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Resumo

INFLUENCIA DO CATION MANGANES-II COMO AGENTE ABIOTICO NO
METABOLISMO SECUNDARIO DE FUNGOS EXTREMOFILOS DO
GENERO Talaromyces.

Este trabalho investigou o impacto do cation manganés-II como indutor abidtico na modulagao
do metabolismo secundario de fungos extremofilos do género Talaromyces, com foco na
producao de compostos bioativos com potencial antioxidante. Foram conduzidos trés modelos
experimentais utilizando as espécies Talaromyces sp., Talaromyces fuscoviridis € Talaromyces
aureolinus, cultivadas em meios modificados contendo diferentes concentragdes de Mn?**, com
o objetivo de ativar vias biossintéticas latentes e promover a geragdo de metabolitos secundarios
inéditos ou pouco explorados. No Capitulo 1, avaliou-se o efeito de concentragdes crescentes
de manganés (0 a 1000 mM) sobre o perfil metabolico de Talaromyces sp., com destaque para
alteracdes significativas em policetideos envolvidos na rota mista de formacdo dos
meroterpenoides. Foram isolados e caracterizados sete compostos por RMN e HRMS, incluindo
fenois e acidos hidroxibenzoicos. Analises multivariadas (PCA e dendrograma) revelaram que
concentragdes intermedidrias (125 e 250 mM) induziram mudangas distintas no perfil quimico,
sugerindo perturbacdo na biossintese de metabolitos especificos. No capitulo 2, os extratos
foram submetidos a triagem antioxidante utilizando um método adaptado de analise por DPPH-
UPLC. A adicdo de Mn?" aumentou a atividade antioxidante de fragdes especificas,
correlacionando o estresse oxidativo a maior producio de compostos fenolicos e aromaticos. A
analise por GC-MS permitiu anotar substancias ausentes nos extratos controle. No Capitulo 3,
o estudo concentrou-se no fungo Talaromyces fuscoviridis, isolado de solo contaminado por
rejeito de mina de cobre. A producgdo de esteroides poliénicos foi estimulada pelo cultivo em
arroz suplementado com Mn?**, resultando no isolamento de dois compostos majoritarios:
Ergosta-3(4),7,14,22-tetraeno (1la), inédito na literatura, e Ergosta-5,7,14,22-tetraeno-3f-ol
(2a), com estruturas confirmadas por RMN 1D/2D, HRMS e difra¢do de raios X. Ambos
apresentaram atividade antioxidante superior a 80% em comparacdo ao -caroteno em baixas
concentragdes. A analise por PCA evidenciou clara separacdao entre as amostras com € sem
Mn?*, confirmando o papel indutor do cation na biossintese esteroidal. Por fim, no Capitulo 4,
foram isoladas e quantificadas trés depsidonas lactonicas produzidas pelo fungo Talaromyces
aureolinus cultivado em meio czapek e arroz suplementado com manganés: composto 1 (11-
hidroxi-3-(1-hidroxi-3-metilbutil)-4-metoxi-9-metil-5H,7H-dibenzo[b,g][ 1,5]dioxocina-5-
ona), composto 2 (7-hidroxi-4,11-dimetoxi-3-vinil-5H,7H-dibenzo[b,g][1,5]dioxocina-5-ona)
e composto 3  (1,6-di-hidroxi-8-metil-11H-dibenzo[b,e][1,4]dioxepina-11-ona). A
quantificagdo por UPLC-MS indicou que o Mn** favoreceu a produgdo dos trés compostos
isolados, sugerindo efeito seletivo sobre a via biossintética das lactonas. A integracao de dados
espectroscopicos e redes moleculares (GNPS) evidenciou alteragdes no perfil quimico global,
com agrupamentos distintos entre os tratamentos com e sem Mn?*. Os resultados demonstram
que o manganés atua como modulador eficaz da expressdao metabdlica em fungos extremofilos,
favorecendo a producdao de metabolitos com potencial biotecnologico. A pesquisa contribui
para o entendimento da resposta adaptativa desses organismos ao estresse metalico e oferece
subsidios para a exploragdo racional da biodiversidade microbiana como fonte de novos
compostos bioativos.

Palavras chaves: fungos extremdfilos, Talaromyces sp., Talaromyces fuscoviridis, Talaromyces
aureolinus, compostos bioativos.
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Abstract

INFLUENCE OF THE CATION MANGANESE-II AS AN ABIOTIC AGENT
ON THE SECONDARY METABOLISM OF EXTREMOPHILIC FUNGI OF
THE GENUS Talaromyces.

This study investigated the impact of the manganese-(II) cation as an abiotic inducer in
modulating the secondary metabolism of extremophilic fungi of the genus Talaromyces, with a
focus on the production of bioactive compounds with antioxidant potential. Three experimental
models were conducted using the species Talaromyces sp., Talaromyces fuscoviridis, and
Talaromyces aureolinus, cultivated in modified media containing different concentrations of
Mn?*, aiming to activate latent biosynthetic pathways and promote the generation of novel or
poorly explored secondary metabolites. In Chapter 1, the effect of increasing manganese
concentrations (0 to 1000 mM) on the metabolic profile of Talaromyces sp. was evaluated, with
emphasis on significant alterations in polyketides involved in the mixed pathway of
meroterpenoid biosynthesis. Seven compounds were isolated and characterized by NMR and
HRMS, including phenols and hydroxybenzoic acids. Multivariate analyses (PCA and
dendrogram) revealed that intermediate concentrations (125 and 250 mM) induced distinct
changes in the chemical profile, suggesting disruption in the biosynthesis of specific
metabolites. In Chapter 2, the extracts were subjected to antioxidant screening using an adapted
DPPH-UPLC assay. The addition of Mn** enhanced the antioxidant activity of specific
fractions, correlating oxidative stress with the increased production of phenolic and aromatic
compounds. GC-MS analysis allowed the annotation of substances absent in the control
extracts. In Chapter 3, the study focused on the fungus Talaromyces fuscoviridis, isolated from
soil contaminated by copper mine tailings. The production of polyene steroids was stimulated
by cultivation in rice supplemented with Mn?**, resulting in the isolation of two major
compounds: Ergosta-3(4),7,14,22-tetraene (1a), unprecedented in the literature, and Ergosta-
5,7,14,22-tetraen-3B-ol (2a), with structures confirmed by 1D/2D NMR, HRMS, and X-ray
diffraction. Both exhibited antioxidant activity greater than 80% compared to B-carotene at low
concentrations. PCA analysis showed clear separation between samples with and without Mn?,
confirming the inducing role of the cation in steroidal biosynthesis. Finally, in Chapter 4, three
lactone depsidones were isolated and quantified from Talaromyces aureolinus grown in Czapek
medium and rice supplemented with manganese: compound 1 (11-hydroxy-3-(1-hydroxy-3-
methylbutyl)-4-methoxy-9-methyl-5H,7H-dibenzo[b,g][ 1,5]dioxocin-5-one), compound 2 (7-
hydroxy-4,11-dimethoxy-3-vinyl-5H,7H-dibenzo[b,g][1,5]dioxocin-5-one), and compound 3
(1,6-dihydroxy-8-methyl-11H-dibenzo[b,e][1,4]dioxepin-11-one). Quantification by UPLC-
MS indicated that Mn** favored the production of all three isolated compounds, suggesting a
selective effect on the lactone biosynthetic pathway. The integration of spectroscopic data and
molecular networking (GNPS) revealed alterations in the global chemical profile, with distinct
clustering between treatments with and without Mn?*. The results demonstrate that manganese
acts as an effective modulator of metabolic expression in extremophilic fungi, favoring the
production of metabolites with biotechnological potential. This research contributes to the
understanding of the adaptive response of these organisms to metal-induced stress and provides
a basis for the rational exploration of microbial biodiversity as a source of novel bioactive
compounds.

Keywords: extremophilic fungi, Talaromyces sp., Talaromyces fuscoviridis, Talaromyces
aureolinus, bioactive compounds.
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1. Introducao

1.1. Importancia dos fungos e seus metabolitos secundarios

Os fungos extremofilos, particularmente aqueles pertencentes ao género
Talaromyces, t€m se destacado como organismos de grande interesse biotecnoldgico devido a
sua notavel capacidade de adaptagdo a condigdes ambientais adversas, como altas
concentragdes de metais pesados, temperaturas reduzidas e baixa disponibilidade de nutrientes
(BILLS & GLOER, 2016; SHI et al., 2024; YOUSSEF & SINGAB, 2021). Essa resiliéncia
fisioldgica esta associada a um metabolismo secundario altamente versatil, capaz de gerar uma
diversidade de compostos bioativos com aplicagdes potenciais nos setores farmacéutico,
agricola, ambiental e industrial (LIND et al., 2017; CACHO, TANG & CHOOI, 2014; REEN
etal.,, 2015; KELLER, 2015).

Apesar de sua promissora capacidade biossintética, muitos dos mecanismos
moleculares que regulam a producdo de metabdlitos secundarios nesses fungos permanecem
pouco compreendidos. Estudos demonstram que fatores abidticos, como variagdes na
disponibilidade de cations metélicos e a exposi¢do a radiagdo, podem atuar como gatilhos para
a ativacao de vias biossintéticas latentes (SAYED et al., 2020; LI et al., 2022). Tais estimulos
promovem a nao expressdao de genes e ampliam a diversidade quimica dos metabolitos
produzidos. No entanto, a compreensao das interagdes entre estresse ambiental e modulacao
metabolica ainda ¢ limitada, especialmente em microrganismos provenientes de ambientes
extremos (HUI et al., 2021; KISS et al., 2023; RADDADI et al., 2015).

Embora os genomas de muitos fungos revelem a presenga de numerosos clusters
de genes biossintéticos, a expressdo dessa maquinaria depende de condigdes ambientais
especificas (SUETRONG et al., 2023; ZHANG et al., 2023; ZHU et al., 2024; CHAUDHARY
etal.,2024; LIND etal.,2017; CACHO, TANG & CHOOI, 2014; REEN et al., 2015; KELLER,
2015). Isso tem levado a redescoberta frequente de compostos ja conhecidos, evidenciando a
necessidade de estratégias que estimulem a expressdo de novas vias metabodlicas. Nesse
contexto, ambientes naturalmente desafiadores tém se mostrado fontes promissoras de
microrganismos capazes de sintetizar metabolitos inéditos, como observado em organismos
isolados de wvulcoes (MARTIRENA-RAMiREZ et al., 2024; DU et al., 2008), cavernas
(RANGSEEKAWEW & PATHOM-AREE, 2019; TAVARES et al., 2018; SUETRONG et al.,
2023), desertos e lagos hipersalinos (GEORGIEVA et al., 2023), bem como do oceano
profundo (DU et al., 2010).



Com base nessa premissa, foi estabelecido um programa de bioprospeccao de
fungos extremofilos em regides brasileiras de relevancia ambiental, incluindo areas mineradas.
Em uma dessas expedigdes, amostras de solo rejeitado de uma mina de cobre no estado do Para
resultaram no isolamento de cepas pertencentes ao género Talaromyces. Um desses isolados,
identificado como Talaromyces fuscoviridis, apresentou coloracdo azulada sugestiva de
interagdo com metais e demonstrou forte atividade antioxidante em fracdes apolares,
comparavel ao B-caroteno. A analise quimica revelou dois esteroides majoritarios, sendo um
deles inédito na literatura cientifica (KIMURA, 1980; TATARCZAK-MICHALEWSKA &
FLIEGER, 2022; VISAGIE et al., 2015). A pesquisa integrou abordagens metaboldmicas e
espectrometria de massas de alta resolugdo para identificar compostos diferencialmente
destacados para avaliar sua atividade biologica por meio de bioensaios antioxidantes.

