coélico 44.9 408.28757 408.2869 408.2862 148 Cy4H40O5
408.2876
3 Acido miristico 47.2  228.20892 228.2062 228.2053 8811 C4H,30,
1369
4 Metilergometrina 42.5 339.19467 339.1995 339.1993 33422 CooHsN30,
42.9 8961
437 15112
5 Acido oleico 40.9 282.25589 282.2532 — 1917 C3H340,
6  Ajmalina 41.9 326.19943 326.1951 - 719 CoHx6N,0,
7 Fosfoserina 43.1 185.00893 185.0092 185.0085 2288 C;HgNOGP
40.4 327
8 Glicina-betaina 30.8 102.09189 102.0919 - 182 CsH;,NO
9  Lisinamida 32.3  145.12151 145.1222 145.1206 2653 C¢H;5N;0
, C;H,NO
10 Acido 3- hidroxiantranilico 324 153.04259  153.0468 - 17 .
11  Histidina 40.1 155.06947 155.0688 - 169 CeHoN;0,
12 Piridoxal 40.2 167.05824 167.0543 167.0582 CsHoNO;
13 Acido indol acético (AIA) 40.2 175.06329 175.0621 - 69 C0HoNO,
14 Acido homogentisico 40.6 168.04227 168.0414 — 58 CHg0,

(-) Fragmentos néo obtidos.

Fonte: elaborada pela autora (2019).

A tabela 4 lista os metabdlitos com massas com duas casas decimais de
compatibilidade com massas descritas na literatura. Algumas substancias foram encontradas
nos mesmos tempos de retengdo de outras quimicamente distintas, o que indica que elas
possuem polaridade semelhante. Nao foram obtidos indices de similaridade, de modo que as
sugestdes dos metabolitos aqui descritos foram feitas com base na andlise das massas de
substancias disponiveis nas bases de dados. A falta de substancias padrdo e de andlises
complementares que permitissem elucidar a estrutura quimica das substancias, como
ressonancia magnética nuclear (RMN) bidimensional ou tridimensional foi uma limitagdo

encontrada no método adotado.



Figura 15. Cromatograma do extrato do fungo M. africana com detec¢ao por MS no modo negativo.
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Figura 16. Cromatograma de fragmentagdo (MS/MS) do extrato de M. africana com detecgdo por MS no modo negativo.
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Figura 17. Cromatograma do extrato do fungo B. multispora com detecgdo por MS no modo negativo.
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Figura 18. Cromatograma de fragmentagdo (MS/MS) do extrato de B. multispora com deteccdo por MS no modo negativo.
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Figura 19. Cromatograma do extrato do fungo B. youngii com detec¢do por MS no modo negativo.
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Figura 20. Cromatograma de fragmentagdo (MS/MS) do extrato de B. youngii com detec¢do por MS no modo negativo.
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Fonte: Autora (2019).
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Figura 21. Cromatograma de HPLC-MS do extrato do fungo C. recurvatus com detecgdo por MS no modo negativo.

Intens.
x1091
1.5

1.0+ 4

0.5
] | 3

0.0

Fonte: Autora (2019).

Figura 22. Cromatograma de fragmentagdo (MS/MS) do extrato de C. recurvatus com deteccdo por MS no modo negativo.
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Figura 23. Cromatograma do extrato do fungo M. indica com detec¢do por MS no modo negativo.
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Figura 24. Cromatograma de fragmentagdo (MS/MS) do extrato de M. indica no modo negativo.
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Figura 25. Cromatograma do extrato do fungo M. africana com detecgdo por MS no modo positivo.
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Figura 26. Cromatograma de fragmentagdo (MS/MS) do extrato de M. africana no modo positivo.
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Os cromatogramas apresentados mostram que diversas substidncias com mesmo
tempo de retencdo e diferentes massas moleculares e intensidades foram acumuladas em um
mesmo pico, indicado por numeros. Na figura 27 observam-se duas imagens referentes a um
desses picos, representado na imagem por “composto 8”. A esquerda, o pico majoritario
apresenta massa de 311.1690 e tempo de retengdo em 40.7 min. A direita, observa-se o
espectro de massas do fragmento do componente de maior intensidade, com valor m/z de
183.0127. Abaixo, se encontram os valores de m/z dos componentes sob esse pico € suas
intensidades relativas. Nota-se que para cada um dos compostos majoritarios existe uma série

de massas com intensidades menores, mas que também sao substincias presentes na mistura.

