UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE QyiMICA )
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Estudos dos metabolitos secundarios de Exophiala spinifera em
diferentes condicdes de cocultivos com Leucoagaricus

gongylophorus para o controle de formigas cortadeiras

Dorai Periotto Zandonai

Tese apresentada como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de DOUTORA EM
CIENCIAS, é&rea de concentracio:
QUIMICA.

Orientador: Prof. Dr. Jodo Batista Fernandes

Sao Carlos — SP
2022



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

b4
t*‘:{% Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia

Programa de Pos-Graduacédo em Quimica

Folha de Aprovacéo

Defesa de Tese de Doutorado da candidata Dorai Periotto Zandonai, realizada em 29/07/2022.

Comisséao Julgadora:

Prof. Dr. Jodo Batista Fernandes (UFSCar)
Prof. Dr. Moacir Rossi Forim (UFSCar)
Prof. Dr. Edson Rodrigues Filho (UFSCar)
Prof. Dr. Raguel Peres de Morais Urano (IQSC/USF)

Profa. Dra. Alessandra Regina Pepe Ambrozin (UNIFAL - MG)

O Relatorio de Defesa assinado pelos membros da Comissdo Julgadora encontra-se arquivado junto ao Programa de
Pés-Graduacdo em Quimica.



Dedicatorias

A Deus,

Por tudo de bom que aconteceu nestes anos de aprendizado, por ter dado forgas

para superar e aprender com as dificuldades e tornar tudo possivel.

A minha familia, por ser meu porto seguro, apoio e incentivo constante para que
eu conseguisse seguir em frente, ndo medindo esfor¢os para tornar possivel a

minha formacéo.

Aos meus pais, Ermelindo Periotto (in memoriam) e Elisa Gongalves Pereira
Periotto, minha admiravel mae, pelos conselhos e alegria de estarmos juntas,
sempre ao meu lado incentivando e admirando o meu trabalho.

Aos meus filhos queridos, Alexandra Paola Zandonai, Carlos Augusto
Zandonai e Germano Arthur Zandonai, meus presentes da vida, pelo amor,

carinho e admiragéo.

Ao marido Carlos Roberto Zandonai, pela paciéncia, grande ajuda, pelo carinho.



Agradecimentos especiais

Ao Prof. Dr. Jodo Batista Fernandes, que me permitiu enfrentar grandes
desafios, obrigada pelo incentivo e por acreditar no meu trabalho. Pela orientacéo
durante esses anos e pelos conhecimentos adquiridos. Sua orientacdo e auxilio

permitiram-me concretizar esse estudo.

A Dra. Alana Kelyene Pereira, obrigada por compartilhar grandes momentos de
aprendizado, expresso aqui minha eterna gratiddo pela ajuda e incentivo

constante.

A Dra. Maria Clara Aguiar, muito obrigada paciéncia, dedicacdo, por estar
sempre me apoiando nas horas mais dificeis da minha caminhada. Minha eterna

gratidao.

Ao Prof. Dr. Moacir Rossi Forim, obrigada pelas valiosas contribui¢des desde o

inicio do meu trabalho e auxilio no meu crescimento profissional.

Ao Prof. Dr. Edson Rodrigues Filho, obrigada por gentilmente aceitar em
participar da minha banca, sua contribuigdo sera muito importante e certamente

enriguecera o meu trabalho.

A Dra. Raquel Urano, muito obrigada por estar presente mais uma vez e por
avaliar meu trabalho desde o inicio e de todas as valiosas sugestBes e

contribuigdes.

A Profa. Dra. Alessandra Regina Pepe Ambrosin, muito obrigada pela satisfacao
e alegria em participar da minha avaliacdo e fazer parte de mais uma etapa
importante da minha vida. Seus conhecimentos ajudaram a enriquecer este meu

trabalho.



A Profa. Dra. Maria Fatima das Gracas Fernandes da Silva, obrigada por

aceitar em participar da minha defesa, pela atencéo e disponibilidade.

Ao Prof. Dr. Odair Correa Bueno, obrigada por contribuir para meu trabalho e

por gentilmente aceitar em participar da minha banca.

Ao Prof. Dr. Eli Fernando Pimenta, seu apoio e sua ajuda foram muito

importantes para mim. Muito obrigada!

Ao Me. Luciano Rodrigues Pereira, obrigada por estar pronto para auxiliar, sem

medir esforgos nas horas que precisei, pela atencao e por todo o aprendizado.

Ao Me. Sean dos Santos Araujo, obrigada por compartilhar seu aprendizado nos
importantes ensaios bioldgicos executados, pelos conhecimentos adquiridos e

pela sua disposicao e atengdo durante esse tempo especial.

Ao Dr. Jodo Gabriel Moraes Junqueira, meus sinceros agradecimentos por todo

0 apoio recebido, minha eterna gratidao.

A Dra. Dianne Dominguez Formoso, muito obrigada pela ajuda, sempre

atenciosa e prestativa na conducéo desse trabalho.

Ao Dr. Guilherme Grosselli, obrigado, pelo aprendizado e por sempre estar

pronto a me ajudar, tirando duvidas, nas horas que mais precisei.

A todos do grupo de Pesquisa em Produtos naturais, obrigada pelo apoio de

todos.

A todos do Departamento de Quimica, docentes, técnicos e secretarias, que

sempre me apoiaram 0s mais sinceros agradecimentos.



Lista de abreviaturas

COSY 'H-'H

DDA
DEPT
ESI
GNPS
HCA
HMBC
HSQC

LC/MS Q-ToF

m/z

PCA
PDA
PLS-DA
pPpm
RMN 3C
RMN !H
SISGEN

SPE
TIC

UPLC

Correlation Spectroscopy

Data Dependent Acquisition

Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
Electrospray lonization

Global Natural Product Social Molecular Networking
Hierarchical Cluster Analysis

Heteronuclear Multiple Bond Correlation
Heteronuclear Single Quantum Coherence

Liquid Chromatography coupled mass spectrometry
6545 Q-ToF (Agilent Technologies)

Razao massa/carga

Principal Component Analysis

Potato Dextrose Agar

Partial Least Squares - Discriminant Analysis

parte por milh&o

Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
Ressonancia Magnética Nuclear de Proton

Sistema Nacional de Gestdo do Patrimodnio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado

Solid Phase Extraction (Extracdo em fase solida)

Total lon Chromatogram

Waters Acquity UPLC I-Class (Waters ACQUITY Ultra-
Performance Liquid Chromatography (UPLC) System)

Deslocamento quimico

Vi



Lista de Tabelas

TABELA 1 - Informacdes sobre os microrganismos: fungo mutualista e
[EVEAUIA NEGIA. .eeiiiiiiiiie et 11

TABELA 2 - Valores das areas e das médias das bandas anotadas nos
cromatogramas de 5 em 5 dias até 40 dias de incubagao..............ccceevivvreevnnnnn, 31

TABELA 3 - Relagbes ID, m/z cocultivo C-H_15 dias e H_15 dias, e 0s tempos
de retencéo respectivamente dos agrupamentos mostrado no grafico de mapa

de calor Heat Map com test T featUres. .......vvevvvreeiiiie e 47
TABELA 4 - Variaveis (m/z) anotados do agrupamento Heat Map (mapa de

calor do cocultivo H-C_ML _30 dias, monoculturas C_ML_15 dias................. 56
TABELA 5 - lons m/z detectados do cocultivo e monoculturas....................... 59

TABELA 6 - Dados dos deslocamentos quimicos de RMN H (400 MHz) e
RMN 3C (400 MHz) e 2D obtidos em MeODgy4, para 0 composto isolado P7.. 83

TABELA 7 - Valores em mm dos halos de inibicdo dos extratos bruto dos
metabdlitos do cocultivo H-C, E. spinifera (C) e da substancia isolada (P7). . 102

TABELA 8 -Porcentagem de inibi¢do (% 1) do Extrato C (cultura pura da E.
spinifera) e do Composto isolado da cultura pura da E. spinifera (P7), nas
AChEs de peixe-elétrico e AChE-Atta sexdens da formiga cortadeira
(C=0,IMG/ML). ittt 104

TABELA 9 - Porcentagem de inibicdo em cada concentracao testada e também
0 valor de C50 para cada solucéo estudada............cccceeeviiiiieeeeiiiiiinec e, 107

Vil



Lista de Figuras

FIGURA 1 - Formigas cortadeiras - manejo integrado de salvas e quenquéns...5

FIGURA 2 - llustracdo do formigueiro mostrando a rainha e o fungo mutualista

Leucoagaricus gongyIOPNOTUS. .........cueiiuiie i 7
FIGURA 3 - Representa¢do Microscopica da Exophiala spinifera..................... 9
FIGURA 4 - Representacao de um cocultivo em meio solido...........ccccccvenee. 10

FIGURA 5 - Caracteristicas morfoldgicas da Exophiala spinifera incluidas
neste estudo. (A) fotos de col6nias com 15 dias, em &gar batata dextrose, (B)
morfologia da colonia mostrando as gémulas, (C) a morfologia de aparéncia
VISCOSA AESCIITOS NO TEXLO. ..ovvvvieeiiiiee ettt e e e 27

FIGURA 6 - Cromatograma referentes aos extratos brutos dos metabélitos da
E. spinifera em meio liquido, Potato Dextrose Broth (BD), as diferentes cores
representam as trés réPliCaS. .........oovvvveiiii i 29

FIGURA 7 - Cromatogramas acima sdo referentes aos extratos brutos dos
metabolitos da E. spinifera em meio liquido, MIX, as diferentes cores
representam as tréS rPIICAS. .....ooiviivi i s 29

FIGURA 8 - Cromatogramas acima sdo referentes aos extratos brutos dos
metabdlitos da E. spinifera em meio liquidos, MF, as diferentes cores
representam as tréS rPIICAS. .....oovvviiie i 30

FIGURA 9 - Cromatogramas acima sdo referentes aos extratos brutos dos
metabolitos da E. spinifera em meio liquido, Czapek Dox Broth, as diferentes
cores representam as tréS rePIICAS. ......cvvveiieeiiie e 30

FIGURA 10 - Cinética de crescimento em meio de cultura liquido Czapek Dox
Broth da levedura negra E. spinifera utilizando a média das areas dos picos
Versus dias de INCUDAGAD. .........ceviveieiiiiie et 32

FIGURA 11 - Cromatograma das analises dos extratos metabdlitos, por
espectrometria de massas de alta resolucédo (Waters Acquity UPLC I-Class), de
diferentes COCUITIVOS. .......cooiiiie i 35

FIGURA 12 - Mapa de calor (HeatMap) para a correlacdo entre cocultivos e
cultivos das monoculturas. A escala é baseada nas cores do vermelho ao azul
representando as correlagdes. Cada metabolito no quadrado representa o

viii



coeficiente de correlacdo de Pearson de diferentes amostras. A ordem dos
metabdlitos é determinada como no agrupamento hierarquico usando distancia
euclidiana foi apliCAAO. .......ccvvvieiiiee e 37

FIGURA 13 - Gréfico de scores PCl1 - PC2 de PCA, usando dados
cromatograficos processados com todos os cocultivos, monoculturas e meio de
CUTTUIAL .ot s e e e st e e e e e et e e e e e e snnaeeeeeeanes 38

FIGURA 14 - Grafico de scores PCA: PC1-PC3 e PC1-PC4, usando dados
cromatograficos processados com todos 0s cocultivos, monoculturas e meio de
CUTTUNAL .ot e s e e et e e e e e et e e e e e s nntaeeeeeaanes 39

FIGURA 15 - Grafico de scores: PC1-PC5 de PCA, usando dados
cromatograficos processados com todos os cocultivos, monoculturas e meio de
CURTUTAL e e et e et re e e st e e e e neee s 39

FIGURA 16 - Grafico Scree plot, mostra a varianca explicada pelas PCs. A
linha verde é a varianca acumulada e a azul mostra a varianca explicada de cada
o SRS UP USRI 40

FIGURA 17 - Validacdo do método pelo coeficiente de correlacdo quadrado
MUILIPIO, R2 € Q2. ..t 42

FIGURA 18 - Representacdo grafica da analise discriminante por minimos
quadrados parciais (PLSDA - Scores) e na forma de dimensao 3 D.................. 43

FIGURA 19 - Representacdo grafica 2 da analise discriminante por minimos
guadrados parciais (PLS-DA - Scores) enaforma 3 D......c..ccccoevvvveeiviiiinnnnnn, 433

FIGURA 20 - Dendograma de similaridade entre os cocultivos, monoculturas
€ MEI0 AE CUITUIA ..o 444

FIGURA 21 - Gréafico de mapa de calor Heat Map com test T features com
todos os dados mostrando os resultados de agrupamentos com todos o0s
cocultivos, monoculturas e meio Czapek DoX Broth. ........c.cccceeviiveiiiineeiinnnn, 46

FIGURA 22 - Cromatograma full scan — ions totais (TIC no modo ESI-) ........ 48
FIGURA 23 - Cromatograma do ion extraido m/z 721,24588 DA (EIC). ......... 48
FIGURA 24 - Espectro MS do cocultivo C-H_ML_15dias. .........cccceevvveeennen. 49

FIGURA 25 - Graficos de PCAs individuais dos cocultivos: C com H_ML_15
d,CcomH_ML 30d,C-H ML 30d,H-C ML _30deC+H_ML _30d........ 50



FIGURA 26 - Gréaficos de PLS-DAs individuais dos cocultivos: C com
H ML 15 d, C com H ML 30 d, C-H ML_30 d, H-C_ ML _30 d e
C+H_ML_30 d. O gréafico em escala maior representa o cocultivo que melhor

mostrou a separacdo entre 0s metabolitos iNdUZIdoS. ..........ccceveveevieeciiee e, 52
FIGURA 27 - Dendograma de similaridade entre os cocultivos C com
H_ML_15 dias, monoculturas e meio de cultura. ..........c.cccceeeviveeiiieeeciiee e, 53
FIGURA 28 - Dendograma de similaridade entre os cocultivos
CcomH_ML_30 dias, culturas axénicas e meio de cultura .............ccccveveeernnen. 53

FIGURA 29 - Grafico Biplot do PCA, onde é possivel ver as amostras e as
variaveis em um mesmoO grafiCo. ........ccoveeiiireiiiie e 54

FIGURA 30 - Grafico PLS-DA cocultivo H-C_ML_30 dias, monoculturas
C_ML_30 dias e H_ML _30 dias e meio de cultura, mostra a nitida separacéo
BINIE OS SCOTES. ..uuutttiieittteee e st s iitbbbererteae e e e s s st bbb b e e et e e e e e s s s e nsbbb e s e reeeeeeessannssbnenees 55

FIGURA 31 - Resultado do agrupamento como Heat Map (mapa de calor do
cocultivo H-C_ML_30 dias, monoculturas H_ ML e C_ML_30 dias e meio de
cultura Czapek DOX Broth. ........c.coiuiiiiiiiiiciie e 57

FIGURA 32 - Gréafico VIP score mostra a razdo de abundancia em cores de
vermelho intenso (alta) a azul escuro (baixa) dos metabdlitos. Variaveis
selecionadas pelo modelo PLS-DA para 0S COMPONENtes. ........ccovvveevivvreeiiennnn, 58

FIGURA 33 - Resultado de agrupamento mostrado como dendograma de
similaridade entre os cocultivos (H-C_ML_30 d), monoculturas e meio de
CUTTUNAL .ot e s e e e e s e e e e et e e e e e e nnnaeeeeeeanns 59

FIGURA 34 - Validacdo do método pelo coeficiente de correlacdo quadrado
MUIIPI0, RZE Q2. .ttt ettt eaeans 60

FIGURA 35 - Cromatograma do meio de cultura Czapek DOX Broth, extraido,
referente a injecdo no sistema HPLC preparativo, monitorando a presenca de
alguma substancia residual que possa interferir nas interpretacdes das analises
das fragOes COIETAUAS. .......ccoivire et 80

FIGURA 36 - Cromatograma da amostra da Fracdo F1, referente a analise
exploratoria (HPLC escala preparativo), mostrando a absor¢do nomeada de
e = 1 010 1 L W PP PPPP 80

FIGURA 37 - Comparacdo dos espectros de RMN H das fragdes P1 a P7,
obtidos em obtidos €M MEOH 4 . ..veovvive i 81



FIGURA 38 - Foto da substancia isolada P7, sendo evaporada pelo evaporador

L1 T PP OPPURRRPI 82
FIGURA 39 - Espectro de RMN *H (400 MHz) do composto isolado P7......... 84
FIGURA 40 - Espectro de RMN 3C (400 MHz) do composto isolado P7........ 85
FIGURA 41 - Espectro de RMN DEPT (400 MHz) do composto isolado P7...85
FIGURA 42 - Espectro de RMN COSY (400 MHz) do composto isolado P7. . 86

FIGURA 43 - Ampliagdo da regido 6 0,5 a 3,5 no espectro de RMN COSY (400
MHZz) do composto iSOIad0 P7. .......oooiiiiiiiiii e 86

FIGURA 44 - Ampliagao da regido 6 2,3 a 4,3 no espectro de RMN COSY (400
MHZz) do composto iSOIad0 P7. .......oooiiiiieiiiee e 87

FIGURA 45 - Ampliagdo da regido 6 4,2 a 8,2 no espectro de RMN COSY (400
MHZz) do composto i1SOIad0 P7. .......ccooiiiiiiiiiiie e 87

FIGURA 46 - Ampliagao da regido 6 5,95 a 6,95 no espectro de RMN COSY
(400 MH2z) do composto iS01ado P7. .......c.ccoviviieiiiie et 88

FIGURA 47 - Ampliagdo da regidao ¢ 0,55 a 1,50 no espectro de RMN HMBC
(400 MH2z) do composto iS01ado P7. ......c.ccoiiiiieeiiiic e 881

FIGURA 48 - Ampliacao da regiao 6 1,51 a 1,75 no espectro de RMN HMBC
(400 MHz) do composto is0lado P7. .........cooeiiiiiiiiicee e 89

FIGURA 49 - Ampliagdo da regido o 2,3 a 4,0 no espectro de RMN HMBC
(400 MHz) do composto isolado P7. .........coooiiiiiiiiiiiee e, 89

FIGURA 50 - Ampliacao da regido 6 6,20 a 6,85 no espectro de RMN HMBC
(400 MH2z) do composto iS01ad0o P7. ......c.ceeiiiiieiiiiee i 90

FIGURA 51 - Ampliagao da regido 6 0,6 a 3,0 no espectro de RMN HSQC (400
MHZz) do composto iSOlad0o P7. .........cooiiviiiiie e, 903

FIGURA 52 - Ampliagao da regiao 6 3,10 a 4,10 no espectro de RMN HSQC
(400 MH2z) do composto iS01ado P7. .......c..cooiviieiiiie e 91

FIGURA 53 - Ampliagdo da regido 6 6,25 a 6,95 no espectro de RMN HSQC
(400 MH2z) do composto isolado P7. .........cooeiiiiiiiicce e 91

FIGURA 54 - Proposta da molécula do composto isolado P7............ccccveeennnee. 93

Xi



FIGURA 55 - Espectro de MS Full Scan do composto isolado P7. .................. 93

FIGURA 56 - Espectro no infravermelho do composto isolado P7................... 95
FIGURA 57- Representacéo da estrutura molecular do composto isolado P7 e
do ACIdO eXOPNITICO. ..vveieiie e 96
FIGURA 58 - Cromatogramas do ion extraido, mostrando a auséncia de picos
do meio de cultura, do solvente e da monocultura do L. gongylophorus........... 97
FIGURA 59 - Espectro Full Scan, cocultivo H-C 30 dias, presenca do
composto is0lado P7 SOAIAU0. ........ccccvveeiiiiee e 98
FIGURA 60 - Espectro Full Scan, cocultivo H-C_30 dias, mostrando a
presenca de UM AiMEN0. .......cviiiiiee et 98
FIGURA 61 - Cromatograma (EIC) da monocultura E. spinifera (C)............... 99

FIGURA 62 - Espectro de massas Full Scan para a monocultura E. spinifera
(C), no Tr16.832 min, da monocultura E. spinifera (C).........cccooeeviiveeinnnn. 100

FIGURA 63 - Espectro de massas Full Scan para a monocultura E. spinifera
(C), N0 TR16.172-16.205 MIN...cciiiiieeiiiiiee e e 100

FIGURA 64 - Espectro de massas, cocultivo H-C_30 dias, mostrando a
presenca de um ion de razdo m/z = 329,1742 .......ccccovceeeeiiiee e 101

FIGURA 65 - Ensaio de avaliacdo antifingica, difusdo em agar dos extratos
bruto dos metabolitos do cocultivo H-C, da E. spinifera (C) e da substancia
1SO1A0A (P7). 1eeieei it 102

FIGURA 66 - Efeito dos tempos de incubacao do extrato, CZAPEK e composto
P7 nas correntes de pico de oxidacdo da tiocolina, calculado pela porcentagem
de inibicdo. Solugcdo de ASChI 60 mmol.L* em tampé&o fosfato 10 mmol.L™.
[AChE]= 0,05 mg.mL™ . Amplitude=50 mV; f=50 Hz. .............co0evverrrrrrnnenn. 106

FIGURA 67 - Grafico de correlacdo entre a porcentagem de inibicdo e a
variacdo de concentracdo das solucbes de extrato, CZAPEK e Composto P7.
Solucéo de ASChI 60 mmol.L* em tampao fosfato 10 mmol.Lt. [AChE]= 0,05
mg.mL2. Amplitude= 50 MV; f= 50 HZ. ......coocovivieiiiecececece e, 107

Xii



Resumo

ESTUDOS DOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE Exophiala Spinifera
EM DIFERENTES CONDICOES DE COCULTIVOS COM Leucoagaricus
gongylophorus PARA O CONTROLE DE FORMIGAS CORTADEIRAS.