Este trabalho ampliou o conhecimento sobre os mecanismos de adaptagao
metabolica de fungos extremofilos, contribuindo para a descoberta de novas moléculas
bioativas a partir de estratégias inovadoras para otimizar a produ¢ao de compostos de interesse
biotecnoldgico, reforcando o valor da biodiversidade microbiana em ambientes extremos como

recurso para inovagao cientifica e tecnologica.



2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar a influéncia do cation manganés-II como agente abidtico modulador do
metabolismo secundario de fungos extremofilos do género Talaromyces sp, Talaromyces
fuscoviridis e Talaromyces aureolinus com foco na produgdo, caracterizagdo estrutural,
quantificagdo e atividade antioxidante de metabdlitos bioativos, a partir de abordagens
integradas de cromatografia, espectrometria de massas, metabolomica e técnicas

espectroscopicas.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos de diferentes concentragcdes de manganés-II no crescimento
micelial e na morfologia dos fungos Talaromyces sp., Talaromyces fuscoviridis e Talaromyces
aureolinus, utilizando cultivo em meio Czapek e arroz modificado com manganés-II.

- Analisar a composi¢do quimica dos extratos obtidos a partir do cultivo com e
sem Manganés-II, empregando técnicas de LC-HRMS, GC-MS e espectrometria de massas a
partir de dados em DDA via FBMN e redes moleculares (GNPS) para anota¢do e comparagao
de perfis metabolicos.

- Isolar, elucidar os compostos majoritarios, empregando técnicas como RMN
"He 13C, 1D e 2D, espectrometria de massas de alta resolugio e difracdo de raios X.

- Investigar a atividade antioxidante in vitro dos compostos isolados,
comparando sua eficacia com padrdes conhecidos como o -caroteno, utilizando o ensaio de
DPPH acoplado a UPLC-DAD.

- Realizar estudos de quantificagdo dos metabdlitos bioativos identificados em
extratos cultivados em diferentes condi¢des (czapek e arroz modificado com Manganés-II).

- Utilizar ferramentas como PCA e dendograma para diferenciar os perfis
metabolicos de acordo com o tratamento com Mn?', buscando biomarcadores diferenciais
relacionados a presenca do cation metalico.

- Correlacionar os efeitos do manganés-II na indugdo de vias metabdlicas
especificas, afim de compreender os mecanismos moleculares de adaptacdo de fungos
extremofilos e sua aplicagdo em estratégias de ativacao de biossintese de metabolitos

secundarios.



3. Revisao bibliografica

3.1. Biotecnologia na ampliacdo das pesquisas com micro-organismos: o

papel dos fungos na descoberta de novas aplicacoes

Os fungos compdem um dos grupos microbianos mais versateis € promissores
no contexto biotecnoldgico. Essa relevancia decorre de sua impressionante capacidade de
produzir uma ampla gama de metabdlitos secundarios bioativos, enzimas industriais € outras
biomoléculas com propriedades inovadoras (MOORE & NEWMAN, 2025). Fungos
filamentosos, em especial, destacam-se como produtores desses compostos em virtude da
complexidade de seus genomas e da vasta diversidade bioldgica estimada em mais de 5 milhdes
de espécies (O’BRIEN et al., 2005). Em comparagdo as bactérias, os genomas fingicos sdo
maiores e abrigam agrupamentos génicos mais abundantes e diversificados, responsaveis pela
biossintese de produtos naturais muitos dos quais ainda ndo foram acessados, pois permanecem
de forma ndo expressa em condi¢des-padrao de cultivo (KATZ & BALTZ, 2016; LV et al,,
2023; ZHANG et al., 2023).

Essa riqueza metabdlica tem impulsionado o uso de fungos em diversos setores:
saude humana, agricultura, biotecnologia industrial e ambiental. Entretanto, o reisolamento
frequente de compostos ja conhecidos ainda constitui um obstaculo importante a descoberta de
novas moléculas bioativas. Um estudo de PYE et al. (2017) mostra que, apesar de se manter em
torno de 1500 o niimero de novos produtos naturais identificados anualmente, houve uma

acentuada queda na descoberta de estruturas inéditas desde a década de 1940 (Figura 1).
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Figura 1 - Numero anual de compostos naturais publicados e propor¢dao percentual de

estruturas inéditas em relag@o ao total de substancias isoladas no periodo.

Fonte - Adaptado de PYE et al. (2017).
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Para lidar com essa limitagdo, abordagens como a desreplicacdo proposta nos
anos 1990 por CONSTANT & BEECHER vém sendo amplamente aplicadas. Esse processo
visa eliminar rapidamente compostos ja descritos nas etapas iniciais e triagem de extratos,
otimizando tempo e recursos durante a prospeccao.

A revolugdo das abordagens 6micas (gendmica, transcriptomica, protedmica e
metabolomica), aliada ao avango em ferramentas de bioinformatica, engenharia metabdlica e
técnicas modernas de cultivo e isolamento, tem permitido nao s6 o acesso a espécies antes
negligenciadas, mas também a ativagdo de clusters biossintéticos ndo expressos (Figura 2)
(HORAI et al., 2010; WANG et al., 2016; ALONSO, MARSAL & JULIA, 2015; YI et al.,
2016; COBLE & FRAGA, 2014; RUTTKIES et al., 2016; CHAUDHARY et al., 2024). Além
disso, tecnologias como CRISPR-Cas9 vém transformando a engenharia genética fungica,
possibilitando a edi¢do precisa de vias metabdlicas e ampliando a produgdo de compostos de
interesse farmacéutico ou industrial (AMAGATA et al., 2007; CHEN et al., 2015; COY &
NIETO, 2009; NIETO & AVILA, [s.d.]; HAGEMANN et al., 2008; SANTALOVA et al.,
2004; ZHANG et al., 2020; SHAO et al., 2010; MCLAFFERTY, 1981).
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Figura 2 - Aplicacdo biotecnologica de diferentes fungos.
Fonte - Adaptado de Abdulzahra B. et al. (2021), Akiyama D. et al. (2022), Medeiros L. et al.
(2015).

Entre os metabdlitos bioativos produzidos por fungos, destacam-se antibioticos
(como a penicilina, de Penicillium spp.), imunossupressores (como a ciclosporina, de
Tolypocladium inflatum), estatinas por Aspergillus spp., antifingicos como a echinocandina, de
Glarea lozoyensis, e compostos antioxidantes, antifungicos e anti-inflamatdrios produzidos

pelos fungos do género Talaromyces (AMAGATA et al., 2007; COY & NIETO, 2009;
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RIVERA et al., [s.d.]; NIETO & AVILA, [s.d.]; HAGEMANN et al., 2008; SANTALOVA et
al.,, 2004; ZHANG et al., 2020; SHAO et al., 2010). Esses exemplos ilustram o impacto
transformador da biotecnologia fingica na medicina moderna. A combinagdo da metaboldmica
com espectrometria de massas de alta resolugdo e ressondncia magnética nuclear tem sido
determinante na caracterizacdo estrutural de novos compostos e¢ na triagem de candidatos
promissores ao desenvolvimento de farmacos (WANG et al., 2016; RUTTKIES et al., 2016;
HORALI et al., 2010; COBLE & FRAGA, 2014; MCLAFFERTY, 1981; ZHU et al., 2024;
CHAUDHARY et al., 2024).

O potencial dos fungos vai além da farmacologia. Na industria, eles sdo
amplamente utilizados para a producao de enzimas como celulases, amilases, proteases e
lipases, aplicadas nas industrias de biocombustiveis, alimentos, papel e té€xtil. Fungos também
sdo explorados na sintese de acidos organicos (como acido citrico e acido latico), biopolimeros
e biossurfactantes como alternativas renovaveis e ecologicamente sustentaveis aos derivados
petroquimicos (PITT, 2014; EL-NAGGAR et al., 2015).

A diversidade funcional dos fungos se estende a biorremediacdo. Espécies
ligninoliticas produzem enzimas como lacases, monooxigenases e peroxidases capazes de
degradar compostos organicos recalcitrantes, incluindo pesticidas e hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAPs). Também tém se mostrado eficazes na recuperagdao de metais pesados por
biossor¢do e bioprecipitagdo, contribuindo para o tratamento de efluentes contaminados de
maneira ambientalmente segura (PEREZ SILVA et al., 2008; DAS, VIMALA & KARTHIKA,
2008; MENDIL, TUZEN & SOYLAK, 2008; KHALILNEZHAD et al., 2014; PARVATHI,
NARESHKUMAR & NAGENDRAN, 2007; HASAN et al., 2010; HASAN et al., 2012;
GEORGIEVA et al., 2023).

Outro campo emergente e promissor ¢ o estudo de fungos extremofilos e
endofiticos. Adaptados a ambientes extremos como salinidade elevada, temperaturas severas,
pH extremos ou alta radiagdo, esses microrganismos tém revelado metabodlitos com
propriedades antibioticas, anticancerigenas e antioxidantes ainda ndo descritas, ampliando as
fronteiras da bioprospeccao. Os fungos endofiticos, por sua vez, vém sendo estudados por seu
papel benéfico em simbiose com plantas, promovendo o crescimento vegetal, aumentando a
resisténcia ao estresse e contribuindo para o controle biologico de patogenos. Tais
caracteristicas tém impulsionado o desenvolvimento de biofertilizantes e biopesticidas que
reduzem a dependéncia de agroquimicos tradicionais (JUNIOR et al., 2002; ZIEMBINSKA et
al., 2007; SANCHEZ et al., 2007; COUTINHO et al., 1999; YERSHOV et al., 1996; SMALL
etal., 2001; SUETRONG et al., 2023).



Apesar dos avangos, desafios persistem. A dificuldade de cultivo de espécies
nao-modelares, os entraves regulatérios para novos produtos bioativos ¢ a necessidade de
escalonamento econdmico vidvel continuam a limitar o aproveitamento total do potencial
fingico (COUTINHO et al., 1999; JUNIOR et al., 2002; YERSHOV et al., 1996; SMALL et
al., 2001). No entanto, ferramentas como o sequenciamento de nova geragao (NGS), a
inteligéncia artificial aplicada a analise de dados bioldgicos e a modelagem in silico de vias
biossintéticas t€ém oferecido solu¢des promissoras, conduzindo a abordagens mais precisas e
eficientes (ZIEMBINSKA et al., 2007; SANCHEZ et al., 2007).

No cenario futuro, espera-se que a integragdo entre biotecnologia sintética,
biologia computacional, metaboldmica avancada e engenharia de processos permita o
desenvolvimento de cepas fingicas otimizadas para aplicagdes especificas. Essa convergéncia
de tecnologias devera acelerar a descoberta de biomoléculas inovadoras e consolidar a
biotecnologia fiingica como pilar estratégico para a bioeconomia global e a sustentabilidade
industrial.