Figura 27. Espectro de massas para compostos de maior intensidade e seus fragmentos.

Cmpd 8, AutoMSn(311.1690), 40.4 min

Intens. -MS, 40.2-40 7min #7036-7122] Intens -MS2(311.1690), 35.0eV, 40.2-40.7min #7037-7124
x10° x104]
0.8 311.1690
| + 183.0127
3]
0.6
0.4 2
] 311.1682
0.2 1 *
0.0 ...'.gg'ﬁua.lt.-'. T ottt
100 200 300 400 500 600 700 miz 100 200 300 400 500 600 TO0 miz
# miz 1 # miz 1
1 1991703 1848 1 119.0506 765
2 279.1636 10851 2 170.0056  T24
3 2801674 1669 3 183.0127 30804
4 3081750 1503 4 1840164 3848
5 311.1690 69282 5 1850106 1703
& 3121719 13541 & 197.0277 799
7 313.1702 5067 T 216.0109 781
& 3211754 1513 8 3111682 9288
9 3273069 2894 9 3121712 2046
10 4052856 3369 10 313.1687 721

Fonte: Autora (2019).

A tabela 5 lista os metabolitos que foram sugeridos para as cinco espécies analisadas.
Em geral, alguns metabodlitos foram comuns a varios extratos, como € o caso da treonina, da
metilergometrina e do 4cido célico. No entanto, foram encontrados compostos caracteristicos
de uma tnica espécie, como ¢ o caso da maioria dos metabolitos para M. africana. No total,
nos modos positivo e negativo, foram geradas 2.020 massas para todas as cinco espécies
analisadas, sendo M. africana a espécie que mais apresentou compostos em ambos os modos
de analise. Para o modo negativo, as buscas nos espectros de massa de M. africana

totalizaram 580 massas encontradas. C. recurvatus apresentou 380 massas, B. multispora
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apresentou 320 e B. youngii ¢ M. indica obtiveram 140 massas cada. Para o modo positivo, M.
africana apresentou 250 massas, M. indica 60, C. recurvatus 60, B. youngii 50 ¢ B.
multispora 40 massas.

Como pode ser observado nos espectros apresentados, tanto no modo positivo quanto
no negativo, os metabolitos sdo eluidos majoritariamente entre 40 e 48 minutos apds a
inje¢d0, o que indica a presenca de compostos mais apolares, que possuem maior interacao
com a fase estacionaria, neste caso, a coluna.

A figura 28 mostra o espectro obtido pela corrida controle, feita somente com o

solvente, sem a adi¢ao de extrato.

Figura 28. Espectro de HPLC-MS sem extrato (controle) feito no modo negativo.
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Tabela 5. Lista dos metabolitos sugeridos para cada espécie nos modos negativo e positivo.

MSMS - LOW NEG

Compostos Espécies

M. africana M. indica  B. multispora B. youngii C. recurvatus

Verrucarol X

Brefeldina A X

Treonina X X X X
Metilergometrina X X X X
Fosfoserina X X X
Acido célico X X X X
Acido miristico X

Acefato X X
Acido oleico X
Ajmalina X

MSMS - LOW POS

( Compostos Espécies
M. africana M. indica B. multispora  B. youngii C. recurvatus
Glicina-betaina X
Lisinamida X
Acido 3-hidroxiantranilico X
Histidina X
Piridoxal X
Acido indol acético (AIA) X
Acido homogentisico X
Castanospermina X

MSMS — Espectrometria de massas em tandem, LOW NEG — Modo negativo, LOW POS — Modo positivo.