As formigas cortadeiras estdo entre as principais pragas da agricultura brasileira,
causando significativos prejuizos ao agronegdécio. Estratégias de controle cultural,
quimico e bioldgico tém sido desenvolvidas especialmente para reduzir custos e
a quantidade de inseticidas aplicados. A quimica de produtos naturais vem como
uma importante aliada para estudar o perfil metabolico de plantas e micro-
organismos, a fim de isolar e/ou identificar os metabdlitos secundarios produzidos
com atividades bioldgicas especificas e proporcionando menores impactos ao
meio ambiente. O cocultivo de fungos tem sido descrito como uma estratégia
promissora para induzir a producdo de novos metabdlitos através das interacoes
entre diferentes cepas. Portanto, esse trabalho teve como objetivo principal avaliar
condi¢Ges de cocultivos entre o fungo mutualista Leucoagaricus gongylophorus
responsavel pela producdo de enzimas que degradam polissacarideos foliares em
nutrientes assimilaveis para as formigas juntamente com a levedura negra
Exophiala spinifera (Herpotrichiellaceae), isolada do bitu de Atta laevigata,
(Formidaceae). Além disso buscou-se realizar o cultivo da levedura negra, para
isolar e identificar novos metabolitos com atividade biologica no controle de
formigas cortadeiras. As condigdes de crescimento dos cocultivos e do cultivo de
cepas pura foram avaliadas neste estudo determinando-se como melhor meio de
cultura e o tempo habil de producdo de metabdlitos por meio do estudo de
cinéticas de crescimento. Para estudar os metabdlitos induzidos nas interacdes
fangicas, analises de Ressonancia Magnética Nuclear e Espectrometria de Massas
de Alta Resolugdo foram realizadas e associadas a aplicacdo de ferramentas
metaboldmicas e da plataforma Global Natural Products Social Molecular
Networking (GNPS) em cepas de culturas puras e em suas cocultura. Este
conjunto de técnicas possibilitou identificar metabdlitos destacados nos
cocultivos e na cultura pura. Entre os resultados se destaca o isolamento de um
derivado do &cido exophilico (Acido2-hidroxi-4-[4-hidroxi-2-nonil-6-[3,4,5-
trihidroxi-6-(hidroximetil)-oxan-2-ilJoxibenzoil]oxi-6-nonilbenzdico)
(C40Hs5017). Ensaios de difusdo em agar foram realizados com cocultivo H-C_30
dias, (halo de inibi¢do 24,5 mm); do extrato bruto da Exophiala spinifera, cultura
pura (halo de inibicdo 24,8 mm) e composto isolado (P7) (halo de inibicdo 25,8
mm), apresentaram inibicdo para L. gongylophorus. Bioensaios também foram
realizados com a enzima Acetilcolinesterase (AChE) extraida do Electrophorus
electricus e AChE extraida da formiga cortadeira Atta sexdens. Foram ensaiados
com extrato bruto da Exophiala spinifera (I % 75,04 + 0,099) e com 0 composto
isolado (P7) das culturas puras da levedura negra (I % 68,45 + 0,020), que
apresentaram inibicdo. O composto isolado P7 e o extrato bruto da Exophiala
spinifera foram avaliados para a inibicdo da enzima Acetilcolinesterase em
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microelétrodos descartaveis, apresentando inibicdo. Nesse contexto, compostos
biosintetizados pelo microrganismo Exophiala spinifera podem ser uma
alternativa natural para o controle de formigas cortadeiras.

Palavras chaves: Formigas cortadeiras, Exophiala spinifera,
Leucoagaricus gongylophorus, Cocultivo microbiano, Controle bioldgico.
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Abstract

STUDIES OF SECONDARY METABOLITES UNDER DIFFERENT
COCULTIVATION CONDITIONS BETWEEN Exophiala spinifera and
Leucoagaricus gongylophorus FOR THE CONTROL OF LEAF-CUTTING
ANT.

Leaf-cutting ants are among the main pests of Brazilian agriculture, causing
significant damage to agribusiness. Cultural, chemical and biological control
strategies were specially developed to reduce costs and the amount of insecticides
applied. The chemistry of natural products appears as an important ally to study
the metabolic profile of plants and microorganisms in order to isolate and/or
identify the secondary metabolites produced with specific biological activities and
providing less impact to the environment. Co-cultivation of fungi has been
described as a promising strategy to induce the production of new metabolites
through interactions between different strains. Therefore, this work aimed to
evaluate co-culture conditions between the mutualistic fungus Leucoagaricus
gongylophorus responsible to produce enzymes that degrade foliar
polysaccharides into assimilable nutrients for ants together with the black yeast
Exophiala spinifera (Herpotrichiellaceae), isolated from the ant male of Atta
laevigata, (Formicidae). In addition, we sought to carry out the cultivation of
black yeast, to isolate and identify new metabolites with biological activity in the
control of leaf-cutting ants. The growth conditions of the co-cultures and the
cultivation of pure strains were evaluated in this study, determining the best
culture medium and the time of production of the metabolites through the study
of the growth kinetics. To study the metabolites induced in fungal interactions,
Nuclear Magnetic Resonance and High-Resolution Mass Spectrometry analyses
were performed associated with the application of metabolomics tools and the
Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) platform in strains
of pure cultures and their cocultures. This set of techniques, made it possible to
identify metabolites highlighted in co-cultures. Among the results, the isolation
of an exophilic acid derivative (2-hydroxy-4-[4-hydroxy-2-nonyl-6-[3,4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxybenzoyl]oxy-6-nonylbenzoic
acid),(C4oHss017). Agar diffusion assays were performed with co-culture (halo de
inhibition 24,5 mm) and pure culture of the crude extract Exophiala spinifera
(halo de inhibition 24,8 mm) and isolated compound (P7) (halo de inhibition 25,8
mm) showed inhibition for L. gongylophorus. Bioassays were also performed
with the enzyme Acetylcholinesterase (AChE) extracted from Electrophorus
electricus and AChE the leaf-cutting ant Atta sexdens. They were tested with
crude extract of Exophiala spinifera (I % 75.04 £ 0.099) and with the compound
isolated (P7) from black yeast monocultures (I % 68.45 + 0.020), which showed
inhibition. The isolated compound P7 and the crude extract of Exophiala spinifera
was evaluated for the inhibition of Acetylcholinesterase enzyme in disposable
microelectrodes, showing inhibition. In this context, compounds biosynthesized
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by the microorganism Exophiala spinifera can be natural alternative for the
control of leaf-cutting ants.

Keywords:  Leaf-cutting ants, Exophiala spinifera, Leucoagaricus
gongylophorus, Microbial coculture, Biological control.
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1. Introducéo

1.1 Importancia da Agricultura

Ao longo da historia do desenvolvimento da vida na terra, a natureza
sempre se adequou em encontrar um equilibrio para a competicéo entre diferentes
espécies por recursos naturais permitindo o desenvolvimento e a coexisténcia
entre os diferentes organismos. Entretanto neste sistema complexo um pequeno
desequilibrio causado por determinadas situacdes pode acarretar consequéncias
muitas vezes tragicas. O homem como parte deste sistema sempre participou desta
competicdo buscando a melhora da sua condicao de vida e gradativamente a sua
expectativa de vida aumentou, consequentemente ocorreu um aumento da
populacdo (BARBOSA, 2004).

Desde os primordios, 0 homem tira seu sustento da terra, viviam da
caca, da pesca, frutos etc. encontrados na natureza. Com o estabelecimento da
agricultura hd aproximadamente 10000 anos, passou a cultivar inimeras espécies
de vegetais, iniciou-se a estocagem de graos, carnes e vegetais, com a expansao
da area agricola (BARBOSA, 2004; CARVALHO, 2006) o que também resultou
num crescimento da atuacéo de insetos pragas.

Tais fatores intensificaram o desenvolvimento da agricultura
convencional (PIMENTEL; BURGESS, 2014) mais sustentavel e ecologicamente
correta, aderindo algumas tecnologias tradicionais de agriculturas organicas. Mas
foi a curto prazo, com aumento da producdo de alimentos, no entanto a longo
prazo foram gerados diversos problemas ambientais (CARVALHO, 2006).

Como consequéncia, os campos cultivados tornaram-se uma
excelente fonte de alimentos para varios tipos de insetos, roedores e tambéem alvo
de ataques de fungos e bactérias (BARBOSA, 2004), que prejudicam as

plantagcGes e, consequentemente, o rendimento agricola.



Insetos e fitopatdgenos que, devido a disponibilidade de alimentos,
se multiplicam rapidamente e em grande escala, tornando-se um problema para o
sustento humano e, em razdo disso, serem consideradas como pragas
(BARBOSA, 2004). Todos estes fatores tém levado a busca continua por novos
agentes pesticidas eficientes, que representem maior seguranca ao homem e ao
meio ambiente. Com a finalidade de mudar este cenario, inimeros agentes
agroguimicos sdo propostos para 0 uso, embora alguns sejam eficientes na
erradicacdo de pragas, demonstram ser mais prejudiciais que benéficos ao meio
ambiente. Por isso, praticas agricolas consolidadas no uso do controle quimico
convencional, vem se atualizando, considerando aspectos de seguranca e a
conservacdo do equilibrio do ecossistema via métodos alternativos ao controle,
por exemplo, de insetos praga (VIEGAS, 2003).

Embora ja exista no mercado um grande nimero de compostos para
controle de diversos de insetos, 0 mercado exige uma demanda crescente por
novos produtos, pelo fato de que os organismos desenvolvem resisténcias a estes
produtos apos certo tempo de contato com eles. Dessa forma, estes passam a ser
menos efetivos e/ou muitas vezes perdem completamente a sua atividade, o que
demanda da aplicacdo de doses mais concentradas ou mesmo do desenvolvimento
de novos produtos para controle (BARBOSA, 2004).

Ha varios anos muitos pesquisadores vem estudando o
comportamento das formigas cortadeiras que causam grandes danos e prejuizos a
agricultura. Essas espécies afetam plantagfes em qualquer época do ano sendo
encontradas diversas variedades no Brasil (SOUSA, 1996).

Novas técnicas de manejo de formigas cortadeiras vém sendo
estudada e utilizada na agricultura. Um exemplo ¢ a utilizacdo de microrganismos
que produzem metabdlitos que podem ser usados como agrogquimicos ou como
inibidores de sua fungéo frente ao inseto invasor.

Portanto esse trabalho prop0s mostrar que o conhecimento da

guimica de produtos aliada ao manejo integrado de pragas e controle biorracional
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de insetos pragas, podem possibilitar o desenvolvimento de métodos eficazes de

controle de formigas cortadeiras a partir do cocultivo de fungos simbiontes.



2. ODbjetivos

2.1 Objetivo geral

A proposta deste trabalho foi o controle do fungo mutualista,
Leucoagaricus gongylophorus, e como consequéncia de formigas cortadeiras
(Atta sexdens). Portanto o trabalho buscou algumas estratégias com o objetivo de
induzir substancias quimicas por meio de condic¢des de cocultivo em caldos entre
levedura negra Exophiala spinifera e o mutualista das formigas cortadeiras
Leucoagaricus  gongylophorus, determinando  metabdlitos  secundarios
produzidos por essa levedura em comparagdo com seu cultivo isolado. Finalmente
também buscou-se avaliar as atividades biologicas de extratos e metabdlitos

resultantes dos cultivos.

2.2 Objetivos especificos

1) Realizar o cocultivo entre o fungo mutualista Leucoagaricus
gongylophorus frente a levedura negra Exophiala spinifera, do ninho das formigas
cortadeiras do género Atta, usando diferentes condi¢cdes de cocultivo em meio
liguido, com a finalidade de induzir metabolitos secundarios com atividade

biologica para o controle da formiga cortadeira.

2) Utilizar ferramentas estatisticas multivariadas e mapeamento por
Molecular Networking dos metabdlitos produzidos nos cocultivos, associados
com analises quimiométrico com a finalidade de testar diferentes proposicoes a

partir dos dados empiricos obtidos.

3) Verificar atividade bioldgica, fungicida e atividade enzimatica
contra o fungo mutualista L. gongylophorus, para o controle da formiga cortadeira
(Atta sexdens).



3. Revisdo bibliografica

3.1 Formigas cortadeiras

As formigas cortadeiras sao insetos sociais da tribo Attini, pertencem
a ordem Hymenoptera, familia Formicidae e subfamilia Myrmicinae. Os géneros
de maiores importancia sdo as Attas (salvas) e Acromyrmex (quenguens)
(MUELLER et al., 1998).

Os ninhos adultos das formigas cortadeiras (género Atta e
Acromyrmex) sdo compostos por milhares de cameras subterraneas, as quais
abrigam o jardim de fungo, residuos e a populacdo desses insetos.

Estes géneros estdo distribuidos desde o sul dos Estados Unidos até
o centro da Argentina (MARICONI, 1970; DELABIE et al., 2011). Suas colonias
sdo grandes. Sauvas e quenquéns utilizam folhas frescas, brotacdes e flores como
substrato para o cultivo de seu fungo, e por esse motivo sdo consideradas pragas

potenciais para as atividades agricolas e florestais (Figura 1).

FIGURA 1 - Formigas cortadeiras - manejo integrado de salvas e quengquéns
Fonte de imagem Disponivel em: https://www.cpt.com.br/artigos/formigas-cortadeiras-
manejo-integrado-de-sauvas-e-quenquens tp.com.br . Acesso em: julho de 2019.



https://www.cpt.com.br/artigos/formigas-cortadeiras-manejo-integrado-de-sauvas-e-quenquens%20tp.com.br
https://www.cpt.com.br/artigos/formigas-cortadeiras-manejo-integrado-de-sauvas-e-quenquens%20tp.com.br

3.2 O Fungo mutualista das formigas cortadeiras, L. gongylophorus

O fungo cultivado pelas salvas € um Basidiomiceto, do qual as
formigas se alimentam, fornecendo-o também as larvas como Unico alimento.
Esse fungo é cultivado pelas formigas, inoculando-o sobre material vegetal
repicado que foi coletado (SOUSA, 1996).

Todos os anos entre outubro e novembro ocorrem a propagacéo, que
é feita por rainhas jovens, que saem, no periodo do "voo nupcial”. Estas rainhas
saem de seus ninhos, sdo fertilizadas pelos machos e, em seguida, vdo ao solo ja
desalada para formar novos ninhos (WEBER, 1972).

Elas trazem um indculo do fungo em sua cavidade bucal, que é
expelido assim que elas preparam o substrato para o inicio de seu cultivo, que
nesta fase é feito em ovos colocados pela rainha especialmente para este fim
(SILVA et al., 2004). Apo6s eclodirem as primeiras operarias, estas iniciam entdo
a coleta de material foliar no ambiente externo, e é neste substrato que o fungo
vai produzir biomassa para o crescimento do ninho. O substrato vegetal coletado
para o cultivo do fungo € preparado cuidadosamente pelas operéarias (SILVA et
al., 2004).

O fungo L. gongylophorus produz enzimas que degradam
polissacarideos foliares, transformando-os em nutrientes assimilaveis, que séo
utilizados tanto para o seu crescimento, como para suportar a sobrevivéncia das
formigas (SIQUEIRA et al., 1998; SILVA et al., 2004) (Figura 2).



FIGURA 2 - Ilustragao do formlguel'rolr‘nostrando a rainha e o fungo mutualista
Leucoagaricus gongylophorus.

Fonte de imagem: Atta colombica queen, photo courtesy of Wikimedia commons. Disponivel
em: <Commus.wikimedia.org> Acesso em: julho de 2019.

3.3 Leveduras negras

As leveduras negras formam um grupo de fungos heterogéneos
guanto a taxonomia e filogenia que abrange membros Ascomicetos pertencentes
quase que exclusivamente as ordens Dothideales e Chaetothyriales (DE HOOG et
al., 2011).

De acordo com ALVIANO e colaboradores (2004) a maioria das
leveduras negras s@o saprobios habituais do solo e de vegetais em decomposicao
e também ocorrem em ambientes préximos das formigas e no corpo delas. Estudos
indicam que a levedura negra compete por nutrientes com a Actinobactéria
Pseudonocardia, interferindo em seu crescimento.

Na literatura encontra-se muitas pesquisas realizadas voltadas ao
carater patogénico da levedura negra, que sao na maioria potenciais oportunistas
(DE HOOG et al., 2011). Infeccdes micoticas causadas por Exophiala sp. tém
sido relatadas, e em muitos casos podem levar a ébito.

As leveduras negras também pertencem a um grupo de fungos
poliextremotolerantes, pertencentes principalmente a ordem Chaetothyriales,
capazes de se desenvolverem em ambientes extremos. A tolerancia a habitats

hostis pode ser explicada por sua prépria capacidade de sobreviver sob condi¢bes
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acidas, alcalinas e toxicas, alta temperatura e baixa disponibilidade de nutrientes
(MORENO, L.F. etal., 2018).

Embora esse grupo de leveduras sejam de grande potencial
patogenos e oportunista, algumas espécies sao isoladas em ambientes naturais, o
gue nos indicam que as espécies de Exophialas se adaptam e prosperam em
multiplos habitat (MACIA-VICENTE, J.C. et al. 2016).

3.3.1 Levedura negra Exophiala sp.

Os fungos pertencentes ao género Exophiala sp (Familia
Herpotrichiellaceae) sdo descritos como leveduras negras devido seu crescimento
ser igual a de leveduras. O aspecto morfoldgico é leveduriforme e apresentam
producédo de melanina.

Exophiala spinifera (Figura 3) € um destes microrganismo com
potencial patogénico em pacientes imunodeprimidos, e é conhecido como fungo
negro devido a pigmentacdo encontrada em sua parede celular (GUERIM, 1.
2007).

Geralmente as colGnias apresentam um aspecto escuro (marrom,
verde oliva ou negras) filamentoso, onde microscopicamente observam-se hifas
com septos escuros. Muitas espécies sdo saprobias (alimentam-se de matéria
organica provenientes de organismos mortos) e de crescimento rapido.

Existem espécies patogénicas que se desenvolvem lentamente em
meios de cultura definidos (DE HOOG e GUARRO, 1995). A melanizacdo da
parede celular depende das condigdes de cultivo utilizada e, assim, pode variar de
acordo com o meio de cultivo, temperatura e tempo de incubacéo utilizado.

E uma levedura negra encontrada no solo, material de plantas e
biodegradacdo. Podem ser causa de algumas inflamag0es: como faeohifomicoses,
infeccbes  viscerais e  pulmonares, particularmente em  pacientes
imunocomprometidos (SUZUKI et al., 2015).

8



O género Exophiala, caracterizado pela conidiogénese anelidica,

compreende atualmente mais de 40 espécies (ZENG et al., 2007).

lrmgecounesydu uosm;
Copyright © 2000 D:

FIGURA 3 - Representacdo Microscopica da Exophlala spinifera

Fonte: Imagens representativas de leveduras negras do Broad Institute cortesia de Tadahiko
Matsumoto, P. Mclntosh, PJ Szaniszlo, CR Cooper, Jr., JD Marlow e MJ Wheeler. Acesso em:
julho 2019.

3.4 Cocultivo de microrganismos

Nos ultimos anos, a busca por compostos bioativos provenientes de
rotas metabolicas tem levado ao desenvolvimento de novas ferramentas analiticas,
bem como a aplicacdo de diferentes metodologias. Uma das estratégias para tal
producdo metabdlica é o uso de cultivos em cocultura, onde a interacdo entre dois
ou mais microrganismos pode mimetizar, de certa maneira, as relacdes troficas
existentes na natureza (FERNANDES, 2017) (Figura 4).