A biotecnologia aplicada aos fungos ndo apenas amplia o conhecimento sobre a
diversidade metabodlica desses microrganismos, mas também abre novas possibilidades para o
desenvolvimento de produtos inovadores e sustentaveis. O aprofundamento das pesquisas nessa
area exige uma abordagem multidisciplinar, combinando técnicas avangadas de biologia
molecular, quimica analitica, bioinformatica e engenharia de processos, de forma a maximizar

o potencial biotecnologico dos fungos e suas contribuigdes para a ciéncia e a industria.

3.2. Fungos de ambientes extremos: adaptac¢oes, potencial biotecnoldgico e

aplicacoes industriais

Em meio aos desafios impostos pelos ambientes mais indspitos da Terra,
algumas formas de vida conseguem néo apenas sobreviver, mas prosperar. E o caso dos fungos
extremofilos que sdo organismos capazes de se desenvolver em condicdes consideradas letais
para a maioria dos seres vivos. Sejam temperaturas elevadas, ambientes com frios intensos, alta
salinidade, elevada radiagdo, indice de pH extremo ou escassez de nutrientes. Esses
microrganismos demonstram uma notavel adaptagdo fisiologica e bioquimica que os torna
fontes promissoras de inovacgdo cientifica e tecnoldégica (MERINO et al., 2019). Os fungos
extremofilos chamam a aten¢do ndo apenas pela resisténcia natural que apresentam, mas
também por seu potencial para gerar diferentes enzimas, metabolitos bioativos e outras
biomoléculas de interesse biotecnologico. As adaptagdes que lhes conferem essa resisténcia
envolvem modificagOes estruturais e funcionais em nivel celular e molecular, fruto de uma
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longa evolucdo sob pressdes ambientais intensas (ALAZARD et al.,, 2003; BAKER &
BANFIELD, 2003; AISLABIE & MCLEOD, 2006; BAKER-AUSTIN & DOPSON, 2007;
WADSWORTH & COCKELL, 2017; PULSCHEN et al., 2018; ALTAIR et al., 2018;
MERINO et al., 2019). A classificacdo dos fungos extremofilos esta diretamente relacionada
ao tipo de estresse ambiental ao qual estdo adaptados. Os fungos termofilicos, por exemplo,
desenvolvem-se em temperaturas superiores a 45°C e podem ser encontrados em locais como
fontes termais, solos vulcanicos e pilhas de compostagem. Géneros como Thermomyces e
Myceliophthora s3o conhecidos pela produgdo de enzimas termoestaveis, altamente valorizadas
nas industrias de biocombustiveis e processamento de biomassa (ALAZARD et al., 2003;
BAKER & BANFIELD, 2003; AISLABIE & MCLEOD, 2006; BAKER-AUSTIN &
DOPSON, 2007; WADSWORTH & COCKELL, 2017; PULSCHEN et al., 2018; ALTAIR et
al., 2018; MERINO et al., 2019). Por outro lado, os psicrofilos e psicrotrofos prosperam em
temperaturas abaixo de 15°C, sendo frequentemente isolados de ambientes polares e regidoes
permanentemente congeladas (Figura 3). Espécies como Antarctomyces, Glaciozyma e
Talaromyces produzem proteinas e enzimas que funcionam em baixas temperaturas, com

aplicacdes promissoras na industria alimenticia e farmacéutica.
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Figura 3 — Fungo Talaromyces sp isolado de ambientes extremo na regido polar.
Fonte - Adaptado de Petsch C. et al. (2021).

Também se destacam os fungos halotolerantes e halofilicos, que suportam ou
necessitam de altas concentragdes salinas para crescer. Esses organismos, encontrados em solos
contaminados com metais pesados (Figura 4), ambientes salinos, desertos salgados e ambientes
marinhos hipersalinos, incluem representantes dos géneros Aspergillus, Penicillium e
Talaromyces (ALAZARD et al., 2003; BAKER & BANFIELD, 2003; AISLABIE &
MCLEOD, 2006; BAKER-AUSTIN & DOPSON, 2007; WADSWORTH & COCKELL, 2017;

PULSCHEN et al., 2018; ALTAIR et al., 2018; MERINO et al., 2019).
8



Em ambientes de pH extremo, surgem os fungos acidofilos e alcaléfilos, que se
desenvolvem em solos acidos, residuos industriais e ambientes alcalinos. Suas enzimas
funcionam de forma eficiente sob essas condigdes adversas, sendo empregadas em produtos de
limpeza, na induastria de papel e na biorremedia¢do. Outro grupo fascinante sdo os fungos
radiorresistentes, como Cladosporium e Cryptococcus, que sobrevivem a uma condicdo de
elevada radiacdo. Esta habilidade ¢ atribuida, em parte, a presenca de melanina em suas células,
que atua como barreira protetora contra o estresse oxidativo. Essas espécies estdo sendo
estudadas para aplicagdes espaciais, como escudos bioldgicos para astronautas e sistemas de

bioconversdao em ambientes extraterrestres.
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aureolinus fuscoviridis

ina,dle Cobre- —

: % "

e

[ Fungo 2 ]

y/
1

Figura 4 - Fungos de solos contaminados com metais pesados.

Fonte - Adaptado do google imagens sobre a mina do sossego — Canad dos Carajas.



A capacidade dos fungos extremofilos de lidar com condi¢des tao severas esta
associada a um conjunto sofisticado de mecanismos adaptativos. Entre eles, destacam-se:
alteracdes na composicdo da membrana celular, que conferem estabilidade térmica,
flexibilidade em baixas temperaturas e resisténcia a pressdo osmotica; sintese de enzimas que
mantém sua atividade em condigdes que inativariam enzimas convencionais; producdao de
compostos protetores, como pigmentos, antioxidantes e osmoprotetores que preservam
estruturas celulares e evitam danos moleculares; regulacdo génica refinada, com ativagdo de
vias de reparo de DNA, expressdo de proteinas e controle epigenético em resposta ao ambiente
(ALAZARD et al., 2003; BAKER & BANFIELD, 2003; AISLABIE & MCLEOD, 2006;
BAKER-AUSTIN & DOPSON, 2007; WADSWORTH & COCKELL, 2017; PULSCHEN et
al., 2018; ALTAIR et al., 2018; MERINO et al., 2019).

A biotecnologia moderna tem voltado seus olhos para os fungos extremofilos
como fontes de solugdes inovadoras em multiplos setores. Enzimas obtidas desses organismos
vém sendo incorporadas em processos industriais que exigem desempenho sob condigdes
extremas, como fabricagdo de biocombustiveis, produ¢do de alimentos, limpeza industrial e
tratamento de residuos.

Além disso, muitos fungos extremofilos produzem metabolitos com atividade
antimicrobiana, antifingica, antioxidante e até antitumoral, representando um grande potencial
para a descoberta de novos farmacos. Na area ambiental, sua capacidade de biorremediagao de
locais contaminados por metais pesados ou solventes toxicos amplia as perspectivas de uso
sustentavel da biotecnologia (ALAZARD et al., 2003; BAKER & BANFIELD, 2003;
AISLABIE & MCLEOD, 2006; BAKER-AUSTIN & DOPSON, 2007; WADSWORTH &
COCKELL, 2017; PULSCHEN etal., 2018; ALTAIR etal., 2018; MERINO et al., 2019; ZHAI
etal., 2016).

Dessa forma, os fungos extremofilos surgem nao apenas como curiosidades da
biologia, mas como protagonistas em um cenario cientifico que busca respostas inovadoras e
sustentaveis para os desafios do século XXI. A unido entre conhecimento ecologico, tecnologia
de ponta e pensamento interdisciplinar podera transformar esses organismos singulares em

pilares de uma nova era biotecnologica.
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3.3. A quimidiversidade dos fungos do género Talaromyces

O género Talaromyces (Trichocomaceae) ¢ amplamente distribuido em diversos
habitats, incluindo solo, superficie de plantas e em alimentos. Muitas de suas espécies
apresentam notavel versatilidade fisiologica, como a resisténcia ao calor, metais pesados,
capacidade de degradacdo de residuos organicos e producdo de enzimas com aplicagdes
industriais. Além de seu uso na producdo de alimentos e na agricultura, algumas espécies sao
investigadas por seu potencial biotecnoldgico, como no biocontrole de pragas e na produgao de
compostos com interesse bioldgico (EL-NAGGAR et al., 2015; PROKSA, 2010).

A quimidiversidade do género Talaromyces tem despertado grande interesse na
comunidade cientifica, particularmente no campo dos metabdlitos secundarios. Estudos
mostram que esse género apresenta uma rica fonte de compostos bioativos, incluindo alcaloides,
policetideos, terpenoides e esteroides (Figura 5). Essas substancias apresentam uma ampla
gama de atividades bioldgicas, como propriedades antibacterianas, antifingicas, antivirais e
antioxidantes (EL-NAGGAR et al., 2015; PROKSA, 2010).

Algumas espécies, como Talaromyces pinophilus, se destacam pela capacidade
de degradar residuos agricolas, contribuindo para a sustentabilidade ambiental e a reciclagem
de biomassa para utilizacdo em processos de biorremediacdo. Ja Talaromyces funiculosus é
conhecido por sua presenca em alimentos, podendo atuar tanto na biotransformacdo de
substratos quanto na deterioracao de produtos alimenticios, levando a podridao da parte central
de diferentes frutos. Essa versatilidade funcional ¢ refletida na diversidade quimica dos
metabolitos produzidos por esses fungos (KUML et al., 2014; LIU et al., 2021).

Entre os metabdlitos identificados, destacam-se as talatermofilinas, compostos
que podem desempenhar um papel essencial na protegao de fungos extremofilos contra o
estresse oxidativo induzido por diferentes contaminantes ambientais. Além disso, essas
moléculas apresentam atividade nematicida, demonstrando eficdcia contra os vermes de vida
livre Panagrellus redivivus (CHU et al., 2010; GUO et al., 2011; GUO et al., 2012). Outro
grupo de metabolitos de interesse sdo as lactonas sesquiterpénicas minioluteumidas, que exibem
atividade citotoxica contra células tumorais hepaticas, sugerindo um potencial terapéutico

relevante (ZHAI et al., 2015; NGOKPOL et al., 2015).
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Adicionalmente, foram identificados diversos esteroides com atividade inibitoria
sobre a monoamina oxidase, enzima responsavel pela degradagao de neurotransmissores
essenciais para a regulagdo do equilibrio fisiologico do sistema nervoso. A inibi¢do dessa
enzima pode contribuir para a manuten¢do dos niveis de neurotransmissores envolvidos em
fungdes neuromoduladoras, além de conferir um efeito antioxidante (DING et al., 2015;
NGOKPOL et al., 2015; FUJIIMOTO et al., 1988; ELE et al., 2014; LI et al., 2011a; LI et al.,
2011b). Outro aspecto notavel ¢ a capacidade de varias espécies do género Talaromyces de
produzir pigmentos naturais, como as azafilonas. Essas substidncias possuem aplicagdes
promissoras na industria de corantes naturais e cosméticos, destacando-se como alternativas
sustentaveis aos corantes sintéticos (DING et al., 2015; NGOKPOL et al., 2015; FUIIMOTO
etal., 1988; ELE et al., 2014; LI et al., 2011a; LI et al., 2011Db).

O crescente interesse pela diversidade quimica dos fungos Talaromyces se deve
as suas possiveis aplicagdes na industria farmacéutica, agroquimica e biotecnoldgica. Assim, a
investigacdo de suas vias biossintéticas e o desenvolvimento de novas metodologias para a
descoberta de compostos bioativos sdo areas de estudo promissoras, com potencial para avangos
significativos na exploragdo de metabdlitos secundarios fingicos.