Fonte: elaborada pela autora (2019).



Entre os metabodlitos sugeridos, estdo alguns que sdo produtos comuns do
metabolismo basico dos organismos, como os aminodcidos treonina (encontrado em todas
as amostras, exceto M. indica), histidina e lisinamida (encontrados em M. africana).
Entretanto, o que se destaca ¢ a quantidade de metabdlitos secundarios encontrados
exclusivamente nas amostras de M. africana. No modo negativo foram encontradas 18
massas compativeis a compostos descritos, dos quais 11 estavam presentes nos extratos
de M. africana. O modo positivo resultou em seis compostos para o mesmo fungo.

A técnica de HPLC-MS no modo negativo foi eficiente para comparar as
substancias presentes em cada espécie. Uma vez que ndo existem estudos na area de
metabolomica para fungos dessas espécies, esse ¢ um dado inédito e de importancia.

Considerando-se uma compatibilidade de massas a partir de trés casas decimais
foram encontrados trés compostos com massas comparaveis a metabodlitos secundarios
com propriedades biotecnoldgicas. Esses metabolitos sdo denominados verrucarol (trés
casas), brefeldina A (quatro casas) e castanospermina (quatro casas), os quais estao

brevemente descritos a seguir.

4.3.1 Verrucarol

O verrucarol (Figura 29) ¢ um tricoteceno macrociclico pertencente a classe dos
sesquiterpenoides que possui uma ampla variedade de efeitos bioldgicos, entre eles
atividade antitumoral, antifingica, antibidtica e antiviral, além de significante
citotoxicidade (YAGEN et al., 1977, BAREL et al., 1990). Por se tratar de uma
micotoxina, o verrucarol ¢ uma substancia naturalmente produzida por fungos
ascomicetos das espécies Stachybotrys chartarum e S. microspora e pode ser encontrado
em graos de cereais armazenados (EL-KADY; MUBACHER, 1982), além de estar
relacionado a Sindrome do Edificio Doente (SBS, do inglés, Sick Building Syndrome)
(STRAUS, 2009), fendmeno que pode causar sintomas como dores de cabega, fadiga,
irritacao no sistema respiratdrio superior € erupcao cutanea. Normalmente, esses sintomas
estdo associados com a preseng¢a das micotoxinas em particulas de poeira em edificios
cuja ventilacdo natural fora substituida por um sistema artificial (REDLICH et al., 1997).
Efeitos diversos foram observados tanto em ensaios com modelos animais quanto em
individuos afetados pela SBS, demonstrando que o verrucarol apresenta efeitos toxicos

como irritacdo ocular e nasal, cansago e toxicidade oral aguda e cutinea, cujos graus
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podem variar desde irritagdo, corrosao até ser fatal (NORBACK et al., 2016).

O mecanismo de acdo dos tricotecenos pode ocorrer por meio da inibicdo da
sintese de proteinas, DNA ¢ RNA, da atuacdo na cadeira transportadora de elétrons, no
estimulo da peroxidagdo lipidica, na alteragao da fungdo da membrana celular, na indugao
da apoptose, na modula¢do de respostas imunes, na ativacdo de proteinas quinases, na
inducdo da expressdo génica por quimiocinas e citocinas e, por fim, na alteracdo dos
niveis de neurotransmissores (HASCHEK; BEASLEY, 2009).

O processo de inibicdo da sintese proteica ¢ feito por meio da ligagdo da
molécula a subunidade 60S do ribossomo, interferindo na atividade da peptidil-transferase
(MOSTROM, 2011). De acordo com o modo de agdo, os tricotecenos sdo divididos em
dois grupos: os que atuam com inibicdo preferencial na porgao inicial e aqueles que
atuam no elongamento e/ou na por¢ao final da sintese proteica. Essa diferenga se deve
principalmente a estrutura da molécula. Tricotecenos com substituigdes dos grupamentos
hidroxila e acetila em C-3 e C-4, como a verrucarina A, inibem predominantemente a
iniciacdo da sintese, enquanto para o verrucarol e outros tricotecenos com grupamento
cetona em C-8 e hidroxila em C-7, a preferéncia de atuagdo ¢ no elongamento e/ou na
porcao final (McLaughlin et al., 1977).

