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RESUMO

Neste trabalho foi realizada uma triagem com cinquenta fungos filamentosos visando
selecionar espécies capazes de produzir substancias com propriedades antioxidantes e
inibidoras de acetilcolinesterase para estudos mais detalhados. Os fungos foram
cultivados por 28 dias a temperatura ambiente (25 °C) em meio de cultivo liquido, sendo
a capacidade antioxidante total e a atividade inibitéria de aceticolinesterase avaliadas
utilizando-se diretamente os caldos fermentados. Duas espécies fungicas se destacaram
Penicillium flavigenum e Penicillum tanzanicum, sendo submetidas a novos
experimentos. P. flavigenum, apesar de produzir comumente compostos antioxidantes
como a sorbicilina, nas condi¢des do presente trabalho, produziu a micotoxina citrinina,
identificada por andlise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e Paper Spray
acoplado a espectrometria de massas (PS-MS). Desta forma, os estudos se
concentraram em P. tanzanicum, que foi cultivado em meios de cultura de composi¢cdes
diferentes, alguns dos quais contendo moduladores epigenéticos, para induzir a
expressdo de metabdlitos secundarios bioativos. Os moduladores utilizados foram 5-
azacitidina (AZA) (50, 200, 350 e 500 uM), hidralazina (HID), procainamida (PRO), acido
suberoil hidroxamico (SAHA) e butirato de sédio (BUT) (500 uM). Os extratos dos
diferentes cultivos foram preparados e analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), espectrometria de massas e RMN de 'H para determinar as alteracdes
ocorridas no perfil metabodlico. Os extratos também foram avaliados em ensaios de
atividade biologica (acdo antioxidante por diferentes métodos e inibicdo da
acetilcolinesterase). Os cromatogramas dos extratos do P. tanzanicum sob influéncia dos
moduladores mostraram alteracbes no perfil metabdlico, principalmente aumento da
producéo de acido pulvilérico induzido por HID, HID+PRO e AZA. Os espectros de RMN
evidenciaram aumento de compostos aromaticos nos extratos de AZA, HID e PRO, além
de compostos contendo hidroxilas queladas neste ultimo. HID e AZA aumentaram a
producdo de metabodlitos com propriedade antioxidante e com atividade inibitéria de
acetilcolinesterase e AZA (200 uM) aumentou a producéo de acido linoleico em caldo
batata dextrose. A capacidade antioxidante e atividade inibitéria da acetilcolinesterase

foram relatadas pela primeira vez para a espécie P. tanzanicum.

Palavras-chave: fungo filamentoso; Penicillium tanzanicum; capacidade antioxidante;

inibicdo de acetilcolinesterase; modulador epigenético.



ABSTRACT

In this work, a screening was carried out with fifty filamentous fungi in order to select a
species able to produce substances with antioxidant and acetylcholinesterase inhibiting
properties for more detailed studies. The fungi were cultured for 28 days at room
temperature (25 °C) in liquid culture medium and total antioxidant and
acetylcholinesterase inhibition activities were evaluated using the fermented broths. Two
fungal species stood out Penicillium flavigenum and Penicillium tanzanicum and were
submitted to new experiments. The fungus P. flavigenum, despite commonly producing
antioxidant compounds such as sorbicillin, under the cultivation conditions used,
produced the mycotoxin citrinine. Thus, the studies focused on P. tanzanicum, which was
grown in culture media of different composition, some of which containing epigenetic
modulators, to induce the expression of secondary bioactive metabolites. The modulators
used were 5-azacitidine (AZA) (50, 200, 350 and 500 pM), hydralazine (HYD),
procainamide (PRO), suberoyl hydroxamic acid (SAHA) and sodium butyrate (BUT) (500
MM). The extracts of the different cultures were prepared and analyzed by high
performance liquid chromatography (HPLC), mass spectrometry (MS) and hydrogen
nuclear magnetic resonance (NMR) to determine the changes in the metabolic profile.
The extracts were also evaluated in biological activity assays (antioxidant activity by
different methods and anti-acetylcholinesterase). The chromatograms of the crude
extracts of P. tanzanicum under the influence of the modulators showed changes in the
metabolic profile, mainly an increase in the production of pulvyloric acid induced by HYD,
HYD+PRO and AZA. The NMR spectra showed an increase in aromatic compounds in
the extracts of AZA, HYD and PRO, in addition to compounds containing chelated
hydroxyls in the latter. HYD and AZA increased the production of metabolites with
antioxidant activity and the ability to acetylcholinesterase inhibition and AZA (200 uM)
increased the production of linoleic acid in potato dextrose broth. Antioxidant capacity
and acetylcholinesterase inhibitory activity were reported for the first time for the species

P. tanzanicum.

Keywords: filamentous fungi; Penicillium tanzanicum; antioxidant activity;

acetylcholinesterase inhibition; epigenetic modulator.
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EAA Equivalente de acido ascorbico

EAG Equivalente de acido galico

EBPF Extrato bruto de P. flavigenum

GRAS Geralmente Reconhecido como Seguro

HDACs Histona-desacetilases

HID Hidralazina

LaBB Laboratério de Bioensaios e Biotecnologia

MLP Meio liquido padronizado contendo peptona, sacarose e sais

PRO Procainamida

PS-MS Paper spray acoplado a espectrometria de massas

SAHA Acido suberoxamico

UPLC- Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada ao sistema de
QQqTOF- massas de alta resolucédo do tipo quadrupolo simples e tempo de voo

MS/MS
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1 INTRODUCAO

Fungos séo microrganismos eucarioticos, heterotroficos e decompositores,
que contribuem para o equilibrio do ecossistema. Eles também possuem enorme
potencial biotecnoldgico por serem capazes de sintetizar metabdlitos secundarios
biologicamente ativos que tém sido utilizados principalmente nas industrias
farmacéutica e alimenticia. Fungos filamentosos produzem enzimas com aplicacdo
industrial como lipases e proteases, acidos organicos como o acido citrico, bem como
compostos responsaveis pelo aroma e textura de alimentos, entre outros (AZIZAN et
al., 2016). Determinadas espécies de fungos filamentosos produzem substéancias
biologicamente ativas que podem ser purificadas e identificadas por métodos
guimicos, avaliadas em estudos in vitro, in vivo e em testes clinicos, para o
desenvolvimento de medicamentos e suplementos alimentares (ACEVEDO-ROCHA
et al., 2019). A sintese de produtos naturais com atividade bioldgica a partir de fungos
e relativamente de baixo custo levando-se em consideracdo a ampla complexidade
quimica e aplicabilidade destes produtos (DUFOSSE et al. 2014). Além disso, a
producéo ocorre sem limitagdes impostas por safra, irrigacdo ou pluviometria, entre
outras variaveis. Algumas atividades biologicas dos metabdlitos de fungos
filamentosos sédo antimicrobiana, hipoglicemiante, antioxidante e de inibicdo
enzimatica (AZIZAN et al., 2016).

Substancias com propriedade antioxidante e atividade inibitoria da enzima
acetilcolinesterase, responsavel pela degradacdo do neurotransmissor acetilcolina,
tem sido alvo de pesquisas voltadas para o tratamento e prevencédo da doenca de
Alzheimer. A alta prevaléncia desta doenca na populacdo mundial tornou-se um grave
problema de saude publica. Estima-se que nos préximos 12 anos cerca de 70 milhdes
de individuos apresentem algum tipo de deméncia, sendo o Alzheimer correspondente
a 70% dos casos. Os processos bioquimicos presentes em pacientes com esse
acometimento envolvem, além da reducdo de acetilcolina no cérebro, niveis de
estresse oxidativo elevados, alta peroxidacdo lipidica no sangue e capacidade
antioxidante cerebral diminuida (VALKO et al., 2007). O principal tratamento utilizado
€ paliativo, com uso de inibidores de acetilcolinesterase para controlar o aparecimento
dos sintomas da doenca e desacelerar a progressao da mesma, que ainda nao possui

cura (AHMAD et al., 2016). Pesquisas recentes tém apontado para os beneficios do
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uso de substancias antioxidantes para a prevencéao da doenca de Alzheimer (ASHLEY
et al.,, 2019; VEURINK et al., 2020). Sendo assim, a busca por substancias com

capacidade antioxidante e inibidoras de acetilcolinesterase é relevante e pode

contribuir para o desenvolvimento de nutracéuticos neuroprotetores.

2 OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar a producao de metabdlitos
antioxidantes e inibidores de acetilcolinesterase por fungos filamentosos, bem como
avaliar alteragbes na biossintese decorrentes da utilizacdo de moduladores
epigenéticos no meio de cultura.

Os objetivos especificos foram:

i) Realizar triagem de 50 fungos filamentosos quanto a produg&o de metabdlitos com

acao antioxidante e atividade inibitoria de acetilcolinesterase;
i) Selecionar as espécies mais promissoras;

iii) Avaliar a variacdo do perfil metabdlico da espécie selecionada na presenca de
moduladores epigenéticos por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a

espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear de 'H;

iv) Avaliar a capacidade antioxidante e atividade inibitéria da enzima

acetilcolinesterase dos extratos obtidos.



22

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Utilizac&o dos fungos em processos biotecnologicos

Os fungos sao microrganismos eucarioticos e heterotréficos capazes de
sintetizar uma ampla gama de metabodlitos de grande relevancia para o setor
econbmico (SUBHAN et al., 2016). Fungos sdo amplamente utilizados na indUstria de
alimentos fermentados, devido a sua capacidade de alterar pH, sabor, aroma e textura
durante a fermentacao para a producao de alimentos e bebidas (TAKAHASHI et al.,
2017). Um bom exemplo € o fungo filamentoso Aspergilus oryzae, utilizado na
fermentacdo de cereais e leguminosas, cujos produtos finais sdo o molho de soja, o
miso e o0 saqué (ALBERTI et al., 2017). O saqué € uma bebida de origem japonesa,
apreciada mundialmente e produzido ha mais de 1200 anos, obtida a partir de
fermentacdo mista do fungo filamentoso A. oryzae e da levedura Saccharomyces
cerevisiae. Possui teor alcoolico moderado e alto teor de aminoacidos, vitaminas,
oligossacarideos e polifenois (ZHANG et al., 2020). Na fermentacdo para producéo
de queijos, diferentes fungos do género Penicillium s&o utilizados, como P. roqueforti,
gue contribui tanto no desenvolvimento de caracteristicas organolépticas quanto para
as caracteristicas macroscopicas do queijo azul. P. roqueforti atua como agente de
producdo e maturacdo de queijos conhecidos no mundo inteiro, como Roquefort,
Fourme d'Ambert e Bleus na Franca, Cabrales e Valdedn na Espanha, Danablu na
Dinamarca, Gorgonzola na lItalia, Stilton e Dorset Blue no Reino Unido, Niva na
Republica Tcheca e Bleuchatel na Suica (COTON et al., 2020).

O fungo filamentoso Aspergillus fumigatus produz enzimas como xilanase,
guitanase, pectinase, hemicelulase, celulase e protease, que atuam hidrolisando a
parede celular de sementes oleaginosas e por isso sao utilizadas no pré-tratamento
da extracdo de Oleos vegetais na industria alimenticia. A utilizacdo dessas enzimas
aumentou em 6%, 3% e 2% o rendimento da obtencdo de Oleos de gergelim,
amendoim e girassol, respectivamente, além de reduzir gastos com solventes
organicos (BHOWMIK e PATIL, 2018). Outra area na qual os fungos tém impactado
positivamente é a agricultura, por sintetizarem horménios de crescimento de plantas,
como o acido giberélico (Figura 1, pag. 26), produzido por Fusarium moniliforme, e
alcaloides com acéo inseticida (contra nematoides e pulgdes), produzida por Epichloé

sp. Além disso, na industria farmacéutica, diversas classes de medicamentos
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possuem principios ativos de origem fudngica, dentre as quais se destacam
antimicrobianos como a penicilina G, hipocolesterolemiantes como a lovastatina e
imunossupressores, como a ciclosporina A (Figura 1, pag. 26) (AZIZAN et al., 2016).

Em virtude das suas diversas aplicabilidades em varios ambitos da
sociedade, os fungos sao um importante alvo de estudos biotecnolégicos visando

novas descobertas e funcionalidades para estes microrganismos e seus metabdlitos.

3.2 Metabdlitos fungicos relevantes na area de alimentos

Fungos filamentosos e seus metabdlitos sédo importantes também como
suplementos alimentares e nutracéuticos (VONGSANGNAK et al., 2013). No Brasil,
suplemento alimentar foi regulamentado como “produto para ingestdo oral,
apresentado em formas farmacéuticas, destinado a suplementar a alimentacao de
individuos saudaveis com nutrientes, substancias bioativas, enzimas ou probioéticos,
isolados ou combinados” (ANVISA, 2018). Essa definicdo esta em concordancia com
aquela do 6rgao de regulamentacéo dos paises da Unido Europeia (EFSA), que define
suplemento alimentar como um concentrado de nutrientes ou outras substancias com
efeito nutricional ou fisiolégico comercializado em formas farmacéuticas (capsulas,
comprimidos, liquidos, etc.) (EFSA, 2021). O termo nutracéutico, etimologicamente
provém da juncdo das palavras “nutriente” e “farmacéutica”’, fazendo alusdo a
substancias isoladas ou combinadas, administradas em formas farmacéuticas que
atuam prevenindo ou tratando doencas cronicas (BISHOP et al., 2015).

Alguns metabdlitos produzidos por fungos e utilizados em suplementos
alimentares e/ou nutracéuticos sdo enzimas, vitaminas, pigmentos, antioxidantes,
entre outros (BHOWMIK e PATIL, 2018). Fungos do género Aspergillus sp., por
exemplo, produzem as enzimas digestivas a-galactosidase e [3-galactosidase
(lactase) por secrecao extracelular no meio de cultura, facilitando sua obtencédo. Tais
enzimas sdo utilizadas como suplementos alimentares por individuos que nao as
possuem em quantidade suficiente para a digestdo de acucares de cereais e do leite,
respectivamente (VIDYA et al., 2020). Devido a tendéncia natural do organismo
humano em reduzir a producdo da enzima lactase com o passar dos anos, mais de
50% da populacdo adulta possui deficiéncia na sua producdo, passando a ter um

disturbio digestivo denominado intolerancia a lactose. A ingestdo da lactase permite
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qgue os individuos com disturbio em sua produc¢do consumam produtos lacteos sem
passar pelos sintomas caracteristicos da intolerancia a lactose como diarreia,
flatuléncia, inchaco abdominal, dor e ndusea (SAQIB et al., 2017).

O processo sintético de obtencgéo de riboflavina (vitamina B2) foi totalmente
substituido por bioprocesso durante os ultimos 15 anos. Essa vitamina € utilizada
como aditivo em ragles, aditivo alimentar e na industria farmacéutica
(SCHWECHHEIMER et al., 2016). O fungo Ashbya gossypii produz vitamina B2
(Figura 1, pag. 26) por processo fermentativo que esta sendo utilizado como modelo
para obteng&o de vitaminas da mesma classe a partir de outros fungos. Entre 1999 e
2012, a reducgéo do custo de producao de vitaminas por fermentacao foi de 43% em
relacéo ao processo sintético (ACEVEDO-ROCHA et al., 2019).

Outro ingrediente presente em suplementos alimentares € o &cido
araquidonico (Figura 1, pag. 26) (ARA), recomendado para lactentes e criancas de
primeira infancia. Este acido graxo poli-insaturado, além de ser necessario para a
formacao do sistema nervoso e da retina, sendo por isso considerado um suplemento
nutricional, também tem seu consumo associado a prevencdo de doencas
cardiovasculares e inflamatérias (YAO et al., 2019), podendo, portanto, ser
considerado nutracéutico. Ele também estd associado ao bom funcionamento do
sistema imunoldgico e nos ultimos anos sua obtencao a partir de microrganismos tem
sido cada vez maior em relacdo as fontes animal e vegetal. O principal fungo que
produz ARA é o Mortierella alpina, com mais de 250 patentes registradas nos ultimos
30 anos. A estimativa prevista é de que mais de 400.000 toneladas de ARA sejam
produzidas até 2025, quantidade que provavelmente sera insuficiente para atender a
demanda mundial (MAMANI et al., 2019).