No cocultivo ha competicdo por nutrientes e espaco que leva a
producdo de compostos relativos a um determinado tipo de interacdo que pode

estar relacionado a inibigdo de crescimento ou estimulacao.



FIGURA 4 - Representagdo de um cocultivo em meio solido
Fonte imagem fotografada pelo autor durante experimentos.

A ideia de cocultura de microrganismos € uma reproducdo das
comunidades naturais de microrganismos que esta presente em todo lugar na
natureza. Dentro dessas comunidades, os microbios interagem através de
moléculas de sinalizacdo ou defesa.

Os metabolitos secundarios obtidos de microrganismos sdo
considerados os melhores recursos para a descoberta de medicamentos. Nos
ultimos anos cresceram também o numero de isolamento de novos produtos
naturais microbianos e reisolamento de metabdlitos secundarios conhecidos
(RATEB, M.E. et al., 2013).

Pesquisas apontam que a tendéncia € cada vez maior e tais estudos sdo
de potencial interesse como novas alternativas para a descoberta de novos
compostos (BERTRAND, S. et al., 2014).
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4. Metodologias

4.1 Materiais e métodos

Para este estudo, utilizou-se cepas do fungo Leucoagaricus
gongylophorus e da levedura Exophiala spinifera gentilmente cedidas pelo Centro
de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) — UNESP Rio Claro e registradas no Sistema
Nacional de Gestédo de Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SISGEN — Brasil).

Estas cepas foram isoladas das formigas cortadeiras,
especificamente a E. spinifera do bitd (macho) de Atta laevigata (salva cabeca de
vidro), o L. gongylophorus do jardim de fungos do ninho de formigas cortadeiras
Atta e foram armazenadas em vial, contendo meio de cultura composto por extrato
de levedura, extrato de malte e 4gar, na temperatura a 4 °C. Informacdes adicionais

sobre os microrganismos podem ser verificadas na Tabela 1.

TABELA 1 -Informacdes sobre os microrganismos: fungo mutualista e levedura
negra.

Levedura negra Fungo mutualista
Taxons Exophiala spinifera Leucoagaricus
gongylophorus
GenBank AY 484985 -
Similaridade 97% -
Cddigo das Cepas AP449 FF2006 - LG
Fonte de Bitu de Atta laevigata Jardins de Atta sexdens
iIsolamento
Cidade e Ano Botucatu - SP, 2012 Corumbatai - SP, 2006

Fonte: Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) — UNESP Rio Claro
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Analise microscopica foi realizada na cepa cultivada em BDA por 15
dias, 25 °C para observar no microscopio optico LEICA ICC50 HD, objetiva
PLAN 10 x /0,22, a viabilidade das mesmas.

Repiques foram periodicamente executados para a conservacéo das
cepas. Esta técnica consiste na realizacdo de repiques das culturas de
microrganismos em placas de Petri, contendo meios de cultura Batata Dextrose
Agar (BDA), incubadas em BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio), a
temperatura de 25 °C, a cada 20 dias, para E. spinifera, e para o L. gongylophorus
foi utilizado o Meio Mix (Mix-sigla utilizada), que € um meio composto de malte

enriquecido com Peptona G e Yeast extract e agar).

4.2 Otimizacao das condicOes de crescimento em meio liquido

4.2.1 Selecao do meio de cultura

Para a obtencdo do meio de cultura liquido que possibilitasse o
crescimento da levedura negra, E. spinifera, e ao mesmo tempo estimulasse a
producdo de uma maior variedade de metabolitos, estudos preliminares foram
executados. Para isso, quatro meios de culturas foram preparados, sendo eles:

1. Meio BD: Meio batata dextrose (BD).

2. Meio MIX: Meio malte enriquecido com peptona G e extrato de levedura.

3. Meio Forte (MF): Meio enriquecido com glicose, amido, peptona G, soytona,
extrato de carne e extrato de levedura.

4. Czapek Dox Broth: Meio de sacarose, nitrato de sodio, difosfato de potassio,
sulfato de magnésio, cloreto de potassio e sulfato de ferro (Czapek).

Os meios de culturas foram preparados no volume de 250 mL, em
frascos marca Shott, (500 mL) e autoclavados a temperatura de 121 °C, a pressao

1 atm., durante 20 min.
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Um dia apds o preparo dos meios de cultura, verificaram-se possiveis
contaminacdes ambientais no meio e/ou manipula¢bes. A levedura negra foi
inoculada adicionando trés discos da cultura repicada em BDA (aproximadamente
10 mm de didmetro) em cada frasco. Posteriormente, os frascos foram mantidos
em repouso em temperatura ambiente (25 °C + 3 °C) por 21 dias. Esse

experimento foi preparado em quadruplicatas.
4.3 Procedimento da Extracéo liquido-liquido

Apds o crescimento da cultura de E. spinifera por 21 dias, foram
realizadas extracdes utilizando uma cuba ultrassdnica com banho de agua (Soni-
tech TDR force), a temperatura ambiente por 15 min. A suspensdo obtida foi
transferida para um funil de Buchner de 400 mL, encaixado em Kitassato de 1000
mL, filtrado a véacuo utilizando papel de filtro qualitativo de 12,5 cm, para retirar
partes do micélio e possiveis particulas solidas. Apds essa etapa iniciou-se a
extracdo liquido-liguido empregando um funil de separacdo (2000 mL). Para cada
volume do filtrado aquoso foi adicionado acetato de etila PA em igual proporcéo
(1:1 v/v), sendo submetido a trés extragcdes liquido-liquido sucessivamente,
objetivando a extracdo de substéncias organicas presentes no filtrado. A fase
organica foi reservada, e a fase aquosa foi descartada. Depois de terminada a
extracdo, a fase organica foi submetida a trés extracdes utilizando agua destilada
na proporc¢éo (1:1 v/v) (clean up).

Em seguida o extrato organico foi seco sob vacuo, utilizando um
evaporador rotativo (Marca Buchi, Brasil), na temperatura de 30 °C. Os extratos
secos foram dissolvidos em pequena quantidade de acetona PA e deixados para a
completa secagem em capela de exaustdo por 24 h.,

Pelo mesmo processo descrito acima foram preparados meios de

cultura ndo inoculados que foram utilizados como controle.
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Na proxima etapa as amostras dos extratos foram dissolvidas em
metanol, na concentracdo de 1 mg. mL* (metanol grau HPLC) e filtrados usando
filtros PTFE (Politetrafluoroetilenos) com 0,22 um de porosidade.

Os extratos obtidos foram analisados utilizando um sistema de
cromatografia liquida Waters Acquity UPLC I-Class equipado com um detector
de arranjo de fotodiodo (PDA) (Milford, MA, USA).

4.4 Cinética de crescimento da E. spinifera em meio liquido

Para verificar a diversidade metabolica produzida em funcdo do
tempo de incubacdo (cinética de crescimento), foram realizados experimentos de
culturas em meio liquido, utilizando diferentes periodos de crescimentos da
levedura negra E. spinifera.

Neste estudo, a levedura negra foi incubada adicionando-se trés
discos da cultura repicada em BDA (aproximadamente 10 mm de diametro) em
frascos marca Schott (500 mL) contendo 200 mL de meio de cultura Czapek Dox
Broth. A cada cinco dias de incubacéo foram retirados trés frascos (experimentos
em triplicata), e realizadas extrac6es liquido-liquido, conforme descrito na se¢ao
4.3. Para cada volume do filtrado aquoso foi adicionado acetato de etila PA em
igual proporcdo (1:1 v/v), sendo submetido a trés extracdes liquido-liquido
sucessivamente.

O periodo total de incubacdo do experimento foi de quarenta dias.
Portanto, um total de oito diferentes periodos (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 dias)
foram analisados. Os extratos obtidos também foram analisados no cromatografo
Waters Acquity UPLC I-Class.

4.5 Cocultivos em diferentes condig¢bes entre L. gongylophorus e E.
spinifera
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Para executar 0os experimentos, culturas puras da levedura negra E.
spinifera (C) e do fungo mutualista L. gongylophorus (H) foram cultivados
separadamente em meio de cultura sélido BDA e no meio de cultura Mix
respectivamente, obedecendo todas as condi¢bes otimas de cultivo de cada um
iIsoladamente.

Foram realizadas cinco condicdes de cocultivo, sendo:

a) O fungo mutualista (H) e a levedura negra (C) foram inoculados no mesmo dia
e no mesmo frasco (Shott, 200 mL), (sigla HcomC_15 d). Esse cocultivo
permaneceu incubado por 15 dias a temperatura ambiente (25 £ 3 °C). A extragao

liquido-liquido foi realizada com 15 dias de incubacéo.

b) O fungo mutualista (H) e a levedura negra (C) foram inoculados no mesmo dia
e no mesmo frasco (Shott 200 mL), (sigla HcomC 30 d). Esse cocultivo
permaneceu incubado por 30 dias a temperatura ambiente (25 = 3 °C). A particédo

liquido-liquido foi realizada com 30 dias de incubacéo.

¢) O fungo mutualista (H) foi inoculado por 15 dias, e apos este periodo inoculou-
se a levedura negra (C), (sigla H-C_30 d). Esse cocultivo permaneceu mais 15
dias incubado, em temperatura ambiente (25 £ 3 °C). O tempo total de incubacéo

foi de 30 dias e apos esse periodo a extracdo liquido-liquido foi realizada.

d) A levedura negra (C) foi inoculada por 15 dias e posteriormente o fungo
mutualista (H) foi inoculado, (sigla C-H_30 d). Esse cocultivo permaneceu mais
15 dias incubado, a temperatura ambiente (25 £ 3 °C). O tempo total de incubacéo

foi de 30 dias, intervalo em que se realizou a extracdo liquido-liquido.

e) O cultivo do fungo mutualista (H) e da levedura negra (C) foi realizado
separadamente. Apos 15 dias, removeu-se 100 mL de cada cultura e misturou-se
em um frasco (Shott, 200 mL), (sigla H+C_30d). Esse cocultivo permaneceu

incubado mais 15 dias, a temperatura ambiente (25 £ 3 °C). O tempo total de
15



incubacéo foi de 30 dias, A extracdo liquido-liquido foi realizada com 30 dias de
incubacao.

Para os controles negativos, as culturas puras de L. gongylophorus
(H) e de E. spinifera (C) foram cultivadas e retiradas para extracdo com 15 e 30

dias.

4.6 Analise uni e multivariada dos dados dos cocultivos

Para a andlise uni e multivariada dos dados, inicialmente 0s arquivos
dos dados adquiridos nas analises por LC-MS (extensdo.”’d”), foram convertidos
para a extensdo “mzXML” utilizando o software MSConvert (Proteowizard
website). Depois de convertidos, os dados foram processados no MZMine 2.34
(MZmine VTT, Finland), compativeis com o detector Q-ToF- MS para 0
processamento dos dados (CHONG; YAMAMOTO; XIA, 2019) e a organizagao
em tabelas.

Nas tabelas, os dados foram organizados em funcéo da razdo m/z, dos
tempos de retencdo e da area dos picos. Estas varidveis foram avaliadas nas
andlises estatisticas univariadas e multivariadas de PCA, PLS-DA e HCA
realizadas utilizando-se a plataforma Metaboanalyst 4.0 (Ferramenta de
processamento de dados de metabolomica, de acesso gratuito, acessivel em

http://www.metaboanalyst.ca), importante neste estudo porque possibilitou a

obtencéo de resultados que permitiu responder aos objetivos desse trabalho.

4.7 Construcdo dos mapas moleculares na plataforma GNPS (Global
Natural Product Social Molecular Networking)

Para a anotacdo dos espectros de fragmentacdo, foi realizado o uso
da Plataforma do Global Natural Products Social (GNPS) na construcao das redes
moleculares usando diferentes ferramentas disponiveis na plataforma. Para a

construgcdo dos mapas molecular, os arquivos no formato mzML foram
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submetidos a plataforma, e os dados foram organizados pela similaridade
espectral (com o cosine score de 0.65, na qual quanto mais proximo de 1 mais

similares s@o 0s espectros).

Os links utilizados nestas analises foram os descritos a seguir:
Geral:
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=f937bd278690466589883072
70468c12
Cocultivo A (Levedura negra com Leucoagaricus gongylophorus) (C com H_15
dias)
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=7fd75c2ae9c0431d849fh4532
f95d46¢
Cocultivo B (Levedura negra com Leucoagaricus gongylophorus) (C com H_30
dias)
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=1ec0777033e84e4f9be24cfef3
Sarb3d
Cocultivo C (Leucoagaricus gongylophorus- Levedura negra) (H-C_30 dias)
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=1705c7fff074463da32bcd336
127fb3d
Cocultivo D (Levedura negra - Leucoagaricus gongylophorus) (C-H_30 dias)
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=89bed670891a497cb59a8464
c6e306f2
Cocultivo E (Levedura negra + Leucoagaricus gongylophorus) (C+H_30 dias)
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=b2537e0713184463a02772eb
783eael9
MolNetEnhancer
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=ea26c6dd41174d11b9ca6664e
aeb6620
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https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=f937bd27869046658988307270468c12
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=f937bd27869046658988307270468c12
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=7fd75c2ae9c0431d849fb4532f95d46c
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=7fd75c2ae9c0431d849fb4532f95d46c
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=1ec0777033e84e4f9be24cfef35a7b3d
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=1ec0777033e84e4f9be24cfef35a7b3d
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=1705c7fff074463da32bcd336127fb3d
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=1705c7fff074463da32bcd336127fb3d
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=89bed670891a497cb59a8464c6e306f2
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=89bed670891a497cb59a8464c6e306f2
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=b2537e0713184463a02772eb783eae19
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=b2537e0713184463a02772eb783eae19
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=ea26c6dd41174d11b9ca6664eaeb6620
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=ea26c6dd41174d11b9ca6664eaeb6620

4.8 Estudo da cultura pura da levedura negra Exophiala spinifera

4.8.1 Crescimento do Exophiala spinifera em maior quantidade para o
estudo quimico

Para executar o experimento, culturas puras da levedura negra E.
spinifera previamente cultivadas em placas de Petri, com meio de cultura solido
BDA, obedecendo todas as condig¢des 6timas de cultivo foram utilizadas.

Um estudo da cultura axénica em meio liquido foi estabelecido
usando 10 litros de meio de cultura Czapek Dox Broth (marca KASVI), para a
obtencdo de uma maior quantidade de massa seca de possiveis metabolitos. Trés
indculos da levedura negra foram adicionados em 200 mL de meio de cultura
liquido, contidos em frascos de vidro (Schott 500 mL), sem agitacéo, por 30 dias,
a temperatura ambiente (25 = 3 °C). A extracdo liquido-liquido foi realizada
seguindo a mesma metodologia descrita na se¢do 4.3. Para o extrato seco, iniciou-

se a etapa de separacdo e isolamento das substancias.

4.8.2 Procedimento da analise exploratoria da cultura pura Exophiala
spinifera

Primeiramente o extrato bruto da levedura negra E. spinifera foi
dissolvido em metanol grau HPLC e a solucdo concentrada de extrato foi
submetida a extracdo em fase sélida (SPE) utilizando sistema Manifold (Allcrom)
a vacuo e cartuchos compostos por silica C-18, 10 g, 60 mL, SPE tube, marca
Supelclean™, Sigma Aldrich. Para cada extrato obtido foram realizadas duas
extraces distintas para avaliar a influéncia da mistura extratora, como pode-se
observar no Esquema 1. Assim, avaliou-se a eluicdo dos metabdlitos utilizando
metanol e 4gua, na proporc¢éao 75:25 (v/v), e 100 % de metanol grau HPLC. Nestas

eluicbes foram coletadas duas fracdes denominadas F1(massa = 174 mg) e F2
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(massa = 288 mg). O Esquema 1 mostra a sequéncia de acdes na separacdo dos

metabdlitos do cultivo da cultura pura da levedura negra E. spinifera.

[ Extrato bruto da levedura negra Exophiala spinifera ]

A4

[ Cartucho de extracao de fase solida (SPE), C-18 ]

/\.

2\ 2\
[ Metanol: Agua { Metanol

75%: 25% 100%

v . v <
F1 F2
Massa = 174 mg ) Massa = 288 mg |

N

Analise exploratoria- F1 e F2
HPLC, A=254 nm e A=215 nm

)

Cromatograma
indicou a fragcdo F1 como
melhor proposta

Cartucho de extragdo em
fase solida (PE), C-18
F1.1 F1.2 F1.3 F1.4
50%:50% 75%:25% 100% 20%:20

Acetonitrila:Agua | Acetonitrila:Agua | Acetonitrila | Metanol:Diclorometano

/

HPLC preparativo

ERIEN B ERENES

Esquema 1 - Sequéncia de agbes na separacdo dos metabolitos do cultivo da
levedura negra E. spinifera.
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As fragdes F1 e F2 foram diluidas para a concentracéo de 2 mg/mL,
utilizando metanol e submetidas a uma analise exploratoria no cromatografo
liquido de alta eficiéncia (Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia, acoplado ao
detector PDA: Shimadzu® Corporation, modelo LC-20AR Prominence®,
equipado, com degaseificador DGU-20A5R, bomba quaternaria LC-20AR
Prominence®, moédulo de comunicacdo CBM-20A, amostrador automatico
SIL-10AF e coletor de fragcbes FRC-102 e detector de arranjo de fotodiodo
SPD-M-20%); no comprimento de onda (1) 254 nm e 215 nm.

Foi empregada uma fase movel, usando acetonitrila grau HPLC e
agua ultrapura (Milli-Q, v/v), ambas com 0,1% de acido formico. O gradiente foi
de 5% a 95% de acetonitrila acidificada, com tempo total de analise 40 min. A
coluna utilizada para as analises foi Phenomenex, (P/N°: 00G-4435-E0); Gemini®
de 5um C18 110 A; 250 x 4.6 mm).

4.8.3 Anélises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) do
composto isolado

Para o composto isolado da levedura negra E. spinifera foram
executadas as analises de RMN H, °C, DEPT, COSY, HMBC, HSQC. Estas
analises foram adquiridas em espectrometro Bruker Avance Il 400 MHz,
utilizando tubos de RMN de 5 mm, (marca Bruker). As amostras foram

preparadas em solvente deuterado metanol d4 (Sigma-Aldrich®).

4.8.4 Metodologia de analises por UHPLC-Q-ToF-MS do composto
isolado

As amostras foram analisadas em Cromatografo Liquido de Ultra
Alta Eficiéncia (UHPLC-Q-ToF-MS, Agilent 6545 B). A fase mével composta
por agua Ultrapura (Milli-Q) e a Acetonitrila grau HPLC, ambas acidificadas com

0,1% (v/v) de é&cido formico. As andlises foram realizadas empregando a
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proporcdo de 20:80 (v/v) respectivamente. A vazdo da fase movel foi 0,300

mL/min e o volume de injecdo foi de 1 puL. A coluna utilizada para a separacéo
foi SB-C18RRHD (Agilent, 3.0 x 50 mm, 1.8 um).

As aquisicOes de espectros de MS, foram realizadas usando um
sistema Agilent 6545, Q-ToF-MS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA)

equipado com uma interface eletrospray, no modo positivo (ESI*), sendo

empregado 0s seguintes parametros para a ionizagéo e analise:

Tipo de ionizacéo ESI™
Gas Temp. (°C) 320
Gas Flow (L.mint) 8
Nebulizer (Psi) 35
Sheath Gas Temp. (°C) 350
Sheath Gas Flow 11
VCap 3500
Nozee Voltage (V) 1000
Fragmentor 30,60,80
Skimmer 65
Energia de colisdo -
OctopoleRFPeak 750

A faixa m/z monitorada foi de 50 a 1500 Da, faixa de varredura de

trés espectros por segundo e processado pelo software Mass Hunter Workstation

Software, versdo B.08.00. (Agilent).
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4.9 Atividades Bioldgicas

4.9.1 Ensaio antifungico de difusdo em agar

Para a realizacdo dos experimentos, inicialmente o fungo mutualista
L. gongylophorus foi cultivado em placas de Petri contendo meio de cultura Mix,
devidamente esterilizado e este se manteve incubado em BOD durante 28 dias.

Apols o periodo de incubacdo do fungo mutualista, iniciou-se a
preparacao do inéculo adicionando um volume de 5 mL da solucéo salina de NaCl
0,9 % (m/v), autoclavada (121 °C, pressao de 1 atm., durante 20 min.), sobre o
agar na placa de Petri e homogeneizou-se para retirar os conidios do fungo.
Transferiu-se com auxilio de uma pipeta a solucdo da placa de Petri para um tubo
Falcon de plastico de 15 mL. Manteve-se essa solu¢do por aproximadamente 15
min. para decantar as particulas maiores. Com uma pipeta retirou-se a suspensao
homogénea e foi adicionada em outro tubo Falcon (15 mL).