Sinteticamente, a obtencao de verrucarol pode ser feita por hidrélise quimica a
partir de um éster macrociclico de epoxitricoteceno em S. alternans ou de tricotecenos
macrociclicos do fungo Myrothecium verrucaria (SZATHMARY et al., 1876; ROUSH;
D’AMBRA, 1977; JARVIS et al., 1984).

Como previamente mencionado, a sugestdo desse composto, bem como dos
demais, foi feita com basea na massa molecular. Entretanto, ndo foram obtidos espectros
de ressonancia magnética nuclear (RMN) bidimensional de alta resolucdo que
permitissem auxiliar na elucida¢do das estruturas quimicas. Portanto, deve-se levar em
consideragdo a existéncia de diversos isOmeros possiveis para as estruturas quimicas aqui

indicadas.
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Figura 29. Estrutura tridimensional do verrucarol
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4.3.2 Brefeldina A

Brefeldina A (Figura 30) ¢ um metabolito fungico pertencente ao grupo das
lactonas macrociclicas e possui atividade antifungica, antiviral e antitumoral, tendo sido
isolado por pesquisadores suicos a partir do cultivo de Penicillium brefeldianum (HARRI
et al., 1963). Anteriormente, Betina e colaboradores (1962) haviam isolado do cultivo de
P. cyaneum uma substancia apresentando capacidade de inibigdo do crescimento de
fungos filamentosos e leveduriformes e agdo inibitoria contra célular HeLa em cultura de
tecidos, ¢ a denominaram de cianeina. Analises comparativas dos dados quimicos e
fisicos demonstraram que brefeldina A e cianeina correspondiam a mesma substancia
(BETINA, 1995) e essa constatacao igualmente se estende para substancias descritas com
nomes distintos como decumbina (SINGLETON et al., 1958), ascotoxina (SUZUKI et
al., 1970) e sinergisidina (YAGISHITA ef al., 1981).

Desde entdo essa substancia foi isolada de fungos do solo, como P.
simplicissimum e diversos outros géneros, como Alternaria, Ascochyta, Curvularia,
Cercospora, Phyllosticta, Paecilomyces e Aspergillus (VURRO et al., 1998; WANG et
al., 2002). Diversos estudos demonstram a atividade biologica desse metabolito. A
capacidade citotoxica da decumbina em ratos e peixes, além da inibi¢do da germinagao de
trigo foi avaliada e descrita por Singleton e colaboradores (1958). Betina e colaboradores
(1962) demonstraram a atividade antifungica e os efeitos citotoxicos da cianeina.

Brefeldina A teve seus efeitos antiflingicos, citotoxicos e cancerostaticos estudados por
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Haérri e colaboradores (1963). A ascotoxina e seus derivados foram estudados quando a
sua influéncia em plantas e a atividade fitotoxica foi demonstrada (SUZUKI et al., 1970).

Em métodos de diluicdo, este metabolito apresenta atividade antiviral contra
amostras de virus herpes simples e de doenga de Newcastle, de modo que o espectro de

eficacia abrange tanto virus de DNA quanto de RNA (TAMURA et al., 1968).