Compostos da classe dos carotenoides sdo produzidos por fungos
Blaskeslea trispora, Mucor circinelloides (SAINI e KEUM, 2019) e Ashbya gosypii
(VONGSANGNAK et al., 2013). Tais compostos sdo corantes naturais com
propriedades anti-inflamatéria, imunomoduladora e antioxidante, sendo a ultima de
grande relevancia por estar associada a prevencao de varias doencas cronicas (SAINI
e KEUM, 2019). Sendo assim, metabdlitos fungicos desta classe podem ser utilizados

como nutracéuticos.
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3.3 Estresse oxidativo e antioxidantes

O estresse oxidativo consiste no desequilibrio entre espécies antioxidantes
e pro-oxidantes no organismo, levando a formagéao de radicais livres em excesso, tais
como o0 anion superoxido (O2¢-) e o oxido de nitrogénio (NO-¢), além de espécies
reativas de oxigénio nao radicalares, como o peréxido de hidrogénio (H202) (SANTOS-
SANCHEZ et al., 2019). Os radicais livres sdo moléculas ou fragmentos de moléculas
com elétrons desemparelhados. O radical anion superoxido, proveniente do oxigénio
molecular com ganho de um elétron, € denominado primario por ser gerado a partir
de processos metabdlicos ou por irradiacao. A partir da reacéo do radical superoxido
com outras moléculas, catalisada por metais ou enzimas, sdo produzidos radicais
secundarios. O radical secundario hidroxila (*OH) é conhecidamente capaz de
danificar componentes do DNA como a purina, a pirimidina e a desoxirribose, gerando
modificacdes permanentes no material genético, que representa o inicio de processos
de mutagénese, carcinogénese e envelhecimento (VALKO et al., 2007).

Processos fisiolégicos e fisiopatologicos como envelhecimento,
mutagénese, cancer, arteriosclerose, infarto do miocéardio, diabetes, doencas
inflamatodrias e desordens do sistema nervoso central estdo associados ao estresse
oxidativo. Os processos inflamatorios, por exemplo, sdo caracterizados pela presenca
de radicais livres no interior das células que atuam na eliminacdo de microrganismos
patogénicos. Entretanto, danos as células sdo gerados pelo excesso desses radicais.
Isso pode ser evidenciado pelo mecanismo de defesa de doencas autoimunes, como
artrite reumatoide, lUpus eritematoso sistémico, diabetes mellitus tipo 1, doenca
celiaca, doenca inflamatoria intestinal, esclerose mdultipla, psoriase e vitiligo que é
caracterizado pela producdo acentuada de espécies reativas de nitrogénio (NOe),
resultando em peroxidacdo lipidica nas lipoproteinas (SANTOS-SANCHEZ et al.,
2019).

Os antioxidantes enddgenos enzimaticos atuam de formas diferentes para
impedir o estresse oxidativo, como a superoxido dismutase, que catalisa a
transformacao do anion superoxido a oxigénio e peroxido de hidrogénio, a catalase,
gue participa da conversao do peréxido de oxigénio a agua e oxigénio molecular e a
glutationa peroxidase, que controla a taxa de peroxidacéo lipidica (KRYL'SKII et al.,

2019). Os antioxidantes enddégenos ndo enzimaticos podem prevenir a formacao de
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espécies reativas por se ligarem a ions metalicos de transicdo, como € o0 caso da
ceruloplasmina, ferritina, transferrina e albumina (MIRONCZUK-CHODAKOWSKA et
al., 2018) ou por capturar radicais livres, como ocorre com a melatonina (Figura 1,
pag. 26), um horménio identificado como fator chave na regulacdo do ritmo circadiano
e no ciclo sono-vigilia (KRYL'SKII et al., 2019).

Quando a concentracdo de radicais livres no organismo € alta, os
antioxidantes adquiridos pela dieta (ex6genos) podem impedir 0 estresse oxidativo
(SANTOS-SANCHEZ et al.,, 2019). Desta forma, o consumo de substancias
antioxidantes por meio da dieta ou de suplementos alimentares tem aumentado, pois,
em baixa concentracdo, sdo capazes de inibir ou retardar intensamente a oxidacao de
componentes facilmente oxidaveis (MACDONALD-WICKS et al., 2006). Alguns
exemplos de antioxidantes adquiridos pela alimentacdo ou suplementacdo sao acido
ascorbico, carotenoides, compostos fenodlicos (Tabela 1, pag. 28), zinco, cobre,
selénio, magnésio (PEREIRA e CARDOSO, 2012) e vitamina E (Figura 5, pag. 34)
(DIKSHIT e TALLAPRAGADA, 2017).

Figura 1 - Estruturas quimicas de metabdlitos produzidos por fungos: acido
giberélico, penicilina G, lovastatina, ciclosporina A, vitamina B2, acido
araquidénico e melatonina.
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3.4 Doencade Alzheimer

Com o envelhecimento populacional, o Alzheimer tornou-se um grave
problema de saude publica, sendo responséavel, juntamente com outras deméncias,
pela sétima posi¢do no ranking mundial de causas de mortes e segunda causa de
mortes em paises de alta renda (WHO, 2020). Individuos acometidos por essa doenca
apresentam perda progressiva de memoria e disfungBes cognitivas, anormalidades
em relacdo a nogdo de espaco e campo visual, dificuldades de coordenacado motora
e distarbios psicoldgicos comportamentais (HUANG et al., 2020).

Nos pacientes com Alzheimer, neurdnios originados da inervacéo
colinérgica do cértex cerebral e hipocampo sofrem uma degeneracdo seletiva e
profunda, gerando reducdo nos niveis de acetilcolina no estagio inicial da doenca
(CARDINALI et al., 2014). Assim, o principal alvo dos medicamentos utilizados
atualmente para amenizar seus sintomas € a acetilcolinesterase, enzima responsavel
pela degradacéo do neurotransmissor acetilcolina no cérebro. Ao inibir essa enzima,
os farmacos utilizados mantém por mais tempo este neurotransmissor na fenda
sinaptica (AHMAD et al., 2016).

Além do distarbio colinérgico, o cérebro de pacientes com Alzheimer
apresenta evidéncias diretas de estresse oxidativo, tais como aumento da
peroxidacéo lipidica, reducéo do teor de acidos graxos poli-insaturados, aumento da
oxidacéao do DNA, reducdo do metabolismo energético e do teor da enzima citocromo
C oxidase, aumento de 4-hidroxinonenal (aldeido proveniente da peroxidacao lipidica
no fluido ventricular) e de cobre, ferro, aluminio e mercurio (VALKO et al., 2007).
Devido a essas evidéncias, estudos que investigam a associacao entre antioxidantes
e a doenca de Alzheimer, relacionaram a dieta mediterranea, que possui alta
concentracdo de compostos fendlicos, vitaminas E (a-tocoferol), C e carotenoides,
com reducdo do risco de desenvolvimento do Alzheimer em individuos idosos
(VEURINK et al., 2020). Outros estudos descrevem que pacientes com Alzheimer
apresentaram concentracao sérica inferior de tocoferois em relacéo ao grupo controle,
sugerindo que os niveis reduzidos no sangue pode ser fator de risco para essa doenca
(ASHLEY et al., 2019). Além disso, a ingestdo de a-tocoferol (vitamina E) por
pacientes com Alzheimer de intensidade leve a moderada contribuiu para reducgéo do

declinio cognitivo em estudo descrito por Dysken et al. (2014).
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3.5 Antioxidantes provenientes de fungos

Os fungos produzem uma variedade de compostos conhecidos por suas
caracteristicas antioxidantes (Tabela 1). A acdo antioxidante dos compostos fenélicos
pode ser direta, quando estes estabilizam radicais, ou indireta, quando impedem
reacdes que geram espécies radicalares. A acao direta se da predominantemente pela
transferéncia de atomos de hidrogénio para os radicais apds ruptura homolitica da
ligagdo O—H (Figura 2). O novo radical gerado é menos reativo, devido ao fato de o
elétron desemparelhado estar deslocado por ressonancia (LEOPOLDINI et al., 2011).

Tabela 1 - Fungos produtores de metabdlitos antioxidantes e suas estruturas
guimicas.

Metabélito

Fungo antioxidante

Estrutura quimica

Os_OH
\\OH
Sordariomycete

Acido clorogénico
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Tabela 1 - Fungos produtores de metabdlitos antioxidantes e suas estruturas
guimicas (continuacdao).

Fungo

Metabélito
antioxidante

Estrutura quimica

P. flavigenum °©

Acido cafeico

Vanilina
N
OH
HO
Catequina HO O
O o) OH
HO
Acido 6-
o OH
metilsalicilico
Pseudocercospora OH
sp.d
0
Pseudocerdcospora Acido terreico o
SP. OH
o}
P. citrinum ¢ Dicitrinona E
Penicillium sp.f Quercetina
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Tabela 1 - Fungos produtores de metabdlitos antioxidantes e suas estruturas
guimicas (continuacdao).

Metabélito
antioxidante

NS NH
Penicillium sp.? Aurantiomida C CQ(N o

Fungo Estrutura quimica

Blgskesleha Licopeno >
trispora

Phycomyces
ycomy B-caroteno

blakesleeanus

aCHEN et al., 2010; P SALAR et al., 2017; S TAVARES et al., 2018; “PRIHANTINI e TACHIBANA, 2017,
e WANG et al., 2019; fGEORGE et al., 2019; 9 BOULIS et al., 2020; "SAINI e KEUM, 2019; ' BHOWMIK
e PATIL, 2018.

A acao antioxidante indireta consiste na reacédo de quelacdo de metais de
transicdo. Os flavonoides s&@o o0s principais compostos que atuam por esse
mecanismo, por possuirem grupos hidroxila e grupos carbonila que atuam como sitios
para quelar metais (LEOPOLDINI, 2011).

Figura 2 - Reacao de transferéncia de hidrogénio do acido p-cumarico para
radicais livres.
‘o 0o

R' + H‘fg. — RH + :lé

Ao quelar metais de transicdo, como o Fe?*, os antioxidantes impedem sua
reacdo com o peréxido de hidrogénio (reacdo de Fenton, Figura 3) e a formacéo de
radicais hidroxila, que sdo uma das espécies mais reativas presentes no organismo
humano (HARB et al., 2016).
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Figura 3 - Reag&o de Fenton com geragéao de radical hidroxila.

Fe?* + H,0, —» Fe¥* + OH + OH:

Os carotenoides apresentam mecanismo de acao antioxidante por
transferéncia de elétron Unico, formagé&o de aduto e, mais raramente, por transferéncia
de hidrogénio (LEOPOLDINI, 2011). O &cido ascérbico, que possui dois grupos
hidroxila ligados a lactona, atua como antioxidante por transferéncia de hidrogénio ou
transferéncia de elétron Unico. No plasma humano, ele esta presente na forma de
ascorbato e atua como co-antioxidante com a vitamina E, protegendo o colesterol LDL
da peroxidagcdo (SANTOS-SACHEZ, 2019).

3.6 Avaliacéo da capacidade antioxidante

Devido ao estresse oxidativo estar relacionado a um grande numero de
doencas crbnicas, o estudo de substancias com acao antioxidante que possam ser
incorporadas a dieta humana tem aumentado exponencialmente nas ultimas décadas.
A capacidade antioxidante de produtos de origem microbiana ou vegetal, em geral, é
avaliada por mais de um ensaio devido a sua complexidade, bem como devido aos
diferentes mecanismos de acao dos compostos antioxidantes (SADEER et al., 2020).

Os ensaios in vitro utilizados para avaliagdo do potencial antioxidante sao
baseados em métodos quimicos que envolvem principalmente transferéncia de
atomos de hidrogénio e transferéncia de elétrons para reducdo de compostos
radicalares ou ions metalicos (APAK et al., 2013). Dentre 0s ensaios existentes, 0s
colorimétricos sdo 0os mais comuns e estdo fundamentados na mudanca que ocorre
na transicao eletrénica de compostos presentes no meio reacional. Um exemplo € o
ensaio em que o radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), de coloracéo violeta, ao
receber um atomo de hidrogénio, apresenta alteracdo de sua cor para amarelo claro,
visualizada a 517 nm (SADEER et al., 2020). A reacdo que ocorre entre o radical
DPPH e o composto antioxidante, representado como R-H, esta mostrada na Figura
4.
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Figura 4 - Reagé&o do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil com um composto
antioxidante hipotético (RH)

Coloragéo violeta Coloragdo amarelo claro

Q o O o

+ R H

N-N NO + [ — N—N@NDZ . R
o o

Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil 2,2-difenil-1-picril-hidrazil reduzido

Outros exemplos de ensaios colorimétricos de avaliagdo do potencial
antioxidante sdo aqueles que avaliam compostos fendlicos totais, capacidade
antioxidante total, flavonoides totais e poder redutor férrico. O ensaio de compostos
fendlicos totais baseia-se na reacdo de uma mistura dos acidos fosfotungstico e
fosfomolibdico, também denominado reagente de Folin Ciocalteou, com anions
fenolatos que provém das substanicas fendlicas em meio alcalino. Esses anions
reduzem os acidos fosfotungstico e fosfomolibdico formando 6xido de tungsténio e
oxido de molibdénio, cuja coloracao é detectavel na banda do espectro de 760 nm por
guantificacdo espectrofotométrica (PIRES et al., 2017). A capacidade antioxidante
total € mensurada por um ensaio que tem como fundamento a reacdo do
fosfomolibdato de aménio com um analito presente na amostra, ocorrendo reducao
do molibdénio (VI) a molibdénio (V) e formacéo de complexo verde. Para a realizacao
do ensaio, a amostra diluida é colocada na presenca de mistura de acido sulfurico,
fosfato de sodio e molibdato de amonio em agua destilada. A alteracao resultante &
medida pela leitura em espectrofotémetro a 695 nm (GYESI et al., 2019). Ja o ensaio
de poder redutor férrico baseia-se na capacidade dos componentes presentes na
amostra de reduzirem o ion Fe (Ill) a Fe (II), formando um complexo azul em meio
acido. Para a realizacdo do ensaio, em uma primeira etapa a amostra diluida é
colocada na presenca de tampao fosfato (pH 6,6) e solucdo de ferricianeto de
potassio. Posteriormente, a mistura € colocada na presenca de acido tricloroacético e
cloreto férrico. O valor é calculado a partir da leitura em espectrofotbmetro a 700 nm,
sendo diretamente proporcional ao poder de redu¢do do composto quimico presente
na amostra testada. (KARADAG, 2009). O acido ascorbico € utilizado como padréao

positivo neste ensaio.
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ApOs se detectar a presenca de compostos capazes de doar elétrons e/ou
transferir hidrogénios por ensaios in vitro, & possivel avaliar o potencial desses
compostos por ensaios in vivo. Um dos ensaios antioxidantes in vivo mais utilizados
avalia a peroxidacao lipidica, processo autocatalitico decorrente da morte celular. Este
ensaio utiliza o malondialdeido como padréo positivo e os niveis de peroxidos lipidicos
séo determinados pela formacéo de substancias reativas com acido tiobarbitarico dos
animais testados, ap6s serem submetidos a dieta contendo o composto antioxidante
comparativamente a condic¢éo controle (ALAM et al., 2013).

3.7 Metabolismo fangico

O metabolismo fungico consiste de reacdes bioquimicas que geram
metabdlitos classificados como primarios e secundarios. Embora nem sempre haja
uma separacdo clara, denominam-se metabolitos priméarios as substancias
comumente presentes nos seres vivos e indispensaveis a sua sobrevivéncia,
enquanto os secundarios sdo produzidos por organismos especificos e, a principio,
nao sdo essenciais a sua sobrevivéncia. A biossintese de metabolitos secundarios
ocorre a partir de uma sequéncia de reagdes pelas quais as células convertem os
metabdlitos primarios em moléculas mais complexas. Apesar do grande numero de
metabdlitos secundarios conhecidos, estes sao reunidos em poucos grupos, pois Sao
produzidos a partir dos mesmos precursores (DEWICK, 2002).

Diferentemente do metabolismo primario, 0s genes biossintéticos
envolvidos na producdo de metabdlitos secundarios estdo organizados em
agrupamentos (clusters) no genoma, variando de dois a mais de vinte genes por
cluster (PFANNENSTIEL e KELLER, 2019). Com as técnicas modernas de biologia
molecular foi possivel a elucidacdo completa das sequéncias de genomas fangicos, o
gue levou a constatacdo de que o numero de clusters génicos que codificam as vias
metabdlicas € muito superior ao nimero de metabdlitos secundarios conhecidos para
esses organismos (VANDERMOLEN et al.,, 2014). Assim, deduziu-se que grande
parte desses genes fungicos pode estar silenciada em condicdes ex-situ (ASAI et al.,
2013).

Os clusters de genes dos metabdlitos secundarios dos fungos sdo co-

regulados pela sua relacdo com o ambiente externo, fenébmeno evidenciado pela
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producéo da bicaverina (Figura 5), um composto antibacteriano produzido pelo
Fusarium sp. quando interage com a bactéria Ralstonia solanacearum, e também pela
producdo de tricotecenos (responséavel por seu fator de viruléncia) pelo Fusarium
graminearum, quando colonizado por plantas (PFANNENSTIEL e KELLER, 2019).
Assim, diversas metodologias tém sido utilizadas para induzir a producédo metabdlica
de fungos. Uma delas € a técnica de co-cultivo, que consiste na inoculacdo de duas
ou mais espécies de microrganismos no mesmo meio de cultura de maneira a
mimetizar o estresse bibtico. Experimentos utilizando Chaetomium sp. e Bacillus
subtilis (AKONE et al.,, 2016), Paecilomyces lilacinus e Salmonella typhimurium
(TELES et al., 2013), co-cultivos de fungos e bactérias, comprovaram a eficacia desta
metodologia para a producdo de novas substancias. O estresse causado pela
interacdo fungo-fungo também pode ser efetivo. Fusarium tricinctum e Fusarium
begoniae cultivados concomitantemente produziram metabolitos ausentes no

metabolismo quando cultivados de forma isolada (WANG et al., 2013).