Esse indculo foi ativado em frasco de vidro (20 mL) contendo uma
solucdo preparada na proporcdo 1: 5 de caldo Sabouraud (39 g/L, autoclavado a
121 °C, 1 atm. Por 20 min) e uma solugdo salina contendo fungo. Eles foram
mantidos em BOD a temperatura 25 °C, durante 15 dias.

Na placa de Petri contendo o meio Mix, fez-se um orificio de
aproximadamente 6 mm de diametro, em seguida pipetou-se com auxilio de uma
pipeta de 1 mL de inoculo na placa de Petri, tomando-se o cuidado de ndo deixar
cair dentro do orificio. O indculo contido na placa foi espalhado com uma alca de
Digalski esterilizada, aguardou-se 30 min. para permitir que o excesso de umidade
da superficie do agar fosse absorvido.

Neste tempo prepararam-se as amostras na concentracdo de 0,1
g/mL, em solvente DMSO (dimetilsulfoxido). Pipetou-se 50 pL do extrato no
interior do orificio, fechou-se a placa de Petri com filme e a placa foi mantida sob

incubagao em BOD a temperatura de 25 °C, durante 15 dias. Todos 0s ensaios
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foram realizados em quadruplicatas. Foram realizados experimentos de controle
negativo, substituindo a amostra por DMSO puro, também preparou-se uma placa

sem adic@o da amostra, contendo apenas o fungo mutualista.

4.9.2 Ensaio na enzima Acetilcolinesterase

A atividade enzimética da acetilcolinesterase foi determinada em
cubetas baseada no método espectrofotométrico de Ellman, modificado por
(RHEE et al., 2001). A acetilcolinesterase (AChE) de Electrophorus electricus, o
5,5'-dithiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB), o substrato iodeto de
acetiltiocolina (ASChl) foram obtidos da Sigma. A AChE de Atta sexdens foi
obtida por extracdo e purificacdo no Laboratério de Bioquimica Funcional e
Estrutural (LBFE). Em cada cubeta foram adicionados 37,5 pL de ASChl 1 mg.
mL™, 37,5 uL de DTNB, 125 pL de tampéo Tris-HCI 50 mM pH 8,0, 520 L de
agua ultrapura e 80 L do extrato do fungo e do composto, em concentracao de 1
mg.mL*. DMSO e tris-HCI foram usados como controles. A absorbancia foi
medida em comprimento de 412 nm utilizando o leitor Thermoplate®, modelo TP-
reader.

Aumentos na absorbancia devido a hidrélise espontanea do substrato
foram corrigidos pela subtracdo da taxa de reacdo em controle sem adicdo da

enzima. A porcentagem de inibicao foi calculada pela seguinte equacéo:

Abs, — Abs,
%I= —aps. X 100
0

Sendo Absye Abs; as absorbancias medidas antes e apds a inibicao.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A atividade
enzimatica e o percentual de inibicdo da AChE foram calculados utilizando o

programa Microsoft® Excel.
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4.9.3 Método de Ensaio para a inibicdo da enzima acetilcolinesterase
em microeletrodos descartaveis

4.9.3.1 Construgdo dos microeletrodos e imobilizacdo da enzima
acetilcolinesterase

O método screen-printing, ou serigrafia, foi utilizado para a
construcdo dos microelétrodos. Os desenhos para 0s eletrodos foram
desenvolvidos pelo software Silhoutte Studio V3.

Uma folha adesiva de vinil foi recortada no formato desenhado para
os eletrodos por uma impressora de recorte. Apos o recorte a folha de vinil foi
transferida para uma folha de poliéster. Entdo, com o auxilio de um espalhador
tipo rodo, a tinta de carbono foi dispersa sobre o vinil recortado.

Para a cura da tinta, os eletrodos foram mantidos em estufa a 90 °C
por um tempo de 30 min. Em seguida, na area do eletrodo de referéncia, foi
aplicada com o auxilio de um pincel, tinta de cloreto de prata, e os eletrodos foram
mantidos mais uma vez em estufa, a 60 °C por 30 min. Antes de cada experimento,
a area de delimitacédo para o contato elétrico e a superficie do eletrodo foi definida
com um recorte de folha de vinil.

Para a etapa de imobilizacdo da AChE em SPE, foi necesséria
modificacdo da superficie do eletrodo de trabalho, adicionando 10 L da solugéo
de 2,0 mg. mL* de poli (cloreto de dialildimetilaménio, PDDA) e deixando a
mesma sobre o eletrodo de trabalho durante 20 min. Em seguida, apos retirada de
excesso, foram adicionados 1 uL de nanoparticulas de ouro decoradas com
glutationa (AuNP-GSH) que por 20 min. agiu sobre o eletrodo. Ap6s nova
secagem a temperatura ambiente, 10 uL de solucdo de EDC-HOBt, foram
adicionados ao eletrodo onde permaneceram por 10 min.

Esta etapa foi crucial para a fixacdo da enzima no SPE, pois 0 EDC
ativa os grupos carboxilas presentes nas AUNPSs, que pertencem a glutationa, para

posterior reacdo de amidizacdo com grupos aminas presentes em aminoacidos da
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enzima. Apos os 10 min. de reacdo da solucdo EDC-HOBL, os eletrodos foram
lavados com &gua ultrapura e adicionou-se 10 puL da solugdo de AChE e o0s
mesmos foram mantidos em placa de Petri umedecida por 120 min. Para evitar
reacOes inespecificas, foram acrescentados 10 puL de solucdo de etanolamina, com
0 intuito de bloquear os sitios ativos que ndo reagiram com a enzima, que

permaneceram sobre os eletrodos de trabalho por 1 h.

4.9.3.2 Ensaios de imobilizacdo da enzima acetilcolinesterase

As medidas voltamétricas, com tempo de analise de 10 min., foram
realizadas em 50 pL de solugéo de ASChl 5,82 x 102 mol.L, em tampao fosfato,
pH 7,4. Primeiro definiu-se o tempo de incubacdo dos biossensores nas solugdes
de extrato do fungo, meio de crescimento (Czapek) e o composto P7. Os tempos
em que as solucbes agiram sobre os biossensores, foram de 1, 5, 10, 15, 20 e 30
min. Apés a incubacdo eles foram lavados com PBS-TW20 e inseridos no
potenciostato para as medigdes eletroquimicas. Concentracdo das solugbes de
extrato e Czapek= 5 mg.L; Concentra¢do do composto P7= 1 mg.L™.

Escolhido o tempo de incubacdo para cada solugdo ensaiada, 0s
eletrodos foram incubados nas seguintes concentracdes para o extrato e Czapek:
10 mg.L? ; 15 mg.L?; 20 mg.L%; 25 mg.L* e 30 mg.L™ . Para o composto P7 foi
de 5 mg.L? até 25 mg.L?. Apds o tempo demarcado, eles foram lavados com
PBS-TW?20 e conectados no potenciostato para as medicdes eletroquimicas. Os
resultados foram obtidos atraves do processo de inibi¢do enzimatica, calculando
a porcentagem de inibicdo (% I) em funcéo da variacéo das solu¢bes dos possiveis

inibidores da enzima. O célculo de inibicéo foi realizado utilizando a Equacéo:

%1 = % x 100, com as correntes obtidas ap6s o tempo de 10 min. de

anélise:
Sendo 10 e 11 as correntes medidas antes e ap6s a inibicao.
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5. Resultados e Discussoes

Neste trabalho sdo apresentados os resultados dos estudos da
interacdo entre o fungo mutualista Leucoagaricus gongylophorus e a levedura
negra Exophiala spinifera que consistiu na cocultura destes dois microrganismos
isolados do formigueiro de formigas cortadeiras. Sdo apresentados também os
resultados dos estudos da cultura da levedura negra isoladamente nas mesmas
condicdes.

Serao mostrados os resultados obtidos de alguns estudos preliminares
que foram necessarios, como a selecdo da melhor alternativa do meio de cultura,
a cinetica de crescimento da levedura negra no meio de cultura selecionado e os
resultados das diferentes condi¢bes de cocultivos na producdo de metabolitos.
Para a interpretacdo dos resultados, ferramentas estatisticas foram utilizadas e os
dados sdo apresentados na forma de HeatMap, PCA, PLS-DA e HCA. Mapas
moleculares da plataforma GNPS também foram utilizados.

Séo apresentados a seguir os resultados do estudo da cultura pura da
levedura negra E. spinifera, como as analises exploratorias, as analises dos
espectros de RMN, de espectrometria de massas e infravermelho que levaram a

identificacdo do composto isolado de E. spinifera.

5.1 Caracteristicas das cepas da levedura negra E. spinifera

Uma analise microscopica realizada em cepa cultivada em BDA por
15 dias a 25 °C, foi observada para a visualizacao da morfologia da levedura negra

E. spinifera (Figura 5).
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FIGURA 5 - Caracteristicas morfologicas da Exophiala spinifera incluidas neste
estudo. (A) fotos de coldnias com 15 dias, em &gar batata dextrose, (B) morfologia
da col6nia mostrando as gémulas, (C) a morfologia de aparéncia viscosa descritos

no texto.
Fonte: elaborada pelo autor: imagem fotografada no microscopio LEICA ICC50 HD, do

laboratério Produtos Naturais.

A levedura negra E. spinifera tem a caracteristica comum deste
género que € a presenca de melanina nas paredes celulares de suas células, um
pigmento de coloragéo preto oliva (Figuras 5A, B e C). Verifica-se também que
as células da levedura sdo inicialmente cremosas/viscosas no centro (formacéo
leveduriforme) e depois se tornando aveludadas nas bordas, o que é caracteristico
das leveduras (ZENG; HOOG, 2008) (Figura 5B e C).

Focalizando as bordas do cultivo (Figura 3C), nota-se estrutura
microscopica mais comuns, de forma arredondada ou ovalada que sdo 0s
blastoconidios, também denominados gémulas (TRABULSI, L.R, et al. 2005).

5.2 Otimizacao do crescimento da levedura negra E. spinifera

5.2.1 Escolha do meio de cultura

Os estudos dos metabolitos secundarios de microrganismos vém
sendo amplamente avaliados na busca de novas substancias que estdo sendo
aplicadas em diversas areas: farmacéutica, bioguimica, agricola e em diversas

outras areas. Cada vez mais a estrategia OSMAC (One Strain Many Compounds),
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que significa uma linhagem e varios compostos, vem sendo utilizada na
expectativa de conseguir ativar rotas diferenciadas de producdo de metabdlitos
secundarios, para a producéo de produtos naturais (PAN, R. et al., 2019).

Desta forma, neste estudo usamos a abordagem OSMAC,
submetendo a levedura negra E. spinifera, a uma variedade de composicédo do
meio de cultura, com o objetivo de estimular a producao de uma maior diversidade
de metabolitos secundarios.

Nos meios empregados (BD, Mix, MF e Czapek Dox Broth) as
analises dos perfis cromatograficos apresentados nas Figuras 6 a 9 apontaram que
a levedura negra em meio Czapek Dox Broth, apresentou maior nimero de picos
guando comparados aos outros meios de cultura (BD, Mix, MF), sendo assim, ndo
foi dado continuidade a estudos de crescimento nesses outros meios de cultura.

Estas cepas foram capazes de se desenvolverem e interagirem em
meio de cultura Czapek Dox Broth, um meio composto de sais como fontes de
fons essenciais, a sacarose como fonte de carbono, nitrato de sédio como fonte de
nitrogénio e o fosfato dipotassico como tamponante do meio de cultura. Na
literatura estudos mostram bons resultados no cultivo da levedura negra no meio
de cultura Czapek Dox Broth (GUERIN, I. 2007). Assim, este meio de cultura foi
selecionado para as proximas etapas deste estudo. As Figuras de 6 a 9, mostram
0s cromatogramas adquiridos nos diferentes meios de cultura: Potatoes Dextrose
Broth (BD); MIX; MF; Czapek Dox Broth.
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FIGURA 6 - Cromatogramas referentes aos extratos brutos dos metabolitos da E.
spinifera em meio liquido, Potato Dextrose Broth (BD). As diferentes cores
representam as trés réplicas.
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FIGURA 8 - Cromatogramas referentes aos extratos brutos dos metabolitos da E.
spinifera em meio liquidos, MF. As diferentes cores representam as trés réplicas.
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FIGURA 9 - Cromatogramas referentes aos extratos brutos dos metabolitos da E.
spinifera em meio liquido, Czapek Dox Broth. As diferentes cores representam as
trés réplicas.

5.2.2 Cinética de crescimento

Apbs a selecdo do meio de cultura liquido Czapek Dox Broth, a
levedura negra foi incubada durante 40 dias, e, ap0s, a extracdo dos metabdlitos
secundarios de cinco em cinco dias, realizaram-se anéalises por UHPLC e
cromatogramas foram gerados. A partir dos cromatogramas obtidos, picos foram
extraidos e a partir da média do somatdrio das areas das bandas, a cinética de
crescimento foi construida (vide anexo 1). As médias das areas estdo apresentadas

na Tabela 2.
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TABELA 2 - Valores das areas e das médias das bandas anotadas nos cromatogramas de 5 em 5 dias até 40 dias de incubacao.

5 dias/areas/tr.

10 dias/areas/tr.

15 dias/areas/tr.

20 dias/areas/tr.

25 dias/areas/tr.

30dias/areas/tr.

35 dias/areas/tr.

40 dias/areas/tr

236985/0,69 135986/4,22 117268/0,72 869936/0,68 240748/0,64 212810/0,69 158172/0,69 331300/0,69
679986/4,33 126443/9.35 112088/9,25 230069/1,03 150983/1,04 217779/1,10 171133/7,99 136249/1.09
112689/4,65 143502/11,97 3810874/12,29 142153/2,05 152459/9,43 352197/9,46 398208/9,53 135568/9,53
232358/7,57 137944/12,11 732596/12,55 298792/9,47 174896/11,46 227130/11,49 281125/11,55 | 266069/11,54
174265/7,98 4571122/12,31 147304/12,81 244069/12,01 153056/11,99 219794/12,00 280174/12,02 247764/12,02
438630/9,40 951992/12,56 130174/13,11 840955/12,23 164368/12,22 320788/12,22 199897/12,11 732296/12,24
112308/11,56 206856/12,82 314453/13,31 6253300/12,34 7764513/12,32 9036695/12,33 0832839/12,34 | 9100248/12,34
159470/12,04 692914/13,30 703708/13,59 288709/12,58 107816/12,70 318120/12,82 343364/12,56 285738/12,56
264878/12,16 112943/13,36 189213/12,83 189804/12,81 219848/13.02 310974/12,82 289188/12,82
230733/12,26 408538/13,58 205628/13,03 118768/13,11 150626/13,14 288009/13,03 602820/13,34
5569053/12,35 320531/13,81 755681/13,34 617005/13,33 1877130/13,33 | 1366240/13,34 | 107449/13,60
254275/12,58 983926/13,98 267233/13,68 318299/13,67 155874/13,60 233245/13,72 492776/13,72
186076/12,71 292154/14,11 330537/14,07 183515/13,72 318966/14,11
186143/12,83 257547/14,24
172496/13,01
256421/13,12
677887/13.31
421701/13,60
244865/13,99
406123/14,24
média média média média média média média média
550867,1 732724,8 758558,1 836760,9 806404,0 982132,4 1090950,0 1060622,0
tr = tempo de retencdo em minuto, unidade de area (UA)
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A cinética de crescimento (médias das areas versus dias de incubacdo) pode

ser observada na Figura 10.

Cinética de crescimento
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FIGURA 10 - Cinética de crescimento em meio de cultura liquido Czapek Dox
Broth da levedura negra E. spinifera utilizando a média das areas dos picos versus
dias de incubacéo.

A partir da cinéetica de crescimento pode-se observar que nos
primeiros 20 dias ocorreu um pequeno aumento no somatorio das medias das
areas dos metabdlitos extraidos da E. spinifera. Isto se deve ao tempo inicial de
adaptacdo da levedura negra ao meio de cultura e também preparando-se para seu
crescimento (fase lag). Com a sintetize de DNA e de novas proteinas e enzimas
gue sao necessarias para a sua nova fase (ASSIS, 2011), pode-se dizer que ela esta
produzindo os metabdlitos primarios que sdo importante para a sua sobrevivéncia.
Apbés 25 dias de incubacdo a producdo apresentou um maior aumento,
considerando o periodo avaliado (Figura 10). Neste periodo a levedura ja atingiu
um elevado grau de crescimento (fase log), (CISALPINO, P.S., 2011).

Nesta fase 0 microrganismo ja produziu o suficiente para a seu crescimento,
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desenvolvimento e reproducdo e € nesta fase que o microrganismo inicia a sua
producdo de metabolitos secundarios que séo por consequéncia de sua interacao
com o ambiente que se encontra, e no caso de cocultivo, a presenca de um outro
microrganismo no mesmo meio de cultura. Depois de 35 dias observa-se o inicio
do declinio dessa producdo, que pode ser explicada devido ao esgotamento de
nutrientes do meio de cultura, aumento da concentragdo de produtos do
metabolismo toxicos, deficiéncia de oxigénio e outros fatores que envolvem o
crescimento e declinio do microrganismo (CISALPINO, P.S., 2011).

A importancia de se estudar a cinética de crescimento é encontrar 0
periodo que as possibilidades de inducdo dos metabolitos secundarios sejam mais
evidentes.

Com esses resultados, estabeleceu-se que para uma maior producéo
de metabdlitos, deve-se manter o indculo sob incubacédo adequada no periodo de
25 a 35 dias.

Estabelecidos o melhor meio de cultura e o tempo de incubagao para
producdo de metabolitos, elabora-se para este trabalho cinco diferentes condi¢fes

de cocultivos.
5.3 Cocultivos em diferentes condicdes em meio liquido

Os estudos dos compostos produzidos nas diferentes condigdes de
cocultivos contribuem para ampliar o conhecimento sobre a levedura negra E.
spinifera, objetivando encontrar compostos bioativos para o controle da formiga
cortadeira.

O cocultivo pode ser uma estratégia para que surjam novos
metabdlitos bioativos. Os experimentos de cocultura de microrganismo podem ser
executados em meio sélido e em meio liquido, isto depende do propoésito de cada
experimento (BERTRAND et al., 2014). Neste caso optou-se pelo meio liquido,

pois ha vantagens significativas que colaboram para o sucesso do experimento.
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Uma vantagem € a maior interacdo entre os microrganismos em vista do volume
de meio utilizado e isto pode acarretar maior quantidade de metabdlitos.

Em busca de possiveis efeitos de inducdo gerados pela interacdo da
levedura negra, E. spinifera com o fungo mutualista L. gongylophorus, foram
realizados experimentos com cinco diferentes condicdes de cocultivos e controles
negativos: C com H_15 dias; C com H_30 dias; H-C 30 dias; C-H_30 dias;
H+C_30 dias. Controles negativos: H_15 dias; H_30 dias; C_15 dias e C_30 dias.
Onde a sigla da monocultura da levedura negra, E. spinifera é C e do fungo
mutualista L. gongylophorus é H.

Nas andlises dos extratos por espectrometria de massas de alta
resolucdo (Waters Acquity UPLC I-Class), observou-se que estdo presentes
algumas bandas nos cocultivos que ndo sdo observadas nas monoculturas (com
destaque para os compostos que eluem entre 5,00 e 5,60 min. (Figura 11),
sugerindo que essa metodologia pode apresentar vantagens na descoberta de
metabdlitos secundarios que ndo sdo produzidos na monocultura e possam ter

alguma atividade bioldgica.
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FIGURA 11 - Cromatograma das anallses dos extratos de metabolltos por
espectrometria de massas de alta resolugdo (Waters Acquity UPLC I-Class), de
diferentes cocultivos.

Devido a diferentes condicdes e a grandes quantidades de dados, a
interpretacdo dos resultados das analises tornou-se uma tarefa dificil e os
espectros obtidos dos extratos brutos dos cocultivos apresentaram uma
complexidade que dificultaram as informacdes dos metabdlitos induzidos pelas
cocultura. Assim, andlises estatisticas multivariadas e univariadas dos dados
foram utilizadas para a interpretacdo e comparacao da producdo metabolica dos
cocultivos e cultivos (GORROCHATEGUI, E. et al., 2016).