O cultivo de microrganismos feito em larga escala visando a producdo de
diversas substancias de interesse biotecnoldgico, como polissacarideos, enzimas e
metabdlitos que, em cultivos de bancada, apresentam um rendimento menor em um
tempo maior de crescimento ¢ uma das perspectivas de avanco no campo da
biotecnologia. O uso de biorreatores na producdo de substincias com atividade biologica
¢ um grande aliado, pois além de potencializar a quantidade de biomassa,
consequentemente, aumenta o rendimento do metabdlito de interesse. Esse processo
contribui ainda na diminui¢do da interferéncia do homem no ambiente em que o fungo se
encontra. McCloud e colaboradores (1995) cultivaram Eupenicillium brefeldianum
visando a producdo em larga escala de cianeina. O rendimento foi de 1.146 g de
metabdlito para 6.800 litros de caldo de cultivo (169 mg/L).

Apesar de apresentar vantagens, a producdo de brefeldina A pode causar ainda
algumas alteracdes no crescimento e na morfologia dos fungos (BETINA, 1992), além de
alteragcdes quimicas no aparelho de Golgi que podem afetar a distribuicao de proteinas no
reticulo endoplasmatico (BALCH, 1990).

Em cultivo submerso induzindo o crescimento leveduriforme do fungo dimérfico
Paecilomyces viridis, foram relatadas modificacdes no tamanho e forma das colonias,
além de alteracdes na composicao quimica da parede celular. Em estudos utilizando P.
brasiliensis a presenca dessa substancia afetou a capacidade de dimorfismo (BETINA,
1966; SAN-BLAS e YEGRES, 1978). Outras alteracdes morfologicas, como aumento do
tamanho das células em Candida albicans e ramificacdo das hifas em alguns fungos

filamentosos, também ja foram observadas (BETINA, 1992).
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Figura 30. Estrutura tridimensional da brefeldina A

Fonte: Pubchem (2020).

4.3.3 Castanospermina

A castanospermina (Figura 31) ¢ um alcaloide do tipo indolizidina poliidroxilado
encontrado em sementes e folhas da planta Castanospermum australe, conhecida como
“blackbean” (feijao-preto) (COLLINS et al.,, 1990) e também em vagens de Alexa
leiopetala (FURNEAUX et al. 1996).

Seu precursor natural ¢ a L-lisina e o primeiro intermediario chave para a
biossintese da castanospermina ¢ o acido-L-pipecoico, que atua como iniciador para a
extensao da cadeia do malonato incorporando um atomo de carbono na molécula. A
castanospermina ¢ entdo formada por uma sequéncia de reacdes de hidroxilagdo. Os
alcaloides indolizidinicos possuem atividade inibidora de glucosidases (SAUL et al.,
1983) e devido a sua semelhanga estrutural com os agucares podem ser denominados
iminoagucares, aminoagucares ou alcaloides em forma de agticares (STUTZ, 1999). Essa
similaridade com a molécula de glucose estd intimamente relacionada com a atividade
inibidora de glucosidase. A castanospermina ¢ formada por quatro grupos hidroxila a
partir do anel central, por meio do qual a glucosidase reconhece a molécula e combina-se
com ela. Uma vez ligada, a enzima fica presa e ¢ impedida de catalisar sua propria reagao.

Entre as atividades bioldgicas descritas encontram-se a atividade anticancerigena
(FLEET, 1990), anti-HIV (HADWIGER et al., 1986; BEEBEE ¢ BURKE, 1988),
tratamento de diabetes (RHINEHART et al., 1990), doenga de Pompe (REICHMANN et
al., 1987), atividade antifingica (RIDRUGO et al., 1989), inseticida (NASH et al., 1986)
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e anti-inflamatoria (WILLENBORG, 1992).

A ocorréncia desse composto em fungos, especificamente em micorrizas
arbusculares do género Glomus associadas a raiz de C. australe, foi relatada por Abu-
Zeyad e colaboradores (1999), que demonstraram um aumento do crescimento da planta e

da produgdo de castanospermina nas folhas relacionadas com a simbiose.

Figura 31. Estrutura tridimensional da castanospermina.
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4.3.4 Outros metabolitos

Além das substiancias mencionadas nos itens anteriores, foram encontrados
outros metabolitos secundarios com massas apresentando compatibilidade de duas casas
decimais em comparagdo com dados descritos na literatura. Entre eles estdo o acido
colico, dacido miristico, metilergometrina, &cido oleico, ajmalina, acido 3-
hidroxiantranilico e 4cido homogentisico.