Figura 5 - Estruturas quimicas de metabdlitos fungicos vitamina E e bicaverina.

o OH O
O \O O o O‘ O/
HO O

Vitamina E Bicaverina

HO

Uma abordagem mais comum para estimular o metabolismo secundario
fungico consiste na alteracdo dos parametros fisicos (luminosidade, aeracao,
temperatura) (YOGABAANU et al., 2017), quimicos (pH, composi¢cado de nutrientes)
do meio de cultura (HAMEED et al., 2017) ou adicdo de modificadores da expressao
génica (epigenéticos) capazes de ativar genes suprimidos (STRAUSS e REYER-
DOMINGUEZ, 2011).

Os moduladores epigenéticos mais comuns atuam sobre as enzimas DNA
metiltransferases (DNMTSs) e histona-desacetilases (HDACs), que participam dos
processos da regulacdo génica denominados metilacdo do DNA e modificacdo de
histonas, proteinas que estdo localizadas no nucleossomo, unidade béasica da
cromatina (STRAUSS e REYER-DOMINGUEZ, 2011). Alguns exemplos de
moduladores epigenéticos inibidores de DNMT séo 5-azacitidina (AZA) (AKONE et al.,
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2016), hidralazina (HID), cloridratro de procainamida (PRO) e de procaina (PR).
Dentre os inibidores de HDAC, os principais sdo butirato de sodio (BUT), &cido
vaipréico (AV), nicotinamida (NIC) e &acido hidroxamico suberoilanilida (SAHA)
(RAMESHA et al., 2018). As estruturas quimicas desses moduladores sao

apresentadas na Figura 6.

Figura 6 - Estruturas quimicas dos moduladores epigenéticos 5-azacitidina,
hidralazina, cloridrato de procainamida, cloridrato de procaina, butirato de
sodio, &cido valproico, nicotinamida e acido hidroxamico suberoilanilida.
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Algumas alteracdes da expressdo génica em decorréncia da modulagéo
epigenética em fungos filamentosos estdo apresentadas na Tabela 2. As estruturas
guimicas desses metabolitos, produzidos em decorréncia da modulacdo epigenética,

estdo apresentadas na Figura 7 (pag. 37).
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Tabela 2 - Efeito na expressao génica de fungos cultivados na presenca de
moduladores epigenéticos do tipo inibidores de DNA metiltransferases (DNMT)
e histona desacetilase (HDAC), em diferentes condi¢cdes de cultivo.

Modulador :
_ - Alvo de Efeito na
epigenético o Fungo o
. inibicao expressado génica
(concentracéo)
AZA Aspergillus Aumento da producéo
DNMT _ _
(100 pMm) sydowi 2 de S-(+)-sidonol
o Producéo de acido
BUT Penicillium » .
HDAC _ antranilico e peroxido de
(0,02 M) brevicompactum °
ergosterol
Producao de daldinona E e
SAHA o ]
HDAC Daldinia sp.° aumento do rendimento da
(800 pM) :
daldinona B
AZA
(1 mM) DNMT Producao de
Aspergillus sp.¢ dihidrobipolaroxinas
SAHA _
HDAC B-D
(2 mM)

AZA: 5-azacitidina; BUT: Butirato de sodio; SAHA: Acido hidroxamico suberoilanilida. Parametros
fermentativos: 210 dias de cultivo em caldo batata dextrosado (CHUNG et al., 2013); 28 dias de cultivo
em extrato de malte (EL-HAWARY et al., 2018); ¢ 30 dias de cultivo em meio contendo cereal e sacarose
(DU et al., 2014); ¢ 15 dias de cultivo em meio contendo glicose, peptona, extrato de levedura e sal
marinho (WANG et al., 2016); Extratos preparados utilizando acetato de etila como solvente extrator.

O uso de AZA (inibidor de DNMT), SAHA e BUT (inibidor de HDAC) foi
capaz de induzir ou aumentar a producdo de novos metabolitos pelas espécies A.
sydowii (S-(+)-sidonol, com acdo antidiabética e anti-inflamatoria) (CHUNG et al.,
2013), P. brevicompactum (EL-HAWARY et al., 2018) (a4cido antranilico e peréxido de
ergosterol com acdo antioxidante intermediaria), Daldinia sp. (daldinona E e B, com
alta capacidade antioxidante) (DU et al., 2014) e Aspergillus sp. (dihidrobipolaroxinas
B — D, com alta capacidade antioxidante) (WANG et al., 2016). Em todos os casos, a
fermentacao ocorreu entre 25 e 28 °C e sem agitacao, exceto no experimento com A.

sydowii, em que o experimento foi conduzido sob agitagéo a 150 rpm.
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Figura 7 - Metabdlitos fungicos S-(+)-sidonol, &cido antranilico, peréxido de
ergosterol, daldinona E, daldinona B e dihidrobipolaroxinas B — D, produzidos
na presenca de diferentes moduladores epigenéticos.
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Desta forma, além dos inumeros metabdlitos secundarios bioativos
produzidos naturalmente por fungos, diversas alteracées na etapa de cultivo podem
levar a producdo de novos metabdlitos, o que pode ser devidamente explorado em

estudos de triagem, como no presente trabalho.
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Este capitulo contém a metodologia e os resultados experimentais obtidos
para a triagem e selecdo dos fungos filamentosos produtores de metabdlitos com
potencial antioxidante e atividade inibitéria de acetilcolinesterase (dados publicados
no artigo cientifico com o titulo “Filamentous Fungi as Source of Biotechnologically
Useful Metabolites and Natural Supplements for Neurodegenerative Diseases
Treatment”). Informacdes e resultados pertinentes obtidos posteriormente a

publicacao do artigo cientifico foram acrescentados ao capitulo.
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4.1 Introducéo

Fungos filamentosos sdo microrganismos que tém sido cada vez mais
utilizados para obtencdo de substancias biologicamente ativas, devido a sua
extraordinaria capacidade biossintética e de crescimento relativamente rapido.
Metabolitos fungicos tem sido estudados para serem utilizados nas industrias
alimenticia e farmacéutica como pigmentos (DUFOSSE et al. 2014), agentes
antimicrobianos (NISA et al., 2015; LUCAS, CASTRO e TAKAHASHI, 2007),
imunossupressores ou imunoestimulantes (LU et al., 2014), antioxidantes (SMITH,
DOYLE e MURPHY, 2015; SURESHA e SRINIVASAN, 2013), inibidores enziméaticos
(ALY, DEBBAB e PROKSCH, 2011; GUTIERREZ et al., 2005), citotéxicos para células
cancerigenas (BHIMBA et al., 2012; ZHAO et al., 2013) entre outros (AKONE et al.
2016; MISHRA e MALIK, 2014).

Pigmentos antioxidantes como o licopeno e [(3-caroteno, provenientes da
fermentacdo de Blakeslea trispora sdo comercializados mundialmente. Este ultimo é
um metabolito de alto rendimento, chegando a serem produzidos 17 g por litro de meio
de cultura (DUFOSSE et al. 2014). Astaxantina e neuroesporaxantina também s&o
carotenoides produzidos pelos fungos Xanthophyllomyces dendrorhous e Fusarium
fujikuroi, respectivamente (PARRA-RIVERO et al., 2020). A maquinaria fungica tem
sido cada vez mais utilizada para obtencdo de pigmentos antioxidantes devido a
facilidade do cultivo em larga escala e o grande arsenal de informacfes das espécies
com potencial biotecnoldgico (DUFOSSE et al. 2014).

Como o estresse oxidativo esta relacionado a diversas doencas, dentre
elas, as neurodegerenativas (LI et al., 2015; SCHRAG et al., 2013) alguns compostos
antioxidantes também tém sido investigados quanto a atividade inibitéria da
acetilcolinesterase (AChE), enzima envolvida no processo patologico da doenca de
Alzheimer (MENDIOLA-PRECOMA et al., 2016; ZHANG et al., 2008).

A grande maioria dos estudos cientificos que investigam os metabdlitos
secundarios flngicos quanto as possiveis atividades biologicas, obtém extratos a
partir da utilizacdo de solventes como metanol, etanol, acetato de etila, ou outros
(ABRAHAM et al., 2015; BHIMBA et al 2012; SARAVANAKUMAR et al., 2015), o que
gera grande gasto de tempo, mdo de obra, reagentes e residuos. No presente

trabalho, investigaram-se os proprios caldos fermentados contendo metabdlitos
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secundarios, para a selecdo de uma das espécies com maior atividade. Mediante o
exposto, o objetivo deste trabalho foi determinar o potencial antioxidante e a
capacidade inibitéria de AChE dos caldos fermentados, identificar as espécies mais
ativas e avaliar o extrato e fracao purificada de uma delas por meio de diferentes

técnicas analiticas.

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Materiais

Os reagentes utilizados para analise de capacidade antioxidante total
foram: acido sulfurico P. A. (Quimica Moderna, S&o Paulo, Brasil), molibdato de
amoénio P. A. (Labsynth, Diadema, Brasil), fosfato bibasico de sédio (Labsynth,
Diadema, Brasil), acido L-ascorbico P. A. (Neon, Sao Paulo, Brasil). Para analise de
inibicdo de AChE utilizou-se albumina sérica bovina (Sigma, St. Loius, USA), acido
5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) (Sigma, St. Loius, USA), Tris/HCl iodeto de
acetiltiocolina (ATCI) (Sigma, St. Loius, USA), acetilcolinesterase de enguia elétrica,
tipo V-S (Sigma, St. Loius, USA) e eserina (Sigma, St. Loius, USA). Os solventes
utilizados para analises por espectrometria de massas e ressonancia magnética
nuclear (RMN) foram metanol grau HPLC (J. T. Baker, EUA) e cloroférmio deuterado
(Merck, Alemanha), respectivamente. Para cromatografia em coluna foram utilizados
os solventes hexano, metanol e acetato de etila P. A. (Anidrol, Sdo Paulo, Brasil),
sendo este ultimo utilizado também para extracdo do caldo fermentado e biomassa
por particdo liquido-liquido do fungo selecionado.

Os fungos filamentosos utilizados no presente trabalho foram isolados de
solo pobre em compostos organicos e cedidos pelo Dr. Ivanildo Evédio Marriel, da
EMBRAPA Milho e Sorgo. Os mesmos foram preservados pela técnica de Castelani
e armazenados no Laboratério de Biotecnologia e Bioensaios (LaBB) do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais. Para o
desenvolvimento do estudo, eles foram cultivados a temperatura ambiente (25 °C) por
28 dias em 200 mL de meio liquido padronizado (MLP) previamente esterilizado em
autoclave vertical (Phoenix) a 120 °C por 20 min. O MLP foi composto por peptona (5

g/L), sacarose (30 g¢g/L), fosfato de potassio dibasico (1g/L), sulfato cuaprico
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pentahidratado (0,005 g/L) (Synth, Diadema, Sao Paulo), nitrato de sodio (2,5 g/L),
sulfato de magnésio heptahidratado (0,5 g/L), sulfato ferroso heptahidratado
(0,001g/L) e cloreto de potassio (0,5 g/L) (Vetec, Rio de janeiro, Brasil)
(BRACARENSE e TAKAHASHI, 2014). Os caldos fermentados foram submetidos a
ensaios in vitro da capacidade antioxidante total pelo método colorimétrico do
fosfomolibdato e da atividade inibitoria de acetilcolinesterase (AChE) pelo método
espectrofotométrico proposto por Ellman (1961), ambos descritos a seguir. Somente
os fungos com melhor desempenho em ambos o0s ensaios realizados foram
identificados por biologia molecular.

Para andlise por espectrometria de massas foi utilizado o espectrémetro de
massas LCQ Fleet (ThermoScientific, S&o José, CA, EUA) acoplado a uma fonte de
ionizacdo em paper (Paper Spray) e para analise de ressonancia magnética nuclear
(RMN) foi utilizado espectrometro Bruker AVANCE DRX400 de ressonancia
magneética nuclear de alta resolucdo. Os dois equipamentos estdo localizados no

Departamento de Quimica da UFMG, Belo Horizonte, Brasil.

4.2.2 Métodos

4.2.2.1 Ensaio da capacidade antioxidante total (método do fosfomolibdato)

A capacidade antioxidante total (CAT) dos caldos foi avaliada pelo método
proposto por UMAMAHESWARI e CHATTERJEE (2008). Acido L-ascorbico foi
utilizado como padrdo. Uma solugcdo estoque de acido ascoérbico (500 puL/mL) foi
preparada em agua destilada, a partir da qual foram preparadas diluicbes de 3 a 20
pg/mL. Em tubos de ensaio, 300 pL de caldo foram misturados com 3 mL de reativo
de trabalho (0,6 M de &cido sulfarico, 28 mM de fosfato de s6dio e 4 mM de molibdato
de amoénio). Os tubos foram cobertos com papel aluminio e levados em estufa por 90
min, a temperatura de 95 °C. Posteriormente, 200 pL do contetdo de cada tubo foram
pipetados em uma microplaca de 96 pocos para leitura em um leitor de microplacas
(Multiscan FC) a 695 nm. A capacidade antioxidante total foi expressa em ug

equivalente de acido ascérbico (EAA) por mL de caldo. O ensaio foi feito em triplicata.
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4.2.2.2 Ensaio de inibicao da acetilcolinesterase (AChE)

Para se determinar a capacidade inibitéria da AChE dos compostos
presentes nos caldos, realizou-se o ensaio de acordo com o método desenvolvido por
Ellmann (1961).

Em pogos de microplaca, adicionaram-se 25 yL da solugéo padréo de ATCI
(15 mM), 125 uL da solugcdo de acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico ou reagente de
Ellman (3 mM), 50 yL da solugéo tampéo Tris/HCI (50 mM) pH 8,0 contendo albumina
sérica bovina (0,1% p/v) e 25 pL dos diferentes caldos fermentados pelos fungos. Para
comparacao dos resultados obtidos, no lugar do caldo pipetaram-se 25 yL do padréo
de eserina (controle positivo do teste) e separadamente, pipetaram-se 25 uyL DMSO
(controle negativo do teste). A absorbancia das amostras e dos controles foi
mensurada por leitor de microplacas (Multiscan FC) a um comprimento de onda de
406 nm, sendo a leitura feita a cada 60s, por 8 vezes (totalizando 8 minutos). Apos
finalizacdo desta leitura, adicionaram-se 25 pL de solugédo contendo a enzima AChE
(0.222 U/mL) aos pocos da placa e a absorbancia foi mensurada novamente a cada
60 s, por 8 vezes (8 minutos de leitura). A enzima AChE utilizada foi dissolvida em
solucdo tampédo Tris/HCI e a eserina, padrao positivo do teste, foi preparada na
concentracdo de 1 mg/mL, em DMSO. O ensaio foi feito em quadruplicata. As
porcentagens de inibicdo foram calculadas comparando-se as velocidades de reacdo
promovida pela amostra com a velocidade de reacdo do controle negativo das
amostras (agua destilada) por meio do seguinte calculo: % inibicdo = 100—(velocidade
de reacdo da amostra/ velocidade de reacdo do controle negativo x100). Para
apresentacdo dos resultados das amostras testadas, calcularam-se suas
porcentagens de inibicdo considerando-se o resultado da eserina (controle positivo)
como sendo 100%.

Este ensaio é baseado na reacdo quimica entre o acido 5,5-ditiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB) e a tiocolina, que é produzida a partir da hidrélise da
acetiltiocolina pela acéo da enzima acetilcolineserase. Um dos produtos da reacdo do
DTNB com a tiocolina, o &cido 5-tio-2-nitrobenzoico, possui coloracdo amarelada, cuja
absorbancia é lida a 405 nm (POHANKA et al., 2011). Sendo assim, o valor de
absorbancia do meio reacional € inversamente proporcional a agdo inibitéria da
acetilcolinesterase. As reacdes descritas anteriormente estdo apresentadas na Figura
1.
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Figura 1l - Reacdo datiocolina, produzida pela hidrélise da acetiltiocolina pela

acetilcolinesterase, com acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico com producéao de

2-nitrobenzoato-5-mercaptocolina e acido 5-tio-2-nitrobenzoico (de coloracéo
amarelada).
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4.2.2.3 Identificacdo das espécies de interesse

Dentre os 50 fungos cujos caldos foram avaliados, trés apresentaram
resultados superiores em relacdo aos demais para capacidade antioxidante total e
atividade inibitoria da acetilcolinesterase, sendo por isso, identificados por biologia
molecular em parceria com a EMBRAPA (Sete Lagoas), pelo pesquisador Dr. Ubiraci
Gomes de Paula Lana. Estes fungos foram identificados como H. lixii, P. flavigenum e
P. tanzanicum. A espécie P. flavigenum foi selecionada para caracterizacdo quimica
do caldo, extrato bruto e fracdes purificadas por diferentes técnicas apresentadas no

presente capitulo.
4.2.2.4 Obtencéao do extrato bruto da espécie P. flavigenum

Apbs 28 dias de cultivo do P. flavigenum no meio de cultura MLP, foram
adicionados 30 mL de acetato de etila a biomassa contida no frasco do experimento.
Em seguida, a biomassa foi separada por filtracdo em papel e o caldo fermentado
extraido com 30% de acetato de etila (3 vezes; 30% de solvente extrator v/v). As
fracbes organicas foram combinadas, o solvente foi removido com a utilizacdo de um

rotaevaporador a 70°C e o extrato concentrado foi transferido para frasco pesado.
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Apds completa evaporagdo do solvente, o extrato seco foi pesado e armazenado sob

refrigeracdo até ser analisado.