5.4 Analise estatisticas geral dos dados

5.4.1 Analises estatisticas dos cocultivos: Uso do MetaboAnalyst

5.4.1.1 HeatMap analise de correlagao
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Inicialmente, a anélise do coeficiente de correlacdo de Pearson foi
realizada para determinar a confiabilidade das condicdes de cultivo e da extracdo
e separacdo dos metabolitos entre as amostras analisadas por LC-MS
(FIGUEIREDO FILHO, D.B. e DA SILVA JUNIOR, J.A., 2009). Um Heatmap
foi construido com todas as variaveis para melhor entender a correlacdo entre o
tipo de cocultivos e o cultivo das monoculturas com metabaolitos extraidos, sendo
apresentado na Figura 12.

Os resultados baseados na andlise de correlacdo também
demonstraram que a monocultura L. gongylophorus (H_ML 15 d, réplicas 1, 2 e
3) apresentou uma maior distingdo na producdo dos metabolitos, apresentando
apenas valores de correlacdo de Pearson negativos (azul). Ou seja, a monocultura
do L. gongylophorus apresentou menor expressdo quando comparada com as
amostras dos diferentes cocultivos entre o L. gongylophorus e a E. spinifera (C)
gue apresentaram uma alternancia entre os valores de correlacdo positivos e
negativos para os metabolitos extraidos (FIGUEIREDO FILHO, D.B. e DA
SILVA JUNIOR, J.A., 2009).
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FIGURA 12 - Mapa de calor (HeatMap) para a correlagdo entre cocultivos e
cultivos das monoculturas. A escala é baseada nas cores do vermelho ao azul
representando as correlagdes. Cada metabdlito no quadrado representa o
coeficiente de correlacdo de Pearson de diferentes amostras. A ordem dos
metabdlitos é determinada como no agrupamento hierarquico usando distancia
euclidiana foi aplicado.

5.4.1.2 Analises de componentes principais (PCA do inglés Principal
Component Analysis) de todos os cocultivos

Em busca de reduzir a dimenséo do conjunto de dados originais com
a preservacdo da maior quantidade de informagbes  possivel
(GORROCHATEGUI, E. et al., 2016), para a extracdo de informacdes sobre a
similaridade entre as amostras, uma analise de PCA foi realizada e obtive-se

varias informacdes e dentre elas o grafico de scores observado na Figura 13.
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FIGURA 13 - Gréafico de scores PCl1 - PC2 de PCA, usando dados
cromatograficos processados com todos os cocultivos, monoculturas e meio de
cultura.

Ao realizar uma analise da PCA, com todos os cocultivos,
monoculturas e meio de cultura, obteve-se a informacdo de que 51,6% da
variancia total foi acumulada em cinco principais componentes (PC). A Figura 13
apresenta o grafico de scores da PCA para a primeira e segunda PCs obtidas, PC1
e PC2. Pode-se observar uma baixa correlacdo entre os ensaios (PC1+PC2 =
30,7%), o que era esperado por conter diferentes metabolitos. Assim como é
verificado nas PCAs, das Figuras 14 e 15 a seguir, onde mostra aglomerados de

metabdlitos dos cocultivos, indicando scores semelhantes.
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FIGURA 14 - Gréfico de scores PCA: PC1-PC3 e PC1-PC4, usando dados
cromatograficos processados com todos os cocultivos, monoculturas e meio de
cultura.
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FIGURA 15 - Gréfico de scores: PC1-PC5 de PCA, usando dados
cromatograficos processados com todos os cocultivos, monoculturas e meio de
cultura.
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5.4.1.2.1 Variancia explicada

Em estatistica multivariada o grafico Scree plot (Figura 16) € um
grafico de autovalores de fatores de componentes principais em uma analise,
representa a variancga explicada versus PC. A varianca explicada é um valor em
porcentagem, que informa através de calculos matematicos, o quanto das
informacdes das componentes principais permanecem em uma analise. Como
verificado por exemplo a PC1 explica 21,4 % da varianga explicada, isto significa
gue ela consegue explicar 21,4 % das informacdes a serem mantidas na PC1.

Geralmente a PC1 € a que mais explica.
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FIGURA 16 - Grafico Scree plot, mostra a varianga explicada pelas PCs. A linha
verde € a varianga acumulada e a azul mostra a varianga explicada de cada PC.

Observando a Figura 15, verifica-se que a amostra da monocultura
de L. gongylophorus por quinze dias (H_ML 15d) (em laranja) se diferencia das
demais amostras. Este resultado corrobora com as informacdes apresentadas pela
analise de correlacdo (Figura 12). Além disso, usando as informacoes
apresentadas pela PC1 e PC5 (Figura 15), a amostra H_ML 30d (monocultura de
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L. gongylophorus por trinta dias), também se diferenciou das demais formas de

cultivo.

Por fim, verificou-se um maior agrupamento das amostras
obtidas por meio de cocultivos (Figura 15). Para verificar se 0 maior
agrupamento se relaciona a uma maior ou menor similaridade entre as
amostras de cocultivo, cuja visualizagdo pode ser prejudicada pela
grande quantidade de metabdlitos. Sendo assim é importante a
aplicacdo da analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais
(PLS-DA) de todos os cocultivos

5.4.1.3 Anélise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-
DA) de todos os cocultivos

Na busca de informacdes dos metabolitos induzidos nos cocultivos
entre a levedura negra e o fungo mutualista, e monoculturas, avaliados pelo
método quimiométrico ndo supervionado PCA, ndo se obteve resultados
satisfatorios para a diferenciacdo dos metabolitos induzidos pelos cocultivos e
monoculturas analisados em conjunto. Portanto, uma analise usando o método
multivariado supervisionado que diminui 0 nimero de variaveis criando modelo
simples, foi necessaria.

A Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA,
do inglés Partial Least Squares Discriminant Analysis) foi aplicada para detectar
0s metabolitos expressos nas coculturas que nao estdo presentes nas
monoculturas.

A PLS-DA foi avaliada por um método que consiste em um vetor Y
que representa os valores das classes, em relacdo ao vetor X que € o conjunto de
dados, que tem como parametro R?, que mede o ajuste do modelo, para o conjunto

de dados e 0 Q?avalia as principais variaveis responsaveis pela separacéo, ou seja,
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Método Supervisionado de Classificacdo. Neste caso o valor de R? na componente
dois é 0,9 (90 %) e o Q?é aproximadamente 0,4 (40 %), um valor, que pode-se
atribuir que o sistema estatisticamente esta validado pois tem um R?alto. Fazendo
uso destas informacdes de classes, 0 PLS-DA tende a melhorar a separacéo entre
0s grupos de amostras (SZYMANSKA, E. et al. 2012).

0O Accuracy
O R2
O Q2

Performance

Jedl] e

1 2 3

Number of components

FIGURA 17 - Validacdo do metodo pelo coeficiente de correlagdo quadrado
maultiplo, R2 e Q2.

Das cinco condigcbes de cocultivos pode-se observar atraves da
representacdo grafica na Figura 18 da analise de PLS-DA, uma maior
diferenciacdo entre 0s metabdlitos da monocultura do fungo mutualista e dos
componentes do meio de cultura quando comparados com os metabdlitos

extraidos e produzidos pelos cocultivos.
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FIGURA 18 - Representacdo grafica da analise discriminante por minimos

quadrados parciais (PLSDA - Scores) e na forma de dimenséo 3 D.

Analisando a representacdo grafica na Figura 19 mostrado na
dimensdo 3 D também se verifica uma pequena diferenciacdo entre a producao
dos metabolitos das coculturas e monoculturas. Estas pequenas diferencas
indicam a importancia de se ter um conjunto de dados iniciais que podem apoiar

nas possiveis condi¢des de producdo de metabolitos.
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FIGURA 19 - Representacdo grafica 2 da analise discriminante por minimos

quadrados parciais (PLS-DA - Scores) e na forma 3 D.
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5.4.1.4 Andlise de agrupamento hierarquico (HCA) de todos o0s
cocultivos

Outro método nédo supervisionado usado nas analises dos cocultivos
e monoculturas foi o HCA (Hierarchical Cluster Analysis), que avalia a distancia
dos agrupamentos que sdo formados de acordo com sua similaridade (PILON, A.
et al. 2020). O HCA foi aplicado nos dados de LC-MS e a disténcia euclidiana foi
usada para calcular as similaridades das amostras.

As linhas verticais representam 0s cocultivos e as horizontais as
semelhangas entre as amostras. Os agrupamentos se apresentam: em pares de
amostras; entre uma amostra e um grupo de amostras; e entre grupos de amostras
(DA COSTA et al., 2016). Os dados de cocultivos, monoculturas e meio de

cultura estdo representados no dendograma na Figura 20.

= CcomH_ML_15d
= CcomH_ML_30d
= C_ML_15d
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= C_ ML CZ
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CZAPEK 1
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C ML _CZ 2

C_ML_15d_3
C ML_15d 2
C_ML_15d_1
CcomH _ML_15d 3
CcomH_ML_15d 1
CcomH_ML_15d_2

FIGURA 20 - Dendograma de similaridade entre os cocultivos, monoculturas e
meio de cultura.

44



Nesta analise nota-se que alguns dos cocultivos como C com
H_ML_30 dias, H+C_ML_30 dias e a monocultura C, ficaram agrupados,
indicando semelhanca entre a inducdo de metabolitos. Assim como mostra as
anélises de PCA e PLS-DA.

5.4.1.5 Heat Map com test T features com todos os dados

Em busca de encontrar os metabolitos que tém maior impacto na
diferenciacdo dos grupos, uma analise estatistica com base no test T foi realizada
(Figura 21) e obteve-se o seguinte HeatMap que destaca as relacbes massa/carga
da Tabela 3:
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FIGURA 21 - Gréfico de mapa de calor Heat Map com test T features com todos
0s dados mostrando os resultados de agrupamentos com todos os cocultivos,
monoculturas e meio Czapek Dox Broth.
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TABELA 3 - Relag6es ID, m/z cocultivo C-H_15 dias e H_15 dias, e 0s tempos
de retencdo respectivamente dos agrupamentos mostrado no grafico de mapa de
calor Heat Map com test T features.

ID (m/z) | Tempo de ID Tempo de
C-H_15 retencdo | H_15 dias (m/z) retencao
dias (min) (min)
6780 857,2248 | 25,1952 13052 844,5300 25,4232
6795 123,0310 | 22,8580 12783 746,2600 16,0622
6860 721,2458 | 22,8412 11981 468,7548 13,7711
6772 332,3038 | 17,8041 12580 527,2889 16,6800
6816 873,1976 | 25,1783 12623 574,3168 13,9400
6755 721,2597 | 25,2120 13268 696,3864 23,9343
129091 | 573,7894 16,6259
12866 465,7499 16,7095
10684 125,0838 11,3922
12961 482,2527 13,8192
12639 805,4174 13,6050
12739 394,2076 13,6209
13019 575,8055 16,6091
13257 855,4428 24,1193
12817 553,7941 16,6259
6419 910,4898 13,7252
6426 420,2378 13,6096

Retirados os ID da tabela de dados MZMine_mz_RT.csv

Na Tabela 3, pode-se conferir que ions foram anotados pelo grafico de

mapa de calor Heat Map com test T features, mas nos cromatogramas ndo foram

detectados.
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Na busca dos ions diferenciados, uma analise full scan — ions totais
(TIC no modo ESI-) foi executada, gerando um cromatograma, onde pode-se
observar no espectro de massas, a presenca do composto oriundo do metabdlito

do cocultivo C-H_ML_15 dias.
Nos cromatogramas Figuras 22, 23 e 24, estdo representados os ions

totais, ion extraido e os espectros MS no modo de ionizac¢do negativo (ES-).

x108 |-ESITIC Scan Frag=270,0v C_H_3_15d.d

84 86 88 9 92 94 96 98 10 16,2 16,4 16,6 108 11 12 14 1g N8 12 122
Counts vs. Acquisition Time (min)

FIGURA 22 - Cromatograma full scan — ions totais (TIC no modo ESI-)

x104 |-ESIEIC(721,2459) Scan Frag=270,0v C_H_3_15d.d
9.375

15 8959 /

0, A~ A 25 VM,A SIS e Wy J

915
N 10148 044

84 86 88 9 92 94 95 98 0 102 104 106 108 1 H2 4 116 1 12 122
Counts vs. Acquisition Time (min)

FIGURA 23 - Cromatograma do ion extraido m/z 721,2459 DA (EIC).
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FIGURA 24 - Espectro MS do cocultivo C-H_ML_15 dias.

Embora alguns metabolitos foram evidenciados no cocultivo, mas

nédo foi possivel observar a presenca nas anotacdes do grafico de mapa de calor

Heat Map com test T features.

Ao analisar muitos dados por Analise multivariada ndo foi possivel

diferenciar os grupos, tornando-se dificil as interpretacdes, portando realizou-se

0 estudo individual de cada condicéo de cocultivo utilizada neste trabalho.

5.5 Analise estatistica individuais de cada cocultivo

5.5.1 Andlises dos PCAs individuais dos cocultivos

Nas analises de PCA do cocultivo (C com H_ML _15 dias), quando

executadas individualmente foi observado amostras muito semelhantes entre
cocultivo e a monocultura da levedura negra, diferenciando apenas na
monocultura do fungo mutualista. Isso também ocorreu quando analisados o
cocultivo C com H_ML._30 dias.
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Nos cocultivos C-H_ML_30 dias e H+C_ML_30 dias, as analises de
PCAs ndo apresentaram separacdes, provavelmente essa condi¢do de cocultura
ndo induziu muitos metabdlitos. Entretanto o cocultivo H-C_ML_30 dias
observou-se uma separac¢do nitida entre o cocultivo, as monoculturas e meio de
cultura, destacando ser um cocultivo promissor ente os demais analisados pelas

PCAs. Os graficos (Figura 25) mostram as analises:
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FIGURA 25 - Graficos de PCAs individuais dos cocultivos: C com H_ML_15d,
CcomH ML 30d,C-H ML 30d,H-C ML_30de C+H_ML_30d.
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Como por meio das analises ndo supervisionada de PCAs nédo foram
notadas grandes diferencas, apenas um cocultivo se destacou (H-C_ML _30 dias),
entdo foram executadas andlises supervisionadas PLS-DA dos cocultivos

individualmente.

5.5.2 Analise de PLS-DASs individuais dos cocultivos

As analises individuais de PLS-DA foram executadas para todos 0s
cocultivos. Analisando o cocultivo C com H_ML_15 e 30 dias observou-se que
houve uma boa separacdo entre os metabolitos dos cocultivos, monoculturas e
meio de cultura.

A anélise do PLS-DA do cocultivo C-H_ML_30 dias, mostrou uma
pequena separacao entre os metabdlitos nesta condicdo de cocultivo, como foi
registrado outro cocultivo com melhor separacdo considerou-se esse cocultivo
Menos promissor.

No cocultivo H+C_ML_30 dias, as analises de PLS-DA registraram
uma boa separacao entre 0s metabdlitos.

O cocultivo que se mostrou promissor pelas analises de PLS-DA foi
H-C_ML_30 dias, onde as separacfes entre os agrupamentos de metabdlitos
induzidos entre os cocultivos, monoculturas e meio de cultura foram evidentes

como pode-se conferir nos graficos abaixo (Figura 26).
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FIGURA 26 - Graficos de PLS-DAs individuais dos cocultivos: CcomH_ML_15
d, Ccom H ML 30 d, C-H ML 30 d, H-C ML 30 d e C+H_ML 30 d. O
grafico em escala maior representa o cocultivo que melhor mostrou a separagdo
entre 0os metabdlitos induzidos.

Embora alguns resultados mostraram satisfatérios em algumas
analises de PCA e PLS-DA (C com H_ML_15dias e 30dias), um grafico de HCA
foi tracado para mostrar mais algumas evidéncias entre os cocultivos.

Analises individuais de HCA do cocultivo CcomH_ML_15d e
CcomH_ML_30d, registrou-se que o0s cocultivos se diferenciaram das
monoculturas, mas nas analises de PCA nio foram evidentes as separacdes. E
interessante que todas as analises mostrassem resultados satisfatério quanto as

separacoes.
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Os dendrogramas estdo nas Figuras 27 e 28:
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FIGURA 27 - Dendograma de similaridade entre os cocultivos C com H_ML_15
dias, monoculturas e meio de cultura.
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FIGURA 28 - Dendograma de similaridade entre os cocultivos CcomH_ML_30
dias, culturas axénicas e meio de cultura
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Mais um grafico o Biplot foi elaborado para que fosse possivel
observar a melhor condicdo de cocultivo ja evidenciada nas analises de PCA,
PLS-DA e HCA.

No gréafico Biplot do PCA pode-se observar que houve uma maior
inducédo de metabdlitos do cocultivos H-C_30 d e da monocultura C_ML_15 d.
Percebe-se na Figura 29 uma regido mais densa onde se concentra maior nimero
de metabolitos. A direcdo das flechas indica a presenca dos metabolitos de

referido cocultivo, monocultura e meio, como mostra a Figura 29.
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FIGURA 29 - Grafico Biplot do PCA, onde e possivel ver as amostras e as
variaveis em um mesmo gréfico.

Pelas analises de PCA observou-se que houve apenas um cocultivo
(H-C_ML_30 dias) que mais se diferenciou das monoculturas e do meio de
cultivo, por isso foi necessario realizar a analise de PLS-Da, uma anélise
supervisionada, para verificar diferenca entre os grupos de metabdlitos induzido
pelo cocultivo. Com esse resultado evidenciado, essa condi¢do de cocultivo
mostrou-se promissoras para a indugdo de metabolitos.

Assim, as demais analises serdo focadas nessa condicdo de cocultivo

(H-C_ML_30 dias).
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5.6 Estudo detalhado do cocultivo H-C_ML_30 dias

5.6.1 Analise do PLS-DA do cocultivo H-C_ML_30 dias

Neste grafico da analise do PLS-DA (Figura 30), pode-se observar
gue amostras com caracteristicas parecidas estdo agrupadas separadamente, ou
seja os cocultivos (H-C_ML 30 dias) estdo separados das monoculturas
(C_ML_15 dias) e do meio de cultura (CZAPEK Dox Broth).
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FIGURA 30 - Gréfico PLS-DA cocultivo H-C_ML_30 dias, monoculturas

C_ML_30diase H_ML_30 dias e meio de cultura, mostra a nitida separacéo entre
0S SCOres.
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5.6.2 Analise do HeatMap do cocultivo H-C_30 dias

Nesta analise de agrupamento HeatMap foram registrados 24
metabolitos do cocultivo, 26 da monocultura e uma baixa concentracdo de
metabolitos do fungo mutualista e meio de cultura, ficando assim evidente a
indugéo de metabdlitos de cocultivos e nas monoculturas como mostra a Tabela 4

e o grafico HeatMap da Figura 31.

TABELA 4 - Variaveis (m/z) anotados do agrupamento Heat Map (mapa de calor
do cocultivo H-C_ML_30 dias, monoculturas C_ML_15 dias.

m/z cocultivo Tempo de m/z cultivo Tempo de retencao
H-C_ML_30 dias retencéo(min) C-ML_15 dias (min)

421,3150 27,0689 899,2997 16,7995
381,0501 2,7893 277,1215 16,7907
365,0777 2,8011 666,2975 23,3716
483,3690 26,9852 978,5052 26,0104
687,2243 22,8671 680.2748 19,0022
433,2093 15,3171 409,2432 27,0228
367,0838 18,2703 685,2286 19,0265
715,2518 26,3398 682,2901 22,0440
681,1752 20,7337 665,2036 21,0715
278,1253 16,8045 487,2319 18,8933
397,1551 12,9879 501,2090 20,6287
277,1216 16,5925 439,1633 24,9787
487,2300 21,2194 708,3059 24,7854
446,8524 2,2846 687,2440 19,8575
664,2807 21,7867 713,2589 24,9523
827,1765 21,7606 841,3346 24,6417
685,2090 21,8165 487,2321 21,5443
207,0922 20,7927 671,2513 21,5234
644,4380 25,8722 420,3001 27,8156
503,2242 19,7197 403,2750 27,8112
940,6122 27,6226 503,2255 19,8558
825,0393 27,7601 559,1961 23,5138
1062,4451 23,5271 397,1558 23,4951
123,0315 23,1213 664,2815 22,1239

681,1757 21,0066

459,2027 21,0543

Retirados da tabela de dados MZMine_mz_RT.csv
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FIGURA 31 - Resultado do agrupamento como Heat Map (mapa de calor do
cocultivo H-C_ML_30 dias, monoculturas H ML e C_ML _30 dias e meio de

cultura Czapek Dox Broth.

5.6.3 Analise da projecédo de importancia da variavel (VIP) do PLS-DA,

do cocultivo H-C _ML_30 dias.