A metilergometrina se destacou por ter sido encontrada em todos os extratos,
com excecdo de B. youngii. E um alcaloide do tipo ergolinico produzido pelo fungo
Claviceps purpurea (nome popular: esporao-do-centeio), conhecido pela producao de
acido lisérgico (LSD). Derivado semissintético da ergometrina, a metilergometrina
participa da contracdo da musculatura uterina, sendo indicada no tratamento da
hemorragia pos-parto e pds-aborto, além de possuir atividade inibitéria da adrenalina,
noradrenalina e serotonina, assim como os demais alcaloides de ergot (ADRIO;

DEMAIN, 2003; MELLO et al., 2016).

A presenca de outro alcaloide, denominado ajmalina, foi observada nos extratos

de C. recurvatus. Ajmalina ¢ um alcaloide inddlico encontrado em raizes da planta
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Rauwolfia serpentina e possui atividade antiarritmica e anti-hipertensiva (SRIVASTAVA
et al., 2006). A producdo de ajmalina em R. serpentina pode ser potencializada pelo uso
de elicitores abiodticos. Srivastava e colaboradores (2016) demonstraram que, em uma
concentragdo de 100 mM de NaCl, foi observado um aumento em 14.8 vezes na producao
de ajmalina por essa planta. Para fungos, no entanto, a producdo desse composto nio ¢
conhecida; os estudos que associam a ajmalina com esses microrganismos estdo
relacionados ao aumento da producgdo de alcaloides em plantas utilizando fungos como
elicitores. Em Catharantus roseus, os compostos ajmalina, vindolina e catarantina
tiveram sua producao aumentada pelo fungo Aspergillus flavus (LIANG et al., 2018). O
aumento também ocorreu para enzimas como triptofano-descarboxilase e estrictosidina-
sintase, envolvidas na biossintese de alcaloides, por elicitagdo do fungo fitopatogénico

Pythium aphanidermatum (CORDELL, 2003).

Ja o acido 3-hidroxiantranilico, intermediario do metabolismo do triptofano, ja
foi isolado de extrato metandlico de tempeh, apresentando atividade antioxidante (ESAKI
et al., 1996) e tem sido relatado associado ao fungo da podridao-branca, Pycnoporus
cinnabarinus, onde atua como mediador da lacase na degradacdao de lignina (LI et al.,
2000; ELISSETCHE et al., 2006). Além disso, esse metabdlito foi obtido a partir de
extratos do fungo marinho Penicillium paneu, por meio de alteracdes nas condi¢des de
fermentagdo, onde o cultivo em larga escala feito em biorreator permitiu o isolamento de

seis tipos de derivados de acido antranilico presentes no meio de cultura (LI et al., 2013).

Glicina-betaina ¢ uma pequena molécula encontrada em plantas e bactérias que
atua na protecao frente ao stress envolvendo retencdo hidrica, frio, calor, salinidade,
dentre outros. Em Aspergillus fumigatus, esse metabolito atua como fonte de carbono,
nitrogénio e energia devido as reacdes de demetilacdo da glicina (LAMBOU et al., 2013).
Em plantas associadas com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs), especialmente com
a espécie Glomus clarum, a presenca de glicina-betaina também ja foi descrita, tendo
desempenhado um papel de protecdo e regulacdo osmoética em plantas submetidas ao

estresse hidrico (PEREIRA, 2012).

O composto fenolico denominado acido homogentisico também ja foi isolado de
cogumelos comestiveis, como Agaricus bisporus, Boletus edulis, Calocybe gambosa,
Cantharellus cibarius, Craterellus cornucopioides, Hygrophorus marzuolus, Lactarius

deliciosus e Pleurotus ostreatus. Apesar de esses fungos apresentarem propriedades
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antioxidantes, ensaios realizados ndo correlacionam essa atividade ao acido
homogentisico, uma vez que a atividade apresentada nao foi significante (PALACIOS et

al., 2011).