4.2.2.5 Cromatografia em coluna do extrato bruto de P. flavigenum

Uma massa de 107,63 mg do extrato bruto de P. flavigenum foi submetida
a fracionamento cromatografico em coluna aberta empacotada com silica-gel. Foram
recolhidas 62 fracdes de 100 mL cada, usando o gradiente hexano, acetato de etila e
metanol, conforme mostrado na Tabela 1, apresentada a seguir.

Tabela 1 - Proporcéao e quantidade de eluentes recolhidos no fracionamento
cromatografico do extrato do Penicillium flavigenum.

Volume (mL)

~ (porcentagem)
fracdes) de eluente

1 Hexano (100%) 80
Hexano/acetato de etila

2a24 (80%) 120
Hexano/acetato de etila

25 (70%) 120
Hexano/acetato de etila

26 a 30 (50%) 120
Hexano/acetato de etila

31a34 (40%) 160
Hexano/acetato de etila

35a41 (20%) 150

42 a 47 Acetato de etila (100%) 120
Acetato de etila/metanol

48 a 52 (90%) 100

53 4 59 Acetato de etila/metanol 100

(80%)

Acetato de etila/metanol
60 a 62 (50%) 100
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A combinagéao de fraces de 8-16 (39,68 mg) mostrou alto grau de pureza
por cromatografia em camada delgada e foi submetida a andlise por ressonancia
magnética nuclear (RMN) e por Paper Spray acoplado a espectrometria de massas
(PS-MS).

4.2.2.6 Anélise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para obtencao dos espectros de ressonancia magnética nuclear, 5,0 mg da
substancia isolada de P. flavigenum foram solubilizados em 300 pL de cloroférmio
deuterado e transferidos para tubos de 5 mm de diametro. As andlises foram feitas
em espectrometro Bruker AVANCE DRX400 de ressonancia magnética de alta
resolucdo. Foram realizados experimentos unidimensionais (RMN de H) na

frequéncia de 400 MHz.

4.2.2.7 Analise por paper spray acoplado a espectrometria de massas (PS-MS)

A técnica de ionizacdo por Paper Spray acoplado a espectrometria de
massas (PS-MS) permite uma caracterizacdo quimica parcial ou total de amostras
complexas com utilizacdo de volumes muito baixos de amostra e de solventes
organicos, além de poder ser realizada com um minimo preparo de amostra e em
poucos minutos (WANG et al., 2010). Neste trabalho, por meio da técnica de PS-MS
foram analisados meio de cultura (branco), caldo fermentado, extrato bruto e as
fracbes de 8-16 obtidas por fracionamento cromatografico (item 4.2.2.4) do P.
flavigenum. O extrato bruto e as frac6es 8-16 foram solubilizadas em metanol a 1,0
mg/mL. As analises foram realizadas em triplicata no modo de ionizacéo positivo. As
condi¢cBes experimentais foram: faixa de massa de 100 a 1000 m/z, tenséo da fonte:
5,0 kV, tensdo capilar de 40 V, temperatura do tubo de transferéncia de 275 °C,
voltagem de lentes de tubo de 120 V, distancia da ponta do papel cromatografico a
entrada do espectrémetro: 0,5 cm e energia de colisdo para fragmentacédo: 15 a 30 eV
(PEREIRA et al., 2016). Para realizar as analises, um total de 2,0 uL das amostras foi
adicionado ao papel cromatogréafico (cortado em formato de um triangulo equilatero
de 1,5 cm de comprimento lateral) que estava apoiado em um clipe metélico

conectado a uma fonte de alta tenséo do espectrdmetro de massas. Em seguida, 30,0
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ML de metanol foram aplicados ao papel cromatografico e a fonte de tenséo foi
conectada para aquisi¢cdo dos dados. Os ions foram utilizados para identificacdo dos

compostos com base nos dados descritos na literatura.

4.2.2.8 Anélise estatistica

Foi realizada uma andlise de variancia (Anova de fator Unico) entre as
médias dos resultados dos ensaios de atividade bioldgica dos caldos fermentados,
seguida do teste de Tukey com 95 % de confianca para avaliar a diferenca entre os

valores encontrados. O programa utilizado foi Graphpad Prisma 5.02.

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Capacidade antioxidante total

Dentre os caldos fermentados avaliados, 0s que apresentaram 0s maiores
valores no ensaio de capacidade antioxidante total pelo método de fosfomolibdato
foram avaliados quanto a inibicdo da AChE. Os resultados dos 30 fungos com maiores

valores de capacidade antioxidante total estdo apresentados no grafico da Figura 2.

Figura 2 - Capacidade antioxidante total dos caldos de fungos filamentosos (ug
equivalente de acido ascorbico por mL de caldo).
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Os fungos estao apresentados por diferentes cddigos numéricos. Fungos identificados: cddigos 672:
P. tanzanicum; 662: H. lixii; 626: P. flavigenum. Colunas com letras diferentes sdo diferentes
estatisticamente (ANOVA, teste de Tukey, p< 0,05).
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Os caldos fermentados pelos fungos de cédigos 672 (19,21 ug EAA/mL de
caldo), 662 (18,22 pg EAA/mL de caldo), 626 (17,85 pg EAA/mL de caldo),
identificados como P. tanzanicum, H. lixii e P. flavigenum respectivamente,
apresentaram os maiores valores de capacidade antioxidante total, juntamente com
os fungos de cdédigo 513 (16,04 ug EAA/mL de caldo), 575 (15,86 pg EAA/mL de
caldo), 540 (15,20 pg EAA/mL de caldo) e 564 (15,18 pug EAA/mL de caldo). Estudo
de Khalil e colaboradores (2020) relatou uma capacidade antioxidante total de 13 pg
EAA/mL para o extrato do fungo Aspergillus oryzae, semelhante a encontrada neste
estudo. Smith, Doyle e Murphy (2015) também demonstraram que extratos dos fungos
filamentosos Pleurotus sp. e Monascus purpureus, apos cultivo em meio liquido,
apresentaram atividade antioxidante semelhante ao antioxidante comercial
hidroxitolueno butilado (BHT), confirmando o potencial de alguns fungos filamentosos
em produzirem substancias com capacidade antioxidante com potencial aplicacdo na
industria alimenticia (BHIMBA et al., 2012). Outros trabalhos com a espécie P.
flavigenum demonstraram um potencial antioxidante de seus extratos a partir de
resultados do ensaio de compostos fendlicos totais, cujos valores foram 62,0 mg
EAG)/g (CANTURK et al., 2017), 201,0 mg EAG/g (cepa CML2965) e 18 mg EAG/g
(cepa CML3827) (TAVARES et al.,, 2018). Além disso, esse fungo produziu acido
cafeico e catequina, cujas estruturas quimicas estdo apresentadas na Figura 3
(TAVARES et al., 2018), confirmando seu potencial como produtor de metabdlitos

antioxidantes.

Figura 3 - Estruturas quimicas de metabdlitos produzidos por P. flavigenum.
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Em relagdo ao P. tanzanicum e H. lixii, ndo h& estudos prévios sobre

producdo de compostos antioxidantes sendo, portanto, resultados inéditos.

4.3.2 Capacidade de inibi¢éo da acetilcolinesterase (AChE)

Os trinta caldos que apresentaram maior capacidade antioxidante foram
testados quanto a inibicdo da acetilcolinesterase e dez apresentaram valores
superiores a 20% de inibicdo de AChE, sendo descritos na Figura 4.

Os fungos cujos caldos apresentaram maior atividade inibitéria da enzima
em questdo foram os de cddigo 626 (P. flavigenum) com 66,1%, 672 (P. tanzanicum)
com 65,8%, 662 (H. lixii) com 65,4%, 552 (63,6%), 570 (61,8%), 550 (56,4%) e 660
(54,5%) relativamente ao padrédo eserina (1 mg/mL). Os que apresentaram
porcentagens inferiores foram os de cddigo 515 (49%), 741 (47,3%) e 686 (36,4%).
N&o foram encontrados estudos dos fungos H. lixii, P. flavigenum ou P. tanzanicum

guanto a inibicao de AChE.

Figura 4 - Percentual de inibicdo de AChE para dez caldos de fungos
filamentosos em relacéo a eserina (1 mg/mL, padréo positivo).
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Os fungos estao apresentados por diferentes cédigos numéricos. Fungos identificados: cddigos 626:
P. flavigenum; 672: P. tanzanicum e 662: Hypocrea lixii. Colunas com letras diferentes séo diferentes
estatisticamente (ANOVA, teste de Tukey, p< 0,05).
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N&o foram encontrados estudos sobre a atividade inibitoria de AChE pelos
fungos P. flavigenum e P. tanzanicum, mas a producdo de compostos com esta
atividade € relatada para fungos do mesmo género. A arisugasina A produzida por
Penicillium sp. apresentou ECsp de 1 nM (KUNO et al., 1996) e extratos brutos de
Penicillium janthinellum cultivado em caldo batata inibiram a atividade de
acetilcolinesterase em 40%. Este mesmo fungo cultivado tanto na presenca do
modulador epigenético procainamida e na presenca de procainamida + hidralazina
apresentou atividade inibitéria de acetilcolinesterase de 100% (LIMA et al., 2018).
Portanto, a utilizacdo de moduladores epigenéticos pode ser uma ferramenta

promissora para obtencdo de metabdlitos com alta atividade inibitéria de AChE.

4.3.3 Selecédo da primeira espécie para analise quimica: Penicillium flavigenum

ApoOs a triagem, foram selecionados os fungos H. lixii, P. flavigenum e P.
tanzanicum para novo cultivo e extracdo com acetato de etila. O fungo H. lixii
apresentou baixo rendimento em massa de extrato seco e por isso, trabalhou-se
somente com as outras duas espécies supracitadas, sendo a espécie P. tanzanicum
descrita no capitulo I, apresentado no item 5.

O caldo fermentado (CFPF), o extrato bruto (EBPF) e a fracdo purificada
do extrato do P. flavigenum (SIPF) foram analisados por PS-MS, cujos espectros estédo
apresentados na Figura 5. O meio de cultura liquido do experimento (MCB) também
foi analisado para visualizacdo dos possiveis interferentes presentes em sua
composicao.

O pico com m/z 233,14 visualizado nos espectros CFPF e EBPF sugerem
a possibilidade da presenca de sorbicilina (Figura 5) [M+1]* no caldo e no extrato de
P. flavigenum. Este metabdlito € um pigmento que possui dois grupos hidroxila em
sua estrutura, capazes de doar radicais hidrogénio para radicais livres, sendo portanto
um metabdlito com potencial antioxidante. Diferentes trabalhos na literatura relataram
a producéao desse composto por fungos como P. flavigenum (CANTURK et al., 2017),
P. chrysogenum, P. notatum e Penicillium sp. (MENG et al., 2016) e sua importancia
devido as propriedades antimicrobiana, antiviral e anti-inflamatéria (SALO et al.,
2016). Esse metabolito também foi produzido por Trichoderma sp. quando cultivado

por 20 dias em meio liquido peptonado (LAN et al., 2012).
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Figura 5 - Espectro de massas obtido por Paper Spray (PS-MS) no modo
positivo do controle do meio de cultura (MCB); do caldo fermentado bruto
(CFPF); do extrato bruto em acetato de etila (EBPF) e da fracéo purificada

(SIPF) de P. flavigenum.
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Um composto da mesma classe da sorbicilina, a sorbiterrina A, produzido
por Penicillium terrestre apresentou efeito moderado para inibicdo de
acetilcolinesterase (ECso = 25 pg/mL) em trabalho de Chen et al. (2012).

No presente estudo, uma substancia foi obtida apods fracionamento do
extrato e identificada por RMN de 'H e comparagdo com a literatura (HAJJAJ et al.,
1999) como sendo a citrinina (250.084124 g/mol), uma micotoxina comumente
produzida por fungos do género Penicillum (OTERO et al., 2020) e por outras
espécies fungicas (TAKAHASHI et al., 2020). O pico em m/z 251,08 corresponderia
ao [M+1]*. A Figura 6 apresenta a estrutura da citrinina, o espectro de RMN de *He a

devida atribuicéo dos sinais do espectro.
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Figura 6 - Espectro de RMN de 'H (CDCls), estrutura e atribuicdo dos sinais dos
hidrogénios da citrinina.
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O caldo do P. flavigenum apresentou capacidade antioxidante total de 17,9
pg/mL de equivalente de &acido ascorbico e 66,1% de inibicAdo de AChE
comparativamente a eserina e a fracéo purificada apresentou valor de 20% de inibi¢cédo
de AChE. Levando-se em consideracao a presenca da micotoxina citrinina no extrato
e no caldo e que a atividade bioldgica detectada pode estar parcialmente relacionada
a esta substancia, ndo se prosseguiu com o estudo de P. flavigenum. O cultivo de P.
flavigenum na presenca de moduladores epigenéticos € uma perspectiva interessante
para trabalhos futuros, pois a producéo da citrinina poderia ser inibida e a producéo

de sorbicilina e de outros metabdlitos bioativos poderia ser aumentada.

4.4 Conclusodes

Dentre os 50 fungos estudados, trés espécies se destacaram na triagem
inicial onde foi monitorada a capacidade antioxidante total e a inibicdo de
acetilcolinesterase. Estas espécies sao H. lixii, P. flavigenum e P. tanzanicum.
Problemas relacionados ao rendimento do extrato seco obtido a partir da particdo
liquido-liquido e a deteccéo de citrinina levaram a descontinuacao do estudo com H.
lixii e P. flavigenum, respectivamente. O fungo P. tanzanicum apresentou capacidade
antioxidante total significativa em relacdo aos demais e inibi¢cao significativa de AChE,
tendo sido entdo estudado mais profundamente, como serd apresentado no capitulo
Il.
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5 CAPITULO II: Variagdo metabélica do Penicillium tanzanicum induzida por

moduladores epigenéticos

5.1 Introducéo

O género Penicillium compreende um grupo diverso de espécies, que
possui importancia industrial (COTON et al., 2020). A identificacdo de espécies deste
género é realizada pela analise de sequéncias de DNA, mas referéncias e bancos de
dados robustos ainda séo insuficientes para sua andlise filogenética (VISAGIE et al.,
2014). Muitas alteracdes na lista de espécies do género Penicillium foram feitas ao
longo do tempo, na medida em que novas regras e ferramentas de classificacdo se
tornaram disponiveis. Atualmente, aspectos morfolégicos, filogenética multigénica e
perfilamento de metabolitos extracelulares (extrolitos) sédo utilizados para definir
espécies do género Penicillium (VISAGIE et al.,, 2014). O fungo P. tanzanicum foi
descrito pela primeira vez por Visagie et al. (2016), sendo caracterizado por morfologia
classica, analise de metabdlitos extracelulares por LC-MS e filogenia multigénica
baseada no ITS. Em relacdo a presenca de extrélitos, esta espécie mostrou-se néo
produtora de micotoxinas como citrinina, roquefortinas C e M e fumitremorgina B

(Figura 1), o que é de extrema relevancia quando se busca aplicacdes alimenticias.

Figura 1 - Estruturas quimicas da citrinina, fumitremorgina B e roquefortinas C

e M.
I,NH
|
N \
o OH NR
o o)
7z N
OH o Hy,
o) iy

Citrinina

Roquefortina M Fumitremorgina B



63

P. tanzanicum € uma espécie que possui conidiéforos asperos. A parte
inferior da colénia de P. tanzanicum apresenta coloracdo vermelha brilhante em agar
extrato de malte (MEA) e ndo se desenvolve no meio de cultura 4gar extrato de
levedura Czapeck (CYA) a 37 °C, o que € interessante para distingui-lo de algumas
outras espécies semelhantes morfologicamente. Esta espécie € pouco estudada em
termos da expressdo de metabdlitos secundarios, mas acido pulvildrico,
bisdeclorogeodina e fiscalinas A e C (Figura 2) foram detectados como seus extrdlitos
(VISAGIE et al., 2016).