Na analise VIP scores, metabolitos destacados com alto VIP sdo mais

importantes na separacdo de classes dos metabdlitos (marcados em quadrados

coloridos vermelho intenso) enquanto os com baixo VIP (azul intenso) estdo em

baixas concentracoes.
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Esses resultados indicaram que no cocultivo H-C_ML 30 dias
comparados com as monoculturas C (Exophiala spinifera) e H (Leucoagaricus
gongylophorus), estdo presentes varios metabolitos em alta concentracdo que sao
produzidos por essa condi¢cdo de cocultivo (listados Figura 32) assim como
também mostrou metabolitos em alta concentracdo que estdo presentes nas

monoculturas.

&
S ST

@\//??@\//é
Q/O"l/\z\/‘z\p/

5555
7466
7557
7469
5694
6900
7530
6782
7002
6276
6775
7468
5597
7504
5702

RN
[
[
EECN
[
OO0
[
OO0
EOOm
[
OO0
[
[
[
OOCm

High

Low

2.27 2.29 2.31

VIP scores

FIGURA 32 - Gréafico VIP score mostra a razdo de abundancia em cores de
vermelho intenso (alta) a azul escuro (baixa) dos metabdlitos. Variaveis
selecionadas pelo modelo PLS-DA para os componentes.

Na representacédo grafica VIP Score, ions detectados no cocultivo H-
C ML_30 dias e namonoculturaC_ML_15 dias, H_ML_30 dias e meio de cultura
Czapek Dox Broth, foram buscados em bases de dados de produtos naturais
(Tabela 5).
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TABELA 5 - lons m/z detectados do cocultivo e monoculturas

Razdo m/z H-C_ML_30 | Razdo m/z C_ML_15 dias Razédo m/z
dias (alta) (alta) H_ML_30 dias
(média)
277,1216 666,2975 277,1216
487,2300 978,5052 277,1215
681,1752 277,1215 381,0501
381,0501 665,2036
367,0838 681,1757
278,1253 487,2319
459,2027
397,1558
680,2748

Apresentacdo do dendograma HCA e a validagao revelam a
similaridade entre o cocultivo e a monocultura da levedura negra (Figura 33 e

34),

= C_ML_15d

= CZAPEK

= H_ML_30d
H-C_ML_30d

C_ML_15d_3

C ML_15d 1

C_ML_15d_2

CZAPEK_3

CZAPEK_2

CZAPEK_1

H_ML_30d_1

H_ML_30d_3

H_ML_30d_2

6 5 4 3 2 1 o

FIGURA 33 - Resultado de agrupamento mostrado como dendograma de
similaridade entre os cocultivos (H-C_ML_30 d), monoculturas e meio de cultura.
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FIGURA 34 - Validacdo do meétodo pelo coeficiente de correlagcdo quadrado
multiplo, R?e Q2.

Com esses resultados, considera-se que o HCA associado a uma
visualizagdo do HeatMap e VIP scores facilitaram a interpretacéo de dados e leva
a compreender as semelhancas e diferencas entre monoculturas, a cocultura H-
C_ML_30dias.

5.7 Construcdo das redes moleculares na plataforma GNPS- Global
Natural Products Social

5.7.1 Redes Moleculares

A plataforma Global Natural Products Social
(GNPS;https://gnps.ucsd.edu/), oferece varios recursos para analise de
dados de LC-MS ou MS/MS. Uma das ferramentas mais utilizadas € a
redes moleculares que sdo feitas para reunir em familias moleculares,
grupos de compostos com semelhanga encontradas a partir das anéalises

entre os espectros MS/MS, organizando em redes por similaridade
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espectral. Nas redes moleculares cada no representa um espectro e as
arestas (conexdes) entre 0s nos representa 0s alinhamentos espectral
que detecta espectros de moléculas estruturalmente semelhantes,
entendendo que essas moléculas fragmentam-se de forma semelhantes
aos padroes MS/MS (NGUYEN, D.D. et al., 2016).

A principal vantagem de se construir as redes moleculares é que por
meio destas consegue-se uma visualizacdo da diversidade quimica contida em
uma amostra com dados obtidos de misturas complexas analisadas por
espectrometria de massas e dos espectros de fragmentacdo (Molecular
Networking, MOURA, M.S., 2022).

O processamento dos dados obtidos através da técnica de LC-MS
permite a organizacdo dos dados associados de uma forma que possibilita a
comparacdo entre elas. Nesse caso, tem-se as informacdes relacionadas a m/z,
associada a um tempo de retencdo e da area do pico relacionado, a essas
informacdes da-se 0 nome de variavel. As anotacdes das variaveis, que neste caso
a variavel € a razdo massa/carga, obtidas através do processamento dos dados de
LC/MS, permitem organizar as classes das substancias produzidas por essa
levedura negra em interacdo com o fungo mutualista.

Durante a construcdo das redes moleculares, 0s espectros de
fragmentacdo também sdo comparados com uma biblioteca espectral de acesso
aberto, que inclui o HMDB:

https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/gnpslibraries/.

No item de informagdo Mirror match mostra o espectro de
fragmentacdo que compara a amostra com a biblioteca e no item de informacéo
cosine similarity mostra a similaridade entre os espectros.

De acordo com a biblioteca do GNPS, que abriga cerca de 8 mil

espectros de fragmentacdo de substancias conhecidas, 49 metabolitos foram
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anotados. Apos a verificacdo manual e busca na literatura de cada uma das
sugestdes, um total de 13 metabolitos foram relacionados.

Os compostos relacionados séo das classes dos esteroides colano,
diterpenoidestetraciclicos, diterpendides tigliano, esterdides colestano, acidos
dicarboxilicos, hidroxi acidos graxos, benzopiranos, 4',6-dimetoxiisoflavone-7-
0-beta-d-glucopyranoside, benzenoides, &cidos cinamicos e derivados,
esterdides furostano, alcoois e polidis, acils graxos sdo apresentadas a seguir:

Na anotacdo 04 pode-se observar as informacdes sobre a classe de
produtos naturais que aponta um esterdide colano (CsH3304), de massa isotopica
[M+2H]+, m/z 402,5739 Da e o ion percursor [M+Na]+ de relacdo de origem
marinha por estratégia de mutagénese quimica usando dietilsulfato m/z 827,5430
Da. Segundo XIA et al. (2009, 2014), o artigo refere-se a uma producéo ativada

de metabdlitos silenciosos no fungo Penicillium purpurogenum (DES).

Anotacao 04
Cluster lon Massa Classe
Composto anotacéo ldx COSSENO | percursor | isotopica PN
m/z (Da) | m/z(Da)
"metil (4R)-4-
(5R,8S,9S,10R,13R,17R)-
10,13-dimetil-3,6- 402,5739 | Esteroides
_ _ 9344 0,92 |827,5430 colano
dioxohexadecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-
17-il)pentanoato”

Co25H3804
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mzspec:GNPS:BILELIB19:accession:CCMSLIB00005464696

Precursor m/z: 827.5430 Charge: 1

100%

Intensity

20%

425.2649

T
400

T
a00

T
1000

Na anotagdo 07, de acordo com LIU, Y.H. et al., (2016) essa
substancia de formula C;;H300s de ion percursor de relagdo m/z 431,5228 Da,

tem como fonte folhas e caule de uma planta chamada Isodon coetsa.

Anotacéo 07
Cluster
Composto anotacgéo €0sseno lon percursor Classe PN
ldx m/z (Da)
7b,9-Dihidroxi-3-
(hidroximetil) -1,1,6,8- _ .
_ Diterpenoides
tetrametil-5-oxo- o
390,4751 tetraciclicos |
1,1a,1b,4,4a,5,7a,7b,8,9- _ .
_ 5355 0,91 [M+ACN]* Diterpendides
decahidro- 9aH- o
) (431,5228 Da) tigliano
ciclopropa[3,4]benzo[1,2-
e]azulen-9a-il acetato
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HO

HO C22H3006

Na anotacéo 12, de acordo com FAN et al., (2017) é uma substancia
da classe de produtos naturais, esterdide colestano (CssHssOg) de massa =
618,8064 Da, de ion percursor [2M+Na]+ de relacdo m/z 1260,6026 Da, esse
composto tem origem na China, nomeado Cimicifugae Rhizoma [“Sheng-ma”],
derivada do género Cimicifuga (familia Ranunculaceae).

Anotacéo 12

lon

Composto anotagdo Cluster COSSeNo | percursor Massa Classe
ldx m/z(Da) PN
m/z (Da)
"""(3R,5R,7R,8R,9S,10S,
12S,13R,14S,17R)-17-
((R)-7-acetoxi-6- Esteroi-
(acetoximetil)heptan-2-i)- 126?[’5;700 619[')8;43 des

12- hidroxi-10,13- 10055 0,88 colesta-
dimetilhexadecahidro-1H- [2M+Na] M+HT no
ciclopenta[a]fenantreno- ]

3,7-diil diacetato™""

C35H5409
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mzspec:GNPS:BILELIB19:accession:CCMSLIB00005465457
Precursor miz: 1263.7700 Charge: 1

6433810

100%:

B0%

Intensity
2
5

40%

20%

i T T = T T T T
0 200 400 600 B0 1000 1200

Anotacdo 17 refere-se a uma classe de esterdide colano de razdo m/z
1035,8052 Da, [2M+Na]+, de massa exata m/z 506,4077 Da. Este esterdide se apresenta

com ramificacdo no carbono 17, de uma molécula de glicina.

Anotacao 17

lon Massa
« Cluste | Cosse- Classe
Composto anotacao fldx | no percursor exata PN
m/z (Da) m/z(Da)
"""((4R)-4-
((BR,5R,9S,10S,12S,13R,14
S,17R)-3,12-dihidroxi-10,13- 1033’5052 506,407 | =10
dimetilhexadecahidro-1H- | 10041 | 0,84 " -, | Da
: [2M+Na] colano
ciclopenta[a]fenantren-17 -
il)pentanoil)glicilglicina™""
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mzspec:GNPS:BILELIB19:accession:CCMSLIB0O0005465706
Precursor mfz: 1035.6600 Charge: 1

529.3245

100%

Intensity

] - e . | —k
0 200 200 600 800 1000 1200

Anotacéo 42 refere-se a uma classe de acidos cinamicos e derivados
de razdo m/z 517,127 Da, [M+H]", de massa m/z 516,127 Da. Férmula molecular
CasH24012. E um polifenol, com vérias atividades bioldgicas inibe a

acetilcolinesterase (AChE) e a a-glicosidase de maneira dependente da
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concentracdo. (Disponivel

no

https://www.smolecule.com/products/s622082)

site:

Os esteroides fazem parte da estrutura das membranas dos fungos,

hormonios sexuais e fatores de crescimento.

Foi anotado (42 ), acido cinamico e seus derivados tem aplicacédo

terapéutica, além de baixa toxidade  (Disponivel no  site:
https://www.smolecule.com/products/s622082).
Anotacéo 42
lon Massa
< Cluster
Composto anotacao ldx cosseno | percursor | exata | Classe PN
m/z (Da) | m/z(Da)
Acido (3R,5R)-3,5- )
bis[[(E)-3-(3,4- 517,1340 Acidos
d|h|dro>_<|fen_|l)prop—2— 7397 0,68 [M+H]* | 516,127 cinamicos
enoil]oxi]-1,4- e
dihidroxiciclohexano- derivados
1-carboxilico
0 ~
OH
OH
C25H24012
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mzspec:GNPS:GNPS-NIH-NATURALPRODUCTSLIBRARY ROUND2_POSITIVE:accession:CCM!
Precursor mfz: 517.1340 Charge: 1

163.0401

100%

Intensity
=]
#

L
1 20 500 150 1000 1250 1500 1750 000
mz

A anotacao 44, se refere a classe anotada de esteroides de furostano
sdo saponinas esteroidais neutras, que tem como ion percursor de razdo m/z
1031,5400 Da. Sua estrutura é composta de uma aglicona com esqueleto de
triterpeno, esteroide ou alcaldide esteroidal, no qual esta ligada uma ou duas

cadeias de acgucar, que podem ser lineares ou ramificadas.

Anotacéo 44
Composto Cluster lon
~ cosseno | percursor | Subclasse: | Classe PN
anotacao ldx
m/z (Da)
Base de L .
Glicoside- | Esteroides
furostano -2H + | ) 535 1031,5400 s de
O-Hex, O-Hex- -
esteroides | furostano
dHex-dHex
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OH OH
HO OH 0 g
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mzspec:GNPS:MASSBANK:accession:CCMSLIB0O0005745388
Precursor mfz: 1031.5400 Charge: 1

100%: 1

Bl 4
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Anotacdo 45, mostra a classe de produtos naturais esterdides

colestano, de massa exata 438,335 Da, de ion precursor 899,658 Da.

Anotacao 45
Cluster lon Massa
Composto anotacgao ldx cosseno | percursor | exata | Classe PN
m/z (Da) | m/z(Da)
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(3R,7R,8R,9S,10S,12S,13
R,14S,17R)-17-((2R,5R)-
5,7-dihidroxiheptan-2-il)-
10,13-
dimetilhexadecahidro-1H
-ciclopenta[a]fenantreno-
3,7,12-triol™"™

9787

899, 658 Esteroides
0,67 | [2M+Na] | 438,335 | colestano

C26H160s5

mzspec:GNPS:BILELIB19:accession:CCMSLIBO0005465362
Precursor mfz: 899,6580 Charge: 1

1007% 1

B0%

Intensity
a
£

40% 4

20% 1

I.I.Il-.l.

461.3224

400

T L T L T
600 800 1000

Anotagdo 15, mostra a classe de produtos naturais, tais como: dos

acidos dicarboxilicos, acidos graxos hidroxilados de massa exata 342,206 Da
[2M+Na]*, de ion precursor 707,4010 Da [M+H].
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Anotacao 15

Cluster lon percursor Massa
Composto anotacao C0SSeNno exata Classe PN
ldx m/z (Da)
m/z(Da)
Acido (2E,4E)-12-
hidroxi-13- o
) L Acidos
Simentetadoca 4 707,400 Da | 55 9 | dicarboxilicos |
. ol M+ H ’ Acidos graxos
dienodioico [IIN- 8784 0,87 |1 ] [2|\/|+Na]+ hidroxigllados
baseado em:
CCMSLIB00000847643]

C18H3006

Precursor m/z: 707.4010 Charge: 1

mzspec:GNPS:GNPS-NIH-NATURALPRODUCTSLIBRARY_ROUND2_POSITIVE:accession:CCMSLIB00005721493

100%

80% -

Intensity
2
kS

40%

20%

365.1947

anldl
200 300

T
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—
500

T L I.
600 700

T
800

900

Anotacao 23,

benzopiranos, de ion percursor de razdo m/z 439,1600Da.
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Anotacao 23

lon
Composto anotacgao Cluster c0sseno | percursor Classe PN
ldx
m/z (Da)

4-hidroxi-7-metil-2-
[2-[3,4,5-trihidroxi-6-

. o 439,1600
(hidroximetil)oxan-2- )
o _ 5631 Da Benzopiranos
ilJoxipropan-2-il]-2,3- 0,78

. [M+H]*

di-hidrofuro[3,2-

g]Jcromen-5-um

HO

C 21H27019

mzspec:GNPS:MONA:accession:CCMSLIB0O0004709169
Precursor mfz: 439.1600 Charge: 1

om
2 .
S [ H-C_30dias ]
[
P
100%: 1
B0%
>
2
B B0
=
0%
("3 ]
o
==
[ =)
20% ~
i~
- vl L.l L, , 1 1 |
L] 100 200 0 400 500
e

60
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Anotacéo 31

~_ | Cluster lon Massa
Composto anotacao COSSeNo | percursor Classe PN
ldx m/z(Da)
m/z (Da)
CAS: 19046265
Correspondéncia 4°,6-

P , dimetoxiisoflavone-
Espectral para 4°,6- 7-0-beta-d-
Dimetoxiisoflavona- 461,145 | 460.434 lucobvranoside:

7-O-.beta.-D- 6384 | 0,73 Da Da gin@n%o 7(Bed-
glucopiranosideo de luco irarTosioni) ]
NIST14 glucopir

6-metoxi-3-(4-
metoxifenil) -4h-1-
benzopirano

’ - 0 OH

\ Q,J
0 g
HO or
C23H24010

mzspec:GNPS:GNPS-NIST14-MATCHES::accession:CCMSLIB00003134734
Precursor mfz: 461.1450 Charge: 1

100%

BO% 4

60% 1

Intensity

2%

299.0914

p—256.0727

0 100

500




Anotacéo 34

Composto Cluster | cosseno lon Classe | Super classe
anotacéo ldx percursor
m/z (Da)
3-[(Z2)-heptadec- | 3553 0,73 | 369,544 Da | Fenodis | Benzendides
10- [M+Na]*
enil]benzeno-
1,2-diol
Ca3H350:
mzspec:GNPS:MONA:accession:CCMSLIB0000469824/
Precursor m/z: 369.2760 Charge: 1
100% 1
80% 1 =
<
R} :
& E
g 60%
40% ~
g
: :
20% - 2
w
(P
0 100 200 300 400
miz
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Anotacao 48

lon
Composto anotagéo CIILéS):er cosseno | percursor | SuperClasse | Classe
m/z (Da)
2-(21-amino-3,20-di- Lipidios e
hldro;;;g)czf_%s:an-z- - 066 558.40 moléculas Acils
: 7 ’ [M+Na]® | semelhantes | Graxos
(hidroximetil)oxano-
3,4,5-triol a lipidios
- 0 OH
run‘:]
HO H2N
HO  Ho
C28Hs5708N1
mzspec:GNPS:MONA:accession:CCMSLIB00004709211
Precursor mfz: 558.3980 Charge: 1
B0%
&0%
20°% %
. 1 L
4l

100

200

300

T00)
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Anotacoes 49

lon
C < Cluster Pathway
omposto anotacdo ldx C0SSeNo percursor NP
m/z (Da)
N-[propil-[2-(2,4,6-
triclorofenoxi)etilJcarbamoil] alcaloide
_ 2787 0,66 353,632
formamida
0 \ﬁ
NH W /O
P " \/\o
C13H15N205Cl3

mzspec:GNPS:MASSBANK:accession:CCMSLIB0O0005726972
Precursor mfz: 353.0220 Charge: 1

308.0005

100%

Intensity

S0% -

2659536
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Ferramenta do MolNetEnhancer

Com a ferramenta do MolNetEnhancer, é possivel visualizar as

SUpEI‘Cl&SSGS existentes nas amostras.

Visdo Geral

Column

Mapping Type

Alkaloids and derivatives
Benzenoids

Lipids and lipid-ike molecules
Mudleosides, nucleotides, and analogues
Organic Polymers

Organic acids and derivatives
Organic nitrogen compounds
Crganic oxXygen compounds
Organohalogen compounds
Organoheterocydic compounds
Phenylpropancids and polyketides

no matches

Alcohols and polyols

Benzoic acids and derivatives

Bile acids, alcohols and derivatives
Fatty acid esters

Fatty acids and conjugates
Flavoneid glycosides
O-methylated flavoncids

Steroidal glycosides

Terpene lactones

Tetracarboxylic adds and derivatives
nan

no matches
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Anotacdo 45
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(3R,7R,8R,9S,10S,12S,13R,14S,17R)-17-((2R,5R)-5,7-
dihydroxyheptan-2-yl)-10,13-dimethylhexadecahydro-1H-
cyclopenta[a]phenanthrene-3,7,12-triol
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Alcohols and palyols

Benzoic acids and derivatives

Fille acids, alcohols and derivatives
Fatty acid esters

Fatty acids and conjugates
Flavanaid glycosides
O-methylated flavonoids

Steroidal ghycosides

Terpene lactones

Tetracarboxylic adds and derivatives
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no matches
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Dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine
-N-methyl from
NIST14



5.8 Resultados dos estudos do extrato da monocultura da Exophiala
spinifera

5.8.1 Isolamento do metabdlito secundario da levedura negra Exophiala
spinifera

Nesta parte do trabalho investigou-se os constituintes da monocultura
da levedura negra Exophiala spinifera, isolada da formiga cortadeira
especificamente do bitd (macho) de Atta laevigata (saluva cabeca de vidro)
presente no jardim de fungos do ninho.

Como primeiro passo desse estudo, priorizou-se a preparacdo de
monoculturas em meio solido da levedura negra E. spinifera, para posteriormente
transferir inoculos para o meio Czapek Dox Broth, sendo necessarios um maior
volume (10 L) para a obtencdo de uma quantidade de massa significativa para a
realizacdo das analises.