Apesar do grande avango na caracterizacdo quimica das espécies de
Talaromyces, muitas ainda permanecem pouco estudadas, indicando um vasto potencial
inexplorado. A capacidade dessas espécies de biossintetizar metabolitos tnicos, impulsionada
por seu maquinario enzimatico diversificado, refor¢a a importancia de investigagoes futuras. O
continuo avanco nas abordagens metabolomicas, aliado ao uso de ferramentas computacionais
para andlise de biossintese, torna evidente a necessidade de uma exploragdo mais profunda da
quimiodiversidade dos fungos do género Talaromyces. Dessa forma, a descoberta de novos
metabolitos podera contribuir significativamente para o desenvolvimento de novos farmacos,
agroquimicos e biotecnologias sustentaveis.

Esses fungos sdo encontrados em uma ampla gama de ambientes, o que reforca
sua impressionante capacidade adaptativa. Em solos, por exemplo, espécies como Talaromyces
aureolinus (Figura 6) e Talaromyces purpureogenus habitam areas ricas em matéria organica,
desempenhando papel essencial na decomposicdo da biomassa e na ciclagem de nutrientes,
processos fundamentais para a manutencao dos ecossistemas (WEI; XU; WANG, 2021).

Esses fungos do género Talaromyces apresentam morfologia tipica de fungos
filamentosos, caracterizada pelo desenvolvimento de hifas septadas que formam micélio
vegetativo denso. Em suas estruturas reprodutivas, produzem conidios assexuados, geralmente

dispostos em conidioforos ramificados ou simples, e ascosporos sexuados dentro de ascos, que
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sdao frequentemente agrupados em cleistotecios ou estruturas similares a esporangios. Esses
organismos podem exibir variagdes morfoldgicas dependendo das condi¢des de crescimento,
mas a presenca de hifas bem definidas e a capacidade de formar tanto conidios quanto

ascosporos (WEI; XU; WANG, 2021).

Figura 6 — Micrografia do fungo Talaromyces aureolinus.
Fonte - Adaptado de Wei Shangzhu et al. (2021).

J4 em ambientes marinhos, algumas linhagens demonstram notavel tolerancia a
salinidade, o que ndo apenas evidencia sua adaptagdo fisioldgica, mas também desperta o
interesse cientifico por seu potencial como fonte de biomoléculas com propriedades estruturais
e bioativas unicas, muitas vezes distintas daquelas produzidas por espécies de ambientes
terrestres.

Outro aspecto relevante ¢ a presenga de Talaromyces como fungos endofiticos.
Espécies como Talaromyces wortmannii sao isoladas de tecidos vegetais, sugerindo uma
relagdo simbidtica com as plantas hospedeiras. Nessa interagdo, o fungo pode atuar na
promocgao do crescimento vegetal, além de contribuir para a resisténcia a estresses bioticos e
abioticos, como patdgenos e condi¢cdes ambientais adversas (MACCHERONI et al., 2010;
SANTOYO et al., 2016; AZEVEDO et al., 2000; REKHA et al., 2013).

Em habitats considerados extremos, como regides com altas temperaturas,
ambientes contaminados por metais pesados ou substratos com baixa disponibilidade de
nutrientes, espécies como Talaromyces sayulitensis € Talaromyces marneffei se destacam. A
capacidade de sobreviver e até prosperar em tais condigdes adversas revela um metabolismo
altamente flexivel, capaz de ativar vias bioquimicas especificas para sua sobrevivéncia — um

atributo valioso para aplicagdes em biotecnologia ambiental e industrial (PONGPOM et al.,
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2020; PASRICHA et al., 2016; GOES et al., 2017).

Essa ampla diversidade ecologica ¢, portanto, reflexo direto da adaptabilidade e
da riqueza metabdlica do género Talaromyces. O estudo aprofundado dessas espécies e de seus
ambientes naturais ndo apenas amplia nosso conhecimento sobre a ecologia microbiana, mas
também abre portas para novas descobertas em dareas como bioprospeccao de compostos
bioativos, produ¢ao de enzimas industriais e solugdes sustentdveis para os desafios da

agricultura e do meio ambiente.
3.4. Influéncia dos cations metalicos na fisiologia fiingica

Os cations metalicos exercem fungdes centrais na bioquimica e fisiologia dos
fungos, atuando como verdadeiros moduladores da atividade celular (GADD, 2010). Elementos
como ferro (Fe) e manganés (Mn) ndo apenas participam de reacdes metabdlicas essenciais,
mas também influenciam profundamente a expressdo génica, a estrutura celular e a producao
de compostos bioativos (SANTELLI et al., 2010; DAS et al., 2011). A compreensdo de como
esses metais impactam a vida fungica tem ganhado relevancia a medida que se reconhece seu
potencial para aplicagdo em biotecnologia, especialmente na produgdo de metabdlitos
secundarios e na adaptacdo a ambientes extremos (GAVRILESCU, 2004).

Entre esses elementos, o ferro destaca-se como um cofator vital para uma série
de processos bioquimicos, incluindo a respiracao celular, o metabolismo de radicais livres e a
sintese de sideroforos que sdo moléculas especializadas na captacdo de ferro em ambientes
pobres nesse nutriente (TEBO et al., 2004; TEBO et al., 2005; NEALSON, 2006). J& o
manganeés, embora tradicionalmente associado a organismos fototroficos, tem demonstrado a
capacidade de substituir parcialmente o ferro em diversas fungdes metabolicas, principalmente
em contextos de escassez de ferro ou em ambientes ricos em Mn (BROUWERS et al., 2000;
LEARMAN et al., 2011).

O ferro, em suas formas Fe?" e Fe**, ¢ indispensavel para a atividade de
citocromos na cadeia transportadora de elétrons, essencial na geracao de energia mitocondrial
(TEBO et al., 2004). Ele também estd envolvido no metabolismo de espécies reativas de
oxigeénio (EROs), na sintese de grupos heme e em complexos ferro-enxofre (NEALSON, 2006).

Por sua vez, o manganés, geralmente presente como Mn?', ativa diversas
enzimas antioxidantes, incluindo uma variante da superoxido dismutase (SOD), participa da
fotossintese em microrganismos e pode atuar em vias bioquimicas semelhantes as do ferro,
contribuindo para a resisténcia celular ao estresse oxidativo (GORBACHEVA et al., 2009;
HANSEL et al., 2012).
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Essa substituicao funcional entre Ferro e o Manganés tem efeitos profundos
sobre a fisiologia fungica, alterando desde a respiracdo mitocondrial até a produgdo de
compostos secundarios, passando por aspectos morfoldgicos como a estrutura da parede celular
(BURGER et al., 2008; SANTELLI et al., 2010).

Quando o manganés substitui o ferro na enzima superoxido dismutase, ha uma
reconfiguragdo da resposta antioxidante. Essa mudanca pode resultar em uma capacidade
aumentada de eliminar EROs, especialmente em fungos adaptados a ambientes oxidantes
(HOPE; BOTT, 2004; LEARMAN et al., 2011; SUJITH; BHARATHI, 2011). Em espécies
extremofilas, a predominancia de Mn-SOD sobre Fe-SOD estd frequentemente associada a
maior resisténcia a estresses ambientais.

O ferro € essencial para a fun¢do dos citocromos mitocondriais. Em sua auséncia,
e diante de altas concentragdes de manganés, pode haver uma modulagdo da respiragdo
aerdbica, levando alguns fungos a favorecerem vias fermentativas como rota alternativa para
geracdo de energia (NEALSON; TEBO; ROSSON, 1988; HANSEL et al., 2012).

A disponibilidade de ferro e manganés regula diretamente a producdo de
sider6foros e influencia a sintese de compostos como policetideos e alcaloides. A presencga de
mangangs, ao alterar esse balango, pode reprogramar metabolicamente os fungos. Estudos com
espécies dos géneros Talaromyces e Aspergillus demonstram que a variacao nos niveis de Fe e
Mn impacta diretamente o perfil de metaboélitos produzidos (ZHANG et al., 2002; SANTANA,
2009).

O manganés também pode influenciar a sintese de componentes da parede
celular, como glicanos e quitina. Isso pode resultar em alteracdes estruturais, como o aumento
da resisténcia mecanica ou mudancas na morfologia dos esporos. Em determinadas espécies,
observa-se a formacdo de esporos menores e maior resisténcia ao estresse osmotico sob
condig¢des de baixo ferro e alto manganés (SANTELLI et al., 2010; SAMPAIO et al., 2008).

A manipulagdo dos niveis de ferro e manganés em culturas fungicas tem se
mostrado uma estratégia eficaz para induzir respostas metabolicas especificas. Dentre as
principais aplicacdes destacam-se: producdo direcionada de metabolitos de interesse, como
pigmentos naturais, antibidticos, enzimas industriais € compostos bioativos com potencial
farmacéutico; biorremediagdo e biomineracdo, aproveitando a capacidade adaptativa de fungos
a ambientes contaminados com metais pesados, onde o manganés pode compensar a limitagao
de ferro (BURGOS et al., 2010; DAS et al., 2011; ATSDR, 2000; EPA, 1994); engenharia
metabolica, com a introdu¢do ou modulagdo de vias manganés-dependentes como alternativa a

processos bioquimicos ferro-dependentes como 2-OGD e P-450, possibilitando maior robustez
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celular em bioprocessos industriais.

A substituicdo funcional de ferro por manganés em fungos representa uma
estratégia adaptativa fascinante, com implicag¢des tanto ecologicas quanto biotecnologicas. O
uso de abordagens integradas como metabolomica e espectrometria de massas ¢ fundamental
para desvendar as mudancas metabdlicas envolvidas, permitindo a identificacio de
biomarcadores, novas rotas reacionais biossintéticas, novos catalisadores, novos precursores €
novas condi¢des reacionais (Figura 7) (EHRLICH; NEWMAN, 2009; Moore & Newman,
2025; SUJITH; BHARATHI, 2011).

Mn

Manganés

E 54.338

- Novas rotas
- Novos catalisadores
- Novos precursores
- Novas condi¢des reacionais

Figura 7 - Inser¢ao dos cations metalicos como fonte de inducdo e desenvolvimento.
Fonte - Elaborado pelo autor.

Avancos na engenharia genética e no uso de sistemas multidmicos (gendmica,
transcriptomica, protedmica e metabolomica) permitirdo a construgdo de linhagens fingicas
otimizadas para ambientes industriais e extremos. Além disso, técnicas de co-cultivo em que
diferentes microrganismos competem por espaco € nutrientes podem ser exploradas para
estimular a produg¢do de metabolitos especificos relacionados a interagdes simbidticas ou
inibitorias.

Em resumo, o estudo das interacdes entre ferro e manganés no metabolismo
fngico abre caminhos promissores para o desenvolvimento de solugdes sustentaveis e
inovadoras em areas como biotecnologia ambiental, industrial e farmacéutica. Os fungos, mais

uma vez, se mostram aliados valiosos na busca por mecanismos experimentais mais eficientes.
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4.Capitulo 1 — Manganés como causa de pertubacido da biossintese de
policetideos em Talaromyces sp.