Figura 2 - Estruturas quimicas do &cido pulvilérico, bisdeclorogeodina e
fiscalinas A e C.
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O acido pulvilérico possui em sua estrutura uma unidade quinona metideo.
Azafilonas estruturalmente relacionadas ao acido pulvilérico sao relatadas na
literatura, inclusive como resultado de estresse bibtico causado pelo co-cultivo de
Nigrospora oryzae e Beauveria bassiana. Azafilonas sao produtos naturais de grande
interesse, devido as suas atividades antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatoria e
hipocolesterolémica (GAO et al., 2013), bem como sua utilizacdo como pigmento
alimenticio (MAPARI et al., 2010), sendo isoladas principalmente de espécies dos
géneros Penicillium e Talaromyces (CHEN et al., 2020). Bisdeclorogeodina ja foi
isolada como metabdlito de Aspergillus terreus, sendo produzida em condi¢bes

especiais, como na presenca de 6leo de canola. A reducéo de oxigénio no meio de
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cultura, bem como o aumento da disponibilidade de nitrogénio ndo se mostraram
eficazes para a producao desta antraquinona (BORUTA e BIZUKOJC, 2016).

Fiscalinas sao um grupo de alcaloides heterociclicos
pirazinoquinazolindnicos que possuem uma unidade inddlica ligada a um sistema
triciclico derivado do &cido antranilico (RESENDE et al., 2019). As fiscalinas A e C sé&o
uma classe de produtos naturais de grande importancia, devido ao grande leque de
atividades bioldgicas que seus representantes apresentam, tais como antitumoral
(camptotecina), antimalarica (cloroquina), antiglaucoma (carteolol), cardioprotetora
(vesnarinona), antiviral (saquinavir), antibacteriana (ciprofloxacino) e antipsicética
(aripiprazol) (Figura 3) (SHANG et al., 2018).

Figura 3 - Estruturas quimicas dos alcaloides quinazolinicos camptotecina,
cloroquina, carteolol, vesnarinona, saquinavir, ciprofloxacino e aripiprazol.
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As fiscalinas A e C foram isoladas pela primeira vez do fungo Neosartorya

fischeri e desde entdo, tem sido descritas como metabdlitos secundarios de diversas
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outras espécies fungicas, sendo bastante estudadas em relacdo a sua atividade

biolégica (Tabela 1).

Tabela 1 - Atividades bioldgicas das fiscalinas A e C produzidas sob diferentes
condi¢des de cultivo.

Metabolito Composicao do meio de o S
o . _ Atividade biologica
(espécie cultura e condi¢des de cultivo
Atividade antimicrobiana sinérgica
Fiscalina C Arroz (quantidade n&o contra MRSA* combinada com
(Neosartorya especificada) oxacilina (MIC** = 16 pug/mL), podendo
siamensis)®  [28 °C, 30 dias, sem agitac&o®] ser explorada como adjuvante em
combinacdes terapéuticas®
Atividade citotoxica contra células de
Fiscalina A Arroz (quantidade nao cancer de pulméo (35% de diminuicéo
(Neosartorya especificada)® da viabilidade celular a 100 M) e
siamensis)®© [28 °C, 30 dias, sem agitacao] atividade sinérgica (58% combinada
com 0,54 uM de doxorubicina)
Fiscalina A Atividade citotoxica contra células de
Arroz (2 g/mL) R o o
(Neosartorya _ o cancer hepatico (77% de inibicdo de
' ' [28 °C, 30 dias, sem agitacao] . .
siamensis)? proliferacéao celular a 50 uM)
' ' Glicerol (2%), dextrina (2%), Inibicdo da ligacdo da substancia P a
Fiscalinas ' ' _ . o
AecC enzima digestiva de soja (1%), neuroquinina-1 (57 e 68 pM,
e
extrato de levedura, (NH4)2SOa4 respectivamente), sendo potenciais
(Neosartorya - .
' ' (0,2%) e CaCOs3 (0,2%) agentes anti-inflamatorios e
fischeri)® _ o
[26 °C, 6 dias, 220 rpm] analgésicos.
_ _ Extrato de levedura (3 g/L),
Fiscalina C o . .
_ extrato de malte (5 g/L) e Atividade citotéxica contra células de
(Xylaria cf. R
_ dextrose (10 g/L) cancer de mama (21 pug/mL)
cubensis)f

[25 °C, 30 dias, sem agitacao]

*MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; **MIC: concentracdo inibitéria minima;
3BUTTACHON et al., 2012; P BESSA et al., 2016; ¢ RAMOS et al., 2019; “PRATA-SENA et al., 2016;

®WONG et al., 1993; 'SAWADSITANG et al., 2015.

Fiscalina A, um dos metabdlitos presentes no extrato de Neosartorya

siamensis KUFA 0017, foi avaliada em um ensaio de citotoxicidade em células
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pulmonares, mostrando-se capaz de potencializar o efeito citotoxico da doxorubicina.
Esta € um antibi6tico da classe das antraciclinas com atividade antineoplasica, sendo
empregado na terapia de diversas formas de linfoma, sarcoma e tumores solidos
(RAMOS et al., 2020).

A utilizacdo de fungos para a producao de substancias bioativas destinadas
a aplicacdes industriais requer a superacdo de diversos obstaculos, como baixa
toxicidade, se possivel, uso de fungo Geralmente Reconhecido como Seguro (GRAS)
e o desenvolvimento de metodologias capazes de tornar a produgédo economicamente
viavel. Estas metodologias requerem estudos aprofundados de todas as etapas do
processo, desde a selecao do fungo, a forma de cultivo, passando pelas formas de
extracao, purificacdo dos metabdlitos bioativos (se for o caso), caracterizacdo dos
metabdlitos presentes no extrato ou isolados a partir deles, scale-up e desenho do
processo industrial (LOTFY et al., 2021).

ApOs selecdo da espécie alvo, a forma de cultivo é crucial para o
desenvolvimento das etapas posteriores ja que, nesta etapa, o metabolismo fangico
pode ser manipulado para trazer diversos beneficios ao processo, tais como:

- Aumento quantitativo da producéo da substancia bioativa, melhorando o
rendimento do processo;

- Diversificacdo metabdlica, com biossintese de substancias mais ativas do
gue a substancia alvo ou substancias com acgéo sinérgica;

- Reducéo qualitativa e quantitativa da producdo de metabalitos inativos,
pois isso direciona o metabolismo para a producéo da substancia bioativa e facilita a
etapa de isolamento da mesma;

- Reducéao qualitativa e quantitativa da producao de metabdlitos citotoxicos,
aumentando a possibilidade de aprovacdo pelos 6rgaos reguladores do uso da
substancia bioativa em alimentos;

- Reducéo do custo da producéo da substancia bioativa.

Algumas destas alteracbes também podem ser enderecadas durante o
scale up, por meio de estratégias modernas, capazes de identificar, modificar e
integrar rotas biossintéticas em fungos, facilitando a producdo otimizada de
metabdlitos por engenharia genética (DENG et al., 2020). No entanto, a solugcéo de
problemas como os anteriormente mencionados favorece a continuidade dos estudos

para se chegar ao desenvolvimento de produtos, enquanto fatores como baixos
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rendimentos iniciais podem reduzir investimentos no processo. Desta forma, a etapa
inicial de pesquisa € de grande valor para subsidiar a produ¢éo de farmacos, alimentos
funcionais, nutracéuticos, aditivos e outras substancias a partir de fungos (YU et al.,
2021).

Alteracbes na forma de cultivo podem ser muito abrangentes, jA que
pequenas variagbes nos parametros de cultivo, como os ingredientes presentes no
meio de cultura, relacdo carbono/nitrogénio, adicdo de sais, pressao osmatica, e nos
parametros fisicos (temperatura, pH, condicdo de oxigénio) geralmente séo refletidas
no metabolismo fangico (ARRUDA et al., 2021). A alteracédo da resposta metabdlica
em funcao da condicao de cultivo de uma mesma espécie é conhecida na literatura
como abordagem OSMAC (one strain, many compounds), sendo amplamente
utilizada. Gao et al. (2020) isolaram onze novas lactamas utilizando esta abordagem
com o fungo Aplosporella javeedii, apds adicdo de nitrato de sédio e glutamato
monossodico ao meio de cultura controle, onde estes metabdlitos ndo foram
detectados. Xie et al. (2021) por sua vez, relataram que a substituicdo de arroz por
aveia no meio de cultura promoveu a producdo de nove merotepenoides pela espécie
Penicillium allii-sativi. Diversificacdo metabdlica decorrente do uso de OSMAC
também tem sido amplamente descrita (LOFTY et al., 2021; VIEIRA et al., 2021).

Nas ultimas décadas, a adi¢cao de inibidores e ativadores epigenéticos e de
precursores biossintéticos tem sido uma vertente da abordagem OSMAC muito
utilizada para ativar clusters genéticos biossintéticos silenciosos. Moduladores
epigenéticos sao substancias quimicas capazes de induzir ou modificar a biossintese
de metabdlitos fungicos (PAN et al., 2019). A inducédo metabdlica € importante porque
os fungos, uma vez retirados de seu ambiente natural, provido de estimulos bidticos
e abidticos, em geral reduzem a expressao in vitro de diversos metabdlitos
(PFANNENSTIEL e KELLER, 2019).

Alteracbes no perfil metabodlico pela acdo de moduladores epigenéticos
podem ser visualizadas utilizando técnicas analiticas como a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), ressonancia magnética nuclear (RMN), espectrometria de
massas (EM), dentre outras, de forma eficiente e rapida sem necessidade de isolar as
substancias, uma etapa que demanda grande gasto de tempo e de reagentes
(MACHADO et al., 2019; EMWAS et al., 2019).
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Neste contexto, o objetivo do trabalho apresentado neste capitulo foi avaliar
a expressao metabdlica da espécie P. tanzanicum por CLAE-UV-Vis, UPLC-MS e
RMN de H!, visando identificar a resposta deste organismo a presenca dos
moduladores epigenéticos 5-azacitidina, butirato de sédio, hidralazina, procainamida
e acido suberoil hidroxdmico em comparagdo com o metabolismo basal. Neste estudo,
a expressao “metabolismo basal’ refere-se ao metabolismo normal do fungo in vitro,

antes da adicao de estimulos abioticos.

5.2 Materiais e métodos

5.2.1 Materiais

Os materiais utilizados para obtencdo dos extratos brutos, ensaios de
capacidade antioxidante total e atividade inibitoria de acetilcolinesterase e os dados
referentes ao isolamento e identificacdo do P. tanzanicum estdo descritos no item 4.2
(pag. 45) do capitulo I. Os materiais referentes as outras analises e ensaios deste

capitulo estdo descritos a seguir.

5.2.2 Métodos

5.2.2.1 Inoculacéo do P. tanzanicum nos meios de cultura

P. tanzanicum foi inoculado em agar batata dextrosado (PDA) (Kasvi,
Espanha). ApGs sete dias, foi transferido para agua destilada estéril (método de
preservacdo de Castellani) e armazenado sob refrigeracdo. Foram realizados
experimentos com esta espécie em caldo batata dextrose (PDB) (Experimento PT1),
e em meio liqguido padronizado contendo peptona, sais e sacarose (MLP)
(Experimentos PT2 e PT3).

PDB foi o meio de cultura utilizado para se avaliar a variacdo da producao
de acidos graxos pelo P. tanzanicum na presenca do modulador epigenético 5-
azacitidina devido ao seu baixo custo, praticidade de preparo e por se mostrar

adequado para a obtencéo de acidos graxos de interesse na area alimenticia a partir
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de fungos filamentosos em estudo da literatura cientifica (POOLCHANUAN et al.,
2020).

Para o preparo do meio de cultura, PDB (Kasvi, Espanha) foi adicionado
em agua destilada na concentracdo de 13,5 g/L. O conteudo foi homogeneizado,
vertido em frascos do tipo erlenmeyers (20 mL/frasco) e esterilizados em autoclave.
O preparo do MLP foi descrito no item 4.2.1 (pag. 45) do capitulo I. Os meios de cultura
foram esterilizados em autoclave vertical (Phoenix) a 120 °C por 20 min e ap6s o
resfriamento, adicionaram-se 3 mL de suspensao de esporos do P. tanzanicum em
cada erlenmeyer. Foram preparadas solucdes estoque concentrada contendo
separadamente cada um dos moduladores epigenéticos utilizados (5-azacitidina,
butirato de sodio, hidralazina e acido suberoil hidroxamico - Sigma) em agua destilada
estéril. Em seguida, volumes adequados da solucdo estoque dos moduladores foram
adicionados em cada erlenmeyer, para se atingir as concentracdes finais mostradas

na Tabela 2. Os experimentos foram feitos em triplicata.

Tabela 2 - Composicédo dos meios de cultura dos experimentos PT1, PT2 e PT3.

Experimento  Meio de cultura Modulador (concentracao)
PT1 PDB AZA (50, 200, 350 e 500 uM)
PT2 MLP AZA, BUT, HID, PRO e SAHA (500 uM)

AZA, HID, PRO, AZA+HID, AZA+PRO e
HID+PRO (500 uM cada)

PDB: caldo batata dextrose. MLP: meio liquido padronizado contendo peptona, sais e sacarose. AZA:
5-azacitidina; BUT: butirato de sédio, HID: hidralazina, PRO: cloridrato de procainamida, SAHA: acido
suberoil hidroxamico.

PT3 MLP

Para ambos os meios de cultura, foram preparados os controles fungicos,
nos quais o P. tanzanicum se desenvolveu sem adicdo de moduladores epigenéticos
e o controle das condicbes de cultivo, contendo somente meio de cultura e o0s

moduladores epigenéticos.

5.2.2.2 Preparo dos extratos brutos

Experimento PT1
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Apos 28 dias de cultivo, foram adicionados 20 mL de acetato de etila a
cada frasco do experimento, que foram deixados sob agitagcdo por 12 h.
Posteriormente, as biomassas foram retiradas por filtracdo em papel e os caldos
fermentados foram extraidos com 30% de acetato de etila (trés vezes; 30% de
solvente extrator v/v). As fragbes organicas foram combinadas, o solvente foi
rotaevaporado a 70 °C e os extratos foram transferidos para frascos pesados. Apos
completa evaporacao do solvente, os extratos secos foram pesados e armazenados

sob refrigeracédo até serem analisados.

Experimento PT2

Apos 28 dias de cultivo, foram adicionados 50 mL de acetato de etila a cada
frasco do experimento. Posteriormente, as biomassas foram retiradas por filtragdo em
papel e os caldos fermentados foram extraidos com 30% de acetato de etila (trés
vezes; 30% de solvente extrator v/v). As fracdes organicas foram combinadas, o
solvente foi rotaevaporado a 70 °C e os extratos foram transferidos para frascos
pesados. Apds completa evaporacao do solvente, os extratos secos foram pesados e

armazenados sob refrigeracao até serem analisados.

Experimento PT3

O procedimento foi 0 mesmo descrito para o experimento PT2, sem a etapa
de adicdo de acetato de etila anteriormente a filtracdo das biomassas a fim de se

extrair os metabdlitos extracelulares presentes no caldo.

5.2.2.3 Andlise da variacdo da producdo de acidos graxos produzidos por P.

tanzanicum (PT1) na presenca de 5-azacitidina

O preparo de amostra realizado anteriormente a analise do perfil por
cromatografia gasosa (CG) consistiu na hidrolise de lipideos seguida de metilacdo dos
acidos graxos. Para a hidrdlise de lipideos, dissolveram-se, em tubo criogénico de
capacidade de 2 mL, 10 mg do extrato em 100 pL de solugéo de hidréxido de sédio (1

mol/L) em etanol/agua (95:5). ApoOs agitagdo em vortex por 10 s, a mistura foi
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hidrolisada em um forno de micro-ondas doméstico (Eletrolux MT030), & poténcia de
30%, durante 4 min. Apos resfriamento, adicionaram-se 400 puL de &cido cloridrico
(20% p/v), uma ponta de espatula de NaCl e 600 uL de acetato de etila. Apds agitacao
em vortex por 10 s e repouso por 5 min, uma aliquota de 300 uL da camada orgéanica
foi retirada, colocada em tubo de microcentrifuga e secada por evaporacao, obtendo-
se assim os acidos graxos livres (SANDE et al., 2018). Em seguida, foram adicionados
100 pL de fluoreto de boro em metanol (14%) aos &cidos graxos livres e o conteudo
foi aquecido durante 10 min em banho de 4gua a 60 °C. A mistura foi diluida em 500
UL de hexano e as andlises foram realizadas em Cromatdgrafo a Gas HP5890
equipado com detector por ionizacdo de chamas, utilizando-se a coluna Supelcowax-
10 30 m x 0,2 mm x 0,2 um (Supelco). O gradiente de temperatura utilizado foi de 150
°C até 240 °C (10 °C/min), utilizou-se hidrogénio como gas de arraste (6 mL/min) e o
volume de injecéo foi de 1 puL. A identificacdo dos picos foi feita por comparacdo com

padrdes de acidos graxos metilados FAME C14-C22 (Supelco cat no 18917).