Iniciaram-se o0s estudos da monocultura da levedura negra, e 0s
possiveis metabdlitos presentes foram separados em um equipamento HPLC
(Shimadzu® Corporation) de escala preparativa.

Analises da fracdo F1 foram executadas e também foi analisado a
amostra do meio de cultura Czapek Dox Broth, (Figura 35) extraido usando
mesmo procedimento da extracdo das fracdes da cultura, com a finalidade de
monitorar a presenca de alguma substancia residual que possa interferir nas
interpretacdes das analises das fracbes coletadas. Como pode-se observar no
cromatograma da Figura 35, ndo apresentou residuos significativos que poderiam
interferir na interpretacdo dos cromatogramas adquiridos.

Na anélise da fracdo F1 foi gerado um cromatograma, que permitiu
ter informac0es sobre a fracdo, indicando ser a melhor proposta, para o estudo do

iIsolamento de substancias da monocultura E. spinifera com uma absorc¢éo intensa,
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evidenciando a presenca de substancia que possibilitou a coleta para que fosse

estudada, como representa o cromatograma na Figura 36.
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FIGURA 35 - Cromatograma do meio de cultura Czapek DOX Broth, extraido,
referente a injecdo no sistema HPLC preparativo, monitorando a presenca de
alguma substancia residual que possa interferir nas interpretacdes das analises das
fracdes coletadas.
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FIGURA 36 - Cromatograma da amostra da fracdo F1, referente a anélise
exploratoria (HPLC escala preparativo), mostrando a absor¢do nomeada de F1.2_
amostra P7.
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Nesta separacdo ilustrada na Figura 36, foi gerado sete fragoes,
denominadas P1, P2, P3, P4, P4, P5, P6, P7. Todas as fracdes foram analisadas
por RMN *H, as quais apresentaram sinais de pouca intensidade exceto a fragéo
P7 que exibiu sinais representativos e isto indicou ser a melhor fracdo a ser
estudada.

Esta Figura 37 mostra os resultados dos espectros de RMN H das

sete fracOes analisadas:
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FIGURA 37 - Comparacdo dos espectros de RMN *H das fracdes P1 a P7, obtidos
em obtidos em MeOHy, .

A fracédo P7 (68,5 mg) apresentou um precipitado com aparéncia de um
p6 fino, de coloracdo branca ilustrado na Figura 38, numa quantidade

visivelmente consideravel para execucdo de futuras analises.
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FIGURA 38 - Foto da substancia isolada P7, sendo evaporada pelo evaporador
rotativo, mostrando a formacdo de um precipitado branco, aparentando um po
fino.

5.8.2 Elucidacdo estrutural do metabolito isolado da levedura negra
Exophiala spinifera

A partir da fracdo isolada, amostras foram preparadas para iniciar a
caracterizacdo e possivel elucidacdo da estrutura da substancia isolada (P7). A
elucidacdo estrutural do metabdlito isolado da levedura negra foi realizada através
de dados espectroscopicos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), RMN 1D
e 2D, espectrometria de massas e espectrometria no infravermelho. Dados foram
obtidos e todas as atribuicdes dos sinais observados nas anélises de RMN-H,
RMN-13C, e DEPT, COSY, HSQC e HMBC estéo apresentados na Tabela 06. Em

seguida estdo 0s respectivos espectros.
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TABELA 6 - Dados dos deslocamentos quimicos de RMN 'H (400 MHz) e RMN
13C (400 MHz) e 2D obtidos em MeODyg4, para 0 composto isolado P7.

Carbono- | H$ Carbono- H 3§
Hidrogénio| ppm | 3C & ppm Hidrogénio| ppm |3C 5 ppm
1 173,9 1" C=0 164,0
2 113,2 2 113,2
3 155,7 3 155,7
4 6,60sl 102,5 4 163,93
5 5 6,72d
161,6 J8Hz 109,0
6 6 6,62d
6,43sl 111,8 J8Hz 116.8
7 145,0 7 149,0
8 2,66 t 34,9 8 2,93 36,9
9 1,61 30,8 9 1,62 32,7
10 1,31 30,8 10° 1,29 33,1
11 1,31 30,8 117 1,31 30,8
12 1,31 30,6 12 1,31 30,6
13 1,30 23,7 13 1,30 23,7
14 0,88 14,4 14 0,88 14,4
1" 3,70 102,3
2" 3,46 75,0
3" 3,69 77,2
4" 3,42 71,3
5" 3,44 78,1
6" 3,71 62,6
1" 3,72 102,5
2™ 3.58 75,0
3™ 3,81 72,3
4™ 3.88 70.1
5™ 3,44 78,1
6™ 3.88/3.77 62.4
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Espectro de RMN *H (400 MHz)
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FIGURA 39 - Espectro de RMN *H (400 MHz) do composto isolado P7.
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Espectro de RMN *3C (400 MHz
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FIGURA 40 - Espectro de RMN *C (400 MHz) do composto isolado P7.

Espectro de RMN DEPT do composto isolado P7.
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FIGURA 41 - Espectro de RMN DEPT (400 MHz) do composto isolado P7.
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Espectro de RMN 2D COSY do composto isolado P7.

)

3CB43_FUNGOD_C_P7 -1
ORIENTADOR Joao Batista
GRUPO PN Lo
cosyl6_sw22ppm MeOD {C:\NMRData} jb_doral 2
- - 1
E - -
- e =%
F2
™ = Ls
- e o
=Y
@ i 4
E - - = _
r =
—é - r
7
&
Fa
Fl0
11
12
lllllllllllllllllllllllllll T
7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 35 30 25 20 L5 Lo 0.5 0.0 -05
12 (ppm)

FIGURA 42 - Espectro de RMN COSY (400 MHz) do composto isolado P7.
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FIGURA 43 - Ampliacgdo da regido 6 0,5 a 3,5 no espectro de RMN COSY (400
MHz) do composto isolado P7.

J

86



JOML O 0 S
CRENTADOR oo Betats N
~ -

LI MO0 (WS B e §

161 ‘ ? b oy
s

FIGURA 44 - Ampliagdo da regido 6 2,3 a 4,3 no espectro de RMN COSY (400
MHz) do composto isolado P7.
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FIGURA 45 - Ampliacdo da regido 6 4,2 a 8,2 no espectro de RMN COSY (400
MHz) do composto isolado P7.
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FIGURA 46 - Ampliagdo da regido 4 5,95 a 6,95 no espectro de RMN COSY (400
MHz) do composto isolado P7.

Espectros ampliados de RMN 2D, HMBC do composto isolado P7
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FIGURA 47 - Ampliagdo da regiao 6 0,55 a 1,50 no espectro de RMN HMBC
(400 MHz) do composto isolado P7.
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FIGURA 48 - Ampliacao da regiao 6 1,51 a 1,75 no espectro de RMN HMBC
(400 MHz) do composto isolado P7.
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FIGURA 49 - Ampliacdo da regido o 2,3 a 4,0 no espectro de RMN HMBC (400
MHz) do composto isolado P7.
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FIGURA 50 - Ampliagdo da regido 6 6,20 a 6,85 no espectro de RMN HMBC
(400 MHz) do composto isolado P7.
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FIGURA 51 - Ampliagdo da regido 6 0,6 a 3,0 no espectro de RMN HSQC (400
MHz) do composto isolado P7.
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FIGURA 52 - Ampliacao da regido 6 3,10 a 4,10 no espectro de RMN HSQC (400
MHz) do composto isolado P7.
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FIGURA 53 - Ampliagdo da regido 8 6,25 a 6,95 no espectro de RMN HSQC (400
MHz) do composto isolado P7.
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Iniciando as anélises dos espectros de Ressonancia Magnética
Nuclear pode-se verificar no espectro de RMN!H que em posi¢do meta aparecem
dois dubletos correspondendo a hidrogénios de anel aromatico (dn 6,72; o 6,62,
J=8HZ) e um tripleto (64 0,88) correspondendo um grupo terminal metila.

O espectro de RMN de C exibiu ressonancia de quarenta carbonos,
incluindo um de carbonila de éster em (6¢ 163,69 referente ao C-1°, C=0), um
grupo metil em ¢ 14,44 referente ao C-14’ e seis grupos metilenos entre 6¢ 23,71
¢ 0c 34,87 caracteristicos de cadeia longas alquiilicas.

Os aneis aromaticos foram caracterizados pelos sinais
correspondentes de carbonos quaternarios C-2°, C-3°, C-4’, C-7’ respectivamente
0c2113,22; d¢3 155,68; dcq 102,45; d¢7- 148,82 e quatro carbonos CH no C-4, C-
6, C-5" e C-6’ referentes dcq 102,45; 0ce 111,81; d¢s: 163,93; dce 111,81 que
mostram correlagdes com oy 6,60; oy 6,43; 6 6,72; oy 6,62 respectivamente no
HSQC.

Os valores para os glicopiranosideos foram caracterizados pelos
sinais de C-1" ao C-6" 0s 0c;~ 102,32; 8¢y~ 74,98; 6¢3»77,15; dcq» 11,25; 6¢5-78,11
¢ dce» 62,58 e para o outro glicopiranosideo de C-1"" a C-6", 0 8¢;+102,45; 6¢2-»
74,98; 0¢c3-72,34; 6ca70,14; d¢5-78,11 € dce 62,39,

Com as atribuicOes dos espectros de Ressonancia magnética Nuclear
de H, BC, COSY, DEPT, HMBC e HSQC, foi proposta a estrutura apresentada
na Figura 48 para o composto isolado da monocultura da levedura negra E.
spinifera. A razdo massa carga 833,3572 DA e a formula molecular C4HsgNaO7
(molécula sodiada), foram obtidas para esta molécula em seu espectro de massas

de alta resolucao.
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FIGURA 54 - Proposta da molécula do composto isolado P7.

Para confirmar a estrutura da substéncia P7 produzida pela levedura
negra, foi realizada analises de espectrometria de massas que apresentou o

seguinte espectro:
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FIGURA 55 - Espectro de MS Full Scan do composto isolado P7.
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O espectro de massa mostra a presenca do ion molecular sodiado de
massa molecular 833,3550 Da, assim como possivel fragmentacdo da molécula
sugerida em seguida:

Fragmentacdo foi sugerida:

CsoHssNaO17 de relagéo (m/z 833,3550 Da),

Perda do fragmento Cs H100Os m/z 162,0528 Da, um grupo glicosil) gerando o
fragmento CssH4sNaO:1. de relagdo (m/z 671,3044 Da),

Perda do fragmento CsH100s (m/z 162,0529 Da, um grupo glicosil) gerando o
fragmento C2sH3sNaO7 de relagdo (m/z 509,2515 Da),

Perda do fragmento CsH,Os; (m/z 111,9796 Da), gerando o fragmento
C24H3sNaO3 de relagdo (m/z 397,2719 Da).

5.8.2.1 Analise de espectrometria no infravermelho

A anélise do espectro no infravermelho fornece informacdes que
auxiliaram na determinacdo da estrutura da molécula apresentando absorcdes
caracteristicas importantes de grupos funcionais encontradas apenas em certas
regides do infravermelho.

O espectro no infravermelho do composto isolado (P7) exibiu em
3427 cm, um sinal de uma banda larga e intensa correspondente a hidroxila (OH)
de acido carboxilico. Em 2924 cm™ e 2854 cm* obseerva-se sinais de estiramento
C-H sp?. Destaca-se em 1718 cm™ uma banda intensa de estiramento de carbonila
de 4cido carboxilico (C=0). E possivel também observar sinais de estiramento em
1610 cm™ e 1465 cm* referentes a C=C de anéis aromatico e sinais de estiramento
C-O aparecem em 1058 cm™ e 1244 cm™ (PAVIA D. et al. 2015).

Portanto, a analise do espectro no infravermelho (Figura 56) revela
gue tem-se um composto com anel aromatico, tem uma parte alifatica e tem um

grupo carbonila pelo aparecimento da absor¢do em 1718 cm™.
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FIGURA 56 - Espectro no infravermelho do composto isolado P7.

Pelas analises de RMN 1D e 2D, pelos espectros de massa,
infravermelho e do perfil de fragmentacgéo, observou-se que a levedura negra E.
spinifera produz um derivado do acido exophilico (P7), e em alguns espectros de
massa mostra a presenca dessa substancia que esta presente também no cocultivo
H-C_ ML_30 dias.

O acido exophilico (Figura 57) foi reportado pela primeira vez por
(ONDEYKA, J.G. et al., 2004). Em 2015, CHEIKH-ALLI, Z. et al. isolaram e
identificaram 21 metabolitos secundarios derivados do &cido exophilico nas cepas
de Exophiala sp. entretanto essas moléculas sdo diferentes da isolada e
identificada neste estudo. Até o momento pesquisado na literatura, este é o
primeiro estudo que isolou este derivado em cepas de Exophiala ou outra fonte

ou tenha sido sintetizado.
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FIGURA 57- Representacdo da estrutura molecular do composto isolado P7 e do
acido exophilico.

5.8.2.2 Espectrometria de massa do composto isolado em outras

culturas

Para 0s espectros de massa, 0 banco de dados da Agilent MassHunter
METLIN inserida no LC/MS Q-Tof, mostrou a presenca do composto isolado P7
de razdo m/z 833,3566 Da na condigdo do cocultivo entre L. gongylophorus e E.
spinifera (H-C_30 dias) e na monocultura da levedura negra E. spinifera (C).

Os cromatogramas do ion extraido Figura 58, mostra que ndo ha
picos no meio de cultura CZAPEK, na monocultura do fungo L. gongylophorus e

ndo héa picos no cromatograma do solvente.
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FIGURA 58 - Cromatogramas do ion extraido, mostrando a auséncia de picos do
meio de cultura, do solvente e da monocultura do L. gongylophorus.

Os cromatogramas do ion extraido (EIC), foram focados no
composto isolado P7 de razdo m/z = 833,3597 Da, ion sodiado, cocultivo entre L.

gongylophorus e E. spinifera (H-C_ 30 dias).

No espectro Full Scan (Figura 59) modo de ionizacdo positivo do

cocultivo H-C_30 dias. Observa-se a presenca do composto isolado P7 sodiado.
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FIGURA 59 - Espectro Full Scan, cocultivo H-C_30 dias, presenca do composto
isolado P7 sodiado.

O espectro do cocultivo H-C_30 dias (Figura 60), foi detectado além
do composto isolado P7, um outro ion de razdo m/z = 669,2911 Da que é um ion

sodiado, que provavelmente forma um dimero m/z = 1315,5918 Da.
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FIGURA 60 - Espectro Full Scan, cocultivo H-C 30 dias, mostrando a presenca
de um dimero.
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Buscando a massa de 487.2300 Da (Figura 61), encontrou-se na

monocultura E. spinifera este perfil:

104 +E3I| EIC(487.2300) Scan Frag=110.0% C mono_07 12 2021_novo.d
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FIGURA 61 - Cromatograma (EIC) da monocultura E. spinifera (C).
e do cocultivo H-C.

Ao extrair 0 espectro de massas no tempo de retengéo, Tr16.832 min,
paraa monocultura E. spinifera (C), o espectro mostra (Figura 62) provavelmente,
a presenca de uma substancia com [M+Na]*m/z 671,3081 e também a formacao
de um dimero massa 1319,6262 Da (671,3081-22,99= 648,3181x
2=1296,6362+22,99= 1319,6262).
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FIGURA 62 - Espectro de massas Full Scan para a monocultura E. spinifera (C),
no Tr 16.832 min, da monocultura E. spinifera (C).

Este espectro de massas da monocultura E. spinifera (C), indica a
presenca de uma substancia com [M+Na]* m/z 669.2924 Da e que pode formar
uma dimero (massa/carga 1315,5947 Da) (669,2924-22,99=646,3024x2=
1292,6048+22,99=1315,5948).
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FIGURA 63 - Espectro de massas Full Scan para a monocultura E. spinifera (C),
no Tr16.172-16.205 min.
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Este espectro de massas, mostra (Figura 64), um ion de razdo m/z =
329,1742 Da de formula molecular [(Cyo H24 O4)+H]*, presente no cocultivo H-
C_30 dias.

(C20 HZ4 O4)+H)+

Q20 1742

HZ24 O4]+H)+

DI NAFTD

—

-~ 2o
r'l'l 1212
>

e IR 3430

FIGURA 64 - Espectro de massas, cocultivo H-C_30 dias, mostrando a presenca
de um ion de razdo m/z = 329,1742

Essas analises de espectrometria de massa mostram alguns
compostos induzidos no cocultivo H-C_ML 30 dias e na monocultura da

levedura negra.

6. Atividades biologicas

6.1 Avaliacdo antifungica de difusdo em agar

Uma avaliacdo antifungica de difusdo em agar foi executada para o
cocultivo entre o L. gongylophorus e E. spinifera (H-C), para extrato bruto da
monocultura da E. spinifera (C), para o composto isolado (P7) e para o solvente
que foi solubilizada as amostras dimetilsulféxido (DMSO) (Figura 65).

O meétodo de difusdo em &gar € um teste qualitativo que néo requer

equipamento especifico, é simples, de baixo custo e de facil interpretacdo, e
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fornecem resultados que orientam na triagem de substancias com acéo
antimicrobiana (AMPARO et al., 2020).

Foram considerados microrganismos suscetiveis aqueles que tinham
uma média de halo de inibicdo maior que 10 mm. (Tabela 7) (AMPARO, T.R. et
al., 2020).

TABELA 7 - Valores em mm dos halos de inibicdo dos extratos bruto dos
metabdlitos do cocultivo H-C, E. spinifera (C) e da substancia isolada (P7).

Extrato bruto Solvente EEX t;atic;] i?gl;g) Substancia
Cocultivo (H-C) DMSO ' FEC) isolada (P7)
Halo de
inibicdo 24,5 0 24,8 25,8
(mm)

FIGURA 65 - Ensaio de avaliacdo antifungica, difusdo em &gar dos extratos bruto
dos metabdlitos do cocultivo H-C, da E. spinifera (C) e da substancia isolada (P7).

Os resultados indicam um halo translucido de inibicdo das amostras
ensaiadas, com valores acima de 10 mm que é considerado ativo para o

microrganismo, resultado positivo para inibi¢do do L. gongylophorus.

6.2 Avaliacdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) pelo método

espectrofotométrico de Ellman

Na busca de novos inseticidas, o0 composto isolado (P7) da levedura
negra E. spinifera e o extrato bruto da monocultura, foi ensaiado com a enzima
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acetilcolinesterase (AChE) isolada da formiga cortadeira Atta sexdens e a
acetilcolinesterase (AChE) do peixe Electrophorus electricus.

A acetilcolinesterase é a enzima responsavel pela catalise da
hidrolise do neurotransmissor (moléculas produzidas e liberadas por neurdnios)
acetilcolina produzindo acetato e colina.

Nos insetos, a acetilcolina € um dos mais importantes
neurotransmissores, e a inibicdo da AChE produz um colapso generalizado que
leva o inseto a morte, o que faz com que a enzima AChE seja um alvo importante
para o desenvolvimento de novos inseticidas (RHEE, I.K. et al., 2001).

Conforme pode se observar na Tabela 8, houve diferenca de interacao
entre o extrato da cultura pura da E. spinifera (extrato C) e o Composto isolado
(P7) da monocultura da E. spinifera com as enzimas acetilcolinesterase (AChE)
do peixe Electrophorus electricus e da formiga Atta sexdens. Estas enzimas
apresentam diferencas no sequenciamento de aminoacidos presentes em cada
enzima. A AChE de E. electricus se assemelha a AChE humana em identidade
sequencial de aminoéacidos aproximadamente em 84%, ja a identidade sequencial
da AChE de A. sexdens com a de Homo sapiens é de 43 % (SANTQOS, 2017).

Os extratos de metabdlitos E. spinifera e P7 foram submetidos aos
testes com as enzimas AChE e os resultados desses ensaios sdo apresentados na
Tabela 8.
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TABELA 8 - Porcentagem de inibicdo (% 1) do Extrato C (cultura pura da E.
spinifera) e do Composto isolado da cultura pura da E. spinifera (P7), nas AChEs
de peixe-elétrico e AChE-Atta sexdens da formiga cortadeira (C=0,1mg/mL).

% | AChE-
Fungo Electrophorus % | AChE-Atta sexdens

electricus

Extrato bruto

metabolitos E. 75, 04 (x 0,099) 46,42 (= 0,005)

spinifera
Composto isolado de
metabolitos E. 68,45 (£ 0,020) 28,57 (£ 0,001)
spinifera (P7)

Conforme os resultados observados, os ensaios com a enzima AChE-
Electrophorus electricus indicaram o extrato bruto oriundo da cultura pura da E.
spinifera e do composto isolado do metabolito E. spinifera P7, foram efetivo com
uma porcentagem de inibicdo 75,04 % (x0,099) e 68,45 % (x 0,020)
respectivamente. Ja para 0s mesmos extratos ensaiados com a enzima AChE-Atta
sexdens houve inibicdo, mas em um indice inferior de 46,42 % (+ 0,005) e de
28,57 (£ 0,001) respectivamente.