O é4cido oleico € o tipo mais comum de acido graxo monoinsaturado encontrado
no azeite de oliva e tem a capacidade de reduzir os niveis de colesterol, pressdo arterial e
atuar sobre alguns tipos de canceres (KURUSHIMA et al., 1995; FERRARA et al., 2000;
MENENDEZ; LUPU, 2006). Além das aplicagdes para a area médica, o acido oleico
pode ser convertido em 4cido ricinoleico, um 4cido graxo hidroxilado muito utilizado na
industria quimica como lubrificante para evitar o atrito em pecas de equipamentos (van de
LOO et al., 1995; AZCAN; DEMIREL, 2008; MEESAPYODSUK; QIU, 2008).
Algumas pesquisas demonstram a producdo de acido oleico por fungos. Sakamoto e
colaboradores (2017) promoveram o aumento da produgdo desse acido em Mortierella
alpina utilizando técnicas de melhoramento molecular e verificaram que o tempo 6timo
para a produgdo do metabolito foi em cinco dias de cultivo. Além de M. alpina, Fusarium
verticillioides, Aspergillus oryzae e Rhodosporidium toruloides também ja foram
estudados quanto a produgdo de acidos graxos (TAMANO et al., 2013; WANG et al.,
2016).

Os metabolitos produzidos por fungos da ordem Mucorales sdo pouco
conhecidos. Em relagdo as espécies abordadas no presente estudo, os trabalhos sao
escassos e abrangem outros campos, que nao incluem a metabolomica. Dessa forma, até o
presente ndo existem relatos desses ou de outros metabolitos secundarios produzidos por
fungos das espécies Benjaminiella, Cokeromyces ¢ Mycotypha, sendo este um estudo
inédito de prospecc¢ao para esses microrganismos.

A inexisténcia de uma biblioteca de espectros para LC-MS e as limitacdes
encontradas na metodologia proposta, como mencionado anteriormente, foram algumas
das dificuldades encontradas durante o desenvolvimento desse trabalho. A similaridade
entre as massas das substancias eluidas dos extratos com aquelas descritas na literatura e
nas bases de dados, aliada a presenca dessas substancias em outros fungos e plantas torna
possivel essa comparagdo. Além disso, essa ¢ uma metodologia que pode ser utilizada
para analises de compostos polares e apolares pouco volateis, nos quais a derivatizag@o

ndo ¢ vidvel, como ocorre na cromatografia gasosa.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

* Benjaminiella, Cokeromyces e Mycotypha secretam metabdlitos para o meio
extracelular;

* A falta de estudos sobre as substancias produzidas por esses géneros de fungos
dificultou a aquisicdo de amostras padrao para as analises;

* Diversas massas encontradas nos extratos ndo apresentavam descri¢do na literatura, o
que se tornou uma dificuldade na tentativa de identificagdo dos metabdlitos;

* M. africana foi a espécie que mais apresentou compostos compativeis com os bancos
de dados, com destaque para trés: verrucarol, brefeldina A e castanospermina;

* Os espectros de M. africana demonstram que essa € uma espécie interessante para o
cultivo em larga escala;

* O uso de fungos com capacidade de dimorfismo e que apresentam crescimento
acelerado € uma vantagem em estudos visando a producao de compostos de interesse
biotecnologico;

* Para futuros trabalhos sugere-se a andlise por RMN bidimensional que, aliada a
espectrometria de massas, permite elucidagdo estrutural das substancias além de
possibilitar a identificacdo de compostos inéditos, caso sejam adquiridos espectros em
boa resolugao;

* Ainda, sugere-se a coleta dos picos de interesse por cromatografia em coluna
preparativa e ensaios de atividade bioldgica para futuras aplicagdes utilizando essas e

outras espécies.
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