5.2.2.4 Anédlise por Paper Spray acoplado a espectrometria de massas (PS-MS)
(PT2)

O caldo fermentado e extrato bruto do controle P. tanzanicum do
experimento PT2 foram analisados por PS-MS. Os dados desta analise estédo

descritos no item 4.2.2.7 (pag. 50) do capitulo 1.

5.2.2.5 Analise dos extratos de P. tanzanicum (PT2 e PT3) por cromatografia

liguida de alta eficiéncia acoplada a detector ultravioleta-visivel (CLAE-UV-Vis)

Os extratos brutos dos experimentos PT2 e PT3 foram solubilizados em
metanol grau HPLC (Merck, Alemanha) de maneira a se obter solucdes finais de
concentracdo de 1,0 mg/mL. Cada solucao foi filtrada com filtros de tamanho de poro
de 0,45 pym e injetada em cromatégrafo Shimadzu® equipado com desgaseificador
DGU-A5R, bomba modelo LC-AT, auto amostrador modelo SIL-20AHT e detector UV-
Vis modelo SPD-M20A. A coluna utilizada foi Kromasil C18 (250 mm x 4,6 mm X 5 pum)
e a leitura foi realizada a um comprimento de onda de 410 nm. A fase movel foi

constituida de solucao de acido formico aquoso a 0,1% (v/v) (AF) e metanol (MeOH).
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O gradiente utilizado foi de 67-90% MeOH e 33-10% AF (0-15 min); 90-96% MeOH e
10-4% AF (15-35 min); 96-100% MeOH e 4-0% AF (35-37 min); MeOH 100% and AF
0% (37-50 min). A velocidade de fluxo utilizada foi de 0,45 mL/min.

5.2.2.6 Avaliagao da capacidade antioxidante total dos extratos de P. tanzanicum
(PT2)

O ensaio de capacidade antioxidante total foi realizado conforme descrito
no item 4.2.2.1 (pag. 46) do capitulo I, com a diferenga que o ensaio foi realizado com
0s extratos solubilizados em metanol (1,0 mg/mL). A capacidade antioxidante total foi

expressa em mg de equivalente de acido ascérbico (EAA) por g de extrato.

5.2.2.7 Avaliagdo do teor de compostos fenolicos totais dos extratos de P.

tanzanicum (PT2)

O teor de compostos fendlicos totais das amostras foi determinado pelo
meétodo de Folin Ciocalteu (GAO et al., 2000). Um volume de 0,5 mL de amostra
dissolvida em metanol (500 pg/mL) foi adicionado a 2,5 mL de reagente Folin
Ciocalteu e agitou-se a mistura. Apds repouso a temperatura ambiente, adicionou-se
0,3 mL de carbonato de sédio saturado (20% p/v). Incubaram-se os tubos com os
conteidos a 25 °C por 20 min em ambiente escuro e fez-se a leitura em
espectrofotometro a 760 nm. Uma solucéo estoque de acido galico (500 pg/mL) em
metanol foi utilizada para se preparar diluices sucessivas para a obtencdo da curva
analitica desse padréo. O ensaio foi realizado em triplicata. O resultado das amostras

foi expresso em mg de equivalente de &cido géalico (EAG) por g de extrato.

5.2.2.8 Avaliacao do poder redutor férrico dos extratos de P. tanzanicum (PT2)

Avaliou-se a capacidade antioxidante de reducéo de ions ferro Ill de acordo
com OYAIZU et al. (1986). Pipetaram-se 1,0 mL de amostra dissolvida em metanol
(500 pg/mL), 2,5 mL de tampéo fosfato (0,2 mmol/L, pH 6,6) e 2,5 mL de ferrocianeto
de potassio 1% (m/v). Apés homogeneizacdo, as amostras foram incubadas a 50 °C
por 20 min. Posteriormente, 2,5 mL de acido tricloroacético 10% (p/v) foram

adicionados e a mistura foi centrifugada a 3000 rpm por 10 min. Uma aliquota do
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sobrenadante (2,5 mL) foi coletada e misturada a 2,5 mL de agua e 0,5 mL de cloreto
férrico (0,1%, p/v). A leitura de absorvancia foi realizada a 700 nm e os resultados
foram expressos em % de poder redutor férrico, considerando os valores obtidos pelo
acido ascorbico (padréo positivo) como 100%.

5.2.2.9 Avaliag&o do teor de flavonoides totais dos extratos de P. tanzanicum
(PT2)

O conteudo de flavonoides totais das amostras foi avaliado de acordo com
0 método utilizado por AZIEANA et al., (2017). O ensaio foi realizado pela adicao de
2,5 mL de amostra dissolvida em metanol (500 pg/mL) a 0,3 mL de solugéo de nitrito
de sodio (5% p/v), seguido de agitacdo em voértex por 5 min. Em seguida, adicionou-
se 0,3 mL de tricloreto de aluminio (10% p/v), agitou-se brevemente em vortex e a
mistura foi mantida em repouso por 6 min. Posteriormente, foram adicionados 2,0 mL
de NaOH (1 mol/L) e deixou-se em repouso por adicionais 10 min. Por fim,
adicionaram-se 4,9 mL de agua destilada e foi realizada a leitura das absorbancias
em espectrofotometro a 510 nm, em triplicata. Uma solucdo estoque de quercetina,
utilizada como padrao, foi preparada em agua (1000 pg/mL), a partir da qual diluicbes
sucessivas foram feitas para se construir a curva analitica do padréo. O resultado foi

expresso em mg de equivalente de quercetina (EQ) por grama de amostra.

5.2.3.0 Ensaio de captura de radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) dos

extratos de P. tanzanicum (PT2)

Para determinar a capacidade de captura de radical 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH) das amostras foi utilizado o método descrito por BURSAL e GULCIN
(2011). Foram preparadas solucdes de amostras e de padrdo (acido ascérbico) com
diferentes concentracdes (0 a 500 pg/mL). Apos a adicdo de 25 pyL das amostras ou
dos padrées em diferentes concentracdes, pipetaram-se 175 uL da solucdo de DPPH
(0,1 mmol/L) para cada um dos pocos de uma placa de 96 pocos. Em seguida, agitou-
se a mistura suavemente e a mesma foi deixada em repouso no escuro por 30 min.
Apods esse periodo, procedeu-se a leitura das absorvancias em espectrofotometro a

492 nm. O ensaio foi feito em triplicata para cada ponto da curva das amostras e do
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padrao usando metanol, solvente utilizado para o preparo das solu¢ées como o branco
do ensaio. O resultado final foi expresso como concentracdo de amostra capaz de
estabilizar 50% dos radicais DPPH (ECsp).

5.2.3.1 Ensaio de atividade inibitéria de acetilcolinesterase dos extratos de P.

tanzanicum (PT2)

O ensaio de atividade inibitéria de acetilcolinesterase foi realizado conforme
descrito no item 4.2.2.2 (pag. 46) do capitulo I, com a diferenca que o ensaio foi
realizado com os extratos solubilizados em DMSO (1,0 mg/mL) contendo 2,5% de

Tween 20.

5.2.3.2 Analise dos extratos de P. tanzanicum (PT3) por cromatografia liqguida de
ultra eficiéncia acoplada a massas de altaresolucéo do tipo quadrupolo simples
e tempo de voo (UPLC-QQTOF-MS/MS)

Os extratos brutos do experimento PT3 foram analisados pela técnica de
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada ao sistema de massas de alta
resolucdo do tipo quadrupolo simples e tempo de voo (UPLC-QQTOF-MS/MS). Os
espectros de massas (MS/MS) foram adquiridos no modo DDA com a utilizacdo de
um cromatografo liquido modular de ultra-eficiéncia composto por uma bomba
guaternaria Acquity® HClass, um amostrador automatico Acquity® FTN, e um detector
de arranjo de fotodiodos Acquity® PDA el (Waters, Estados Unidos). Os extratos
foram solubilizados em metanol grau HPLC (Merck LiChrosolv®, Alemanha) obtendo-
se solu¢des com concentracdo 1,0 mg/mL. Essas solucdes foram diluidas em metanol
no interior de microtubos de 1,5 mL de maneira a obter concentra¢des finais de 100,0
Mg/mL. As separacdes cromatograficas em fase reversa foram realizadas em uma
coluna Acquity® HSS T3 C18 (100 mm x 2.1 mm), com particulas de 1,8 um de
diametro médio e 100 A de diametro médio de poro. A temperatura da coluna foi
mantida a 40 °C e o volume de injecao foi de 2 pL. As separacfes foram desenvolvidas
em modo gradiente utilizando-se uma solucdo aquosa de acido formico (Fluka, St.
Louis, Estados Unidos) a uma concentracdo de (0,1% v/v) em agua ultrapura (MilliQ

Direct 8®, Merck-Millipore, Franca) (fase A) e acetonitrila contendo 0,1% (v/v) de acido
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formico (Merck LiChrosolv®, Alemanha) (fase B). A vazao da fase movel foi ajustada
a 500 pyL/min e um gradiente de 5 a 100% de fase B em 15 min foi empregado na
separacdo. Apos o desenvolvimento do gradiente, a concentracao de B foi mantida a
100% durante 5 min e posteriormente, a porcentagem de B foi restabelecida a 5% em
um intervalo de tempo de 1,0 min, a qual foi mantida por 5,0 min para restabelecimento
das condi¢des das proximas corridas cromatograficas. O tratamento dos dados foi
realizado através do software MassLynx, versao 4.1.

5.2.3.3 Analise dos extratos de P. tanzanicum (PT3) por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN)

Para obtencdo dos espectros de ressonancia magnética nuclear, 5,0 mg
dos extratos brutos foram solubilizados em 300 uL de cloroformio deuterado (Merck)
e transferidos para tubos de 3 mm de diametro. As analises foram feitas conforme

descrito no item 4.2.2.6 (pag. 50) do capitulo |.

5.2.3.4 Andlise estatistica

Os resultados estatisticos dos diferentes ensaios do potencial antioxidante
e da inibicdo de acetilcolinesterase dos extratos de P. tanzanicum (PT2) foram obtidos
por Andlise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey para comparacao entre as médias

de cada ensaio realizado. O programa utilizado foi o GraphPad Prism, Versao 5.

5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Variacao do perfil de acidos graxos produzidos por P. tanzanicum (PT1) na

presenca de 5-azacitidina

Os resultados das analises de acidos graxos por cromatografia gasosa dos
extratos obtidos a partir do cultivo do fungo P. tanzanicum em caldo batata dextrosado
(PDB) sem modulacdo epigenética (CPT1) e na presenca de 5-azacitidina nas
concentragbes de 50 (PT1_50), 200 (PT1_200), 350 (PT1_350) e 500 uM (PT1_500)

estao apresentados Tabela 3.
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O extrato do fungo P. tanzanicum (CPT1) apresentou, quando cultivado
sem influéncia de moduladores, majoritariamente a presenca dos acidos graxos
saturados palmitico (33,0%) e estearico (20,5%) e, em menor quantidade, dos &cidos
laurico (4,9%), miristico (4,9%), lignocérico (4,8%) e behénico (1,3%). O acido linoleico
foi 0 4cido graxo insaturado encontrado em maior porcentagem (8%), seguido pelos
acidos graxos monoinsaturados oleico (4%), nervbnico (2,5%), miristoleico (1%) e
erucico (1%), além do poli-insaturado linolénico (0,5%).

Os acidos graxos palmitico e estearico também foram os componentes
predominantes detectados nos extratos obtidos na presenca dos moduladores,
variando entre 26,3 a 35,0% e 14,8 a 20,5%, respectivamente. Em comparacdo ao
controle (CPT1), o extrato do fungo cultivado na presenca de 200 uM de 5-azacitidina
(PT1_200) apresentou aumento significativo da producéo do acido graxo insaturado
acido linoleico (14,8%), sendo que a producéo desse acido graxo insaturado variou
entre 5,0 e 8,3% (CPT1 8%) nos demais. Tal resultado evidencia um provavel efeito
epigenético de aumento da biossintese desse acido graxo pela 5-azacitidina na
concentracdo de 200 pM, o que pode ser explorado em escalada aumentada para
utilizacdo biotecnoldgica. Poolchanuan et al. (2020) também relataram aumento da
biossintese de acido linoleico de 2,8% para 27,2% e de 12,5% para 23,6% para 0s
fungos Aspergillus aculeatus e Penicillium shearii quando cultivados em caldo batata
na presenca do acido valproico (100 uM), corroborando o efeito do aumento da
biossintese de acido linoleico em fungos filamentosos sob influéncia de moduladores

epigenéticos.
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Tabela 3 - Teor percentual de acidos graxos em extratos brutos de P.
tanzanicum cultivado em caldo batata dextrosado (PDB) na auséncia (CPT1) e
presenca de 5-azacitidina nas concentragcdes de 50 (PT1_50), 200 (PT1_200),
350 (PT1 350) e 500 uM (PT1 500).

Extrato

Acidos graxos CPT1 PT1 .50 PT1 200 PT1 350 PT1 500
Laurico (C12:0) 4,9 57 53 4,9 4,1
Miristico (C14:0) 49 4.9 4,2 4,2 3,7
Miristoleico (C14:1) 1,0 0,5 1,3 0,8 0,9
Palmitico (C16:0) 33,0 28,2 26,3 28,3 35,0
Palmitoleico (C16:1) 0,0 0,0 0,0 1,4 3,2
Estearico (C18:0) 20,5 18,3 18,8 17,3 14,8
Oleico (C18:1) 3,9 3,8 4,1 3,5 4,6
Linoleico (C18:2) 8,0 55 14,8 8,3 50
Linolénico (C18:3) 0,5 0,4 0,7 0,4 1,0
Behénico (C22:0) 1,3 1,0 0,8 11 0,8
Erucico (C22:1) 1,0 1,7 1,7 0,9 0,9
Lignocérico (C24:0) 4.8 0,0 5,0 3,9 3,9
Nervonico (C24:1) 2,5 1,6 2,1 1,7 2,1
Outros 13,6 28,3 14,9 23,1 20,0

Em relacdo aos extratos dos fungos modulados com 350 uM (PT1_350) e
500 uM (PT1_500) de 5-azacitidina, estes apresentaram 1,4 e 2,4%, respectivamente,
do acido graxo monoinsaturado acido palmitoleico, ao passo que o0s demais néo
apresentaram esse acido. No estudo de Poolchanuan et al. (2020), o fungo
Trichoderma reesei aumentou a producao de acido palmitoleico de 0,37% para 0,46%,
guando cultivado em caldo batata na presenca do modulador epigenético acido
valproico (100 uM). Este acido graxo possui potencial para ser utilizado na industria
de nutracéuticos, tendo em vista que, dados pré-clinicos apontam uma correlacéo
entre sua ingestdo e a prevencdo de desordens metabdlicas cronicas, além de
protecdo contra esteatose hepatica e melhora do metabolismo de glicose (SOUZA et
al., 2018). O acido palmitoleico também foi associado a reducdo de expressdo de
mediadores pro-inflamatérios em estudos in vivo (YANG et al., 2011), sua
suplementacdo em animais mostrou-se benéfica para o metabolismo do figado

(SOUZA et al., 2020), além de mostrar-se relevante na prevencdo de hipertensao
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(TANG et al., 2021). Desta forma, ha indicativos da importancia do acido palmitoleico
na alimentacdo e a deteccdo de organismos produtores deste acido graxo e das
condicdes em que sua producdo € aumentada podem ser relevantes para futuras
aplicacdes biotecnoldgicas.

Dentre os extratos analisados, o PT1_50 foi o Unico que ndo apresentou
acido lignocérico em quantidades detectaveis, o qual foi detectado em baixas
porcentagens (4 a 5%) nos demais extratos. A auséncia desse acido graxo pode ser
desejavel em suplementos alimentares com alegacdo de beneficios a salde,
especialmente para idosos, devido a sua ingestdo estar associada ao aumento de
risco para doencga de Alzheimer (ZARROUK et al., 2012). Um estudo recente descreve
gue acidos graxos de cadeia muito longa, como C24:0 e C26:0, estdo associados a
presenca de emaranhados neurofibrilares e foram encontrados em maior
concentracdo em regides corticais do cérebro de pacientes com Alzheimer (JO et al.,
2020).

5.3.2 Anédlise por Paper spray acoplado a espectrometria de massas (PS-MS)
(PT2)

P. tanzanicum foi cultivado em MLP e seu caldo fermentando bruto
(CALPT2), bem como o extrato bruto obtido a partir da particdo liquido-liquido com
acetato de etila (CPT2) foram analisados por PS-MS para avaliacdo do perfil de
metabdlitos basais presentes em ambos. Os respectivos espectros de massas na
regido entre m/z 0 e 650 podem ser visualizados na Figura 4.