4.1. Introducao

O metabolismo secundério fungico ¢ um tema-chave nas pesquisas de produtos
naturais devido aos profundos impactos positivos ou negativos na saude humana causados pelas
substancias resultantes desses processos bioquimicos (NEWMAN & CRAGG, 2016). Enquanto
muitas substancias fungicas podem ser utilizadas no tratamento de doengas humanas, como os
compostos azolicos, que sdo divididos em imidazois e triazdis. Esses compostos sdo
amplamente empregados no tratamento de diversas enfermidades, incluindo a Doenca de
Chagas, a reducao dos efeitos nefrotdxicos causados por outros compostos, como a anfotericina
B, e o tratamento de diferentes tipos de micoses causadas por fungos patogénicos, ou ainda
inspirar a sintese ¢ o desenvolvimento de novos farmacos, sendo a atorvastatina um bom
exemplo, inspirada nas lovastatinas, elas também podem representar um grave problema de
salide para os animais em geral, quando atuam como micotoxinas, como moniliformina,
fumonisinas, deoxinivalenol e seus congéneres, aflatoxinas, entre outras. A maioria dessas
toxinas ¢ carcinogénica. Portanto, ao estudar o metabolismo secunddrio microbiano, os
cientistas estdo dando grandes contribuigdes para a satide € o bem-estar humano (WANG et al.,
2018; PINEDO-RIVILLA, ALEU & DURAN-PATRON, 2022; SI et al., 2018).

Os metabolitos secundarios microbianos sdo predominantemente pequenas
moléculas bioativas, com massas moleculares variando tipicamente entre 100 e 2000 Da
(KELLER, 2019). Eles sao classificados em grupos classicos, como terpenoides, esteroides,
alcaloides, policetideos e também compostos de rotas biossintéticas mistas. Dependendo da
taxonomia fungica, os policetideos podem ser a principal via metabolica para a produgdo de
metabolitos secundarios. Com os avancos das técnicas de biologia molecular, tornou-se
possivel prever o potencial de producdo de metabodlitos secundarios para quase qualquer
microrganismo, além de caracterizar e compreender a agao do conjunto de enzimas necessarias
para a biossintese de substincias importantes. Seguindo esses desenvolvimentos, hoje ¢
possivel expressao heterdloga para a biossintese de um determinado metabélito, clonando essas
informacgdes genéticas em outro organismo, geralmente uma bactéria ou um fungo.

Apesar dos grandes avangos nessa area, ainda ¢ um grande desafio prever e
controlar a expressao da biossintese de metabolitos secundéarios microbianos em linhagens
selvagens, uma vez que a expressdo dos genes biossintéticos depende de muitos fatores de

ativacdo. Isso significa que, mesmo que um microrganismo tenha codificado um grande nimero
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de genes biossintéticos em seu genoma, ele pode nao expressa-los ou até nunca expressa-los
em condigdes artificiais de crescimento. De fato, geralmente apenas alguns genes biossintéticos
sdo expressos, resultando em substancias que provavelmente ja foram isoladas diversas vezes
de outras espécies. Essas dificuldades podem representar obstaculos para a exploracao
biotecnoldgica da biodiversidade microbiana ainda existente no planeta, especialmente em
paises como o Brasil.

Alguns pesquisadores sugeriram estratégias para superar o reisolamento de
substancias conhecidas a partir de micro-organismos na busca por novos produtos naturais
bioativos. O crescimento fungico e a producdo de metabolitos dependem fortemente da
composi¢ao quimica do meio de cultivo e de fatores abidticos, como temperatura e luz (ROSA
et al., 2019; FILL et al., 2016; BODE et al., 2002). Da mesma forma, interagdes bidticas com
organismos antagonistas também podem induzir a biossintese codificada em clusters génicos
biossintéticos cripticos. Embora essas estratégias sejam aleatdrias, elas tém produzido
resultados interessantes por meio de uma abordagem de tentativa e erro, expondo o
microrganismo a diferentes condi¢des de crescimento (FATHEPURE, 2014). Assim, uma tnica
linhagem microbiana pode produzir diversos compostos interessantes, embora sem uma
racionalizacdo clara sobre como o agente indutor atua.

Nossa contribuicdo para essas estratégias de producdo de metabolitos
secundarios envolve o uso de cations de elementos de transi¢ao em substitui¢ao ao ferro. Muitos
metais cationicos desempenham um papel essencial nos sistemas enzimaticos € possuem uma
funcdo central em sua atividade. Nossa intencao ¢ explorar um caminho para o metabolismo
secundario que possa ser mais racionalizavel e controlavel no futuro. Aqui, relatamos que uma
linhagem de Talaromyces sp. coletada no continente Antértico expressa mudangas fenotipicas
na morfologia € no metabolismo quando exposta a diferentes concentracdes de Mn*" em

substituicao ao Fe**.
4.2. Procedimentos experimentais gerais

As analises cromatograficas analiticas foram realizadas utilizando um sistema
Acquity UPLC M-Class da Waters, equipado com uma coluna CSH (C18 1,7 um, 2,1 x 100
mm). As separagdes preparativas por HPLC em fase reversa foram realizadas utilizando uma
coluna Luna Phenyl Hexyl (21,2 x 250 mm, 10 um) acoplada a um sistema Shimadzu SIL-
20AP VP, equipado com detectores de ultravioleta (SPD-20AV) e indice de refracdo (RID-
10A). A cromatografia em coluna de média pressao (MPLC) foi realizada em um sistema de

cromatografia de média pressdo Combiflash RF 200 da Teledyne-Isco, utilizando colunas

19



preenchidas com silica gel RediSep Gold. A cromatografia em camada delgada (CCD) foi
realizada em placas de silica gel GF254 pré-revestidas em folhas de alumina. As manchas foram
visualizadas sob luz UV ou por pulverizagdo com acido sulftrico a 10% em EtOH, seguida de
aquecimento.

As analises por espectrometria de massas de alta resolucao foram realizadas em
um espectrometro Thermo Scientific LTQ Orbitrap Velos Thermo com fonte de ionizagdo por
eletrospray (ESI). Os espectros de RMN de 'H, *C e 2D foram registrados em espectrometros
Bruker DRX 400, utilizando solu¢do de CDCIs com tetrametilsilano (TMS) como padrao
interno.

Os solventes organicos diclorometano, acetato de etila, metanol e etanol eram de
grau analitico e foram adquiridos das empresas Synth (Diadema, SP, Brasil) ou Quimis
(Indaiatuba, SP, Brasil). Para as separacdes por UPLC, foram utilizados acetonitrila e metanol
de grau cromatografico (Panreac, Barcelona, Espanha); a dgua foi purificada em um sistema
Milli-Q (Elga) antes do uso. Todos os demais reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich
Chemical, Exodo Cientifica (Sumaré, SP, Brasil), Neogen (Lansing, Michigan, EUA), J. T.
Baker (Phillipsburg, New Jersey, Estados Unidos) e Synth (Diadema, SP, Brasil), e foram
utilizados sem purificagdo adicional. O meio de cultura PDA (batata-dextrose-agar) foi
adquirido da Acumedia (Phillipsburg, New Jersey, Estados Unidos).

Para o cultivo do fungo, foi utilizado um incubador refrigerado com agitacdo
Tecnal - TE - 421, ajustado para uma temperatura de 25°C e agitacao constante de 120 rpm. Os
materiais utilizados foram esterilizados em uma autoclave vertical Phoenix, sob pressao de 1
atm e temperatura constante de 121°C por 15 minutos. Todo o experimento foi realizado sob
condig¢des assépticas em uma cabine de seguranga bioldgica Filterflux classe Il A1. A biomassa
fingica seca foi obtida utilizando um sistema de liofilizagdo Christ Alpha 2 - 4 LD plus. Os
extratos foram obtidos por extracdo em banho ultrassonico Unique - USC1650, realizada por

30 minutos, repetida trés vezes.
4.3. Isolamento do fungo Talaromyces sp.

O fungo Talaromyces sp. foi isolado de solo recém-exposto a 150 metros da
geleira Collins (62°09.794°S 58°55.560°W) na Ilha Rei George, regido da Antartica, de acordo
com a metodologia descrita por SANTOS et al. (2020). Apods o isolamento, o fungo foi
preservado em agua esterilizada e depositado no Laboratoério de Micologia Ambiental e
Industrial (LAMALI), Instituto de Biociéncias, sob o cddigo LAMAI2549, na Universidade
Estadual Paulista (UNESP), campus de Rio Claro, Brasil. Ele também foi depositado no
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Laboratorio de Bioquimica Micromolecular de Micro-organismos (LaBioMMi) -
Departamento de Quimica, Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), Brasil, sob o codigo
LaBioMMi834. A identificacdo do fungo foi realizada com base no sequenciamento da regido

ITS (Internal Transcribed Spacer), abrangendo ITS 1, 5.8S e ITS 2.
4.4. Crescimento do micro-organismo, extracio e analise

O fungo Talaromyces sp. foi inicialmente cultivado em placas de Petri (90 x 15
mm) contendo meio PDA. O meio PDA (39 g) foi suspenso em 1,0 L de dgua destilada e
esterilizado em autoclave sob 1 atm a 121°C por 15 minutos. Apds a esterilizacdao, o meio foi
distribuido nas placas e resfriado a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C). Em
seguida, fragmentos de 5 mm de didmetro contendo micélio fingico foram utilizados para
inocular as placas sob fluxo laminar. Apés 14 dias de crescimento, essas placas foram usadas
para preparar suspensdes de esporos para experimentos subsequentes.

Com o auxilio de uma al¢a de platina, uma quantidade especifica de células
fingicas foi raspada das placas e transferida para um tubo Falcon (50 mL) contendo 30 mL de
agua autoclavada, sendo entdo homogeneizada em vortex. A concentracao de esporos foi
determinada em cadmara de Neubauer e ajustada para 10° unidades formadoras de coldnias
(UFC).

A influéncia do Mn?*" no metabolismo fingico foi avaliada modificando o meio
liquido de Czapek, composto por dextrose (30,0 g/L), extrato de levedura (20,0 g/L), NaNO:s
(3,0 g/L), KoHPO4 (1,0 g/L), MgS04+7H-0 (0,5 g/L), KCI1 (0,5 g/L) e FeSO4+7H20 (0,01 g/L).
Para esse proposito, o FeSO4+7H-O foi substituido por diferentes concentragdes de
MnCl2#4H-0. Foram preparadas oito concentra¢des de MnCl.#4H-O no meio Czapek, variando
de 1000 mM (197,9 g/L) a 0,0 mM. Dois conjuntos de triplicatas de cada solu¢ao (50 mL) foram
transferidos para frascos Erlenmeyer (125 mL), autoclavados e inoculados sob condig¢des
assépticas com a suspensdo de esporos preparada conforme descrito acima. O cultivo ocorreu
por 15 dias a 28°C em agitador orbital a 100 rpm.

Apos 15 dias de crescimento, um dos conjuntos de triplicatas foi utilizado para
medir o crescimento fungico. O micélio foi filtrado sob pressdo reduzida em aparato de
Biichner, seco em estufa a 110°C e pesado. O segundo conjunto foi extraido para avaliar a
producdo de metabolitos secundarios. O conteudo de cada frasco Erlenmeyer foi transferido
para tubos Falcon de 175 mL e extraido por particao com acetato de etila, empregando o efeito
salting-out com MgSOs e AcONa, similar ao método de extracio QUEChERS. Assim, foram
adicionados 20 g de MgSOa e 5 g de AcONa a cada tubo Falcon, seguido de agitagdo manual
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vigorosa por 1 minuto. Em seguida, foram adicionados 50 mL de acetato de etila e o tubo foi
novamente agitado. Apds a separacdo das fases, 35 mL da fase superior (AcOEt) foram
transferidos para um novo tubo Falcon contendo 300 mg de MgSOa anidro, centrifugado a 5000
rpm. A fase liquida foi entdo removida, evaporada até a secura, redissolvida em metanol de
grau HPLC e analisada por cromatografia UPLC-PDA.