Embora as atividades de inibicbes com a enzima AChE-Atta sexdens,
seja inferior, ainda pode-se considerar que € um bom resultado levando-se em
consideracéo da baixa concentracdo (0,1 mg/mL) dos extratos testados.

Com esses resultados pode-se considerar promissora as inibi¢oes

apresentadas e como eficiente a metodologia de cultivo para essa finalidade.

6.3 Ensaio para a inibicdo da enzima acetilcolinesterase em
Microelétrodos descartaveis

Nas areas médicas, industrial e ambiental, h4& uma grande demanda

por eletrodos sélidos e muitas tentativas de se construir eletrodos descartaveis
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tem-se desenvolvido. A regeneracédo da superficie ap0s 0 uso é o maior obstaculo
para o desenvolvimento de eletrodos solidos comerciais.

Uma das alternativas apresentada foi o desenvolvimento de eletrodos
descartaveis, logo os descartaveis eliminariam a necessidade de regeneracéo da
superficie. As vantagens destes também séo facil construcéo, baixo custo, boa
reprodutibilidade, e ainda podem ser produzidos em massa (NASCIMENTO,
V.B.; ANGNES, L., 1998).

Essa técnica foi usada para medir a porcentagem de inibicdo da
AChE com o extrato bruto da levedura negra, o composto isolado P7 e do meio
de cultura como controle.

Nota-se na Figura 66 que a inibicdo é proporcional ao tempo de ac¢ao
do composto sobre a AChE, de forma que a partir de 10 minutos de incubacéo nos
biossensores para as solucdes de extrato e CZAPEK, a corrente de inibicédo tende
a manter a mesma faixa de porcentagem de inibicdo devido a cinética da reacao.
Para a solugdo do P7, com o tempo de 10 minutos de reacao, a corrente de inibigdo
estd em 47,9% e acima deste tempo a mesma também se estabiliza em faixas
préximas de porcentagem de inibicdo. Para obter um método rapido de teste de
inibicdo, optou-se por trabalhar com esta faixa de tempo (10 minutos de
incubacéo) para o estudo de variagdo de concentracdes das trés solugdes testadas.
Sendo que em 10 minutos de reacdo a solucdo de extrato inibiu a atividade

enzimatica em 40,74% e a solucdo do meio CZAPEK obteve 25,66% de inibicéo.
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FIGURA 66 - Efeito dos tempos de incubacdo do extrato, CZAPEK e composto
P7 nas correntes de pico de oxidacéo da tiocolina, calculado pela porcentagem de
inibicdo. Solucdo de ASChl 60 mmol.L' em tampdo fosfato 10 mmol.L™.
[AChE]= 0,05 mg.mL . Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz.

Analisando a Figura 67, percebe-se que as trés solugdes utilizadas
para 0s bioensaios ndo apresentaram um aumento significativo de inibicdo em
proporcdo com 0 aumento de concentracdo das mesmas. Entende-se aqui que 0s
trés inibidores em concentragdes maiores que 5 mg.mL™ tendem a atingir a
cinética da reacdo com a enzima presente na superficie dos biossensores causando
assim uma estabilizacdo da corrente de inibicdo. E notavel que a solucio de
CZAPEK apresenta a menor porcentagem de inibicdo entre as trés solucdes,
obtendo uma resposta entre 27% a 31%. Na Tabela 9 segue de forma detalhada a
porcentagem de inibicdo em cada concentracdo testada e também o valor de IC50

para cada solucéo estudada.
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FIGURA 67 - Gréfico de correlacdo entre a porcentagem de inibicao e a variacao
de concentracdo das solucdes de extrato, CZAPEK e Composto P7. Solucédo de
ASChl 60 mmol.L? em tampédo fosfato 10 mmol.L. [AChE]= 0,05 mg.mL™.
Amplitude= 50 mV; f= 50 Hz.

TABELA 9 - Porcentagem de inibicdo em cada concentracdo testada e também
0 valor de C50 para cada solucao estudada.

Concentracéo 5 10 15 20 25 30 IC 50
mg.mL? mg.L™?
CZAPEK - 27,94 | 29,43 | 30,98 | 30,09 | 31,40 | 3,51
(1 %) (£1,27)
Extrato (1%) - 43,65 | 4582 | 4531 | 47,94 | 50,72 | 2,44
(£1,8)
P7 (1%) 40,18 | 40,51 | 42,31 | 43,41 | 42,37 - 0,39
(x0,49)

107



7. Conclusoes

A levedura negra E. spinifera estudada neste trabalho demostrou que
0 cocultivo ¢ uma metodologia que pode ser aplicada para a inducdo de
metabdlitos secundarios da levedura negra Exophiala spinifera juntamente com o
fungo mutualista Leucoagaricus gongylophorus que apontou ser uma linhagem
produtora de antifungico, visto que a relacdo m/z do composto isolado P7 aparece
em dois dos cocultivos, 0 C-H_ML_15 dias e no cocultivo que mais se destacou
na producdo de metabdlitos H-C_30 dias que foram alvo de nossos estudos.

Ao analisar muitos dados por Analise multivariada ndo foi possivel
diferenciar os grupos, tornando-se dificil as interpretacdes, portando realizou-se
0 estudo individual de cada condi¢do de cocultivo utilizada neste trabalho.

Pela analise estatistica com base no teste T, 0 ion m/z 721,2606 Da
foi evidenciado do cocultivo C-H_15 dias e também o ion de m/z 833,3600 Da.

Pelas analises de PCA observou-se que houve apenas um cocultivo
(H-C_ML_30 dias) que mais se diferenciou das monoculturas e do meio de
cultivo, por isso foi necessario realizar a analise de PLS-Da, uma anélise
supervisionada, para verificar diferenca entre os grupos de metabdlitos induzido
pelo cocultivo. Com esse resultado evidenciado, essa condi¢do de cocultivo
mostrou ser uma metodologia interessante para inducdo de metabolitos.

A utilizacdo de ferramentas analiticas nos cocultivos foi importante,
pois apresentou a provavel producdo de compostos ainda ndo descritos na
literatura.

Analises de RMN, espectrometria de massas e infravermelho
confirmaram a producdo de um metabolito presente na monocultura da levedura
negra E. spinifera (P7), que, até onde se sabe, este é o primeiro estudo que isolou

este derivado em cepas de Exophiala spinifera.
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Os espectros de massas comprovaram a presenca do composto
isolado P7 da monocultura, no cocultivo entre a levedura negra E. spinifera com
o fungo mutualista L. gongylophorus (H-C_30 dias).

Os resultados nos ensaios com acetilcolinesterase de peixe elétrico
Electrophorus electricus e da formiga Atta sexdens, na concentracdo de 0,1
mg/mL foram muito promissores nos estudos da aplicacdo dessas enzimas como
potenciais inseticidas e nos estudos do controle da formiga cortadeira.

Ensaio para a inibicdo da enzima acetilcolinesterase em
microelétrodos descartaveis foram executados e apresentaram inibi¢cdo da AChE
para a composto isolado P7, com o tempo de 10 minutos de reacdo, a corrente de
inibicdo esta em 47,9% e acima deste tempo a mesma também se estabiliza em
faixas proximas de porcentagem de inibicdo. Embora as atividades de inibi¢cdes
com a enzima AChE seja inferior, ainda pode-se considerar que € um bom
resultado levando-se em consideracéo as baixas concentracdes de inibicdo (IC50)
dos extratos, P7 e CZPEK testados.

Os conjuntos de resultados obtidos nesse trabalho sobre o estudo do
cocultivo entre L. gongylophorus e E. spinifera e cultivo da monocultura da
levedura negra E. spinifera fornecem dados que impulsionam a pesquisa no

controle das formigas cortadeiras.
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Anexo 1

Report _Fungo C_5 dias

SAMPLE INFORMATION

Sample Name:
Sample Type:
Vial:

Injection #:

Injection Volume:

Run Time:

Date Acquired:
Date Processed:

CML_5d 1 Acquired By: UFSCAR

Unknown Sample Set Name AMOSTRAS 14 _11_2017
1B,3 Acq. Method Set:  Metodo agua e ACN 16 min

1 Processing Method PM CML

5.00 ul Channel Name: 254 Onm

16.0 Minutes Proc. Chnl. Descr:  PDA Spectrum PDA 254 .0 nm

11/14/2017 3:44.07 PM BRST
1/21/2018 12:20:12 PM BRST

Cromatograma
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Minutes

Peak Results

Name RT Area Height | Amount | Units

1 | Peakl 254.0nm | 0691 236985 31273
2 | Peal2 2540nm | 4332 679985 | 29014
3 | Peald3 2540nm | 4654 | 112689 6961
4 | Peakd 254.0nm | 7.582| 232358 | 17992
5 | Peald 254.0nm | 7977 174265 14407
6 | Peaks 254.0nm | 9388 | 438630 49923
7 | Pealy 254.0nm | 11.557 [ 112308 [ 12313
8 | Peald 254.0nm | 12,038 [ 155470 ( 34308
O | Peald 254.0nm | 12156 ( 264878 ( 73584
10 | Peakl0 254.0nm | 12255 230733 | 56498
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Peak Results

Mame RT Area Height | Amount | Units

11 | Peakl1 254.0nm | 12.351 | 5569053 | 2400026

12 | Peakd2 254.0nm | 12583 | 254275 42445

13 | Peakl3 254.0nm | 12714 | 186076 | 22869

14 | Peakid 254.0nm | 12,825 | 186143 | 50883

15 | Peald 5 254.0nm | 13.012 | 172486 | 21447

16 | Peakdd 254.0nm | 12117 | 256421 | 42485

17 | Peald7 254.0nm | 13.311 | 677887 | 240507

18 | Peakl8 254 0nm | 13505 | 429701 | 23232

10 | Peakd9 254 0nm | 129091 | 244865 | 25908

20 | Peal20 254.0nm | 14238 | 406123 | 10676

Report  Fungo C 10 dias

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: CML_10d 1 Acquired By: UFSCAR
Sample Type: Unknown Sample Set Name AMOSTRAS 27_11 2017
Vial: 1:B,3 Acg. Method Set: Método 4gua e ACN 16 min
Injection #: 1 ProcessingMethod PM CML
Injection Volume: 5.00 ul Channel Name: 254.0nm
Run Time: 16.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: PDA Spectrum PDA 254.0 nm

Date Acquired:
Date Processed:

11/27/2017 2:30:08 PM BRST
1/21/2018 12:28:01 PM BRST

Cromatograma
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Peak Results
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Name RT Area Height | Amount| Units

1 | Peakl1254.0nm | 4.220| 135986 5824

2 | Peak2254.0nm | 9.348| 126443 13378

3 | Peak3254.0nm [11.970| 143502| 14758

4 | Peak4 2540nm [12.105| 137944| 31541

5 | Peak5254.0nm |12.310 |4571122 1736194

6 | Peak6 254.0nm |12.556 | 951992 259172

7 | Peak7 254.0nm |12.816| 206856 44542

8 | Peak8254.0nm |13.302| 692914 55752

9 | Peak9254.0nm |13.360 | 112943 23242

10 | Peak10254.0nm |13.579 | 408538 23728

11| Peak11254.0nm | 13.805| 320531 24788

12 | Peak12254.0nm | 13.978| 983926/ 20429

Report Fungo C 15 dias
SAMPLE INFORMATION

Sample Name: CML_15d_1 Acquired By: UFSCAR
Sample Type: Unknown Sample Set Name AMOSTRAS 2_12 2017
Vial: 1:A8 Acq. Method Set: Metodo agua e ACN 16 min
Injection #: 1 Processing Method PM CML
Injection Volume: 5.00 ul Channel Name: 254.0nm
Run Time: 16.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.:  PDA Spectrum PDA 254.0

Date Acquired:
Date Processed:

12/2/2017 2:02:05 PM BRST
1/21/2018 12:29:36 PM BRST
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Peak Results

Mame RT Area Height | Amount | Units

1| Peakl 2540nm | 0718 | 117268 21077

2| Peal2 254 0nm | 9252 | 112088 12553

3| Peab3 254 0nm | 12200 | 3810874 | 1543121

4 | Peakd 254 0nm | 12549 | 732596 | 2058383

5| Peabs 254 0nm | 12813 | 147304 2748

G | Peakd 254.0nm | 13107 | 130174 12625

7| Peabd 254.0nm | 13311 | 314453 444658

8 | Peakd 254.0nm | 13588 | 703708 11376

Report_Fungo C 20 dias
SAMPLE INFORMATION

Sample Name: CML_20d_1 Acquired By: UFSCAR
Sample Type: Unknown Sample Set Name AMOSTRAS 04 01 2018
Vial: 1:E4 Acg. Method Set: Método dgua e ACN 16 min
Injection #: 1 Processing Method PM CML
Injection Volume: 5.00 ul Channel Name: 254.0nm
Run Time: 16.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.:  PDA Spectrum PDA 254.0 nm

Date Acquired:
Date Processed:

1/5/2018 1:35:57 AM BRST
1/21/2018 12:33:21 PM BRST

Cromatograma
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Peak Results

Mame

RT

Area

Height

Amount | Units

Peakl 254.0nm

0678

869936

127314

Peak2 254 0nm

1.025

230069

12811

Peak3 254 0nm

2050

142153

4140

Peakd 254 0nm

9.466

298792

36280

Peakd 254 .0nm

12.007

244069

29885

Peakt 254.0nm

12228

840855

158150

Peaki 254.0nm

12336

6253300

2651549

Peakd 254 .0nm

12579

288704

40451
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Peakd 254.0nm

12.832

188213

41964

—
L]

Peak10 254.0nm

13.021

205628

17531

11

Peakl1 254 0nm

13.342

755681

311852

12

Peakl2 254 0nm

13.680

267233

12696

13

Peak13 254 0nm

14.108

292154

7578

Report Fungo C_25 dias

SAMPLE

INFORMATION

Sample Name:
Sample Type:
Vial:

Injection #:
Injection Volume:
Run Time:

Date Acquired:
Date Processed:

CML_25d_1
Unknown
1:E,7

1

5.00 ul

16.0 Minutes

1/5/2018 2:26:07 AM BRST
1/21/2018 12:34:39 PM BRST

Acquired By:
Sample Set Name
Acq. Method Set:
Processing Method
Channel Name:
Proc. Chnl. Descr.:

UFSCAR
AMOSTRAS 04 _01_2018
Método agua e ACN 16 min
PM CML

254.0nm

PDA Spectrum PDA 254.0 nm

Cromatograma
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Peak Results

Mame RT Area Height | Amount | Units
1 | Peakd 2540nm | 0638 | 240748 36134
2 | Peak? 254 Onm 1041 | 150083 7144
3 | Peak3 254 Onm 0427 | 152459 18148
4 | Peakd 254 0nm | 11456 | 174896 16465
5 | Peakd 254.0nm | 11992 | 153056 38123
6 | Peakt 254 0nm | 12219 164368 28845
7 | Peaky 254 0nm | 12,323 | 7764513 | 2843454
8 | Peak8 254 0nm | 12696 | 107316 17538
9 | Peakd 254 0nm | 12814 | 189304 47323
10 | Peak10 254 Onm | 13.110 | 118768 14441
11| Peakd1 254.0nm | 13331 617005 | 254204
12 | Pealk12 254 .0nm | 13668 [ 318299 13819
13| Peak13254.0nm | 14.075 [ 330537 area
Report_ Fungo C_30 dias
SAMPLE INFORMATION
Sample Name:  CML_30d_1 Acquired By: UFSCAR
Sample Type: Unknown Sample Set Name AMOSTRAS 04 01 2018
Vial: 1:F 2 Acg. Method Set:  Metodo agua e ACN 16 min
Injection #: 1 Processing Method PM CML
Injection Volume: 5.00 ul Channel Name: 254 Onm
Run Time: 16.0 Minutes Proc. Chnl. Descr..  PDA Spectrum PDA 254.0 nm

Date Acquired:
Date Processed:

1/5/2018 3:16:16 AM BRST
1/21/2018 12:36:15 PM BRST

Cromatoarama
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Peak Results

Mame RT Area Height | Amount | Units
1 | Peakl 2540nm | 0693 | 212810 | 25164
2 | Peak? 2540nm | 1.099 | 217779 7836
3 | Peakd 2540nm | 9459 | 352197 | 44296
4 | Peakd 254 0nm | 11488 | 227130 | 22047
5 | Peakd 254.0nm | 12.000 | 219794 | A4703
6 | Peaki 254.0nm | 12225 | 320788 | 5B80H1
7 | Peaki 254.0nm | 12.326 | 9036695 | 2878227
B | Peakd 254.0nm | 12818 | 318120 | 4548
O | Peakd 254 0nm | 13.025 | 219848 | 32454
10 | Peak10 254.0nm | 13.140 | 150626 | 24011

Mame RT Area Height | Amount | Units
11| Peak11 254.0nm | 13.333 | 1877130 | 1102049
12 | Peakl2 254.0nm | 13595 | 185874 | 24031
13 | Peakl3 254.0nm | 13718 | 183515 | 12204
14 | Peakl4 254.0nm | 14238 | 257547 7834

Report_Fungo C_35 dias

SAMPLE INFORMATION

Sample Name: CML_35d 1 Acquired By: UFSCAR
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Sample Type:
Vial:
Injection #:

Injection Volume:

Run Time:

Date Acquired:
Date Processed:

Unknown
1:F,5

1

5.00 ul

16.0 Minutes

1/5/2018 4:06:25 AM BRST
1/21/2018 12:37:55 PM BRST

Sample Set Name AMOSTRAS 04 _01_2018
Acg. Method Set: Método 4gua e ACN 16 min
Processing Method PM CML

Channel Name:

254.0nm

Proc. Chnl. Descr.: PDA Spectrum PDA 254.0 nm

Cromatograma
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Peak Results
MName RT Area Height | Amount | Units
1 | Peakl 254.0nm 0691 158172 22548
2 | Pealk2 254 0nm o83 171133 173585
3 | Peak3 254 0nm 9h32( 358208 48025
4 | Peakd 254 0nm | 11.547 | 281125 32324
5 | Peakd 254 .0nm | 12020 | 280174 920
G | Peakd 2584.0nm | 12107 | 199357 43451
T | Peaki 254 .0nm | 12.341 | 9832830 | 2873189
8 | Peakd 254 0nm | 12558 | 343364 50963
9 | Peakd 254 0nm | 12824 | 310974 | 110924
10 | Peak10 254 0nm | 13.029 | 288009 26750
MName RT Area Height | Amount | Units
11| Pealkl1 254 0nmi | 13.338 | 1366240 | 761623
12 | Peal2 254 0nm | 13.718 | 233245 11954
13 | Pealk12 254 0nm | 14108 | 318965 8293
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Report Fungo C_40 dias

SAMPLE INFORMATION

Sample Name: CML_40d_1 Acquired By: UFSCAR

Sample Type: Unknown Sample Set Name AMOSTRAS_04 01_2018
Vial: 1:F,8 Acq. Method Set: Método agua e ACN 16 min
Injection #: 1 Processing Method PM CML

Injection Volume: 5.00 ul Channel Name: 254.0nm

Run Time: 16.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: PDA Spectrum PDA 254.0 nm

Date Acquired: 1/5/2018 4:56:35 AM BRST
Date Processed: 1/21/2018 12:39:33 PM BRST

AU

Cromatograma
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Peak Results

MName RT Area Height | Amount | Linits
1 | Peakl 2540nm | 0695| 331300| 46333
2 | Pealk? 2540nm | 1.094 | 136249 4308
3 |Peal32540nm | 9531 135568 ( 16061
4 | Peakd 254 Onm | 11544 | 266060 | 28718
5 | Peakd 254 0nm | 12020 | 247764 | 66496
6 | Peakt 254.0nm | 12230 | 732206 | 138889
7 | Peak? 254.0nm | 12.339 | 9100248 | 287441
B | Peakd 254.0nm | 12558 | 285738 | 41767
9 | Peal@ 254.0nm | 12823 | 289188 | 80883
10 | Peakd0 254 Onm | 13338 | 602820 | 246174
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Mame RT Area Height | Amount | Units
11| Peaki1 254.0nm | 13.600 | 107449 13428
12 | Peak12 254 0nm | 13.718 | 492776 10235
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