A analise dos principais sinais observados nos espectros mostrou que 0s
analitos com m/z 279 e 457 estdo presentes tanto no caldo fermentado, quanto no
extrato bruto do P. tanzanicum cultivado na auséncia de moduladores epigenéticos.
Considerando-se os metabdlitos ja isolados da espécie (Figura 2, pag. 63), os
espectros sugerem a presenca de acido pulvilérico e fiscalina C, com abundancias
relativas variadas. O pico de m/z 457,29 atribuido a fiscalina C apresentou alta
abundancia relativa no caldo (CALPT2) e baixa abundancia relativa no extrato (pico
de m/z 457,32 no CPT2). A atribuicdo poderia ser justificada pelo ion [M+H-31]*
proveniente da perda de um grupo metila e um atomo de oxigénio da molécula da

fiscalina C.
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Figura 4 - Perfil quimico por Paper Spray acoplado a espectrometria de massas
(PS-MS) no modo positivo, do caldo fermentado contendo os metabdlitos de P.
tanzanicum (CALPT2) e do extrato bruto obtido por extracéo liquido-liquido
com acetato de etila (CPT2) do controle fiUngico do experimento PT2.
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O outro metabodlito sugerido foi o acido pulvilérico, baseando-se
primeiramente na presenca do pico em m/z 279,18 visualizado no espectro de massas
do caldo (CALPT2) e do extrato (279,14 no CPT2). Este pico foi atribuido ao acido
pulvilérico protonado [M+1]* (calc. 279,1232). Corroborando esta atribuicdo, propos-
se gque o picom/z 301,18 (CALPT2) corresponda ao aduto de sodio do acido pulvilérico
[M+Na]* (calc. 301,1052).

Sendo assim, sugere-se que a fiscalina C e o acido pulvilérico foram
produzidos no metabolismo basal do P. tanzanicum no presente estudo, a partir dos
resultados obtidos pela técnica de PS-MS, com gasto minimo de tempo e de solventes
organicos. Técnicas analiticas complementares foram utilizadas para os extratos do

experimento PT3, conforme descrito em item posterior.
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5.3.3 Andlise dos extratos de P. tanzanicum (PT2) por cromatografia liquida de

alta eficiéncia acoplada a detector ultravioleta-visivel (CLAE-UV-Vis)

P. tanzanicum foi cultivado em MLP adicionando-se os moduladores
AZA, BUT, HID, PRO e SAHA ao meio de cultura, para se avaliar os efeitos dos
moduladores epigenéticos no perfil cromatogréfico e nas atividades biolégicas de
interesse. Os extratos do meio de cultura MLP contendo cada um dos moduladores
epigenéticos (500 uM) foram obtidos e analisados para controle do experimento. Estes
ndo apresentaram sinais cromatogréficos, e, portanto, os componentes do meio de
cultura nao interferiram nos resultados apresentados a seguir.

O perfil cromatografico dos extratos obtidos a partir do experimento PT2
evidenciou aumento da expressdo de metabolitos por P. tanzanicum em todos os
tratamentos, indicados pelos novos sinais observados: AZA (Rt 10, 13, 16,5 e 19 min),
BUT (Rt 13, 15, 18 e 19 min), HID (Rt 6, 10, 16,5 e 18 min), PRO (Rt 6, 10, 14 e 16,5

min) e SAHA (Rt 6, 10 e 18 min), conforme pode ser visto na Figura 5.

Figura 5 - Cromatogramas (CLAE-UV-Vis a 410 nm) do extrato bruto de P.
tanzanicum (CPT2) e dos extratos obtidos adicionando-se os moduladores
epigenéticos 5-azacitidina (PT2AZA), butirato de sddio (PT2BUT), hidralazina
(PT2HID), procainamida (PT2PRO) e acido hidroxamico suberoilanilida
(PT2SAHA) do experimento PT2.
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O efeito predominante do modulador SAHA foi 0 aumento da producao dos
metabdlitos biossintetizados na condigcdo basal (Rt 10 e 18 min), enquanto 0s
moduladores PRO e HID induziram predominantemente a expressao de novos
metabdlitos (6 e 16,5 min), sendo, estes ultimos, os moduladores que mais alteraram
o perfil metabdlico de P. tanzanicum em relacdo a condi¢do basal do experimento.
AZA e BUT induziram a expressdo aumentada de metabdlitos da condi¢cdo basal de
maneira similar entre si, porém menos expressiva em relacdo aos outros
moduladores, sendo que AZA também induziu a expressado de um novo metabdlito (Rt
16,5 min). BUT foi o modulador que menos alterou a expressao metabdlica. Tendo em
vista as mudancas no perfil cromatografico dos extratos do fungo sob modulacdo em
relacdo ao extrato controle, foram realizados ensaios in vitro para se verificar uma
possivel correlacdo entre o aparecimento de novos metabdlitos e aumento das

atividades bioldgicas de interesse.

5.3.4 Avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos de P. tanzanicum (PT2)

Os resultados dos diferentes ensaios da capacidade antioxidante dos
extratos do P. tanzanicum cultivado em meio MLP na presenca de moduladores
adicionados individualmente (500 uM) estéo apresentados na Tabela 4.

Esse fungo sob o efeito do modulador AZA apresentou extrato com o maior
teor de compostos fendlicos totais (30,96 mg EAG/Q), ja a presenca de PRO e HID
gerou os extratos com maior capacidade antioxidante total (69,23 e 52,08 mg EAA/g,
respectivamente). Quanto ao poder redutor férrico e teor de flavonoides totais, 0 SAHA
mostrou ser o0 modulador mais eficaz (23,24% e 252,33 mg QE/g, respectivamente).
E em relacao ao resultado de DPPH, os moduladores BUT, HID e PRO foram os que
apresentaram menores ECsp, portanto maior capacidade antioxidante (0,69, 0,63 e
0,56 mg/mL) (Tabela 4). O &cido ascérbico, padrdo positivo utilizado no ensaio,
apresentou ECso de 0,055 mg/mL. Considerando os ensaios de capacidade
antioxidante total e de captura de DPPH, os moduladores PRO e HID foram os que
apresentaram maior efeito no aumento da acao antioxidante in vitro.

Em todos os tratamentos, os niveis totais de flavonoides foram maiores do
gue no controle, exceto para P. tanzanicum tratado com PRO (Tabela 4), cujo valor

foi igual estatisticamente. Portanto, sugere-se que as alteracdes causadas pelos
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modificadores epigenéticos na composi¢cdo dos extratos de P. tanzanicum tiveram
papel importante papel na ativacdo de genes responsaveis pela biossintese
compostos antioxidantes, em especial da classe dos flavonoides.

Tabela 4 - Ag&o antioxidante dos extratos de P. tanzanicum (PT) cultivados na
presenca de moduladores epigenéticos (AZA, BUT, HID, PRO e SAHA) em
comparacao com o extrato do fungo controle (CPT2) do experimento PT2.

PT2AZA PT2BUT PT2HID PT2PRO PT2SAH CPT2

Compostos
30,96+ 1596+ 16,88+ 16,69+ 8,92+ 20,73%

fendlicos totais
1,452 0,82°¢ 1,77 ¢ 1,56 ¢ 1,844 1,15°

(mg EAG/g)

Capacidade
28,71+ 1866+ 52,08+ 69,23+ 2597+ 2951+

antioxidante total
2,01°¢ 1,46 ¢ 3,81°b 8,122 2,87 ¢d 1,55 ¢

(mg EAA/Q)
Poder redutor 13,67+ 12,01+ 13,85+ 11,40+ 23,24+ 9,26 +
férrico (%) 1,67° 1,47 ° 0,70° 1,18° 3,332 2,78°
Flavonoides
otai 209,00 + 215,23+ 198,47+ 181,72+ 252,33+ 176,81 +
otais
1,58 be 1,94° 9,75¢ 4,234 46442 2,244
(mg EQ/9)
DPPH 0,78 + 0,69 + 0,63 + 0,56 + 0,88 + 0,97 +

(ECsoem mg/mL) 0,032 0,10° 0,03° 0,08° 0,10° 0,07 @

Os dados na mesma linha seguidos por letras diferentes séo estatisticamente diferentes de acordo com
andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p <0,05). PT2: referente ao experimento PT2; AZA:5-
azacitidina, HID: hidralazina, BUT: butirato de sddio, PRO: procainamida e SAH: acido hidroxamico
suberoilanilida. EAG: equivalente de acido galico; EAA: equivalente de &cido ascoérbico; EQ:
equivalente de quercetina. DPPH: 2,2-difenil-1-picril-hidrazil. ECso: concentracdo capaz de capturar
50% dos radicais DPPH presentes no meio reacional.

Uma vez que todos os extratos provenientes de cultivos sob modulacéo
apresentaram acao antioxidante superior ao controle para pelo menos um dos ensaios
realizados, sugere-se que 0s moduladores tenham induzido a producdo de novos
metabdlitos e/ou ao aumento da biossintese de antioxidantes produzidos no
metabolismo basal. Dados da literatura corroboram tais efeitos, como por exemplo o
estudo de El-Hawary et al., (2018), em que nove compostos fendlicos foram
produzidos pelo fungo Penicillium brevicompactum na presenca de butirato de sédio
(10 mM) sem ser produzido na condi¢do controle, além do aumento da producgéo do

acido antranilico (de 3,2 para 9,8 mg/L), um composto conhecidamente antioxidante.
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Dentre os nove compostos produzidos, trés apresentaram destaque para a
capacidade de captura de radical DPPH frente ao acido gélico (ECso = 15 pg/mL),
sendo eles &cido siringico, acido sinaptico e acetoseringona (ECso = 20, 30 e 25
pg/mL, respectivamente) (EL-HAWARY et al., 2018).

No trabalho de Dwibedi et al. (2019), o fungo Xylaria psidii cultivado na
presenca dos moduladores 5-azaciditina (10 puM) e acido suberoil hidroxamico (5 uM),
adicionados separadamente ao meio de cultura, aumentou a biossintese do composto
fendlico resveratrol em 38,13% e 47,67%, respectivamente, em comparacdo com a
condi¢do controle (sem nenhum modulador epigenético) (DWIBEDI et al., 2019).
Portanto, tais dados também confirmam o efeito desses moduladores (AZA e SAHA)
no aumento da biossintese de metabdlitos antioxidantes quando adicionados ao meio

de cultura de fungos filamentosos.

5.3.5 Atividade inibitoria da acetilcolinesterase dos extratos de P. tanzanicum
(PT2)

O resultado relativo a atividade inibitoria da acetilcolinesterase dos extratos
controle e provenientes do cultivo do P. tanzanicum com moduladores epigenéticos
(5-azacitidina, butirato de sdodio, hidralazina, procainamida e acido hidroxamico
suberoilanilida) esta apresentado no grafico da Figura 6. Os extratos resultantes do
cultivo do P. tanzanicum com AZA, HID e BUT foram mais eficientes no aumento da
biossintese de inibidores da acetilcolinesterase (54%, 44% e 44%, respectivamente),

sendo iguais estatisticamente entre si e superiores ao valor do extrato controle (24%).
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Figura 6 - Porcentagem de inibicdo da acetilcolinesterase (%) dos extratos do
fungo P. tanzanicum (PT) cultivado na presenca dos moduladores epigenéticos
(AZA, HID, BUT, SAHA e PRO) em comparagao com o extrato do fungo
cultivado na auséncia do modulador epigenético (CPT2), em relacdo a eserina
(1 mg/mL, padréo positivo).
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Estudos relataram compostos do metabolismo basal de Penicillium sp., tais
como Arisugacin | e F (ECso de 0,64 uM e 0,37 pM, respectivamente), Territrem B
(ECs0 de 7,03 pM), aléem dos metabdlitos produzidos por Penicillium citrinum
(Quinolactacina A1 com ECso de 280 uM e Quinolactacina A2 com ECso de 19,8 uM),
P. chermesinum (Terfenil com EC50 de 5,2 uM) e P. griseofulvum (Hiperzine A com
ECso de 0,6 uM) com atividade inibitoria de acetilcolinesterase (SU et al., 2017). Esses
metabdlitos pertencem as classes quimicas dos terpenos (Territrem B, Arisugasin | e
F) e alcaloides (Hiperzine A e Quinolactacinas Al e A2).

Na literatura foi descrita a ocorréncia de sinergismo quando Penicillium
janthinellum foi cultivado na presenca de dois moduladores epigenéticos
simultaneamente, aumentando a atividade de inibicdo de AChE de 39% (extrato
controle) para 100% (extrato do fungo cultivado com PRO e HID) (LIMA et al., 2017).
Tendo em vista tal evidéncia, o uso combinado de moduladores epigenéticos pode
interferir positivamente no metabolismo do P. tanzanicum, efeito que foi avaliado por

meio de analises cromatograficas no experimento PT3.
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5.3.6 Andlise dos extratos de P. tanzanicum (PT3) por cromatografia liquida de

alta eficiéncia acoplada a detector ultravioleta-visivel (CLAE-UV-Vis)

No experimento PT3, P. tanzanicum foi cultivado na presenca dos
moduladores AZA, HID e PRO, sozinhos ou combinados em pares (AZA+HID,
AZA+PRO e HID+PRO) para se avaliar o efeito individual e o sinergismo dos
moduladores utilizados concomitantemente. Os perfis cromatograficos estéo
apresentados na Figura 7. O cromatograma do extrato contendo os metabdlitos
naturalmente produzidos pelo fungo P. tanzanicum (Figura 7A) mostra a presenca de
dois sinais majoritarios (Rt 9 e 18 min), além de um sinal, em 19 min, referente a um
terceiro composto, este ultimo, minoritario. Os sinais referentes aos metabolitos
majoritarios também estéo presentes nos cromatogramas dos extratos produzidos na
presenca de 5-azacitidina, hidralazina e procainamida (PT3AZA, PT3HID e PT3PRO,
respectivamente) (Figura 7B, C e D), bem como nos extratos em que hidralazina e
procainamida foram adicionados simultaneamente com 5-azacitidina (PT3AZA+HID e
PT3AZA+PRO, respectivamente) (Figura 7E e F). A Gnica excecao ocorreu quando P.
tanzanicum cresceu na presenca dos modificadores epigenéticos hidralazina e
procainamida (PT3HID+PRO) (Figura 7G), adicionados concomitantemente no meio
de cultura. O composto minoritario detectado em Rt 19 min (Figura 7A) também foi
produzido, aproximadamente na mesma quantidade, em algumas condicdes
(PT3AZA, PT3AZA+HID) e, em menor quantidade quando uma mistura de 5-
azacitidina e procainamida foi incorporada ao meio de cultura (Figura 7F). Nas demais

condi¢Bes, a producao desse metabdlito foi silenciada.
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Figura 7 - Cromatogramas (CLAE-UV-Vis a 410 nm) do extrato bruto de P.
tanzanicum (A) (CPT3) e dos extratos obtidos adicionando-se moduladores
epigenéticos 5-azacitidina (PT3AZA), hidralazina (PT3HID) e procainamida
(PT3PRO) sozinhos (cromatogramas B, C e D, respectivamente) ou

combinados (E, F e G) do experimento PT3.
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Em praticamente todos os

experimentos foi verificado aumento da

expressdo metabolica por P. tanzanicum. O uso concomitante dos moduladores 5-

azacitidina e hidralazina aumentou o nimero de sinais visualizados no cromatograma

(Figura 7E), o que € uma indicacdo de acgéo sinérgica, ja que, sozinhos ndo geraram

a mesma expressao metabdlica (Figura 7B e C).
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A procainamida mostrou influenciar significativamente o metabolismo de P.
tanzanicum (Figura 7D), inclusive em combinacdo com AZA (Figura 7F), levando a
biossintese de um metabdlito com Rt 12 min. J& a mistura de procainamida com
hidralazina, apesar de ndo induzir uma grande diversificacdo metabdlica, apresentou
esse metabdlito com Rt 12 min (Figura 7G) como majoritario, também detectado em
outros extratos em menor (Figura 7B, C, D e F) ou maior (7E) proporgéao.

Assim como ocorreu no presente estudo, resultados de Oliveira et al. (2019)
evidenciaram maior diversificagdo metabolica, avaliada por CLAE-UV-Vis, do extrato
do fungo Penicillium sp. cultivado na presenca de hidralazina em comparagdo com o
extrato obtido pela adicédo de procainamida no cultivo do mesmo fungo. Em estudo de
Gonzalez Melendez (2016), o fungo Dothiora sp. (cepa CF-285353) na presenca de
hidralazina (100 uM) produziu maior quantidade de metabalitos, como as curvicolidas
A e B e &cido fusidico, além de induzir a producgéo da dicetopiperazina ciclo(fenilalanil-

prolil) (Figura 8).

Figura 8 - Metabdlitos produzidos em maior quantidade (curvicolidaAeB e
acido fusidico) e exclusivamente (ciclo-fenilalanil-prolil) por Dothiora sp. na
presencade hidralazina (100 uM).
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5.3.7 Andlise dos extratos de P. tanzanicum (PT3) por cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplada a massas de alta resolucao do tipo quadrupolo simples
e tempo de voo (UPLC-QQTOF-MS/MS)

Para o extrato controle do experimento PT3, foi realizada a analise do
espectro de massas de fragmentagdo (MSMS) do pico com m/z 279,1231 (Figura 9),
a fim de se confirmar o principal produto de seu metabolismo basal. Este espectro
apresentou o pico m/z 261,1138, atribuido ao fragmento resultante da perda de uma
molécula de agua a partir do [M+1]*, confirmando a biossintese do acido pulvilérico no

metabolismo basal do experimento PT3.