A andlise cromatografica foi realizada utilizando uma fase movel composta por
agua (bomba A) e acetonitrila (bomba B), ambas contendo 0,1% de acido féormico, em elui¢ao
gradiente de 15% a 100% de B em 12 minutos, a um fluxo de 0,4 mL/min. O volume de inje¢ao
foi de 5 pL. As andlises por UPLC-HRMS foram conduzidas utilizando a mesma coluna e
eluicdo gradiente, com ionizagdo por eletrospray no modo positivo em um analisador do tipo

Orbitrap.
4.5. Cultivo em larga escala

Com base nos resultados obtidos no experimento anterior, optou-se por cultivar
o fungo em meio liquido suplementado com cloreto de manganés tetrahidratado (MnCl2*4H-0)
na concentragdo de 300 mM, com o objetivo de investigar a influéncia desse cation na produgao
de metabdlitos secunddrios. Para isso, foram preparados 24 frascos Erlenmeyer de 500 mL,
cada um contendo 250 mL de meio Czapek modificado, que foram inoculados com uma

suspensao de esporos do fungo, totalizando um volume de 6,0 litros de cultura.

Apds um periodo de incubacdo de 15 dias, todo o conteudo dos frascos foi
submetido a liofilizagdo, a fim de obter a massa residual. Essa biomassa seca foi entdo
submetida a extragcdes sequenciais utilizando trés porg¢des de 500 mL de acetato de etila,
seguidas por trés por¢des de 500 mL de metanol. As extra¢des foram realizadas com auxilio de

banho ultrassonico, favorecendo a liberagdo dos metabolitos da matriz fingica.

Os extratos obtidos foram entdo submetidos a fracionamento por cromatografia
a vacuo em coluna seca, preenchida com 100 g de silica gel 60 (malha 60), montada com 30 cm
de altura e 4,0 cm de didmetro. Os extratos foram previamente adsorvidos em silica, secos e
aplicados no topo da coluna. A elui¢do foi realizada com sistemas binérios de solventes em
diferentes proporg¢des, resultando nas seguintes fracdes: F1 (hexano:acetato de etila, 95:05), F2
(hexano:acetato de etila, 70:30), F3 (acetato de etila, 100%), F4 (acetato de etila:metanol,
90:10), F5 (acetato de etila:metanol, 70:30) e F6 (metanol, 100%), todas acidificadas com 0,1%

de acido férmico.

As fragdes foram analisadas por cromatografia liquida de ultra eficiéncia com

detec¢do por arranjo de diodos (UPLC-PDA) e os perfis cromatograficos obtidos foram
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comparados aos resultados do experimento em pequena escala, visando identificar compostos
que ndo estavam presentes no grupo controle (sem adicdo de Mn?*). Posteriormente, os
compostos de interesse foram isolados e caracterizados por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas (MS), permitindo a sua identifica¢do

estrutural e correlagao com os efeitos induzidos pela presenca do manganés no cultivo.
4.6. Construcio das redes moleculares

Visando avaliar as carecteristicas dos compostos produzidos pelo fungo do
género Talaromyces, os extratos obtidos foram analisados por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta resolu¢do (UPLC-HRMS) para obtencao

de dados espectrométricos de MS/MS de possiveis compostos dessa classe.

Uma vez obtidos, os dados de MS/MS foram convertidos para o formato
mzXML utilizando o software MSConverter. Esses dados, ap6s a conversao, foram processados
no software MZmine v.2.53 para geragdo dos arquivos de processamento. A partir desses
arquivos, foi possivel atribuir diferentes policetideos e meroterpenoides que foram anotados por
meio do processo de dereplicagdo. As anotagdes foram verificadas considerando um erro de

exatidao de massa de até 5 ppm.

Tais arquivos foram submetidos a plataforma GNPS para a criacdo de redes
moleculares com base nos recursos de analise feature-based molecular networking — FBMN,

as quais foram visualizadas utilizando o software Cytoscape v.3.10.0.

A tolerancia de ion ¢ utilizada como parametro pela plataforma GNPS para a
criacdo das redes moleculares. Essa tolerancia ¢ baseada nos valores de massa dos ions
precursores e ions fragmentos gerados na obtencao dos dados de MS/MS. Cada valor ¢ definido
conforme a sensibilidade do equipamento utilizado. Geralmente, o valor de 0,02 Da ¢ usado
como padrdo para equipamentos de alta resolucdo como q-TOF e q-Orbitrap, e 2,0 Da para
equipamentos de baixa resolugdo como os ion traps. Portanto, sendo um equipamento de alta

resolugdo, os valores escolhidos foram de 0,02 Da para ambos os parametros.

Outro parametro utilizado na criacdo das redes moleculares ¢ o valor do cosine
score, que ¢ geralmente usado para definir o nivel de similaridade entre os vetores conectados
em cada nd. Em geral, os valores utilizados variam de 0 a 1, onde valores mais proximos de 1
restringem os agrupamentos formados aqueles mais idénticos, enquanto valores mais proximos
de 0 resultam em maior nimero de combinag¢des com pouca ou nenhuma similaridade, ou seja,

menos idénticas. O valor recomendado para esse tipo de andlise ¢ 0,7.
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Ainda com foco nas relagdes de similaridade, outro parametro importante para a
definicdo final da rede molecular ¢ o nimero de ions fragmentos que podem ser considerados
semelhantes. Geralmente, esse parametro indica o quao semelhante um composto pode ser a
outro, de acordo com a quantidade de seus ions fragmentos. O valor sugerido pela plataforma

GNPS ¢ 6, e o valor que melhor se adequou a essas analises foi 5.

4.7. Resultados e discussoes

4.7.1. Identificacdo do fungo Talaromyces sp.

O fungo desenvolveu-se em placas de Petri contendo meio BDA, apresentando colonias de
crescimento rapido com intensa pigmentagio de coloragdo marrom na superficie e coloragdo amarelada na face
oposta da placa. A micrografia (Figura 8) revelou a presenca de conididforos ramificados e verticilados, exibindo
fidlides distintas. Os conidios estavam dispostos em cadeias secas, sendo mais abundantes nas regides superiores
das estruturas conidiais. A partir dessa estrutura, originam-se as células conidiogénicas, incluindo metula e fialides.
Essas caracteristicas morfologicas sdo altamente compativeis com fungos do género Talaromyces (VISAGIE et
al., 2015; WEL XU; WANG, 2021).

Talaromyces sp. \ - —

Figura 8 - Morfologia de crescimento do fungo Talaromyces sp. em placa de Petri e micrografia
obtida a partir de microcultura, utilizando um microscopio com lente de 40x.

Fonte - Elaborado pelo autor.
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4.7.2. Otimizac¢ao experimental: tolerancia ao ion manganés

A tolerdncia do fungo ao Mn?** foi avaliada usando concentracdes de
MnCl2+4H-0 variando de 0 a 1000 mM em meio base de czapek, onde fungos filamentosos
geralmente crescem muito bem. As réplicatas da concentracdo 0 mM foram usadas como
referéncia para o crescimento do fungo. Observou-se que, em concentracdes iniciais (0 - 31 mM
MnCl:»4H-0), o fungo mantém sua coloracdo e ndo apresenta mudancas morfoldgicas
macroscopicas aparentes. Em concentragdes acima de 31 mM, o micélio comega a escurecer,
até a concentracdo de 500 mM, onde produz apenas pequenas quantidades de células.
Concentracdes de 1000 mM de MnCl2*4H:0 inibem completamente o crescimento do fungo.
Assim, a concentracdo maxima na qual ainda consegue crescer estd entre 250 ¢ 500 mM.

Essa mudanc¢a de cor de marrom para marrom-escuro provavelmente esta
relacionada ao aciimulo de dioxido de manganés (MnO:), um p6 de cor preta a marrom, que ¢
um produto da oxidacdo de Mn?** pelas manganés peroxidases do fungo. Observou-se que os
fungos utilizam essas peroxidases para lidar com o excesso de manganés. ApoOs certa
concentragdo, as peroxidases perdem sua capacidade de desintoxicagdo, ¢ o fungo para de
crescer (BANO et al., 2018; CANTON et al., 2016). Essa evolugdo de cor ¢ acompanhada por

mudangas na formac¢do de massa micelial (Figura 9).

0 15 31 62 125 250 500

[Mn?*] / mM

Figura 9 - Evolu¢cdo da mudanga de coloracdo da biomassa de acordo com o aumento de
concentragdo de manganés.
Fonte - Elaborado pelo autor.
A concentragdo de 15 mM Mn?* promove um aumento de aproximadamente 15%
na massa micelial, mas comega a retornar ao valor de controle em 31 e 62 mM, e entdo cai 40%

nas concentracdes de 125, 250 e 500 mM Mn?** (Figura 10).
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Figura 10 - Evolucdo da massa micelial de acordo com o aumento de concentragdo de
manganes.
Fonte - Elaborado pelo autor.

A toxicidade do Mn?*' inicia a atividade das peroxidases, ocorre em
concentragdes ligeiramente superiores a 62 mM. A inibi¢do do crescimento microbiano por
Mn?* depende de muitos fatores, como pH e a presenga de outros cations, como Mg?*. Enquanto
algumas leveduras sdo inibidas a 32 mM Mn?', algumas bactérias do género Serratia podem
tolerar at¢ 1200 mM MnSOs, embora muitas outras bactérias apresentem concentraciao
inibitoria minima (MIC) geralmente abaixo de 30 mM. O fungo Cladosporium cladosporioides
cresceu bem em um meio contendo 60 mM Mn?*, mas também conseguiu tolerar 1200 mM
(BANO et al., 2018; CANTON et al., 2016).

Enzimas peroxidases tém sido associadas a oxida¢do de manganés em varias
espécies de microrganismos. Além disso, em certos fungos basidiomicetos, Penicillium e
Aspergillus, a oxidagdo de manganés por enzimas peroxidases extracelulares também foi
estudada. A enzima manganés peroxidase € capaz de promover a oxidacdo do ion manganés
Mn?* para Mn*", que ¢ estabilizado por metabdlitos derivados de acidos orgéanicos. O ciclo
catalitico da MnP ¢ semelhante ao de outras peroxidases contendo heme, mas a manganés
peroxidase exibe uma preferéncia por Mn?** como doador de elétrons (BANO et al., 2018;
CANTON et al., 2016).

Embora os microrganismos apresentem uma ampla diversidade de niveis de
tolerancia ao Mn?, os estudos encontrados na literatura indicam que sempre haverd uma
concentracdo minima que comega a perturbar sua maquinaria bioquimica para se adaptar as
condi¢des adversas. Isso ¢ interessante para nosso proposito neste trabalho, uma vez que a
inibi¢do ou inducdo de novas enzimas pode impactar na biossintese de produtos naturais pelo

fungo.
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4.7.3. Avaliacao do perfil quimico e identificacao dos compostos isolados

Ap6s o teste de toxicidade com o cation manganés, foram realizadas analises por
UPLC-DAD dos extratos em suas respectivas concentracdes, € os cromatogramas foram
gerados. Observa-se que os compostos produzidos nestas condigdes sugerem uma resposta
adaptativa ao ambiente de estresse. A presenca de cations metalicos, como manganés, em altas
concentragdes no ambiente pode levar ao estresse oxidativo nas células desses micro-
organismos. Em resposta a esse estresse, os microrganismos podem produzir metabolitos
secundarios com propriedades antioxidantes para neutralizar os radicais produzidos durante o
estresse oxidativo. Além disso, a presenca de cations metalicos, especialmente em altas
concentragdes, pode afetar a atividade enzimatica desses microrganismos, levando a producao
de diferentes metabdlitos secundarios por diferentes vias biossintéticas. Em resumo, o aumento
da concentragdo de cations metalicos no ambiente pode levar a alteragdes na producdo de
metabolitos secundarios por microrganismos como parte de sua resposta adaptativa ao estresse
oxidativo ¢ mudangas na atividade enzimatica.

O género Talaromyces é bem conhecido pela produgdo de uma variedade de
metabolitos secundarios com interesse farmacéutico, biotecnologico e industrial. No entanto, a
producdo desses metabdlitos ligada ao manganés ainda ¢ relativamente desconhecida.
Alcaloides, terpenoides, peptideos, ésteres e policetideos estdo entre os principais metabolitos
produzidos por Talaromyces.

Com o objetivo de avaliar como o perfil quimico desses fungos poderia ser
alterado em diferentes concentragcdes de manganés, os cromatogramas obtidos nessa condi¢ao
experimental e seu respectivo controle foram analisados. O aspecto fisico das biomassas obtidas
em cada nivel de concentragdo de manganés indicou equivaléncia do ponto de vista quimico,
conforme a comparagdo dos cromatogramas. Vale ressaltar que, para niveis de concentragao
com menor propor¢do de manganés, pode-se observar a presenca de picos equivalentes ao
controle. Essa caracteristica sugere que a influéncia desse metal em baixas concentragdes nao
afeta sua maquinaria bioquimica. De acordo com a observacdo dos cromatogramas, os perfis
quimicos para os niveis de concentracdo (0, 15, 31 mM) (Figura 11), apresentaram picos
similares com tempo de retencdo (t.r) variando de 1 a 5 minutos e de 6 a 10 minutos para a faixa

de compostos de interesse (compostos fendlicos isolados e meroterpenoides anotados).
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Figura 11 - Cromatogramas do fungo Talaromyces sp em 254 nm (0 mM, controle e 15 e 31

mM, experimento com Mn

2+) )

Fonte - Elaborado pelo autor.

Na presenga de concentracdes mais altas de manganés (a partir de 62 mM)

(Figura 12), a maquinaria bioquimica comeca a apresentar modificagdes variadas em relacdo

ao seu controle, quando comparada aos mesmos tempos de retencdo mencionados. Destacam-

se as concentracdes de 125 e 250 mM, onde houve uma maior variagao nos picos presentes nos

tempos de retencdo de 1 a 5 minutos e de 6 a 10 minutos.
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Figura 12 - Cromatogramas do fungo Talaromyces sp em 254 nm (0 mM, controle e 62 mM,

experimento com Mn

2+) )

Fonte - Elaborado pelo autor.
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Figura 13 - Cromatogramas do fungo Talaromyces sp em 254 nm (0 mM, controle e 125 e 250
mM, experimento com Mn*").

Fonte - Elaborado pelo autor.

Ao comparar todos os cromatogramas, ¢ possivel escolher, com base na
quantidade e variagdo dos picos nos tempos de retengdo mencionados, qual nivel de
concentracao seria utilizado na execugdo de experimentos em maior escala. Essa caracteristica
levou a escolha das concentracdes de 125 ou 250 mM (Figura 13), pois foram consideradas
promissoras para este estudo, revelando um comportamento distinto daquele apresentado pelo
controle. Essa relagdo sugere um potencial para o isolamento dessas substincias, além de
fornecer informacgdes cruciais sobre os processos metabolicos vulneraveis ao estresse causado

por esse metal.

Entre os metabolitos isolados, a estrutura de 7 compostos purificados foram
identificadas como 4-(2-hidroxietil) acetato de fenila (composto 1), 4-(2-hidroxietil) benzoato
de metila (composto 2), 4-hidroxibenzoato de metila (composto 3), 3,3'-dimetoxi-[1,1'-bifenil]-
4,4'-diil  diacetato (composto 4), 4acido 2,3-dihidroxibenzdico (composto 5), 2.4-
dihidroxibenzoato de metila (composto 6), 4,5-dihidroxitetrahidro-2H-piran-2-ona (composto
7), demonstrados na Figura 13. Todos os compostos foram caracterizados por RMN e

confirmados por HRMS.
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O composto 1 (Figura 14) foi obtido como um sélido amorfo, e sua formula
molecular, Ci10H1203, foi determinada com base nos dados de HRMS (m/z = 181,1008 [M +
HJ"), estabelecendo um indice de deficiéncia de hidrogénios (IDH) igual a 5, valor compativel
com a presen¢a de um anel aromatico e substituintes oxigenados.

Os dados de RMN de 'H confirmaram a presenga de 11 hidrogénios na molécula.
Na regido aromatica, foram observados sinais em 6H 6,99 (H-2), 6,97 (H-3), 6,68 (H-5) ¢ 6,66
(H-6), compativeis com um anel benzénico tetra-substituido, evidenciando a assimetria do
sistema. Além disso, observaram-se sinais em OH 3,29 e 2,64, atribuidos a hidrogénios
metilénicos, € um sinal em 6H 1,86, correspondente a um grupo metila ligado diretamente a
carbonila.

Em conjunto, os dados de HRMS e RMN sustentam a proposta estrutural de uma
molécula aromaética substituida, contendo simultaneamente um sistema benzénico

funcionalizado coerente com a formula molecular determinada.
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Figura 14 - Espectro de hidrogénio do composto 1 (400 MHz, MeOD).

Fonte - Elaborado pelo autor.
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O composto 2 (Figura 15) também foi obtido como sélido amorfo, apresentando
a mesma formula molecular do composto 1 (Ci0H1205) e indice de deficiéncia de hidrogénios
(IDH) igual a 5. A diferenga estrutural mais relevante entre os dois compostos foi evidenciada
pelos dados de RMN de 'H.

No espectro observa-se na regido aromatica sinais em 6H 7,04 (H-2), 7,02 (H-
3), 6,71 (H-5) e 6,69 (H-6), compativeis com um anel benzénico tetra-substituido. Observa-se
um sinal em 6H 3,35, caracteristico de hidrogénios de um grupo metoxila (-OCH3), refor¢ando
a presenca deste substituinte na molécula. Assim, embora compartilhem a mesma férmula
molecular, os dados de RMN de 'H demonstram que o composto 2 apresenta variagdo no padrao
estrutural relagdo ao composto 1, o que justifica as diferencgas observadas nos deslocamentos

quimicos e confirma a presenca de um grupo metoxila em posicao distinta.
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Figura 15 - Espectro de hidrogénio do composto 2 (400 MHz, MeOD).

Fonte - Elaborado pelo autor.
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O composto 3 (Figura 16) foi obtido como s6lido amorfo, tendo sua formula
molecular estabelecida como CsHsOs a partir dos dados de HRMS (m/z = 153,0252 [M + H]"),
com indice de deficiéncia de hidrogénios (IDH) igual a 5.

Os dados de RMN de 'H indicaram a presenga de sete hidrogénios distribuidos
em diferentes ambientes quimicos. Na regido aromatica, foram observados sinais em 6H 7,10
(H-2), 7,08 (H-3), 6,74 (H-5) e 6,72 (H-6), caracterizando um sistema benzénico
tetrasubstituido. Além disso, registraram-se sinais em oH 3,48, compativel com um grupo

metoxila (-OCHs).

73
72
71
71
—4.96
—3.48

Composto 3
A (d)| B (m) C(s)
7.09| 6.72 348 CsHs0s
L = [M+H]" m/z: 153.0252

L I

g &

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Figura 16 - Espectro de hidrogénio do composto 3 (400 MHz, MeOD).

Fonte - Elaborado pelo autor.
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O composto 4 (Figura 17), foi isolado como sélido amorfo, e sua formula
molecular, CisHisOs, foi determinada por HRMS (m/z = 331,1291 [M + H]"), com IDH igual a
10. O espectro de RMN de 'H revelou deslocamentos em 6H 8,58; 7,55 e 7,43 para os
hidrogénios aromaticos H-2, H-5 ¢ H-6 e H-2’, H-5" ¢ H-6’, além de sinais em dH 4,87 referente
as metoxilas presentes nesta estrutura ¢ 0H 3,20 para as metilas. A simetria da molécula foi
confirmada por experimentos de RMN bidimensional HMBC, onde os carbonos C-1 e¢ C-1'
mostraram correlagdo com os hidrogénios aromaticos H-2, H-5, H-6 ¢ H-2’, H-5’ ¢ H-6’

equivalentes simétricos.
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Figura 17 - Espectro de hidrogénio do composto 4 (400 MHz, MeOD).

Fonte - Elaborado pelo autor.
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O composto 5 foi obtido como sélido amorfo, apresentando formula molecular
C7H604, determinada por HRMS (m/z = 155,0284 [M + H]"), com indice de deficiéncia de
hidrogénios (IDH) igual a 5.

A andlise do espectro de RMN de 'H revelou a presenga de trés hidrogénios
aromaticos, observados em SH 8,38 (H-4), 8,02 (H-5) e 7,75 (H-6). Esses sinais, situados em
regido caracteristica de protons aromaticos fortemente desblindados, sdo compativeis com um
anel benzénico tri-substituido por grupos desativadores eletronicos, coerente com a formula

molecular proposta.
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Figura 18 - Espectro de hidrogénio do composto 5 (400 MHz, MeOD).

Fonte - Elaborado pelo autor.
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O composto 6 foi isolado como um so6lido amorfo, com férmula molecular
CsHs04, determinada por HRMS (m/z = 169,8662 [M + H]"), apresentando um indice de
deficiéncia de hidrogénios (IDH) igual a 5.

O espectro de RMN de 'H revelou sinais em 6H 7.88; 6,53; 6,48; atribuidos aos
hidrogénios dos carbonos H-3, H-5 e H-6. Esses deslocamentos quimicos indicam a presenga
de grupos hidroxilados em diferentes ambientes eletronicos destacando a posi¢do com
acoplamento meta e orto para esses hidrogénios. Tamebem foi observado o sinal com oH 3,94
compativel com um grupo metoxila (-OCH3).

Entretanto, observou-se a presenca de sinais adicionais que ndo se ajustam a uma

unica estrutura, sugerindo que o composto 6 encontra-se associado a uma provavel mistura com

outro metabolito.
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Figura 19 - Espectro de hidrogénio do composto 6 (400 MHz, MeOD).