Figura 9 - Espectro de massas MSMS do extrato do P. tanzanicum crescido em
meio liquido padronizado (MLP) sem modulador epigenético (CPT3) do
experimento PT3.
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Os perfis cromatograficos obtidos pela analise em UPLC-QqTOF-MS/MS
referentes ao experimento PT3 estdo apresentados na Figura 10. Analisando-se os
espectros de massas dos diferentes tratamentos é possivel verificar uma variacao
metabdlica do P. tanzanicum decorrente da presenca dos moduladores epigenéticos
no meio de cultura. Um dos metabdlitos que foi identificado em experimento anterior,
0 acido pulvilérico, cujo Rt foi de 7,3 min, apresentou grandes variacdes devido a

influéncia dos moduladores.

il
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Figura 10 - Cromatogramas (UPLC-QqTOF-MS) do extrato bruto de P.
tanzanicum (A) (CPT3) e dos extratos obtidos adicionando-se os moduladores
epigenéticos 5-azacitidina (PT3AZA), hidralazina (PT3HID) e procainamida
(PT3PRO) sozinhos (cromatogramas B, C e D, respectivamente) ou
combinados (E, F e G) do experimento PT3.
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NOTA: As setas indicam picos atribuidos ao &cido pulvilérico pela analise dos espectros de massas.

A Figura 11 apresenta a regidao do cromatograma em que o pico do acido
pulvilérico foi detectado (ion com m/z 279,1231) e os valores da integracédo do pico

referente a este ion molecular.



90

Figura 11 - Cromatogramas dos extratos do experimento PT3, com destaque
para aregido correspondente ao ion com m/z de 279,1231 (correspondente ao
acido pulvildrico) e os valores da integracdo deste ion molecular.
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Uma vez que todos os extratos brutos foram solubilizados em metanol na
mesma concentracao para serem analisados por espectrometria de massas, as areas
dos picos sd@o proporcionais a quantidade de acido pulvilérico em cada extrato.

Considerando isso, os valores das areas integradas foram apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Valor das integrais dos picos referentes ao acido pulvilérico no
extrato bruto de P. tanzanicum (CPT3) e nos extratos obtidos adicionando-se
os moduladores epigenéticos 5-azacitidina (PT3AZA), hidralazina (PT3HID) e

procainamida (PT3PRO) sozinhos ou combinados do experimento PT3.

PT3 PT3 PT3

Extrato CPT3 E;i FF:;EO’) EIT[‘:’ AZA+ AZA+ HID+
HID PRO PRO

Valor da 1222 619,6 48,5 1813,9 3867 87,5 837,5

integral

Variacao

relativa Controle 15,1 V2,5 N14,8 N3,2 V1,40 16,8

ao

controle

NOTA: Aumento (1) ou reducdo (V) do valor da integral dos extratos tratados em comparagéo com o
controle.
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Como pode ser observado, na presenca de procainamida e da mistura de
procainamida com 5-azacitidina houve reducdo da producédo de acido pulvilérico (2,5
e 1,4 vezes, respectivamente). J& o modulador azacitidina sozinho, aumentou em 5,1
vezes a quantidade de acido pulvilérico produzida por P. tanzanicum. Hidralazina foi
o melhor estimulador da biossintese desta substancia, aumentando-a em 14,8 vezes.
Porém, quando administrada junto com azacitidina ou procainamida, a inducéo foi
menor (3,2 e 6,8 vezes, respectivamente). Desta forma, hidralazina mostrou-se muito
efetiva para aumentar a producdo deste metabdlito que possui atividade
antimicrobiana (CHEN et al., 2020).

5.3.8 Analises dos extratos de P. tanzanicum (PT3) por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN)

A analise do perfil por CLAE-UV-Vis, apresentado anteriormente, mostra o
aumento ou diminuicdo do namero de picos, o0 que revela respectivamente a ativacao
ou silenciamento de genes. Conforme discutido, houve altera¢des, mostrando que a
presenca dos moduladores nas condi¢ces de cultivo utilizadas foi capaz de alterar a
producdo metabdlica de P. tanzanicum. No entanto, apesar da grande utilidade da
CLAE-UV-Vis para mostrar alteracdes no perfil metabdlico, esta técnica sozinha nao
fornece dados que possam levar a inferéncias relacionadas a estrutura das
substancias produzidas ou as classes de metabdlitos produzidos. Para a obtencéo de
dados estruturais, os extratos foram analizados por RMN de *H. A RMN é uma técnica
robusta, capaz de fornecer dados estruturais importantes como a presenca de acidos
graxos, compostos aromaticos, terpenos, entre outros, jA que os deslocamentos
guimicos de atomos de hidrogénio presentes nestes grupos de substancias sao
conhecidos e tabelados (ZABEK et al., 2017).

Para a analise do efeito dos moduladores 5-azacitidina, procainamida e
hidralazina no perfil metabdlico de P. tanzanicum por RMN de !H, foi necessario
descartar inicialmente possiveis sinais presentes nos espectros referentes aos
moduladores adicionados durante o cultivo. Para tal, os espectros de RMN de 'H dos
moduladores foram simulados utilizando o ChemDraw Professional 16.0 e sao
apresentados na Figura 12, junto com as respectivas estruturas quimicas. Os valores

em azul correspondem ao deslocamento quimico dos respectivos atomos de
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hidrogénio presentes nos espectros. No espectro simulado de cada modulador, foram
selecionados dois sinais caracteristicos (destacados em vermelho) e auséncia dos
mesmos nos espectros do extrato do fungo onde os moduladores foram adicionados
foi avaliada. Isso foi feito porque quantidades residuais dos moduladores poderiam ter
sido extraidas, fornecendo novos sinais nos espectros de RMN que ndo seriam
provenientes da presenca de novos metabalitos e, sim, dos moduladores.

A comparacado dos espectros dos extratos obtidos com os espectros
simulados confirmou auséncia dos sinais selecionados para 5-azacitidina (simpleto
em 7,13 e dupleto em 5,85 ppm) (Figura 12A) e procainamida (dois dupletos em 6,54
e 7,56 ppm) (Figura 12B), enquanto que no espectro de RMN de *H do extrato obtido
na presenca de hidralazina (Figura 12C), foram avaliados os sinais em 7,9 e 4,59 ppm.
Sinais intensos em 7,9 que poderiam corresponder a hidralazina foram detectados no
espectro do extrato. Apesar de o sinal em 4,59 ppm ndo ter sido observado, pode ter
havido perda do grupo amina (NH>), justificando a auséncia deste sinal, inferindo-se
gue a hidralazina e/ou um produto de decomposicao desta poderiam estar presentes
e os demais dados foram avaliados levando-se esta possibilidade em consideracao.

Tendo-se avaliado a presenca dos moduladores nos extratos, iniciou-se a
comparacgédo dos perfis pela analise do espectro de RMN de 'H do extrato contendo
0s metabdlitos produzidos por P. tanzanicum em caldo peptonado na auséncia de
moduladores epigenéticos, que é apresentado na Figura 13. Foram observados sinais
intensos na regido de hidrogénios alifaticos (5 0,5-2,0 ppm), tipicos de hidrocarbonetos
de cadeia longa e terpenos, além de um sinal intenso em & 1,3, que pode ser
associado a grupos metilénicos da cadeia de &cidos graxos. Sinais de hidrogénios
ligados a carbonos oxigenados sdo amplamente visualizados na regido entre 6 3,0 e
4,5 ppm e sinais na regido entre 6 5,3 e 6,0 ppm indicam a presenca de ligacdes
duplas. Na regido entre 6 6,0 e 9,0 diversos sinais indicam a presenca de hidrogénios
aromaticos, alguns dos quais poderiam ser provenientes de polifenois e flavonoides,
ja que esses compostos sao tipicamente produzidos por fungos desse género (Tabela
1, pag. 28).
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Figura 12 - Espectros de RMN de H, estruturas quimicas e deslocamento dos
atomos de hidrogénio (em azul) dos moduladores 5-azacitidina (A),

procainamida (B) e hidralazina (C) simulados utilizando o ChemDraw

Professional 16.0.
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Figura 13 - Espectro de RMN de 'H do extrato de P. tanzanicum em meio
peptonado (metabolismo basal) do experimento PT3 e expansao da regiéo
entre de 6,7 a 8,5 ppm. Solvente utilizado: cloroférmio deuterado.
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Em seguida, realizou-se um estudo comparativo dos espectros de RMN de
'H do extrato de P. tanzanicum cultivado em meio peptonado na auséncia (em
vermelho) e na presenca dos moduladores 5-azacitidina, procainamida e hidralazina
(em verde) (Figura 14). Os espectros dos respectivos controles (meio de cultura e
moduladores, em azul) também foram inseridos na figura para fins de comparacéo.
Esses controles permitem eliminar o efeito da matriz (meio de cultura), bem como
sinais referentes aos atomos de hidrogénio que por ventura poderia estar presentes
nos moduladores.

Em geral, observa-se que o espectro do experimento (PT3AZA) e do
controle contendo 5-azacitidina (Aza) sdo semelhantes, ndo havendo alteracdes
significativas antes da ampliacédo de sinais, que sera alvo de discussao mais adiante.
Em relacéo ao experimento com hidralazina, notam-se sinais predominantes em ~ 8,2
ppm, bastante semelhantes aqueles em 7,85 ppm e 7,93 ppm, atribuidos
anteriormente a atomos de hidrogénio aromaticos presentes no esqueleto da
hidralazina (Figura 12C). Desta forma, estes sinais indicam ter ocorrido extracdo de
hidralazina remanescente do tratamento de P. tanzanicum com este modulador
(Figura 14, PT3HIDRA). As demais alteracdes foram ressaltadas e serdo discutidas

mais adiante. J4 o tratamento do fungo com procainamida (PT3PRO) foi bastante
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efetivo para alterar a producéo metabdlica do fungo e tais alteragcbes serdo discutidas

a sequir.

Figura 14 - Espectros de RMN de 'H dos extratos dos controles dos meios de
cultura contendo moduladores (em azul), do P. tanzanicum em meio peptonado
tratado com moduladores (em verde) e do P. tanzanicum em meio peptonado
(metabolismo basal) (em vermelho) do experimento PT3. As ressalvas em preto
correspondem aos picos relacionados a valores citados no texto. Aza: 5-
azacitidina, Pro: procainamida e Hidra: hidralazina. Solvente utilizado:
cloroférmio deuterado.
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5.3.8.1 Efeito da 5-azacitidina

A Figura 15 apresenta os espectros de RMN de 'H dos extratos do controle
contendo 5-azacitidina (em azul), do experimento de modulacdo do fungo com 5-
azacitidina (em verde) e do fungo na auséncia de modulador (em vermelho), na regido
entre 5,6 e 7,6 ppm, bem como expansées dentro desta regido. Pode-se observar um
grande numero de novos sinais nesta regido (setas azuis), tipica de hidrogénios
aromaticos, evidenciando a biossintese de novos metabdlitos por indug¢do da 5-

azacitidina.
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5.3.8.2 Efeito da hidralazina

O efeito da hidralazina na modulacgé&o (linha verde) foi mais discreto, como
pode ser observado na Figura 14. No entanto, nota-se claramente a presenca de
novos sinais em 9,5 ppm e entre 6,2-6,4 ppm, indicativos da producéo de metabdlitos

aromaticos por P. tanzanicum sob modula¢cdo com hidralazina (Figura 16).

Figura 15 - Espectros de RMN de 'H dos extratos do controle do meio de
cultura contendo 5-azacitidina (em azul), do P. tanzanicum em meio peptonado
tratado com 5-azacitidina (em verde) e do P. tanzanicum em meio peptonado
(metabolismo basal) (em vermelho) do experimento PT3. Solvente utilizado:
cloroformio deuterado.
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Figura 16 - Espectros de RMN de 'H dos extratos do controle do meio de
cultura contendo hidralazina (em azul), do P. tanzanicum em meio peptonado
tratado com hidralazina (em verde) e do P. tanzanicum em meio peptonado
(metabolismo basal) (em vermelho) do experimento PT3. Solvente utilizado:
cloroférmio deuterado.
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5.3.8.3 Efeito da procainamida

O espectro de RMN de *H do extrato contendo os metabélitos produzidos
por P. tanzanicum na presenca de procainamida (PTPRO) (Figura 14) apresenta
varias diferencas em relacdo ao controle (PT), como sinais intensos em 6 2,2, 2,8, 2,9
e 3,7 ppm. Além disso, o perfil do espectro dos metabdlitos produzidos por P.
tanzanicum sob influéncia da procainamida possui os sinais intensos em & 7,6, 7,8,
7,9 e 8,4 (Figura 17). Novos sinais também estdo presentes na regido de hidrogénios
envolvidos em ligacdo de hidrogénio (12,6 a 13,6 ppm) e na regido de hidrogénios
aromaticos (5,6-7,7 ppm) (Figura 17). Tudo isso indica que a procainamida pode ter
induzido o P. tanzanicum a producao de novos metabolitos arométicos. Os sinais entre
6 12,3 e 13,5 podem indicar a presenca de grupos hidroxila quelados, tipicos de

flavonoides como o kaempferol, por exemplo (LU e FOO, 1999).
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Figura 17 - Espectros de RMN de 'H dos extratos do controle do meio de
cultura contendo procainamida (em azul), do P. tanzanicum em meio
peptonado tratado com procainamida (em verde) e do P. tanzanicum em meio
peptonado (metabolismo basal) (em vermelho) do experimento PT3. Foram
feitas ampliacOes das regidoes entre 1,0 e 4,0 ppm, 6,0 e 9,5 ppm e entre 125 e
13,5 ppm. Solvente utilizado: cloroférmio deuterado.
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Na regido de hidrogénios alifaticos (Figura 18), também foram observados
novos sinais, inferindo-se a producéo de substancias ndo-arométicas ou de por¢cdes
ndo-aromaticas nos novos metabodlitos produzidos por indugcdo epigenética da

procainamida.

Figura 18 - Espectros de RMN de 'H dos extratos do controle do meio de
cultura contendo procainamida (em azul), do P. tanzanicum em meio
peptonado tratado com procainamida (em verde) e do P. tanzanicum em meio
peptonado (metabolismo basal) (em vermelho) do experimento PT3. Foram
feitas ampliacOes das regides entre 0,7 e 4,6 ppm. Solvente utilizado:
cloroférmio deuterado.
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Desta forma, pode-se verificar que houve alteracdes causadas pela adicédo
dos moduladores e informacdes estruturais importantes foram obtidas utilizando

ressonancia magneética nuclear.

5.4 Conclusdes

A utilizacdo de moduladores epigenéticos foi eficiente para a producao
de um pool de metabdlitos secundéarios pelo fungo P. tanzanicum, conforme
demonstrado pelos perfis cromatograficos por CLAE-UV-Vis e pelo aumento da
capacidade antioxidante e atividade inibitéria de acetilcolinesterase. Em meio

peptonado contendo sais e sacarose, a adicdo do modulador epigenético hidralazina
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induziu o P. tanzanicum & producdo aumentada do metabdlito basal acido pulvil6rico
guando comparado com outros moduladores adicionados individualmente e com o
controle (sem moduladores). Além disso, o0 extrato produzido pela influéncia deste
modulador apresentou aumento da atividade antioxidante avaliada por trés dos cinco
ensaios realizados.

O extrato contendo o0s metabdlitos elicitados pela procainamida
demonstraram capacidade doadora de hidrogénio, evidenciado pelo aumento da
capacidade de captura de DPPH e capacidade antioxidante total. A presenca destas
substancias foi corroborada pela mudanca do perfil do extrato por RMN, que indicou
presenca de compostos aroméaticos e/ou compostos contendo hidroxilas queladas,
compativel com flavonoides e outros compostos fendlicos reconhecidos como
potentes antioxidantes.

O resultado do perfil pela analise de RMN evidenciaram que HID e AZA
também produzem efeito na inducdo da producdo de compostos aromaticos. Além
disso, AZA aumentou a acdo antioxidante (avaliada pelos ensaios de compostos
fendlicos totais e flavonoides totais) e de inibicdo de acetilcolinesterae, bem como o
modulador HID (aumentou o teor de fendlicos totais, capacidade antioxidante total,
captura de DPPH e inibicdo de acetilcolinesterase) em comparacédo com o extrato do
fungo controle.

De forma geral, esse estudo demonstrou que nas condicfes avaliadas e
na presenca dos moduladores epigenéticos azacitidina, hidralazina e procainamida,
P. tanzanicum foi capaz de aumentar sua producdo de substancias bioativas, o que

pode ser util para futuros trabalhos com aplicacdes biotecnolégicas.
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