Fonte - Elaborado pelo autor.
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O composto 7 também foi obtido como sélido amorfo, e sua formula molecular
CsH3O4 foi determinada com base nos dados de HRMS (m/z = 133,0483 [M + H]"), com IDH
igual a 2. O espectro de RMN de 'H do composto 6 revelou sinais caracteristicos que puderam
ser destacados e atribuidos aos diferentes hidrogénios da molécula. O deslocamento em oH 4,44
foram relacionados ao hidrogénio H-4, correspondente a um metinico ligado a oxigénio. Na
regido de oH 4.38 observou-se o sinal atribuido ao hidrogénio H-5, também associado a um
hidrogenio metinico. Ja os sinais em 6H 2,89 e 2,40 foram designados aos hidrogénios H-3 ¢
H-6, referentes ao grupo metilenico adjacente ao carbono carbonilico, sendo diastereotdpicos.
Dessa forma, os dados de 'H corroboram a presenca dos hidrogénios H-3, H-4, H-5 e H-6 como

principais marcadores estruturais.
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Figura 20 - Espectro de hidrogénio do composto 7 (400 MHz, MeOD).

Fonte - Elaborado pelo autor.

Esses compostos foram avaliados quanto aos seus perfis metabdlicos e
apresentaram impacto no metabolismo com base em seus genes ou inibi¢do nas condigdes
experimentais utilizadas, resultando em um padrdo metabodlico diferenciado ou alterado em

comparagao as condi¢cdes normais de crescimento.
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Em diversos estudos que investigam a remog¢do de manganés por micro-
organismos, foi relatado que a ocorréncia desses processos depende do nivel de pH do meio.
Isso se deve a presenca de varios grupos quimicos acidos ou basicos, como acidos carboxilicos,
¢ésteres, aminodcidos e amidas, presentes na parede celular dos micro-organismos. Esses grupos
funcionais tornam-se desprotonados quando ha mudanc¢a no ambiente redox, aumentando a
carga negativa na superficie celular e facilitando as intera¢des quimicas entre a parede celular
e os cations presentes em solugdo (HASAN et al., 2012; YU & LEADBETTER, 2020;
KEHRES & MAGUIRE, 2003; DAS et al., 2008; MENDIL et al., 2008; PARVATHI et al.,
2007). Isto demonstra que a adicdo do manganés pode aumentar ou diversificar a producao
desses compostos. Esse aumento pode estar relacionado a ativacdo de enzimas especificas
envolvidas na biossintese desses metabolitos, bem como ao controle da expressdo génica
associada a sua produgdo (BANO et al., 2018; CANTON et al., 2016; PEREZ SILVA et al.,
2009; HASAN et al., 2012; YU & LEADBETTER, 2020; KEHRES & MAGUIRE, 2003; DAS
etal.,2008; MENDIL et al., 2008; PARVATHI et al., 2007; ZHAI et al., 2015; HE et al., 2014).
Esse comportamento ndo foi observado nas concentragdes maiores de 500 e 1000 mM, devido

ao elevado nivel de toxicidade nestas condi¢des (Figura 21).

1 "I""I"''I""I""I""I""I""I""I""I""ITirT.Ie
2.00 4.00 5.00 8.00 10.00 12.00
— 1000 mM
E —_ 0 mM
4.0e-1 Nao observado
]
. ]
2 0e-1
D-D_ 1 ''I""I"''I""I""I""I""I""I""I""I""I-l-irr.Ie
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

Figura 21 - Cromatogramas do fungo 7alaromyces sp em 254 nm (0 mM, controle e 500 e
1000 mM, experimento com Mn?").

Fonte - Elaborado pelo autor.
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4.7.4. Analise geral dos dados: analise de componentes principais do fungo

Talaromyces sp.

A aquisi¢do de inimeros compostos ¢ tipicamente estudada com o objetivo de
melhorar as condi¢des de acesso a uma variedade de compostos com diferentes adutos . Isso se
relaciona a busca por novas moléculas, o que envolve a compreensdo de como elas sdo
formadas, considerando suas rotagdes, catalisadores, precursores e condicoes fisicas e quimicas.
Esfor¢os numerosos para descobrir novos metabdlitos secundarios estao sendo realizados e, em
muitos casos, esses esforcos tém sido bem-sucedidos gracas a abordagens moleculares ou
relacionadas ao cultivo (SI et al., 2018; WANG et al., 2018).

Essa caracteristica agora ¢ vista como um método util para acessar os produtos
metabolicos secundarios encontrados em uma variedade de microrganismos, incluindo aqueles
do género Talaromyces. Um dos principais fatores estudados ¢ a composi¢cdo do meio de
cultivo, pois afeta diretamente a produ¢dao dos metabolitos secundérios produzidos por esses
microrganismos (TSUKADA et al., 2020; SKELLAM, 2019; YU e LEADBETTER, 2020).
Nesse sentido, os efeitos de varias suplementa¢des de manganés (0, 15, 31, 62, 125, 250, 500 e
1000 mM) na produgdo desses produtos metabolicos foram avaliados em comparagao com as
condi¢des de cultivo tipicas no meio czapek.

O objetivo foi induzir ou inibir a produgdo desses metabodlitos geneticamente
codificados. Os dados obtidos por UPLC-HRMS foram submetidos a uma anélise multivariada
utilizando o software MetaboAnalyst 6.0, com as amostras normalizadas pela mediana,
transformagao dos dados utilizando escala logaritmica de base 10 e escalonamento dos dados
centrado na mediana e dividido pelo desvio padrdo de cada variavel (ZARINS-TUTT et al.,
2016; SOYER et al., 2014). Essa analise foi realizada para investigar os agrupamentos desses
conjuntos de dados com base nos principais metabdlitos afetados pelo nivel de toxicidade do
manganés. H4 uma separagdo clara entre concentracdes com niveis minimos € maximos de
toxicidade (Figura 22), presente na andlise de componentes principais (PCA). As amostras
foram divididas em quatro grupos principais: um composto pelas amostras de 0, 15 e 31 mM;
outro composto pelas amostras de 62, 125 e 250 mM; outro composto pelo controle negativo e
1000 mM; e outro composto pelas amostras de 500 mM. Essa variacdo pode ser influenciada
pela presenca do metal, uma vez que as principais substancias isoladas apresentaram variagao
no comportamento quimico, conforme observado nos cromatogramas no intervalo de tempo de

retengdo que varia de 1 a 5 minutos e de 6 a 10 minutos (Figuras 13).
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Vale destacar que esses metabolitos isolados sao responsaveis pela biossintese
de diferentes produtos naturais, que podem utilizar uma unidade policetidica como cofator para
sua formagdo, como os meroterpenoides. Essa interconexdo entre policetideos e
meroterpenoides € considerada importante, pois permite a formacao de compostos com amplas
caracteristicas estruturais, possibilitando a descoberta de novas moléculas com alto potencial
biolégico (ZARINS-TUTT et al., 2016; SOYER et al., 2014; ZHAI et al., 2016; PEREZ SILVA
etal., 2009; KHALILNEZHAD etal., 2014; HASAN et al., 2012; YU ¢ LEADBETTER, 2020;
KEHRES e MAGUIRE, 2003; DAS et al., 2008; MENDIL et al., 2008). A variagdo no contetido
desses policetideos de acordo com a varia¢do na concentragdo de manganés pode explicar essa
diferenca. E importante observar que o indicador de previsibilidade do modelo utilizado indicou
R?de 0,992 e Q*de 0,601.

O grafico de PCA e loadings demonstrou como esses metabdlitos produzidos
pelo fungo Talaromyces sp. se comportaram neste cendrio experimental. Esses achados indicam
que o estresse causado pela variacdo da concentracdo de manganés resultou em alteracdes no
perfil metabdlico, levando a diferencas detectaveis pela PCA e que foram observadas no grafico
de loadings indicado pela distribuicao (Figura 23). Essa relagdo sugere um potencial para o

isolamento dessas substancias.

Scores Plot

g o 1000
o 125
O% o 15
% 250
o 31
© 500
Q- @] o 62
o Q Control Neg
Control Pos
O
2
o)
g o ®
< ®
g
8 Condicao de escolha
125 mM

E &
Q

o o

T T T
-100 50 o} 50

PC 1 (50.4 %)
Figura 22 - Analise de componentes principais (PCA) de 27 amostras em triplicata com area
de confianca de 95%.

Fonte - Elaborado pelo autor - Metaboanalyst 6.0.
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Figura 23 - Grafico de loadings das amostras analisadas, indicando os compostos isolados.

Fonte - Elaborado pelo autor - Metaboanalyst 6.0.

Seguindo os mesmos critérios de tratamento de dados utilizados na analise
multivariada para a construcdo do grafico de PCA, foi criado um dendrograma para visualizar
a similaridade entre os grupos de amostras (Figura 24). Foi possivel determinar quais grupos
eram mais semelhantes entre si e se precisavam ser agrupados ou nao, analisando os clusters
encontrados entre os metabolitos presentes em cada amostra. Cada n6 do dendrograma
representa um grupo de amostras com caracteristicas semelhantes, € 0os ramos mostram as
distancias entre eles. Ramos mais curtos representam grupos mais semelhantes, enquanto ramos
mais longos representam grupos menos semelhantes. Com base nas condigdes experimentais,

foi possivel definir as distincias euclidianas das amostras.
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Figura 24 - Dendrograma das amostras nos niveis de concentracdo de manganés.

Fonte - Elaborado pelo autor — Metaboanalyst 6.0.

O dendrograma mostrou a existéncia de dois grupos principais organizados em
quatro agrupamentos. No agrupamento presente no grupo 1, observa-se a equivaléncia de
metabolitos secundarios presentes no nivel mais alto de concentragdo (1000 mM) quando
comparado ao meio de cultivo, que apresenta apenas as caracteristicas do meio de cultura com
concentracdo de manganés (0 mM). No grupo 2, observou-se a presenga de trés grupos
organizados de acordo com a distribui¢do dos metabdlitos secundarios presentes em cada nivel
de concentracdo. O dendrograma mostrou que as concentra¢des agrupadas foram (0, 15, 31
mM), (62, 125,250 mM) e (500 mM). Essas relacdes refletem o nivel de similaridade observado

na analise de componentes principais e no loadings (Figura 22, 23).
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A variagao na concentracao de manganés no meio de cultura indicou que o perfil
quimico desse fungo sofreu alteragdes distintas, que poderiam ser usadas para determinar se as
amostras estdo mais relacionadas a uma determinada condi¢do experimental ou para identificar
grupos de amostras comparaveis em termos de expressdo metabdlica. E importante enfatizar
que o uso de diversos fatores, incluindo mudancas no meio de cultura, temperatura, agitagao,
auséncia de luz, indutores metalicos, causa estresse no ambiente de crescimento do micro-
organismo ¢ pode impactar sua organizacdo, desenvolvimento e produgdo de diferentes

metabolitos secundarios.

4.7.5. Abordagem dos metabolitos produzidos pelo fungo Talaromyces sp. por

redes moleculares

A andlise dos extratos obtidos nas concentragdes experimentais utilizadas foi
realizada por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de
alta resolug¢do (UPLC-HRMS), seguida da constru¢do de redes moleculares por meio da
plataforma GNPS 2 (Global Natural Products Social Molecular Networking). Os dados
espectrais foram comparados com diversas bibliotecas especializadas, como NIST, NPAtlas,
MoNA, MassBank e METLIN, além de ferramentas preditivas de fragmentagdo como SIRIUS
e MS-FINDER.

Foram investigados a partir dos agrupamentos diversos metabolitos secundarios,
com énfase para os policetideos e os meroterpenoides que foram isolados e anotados (Figura
25). Destaca-se a formagao dos cluster contendo os compostos com policetidico marcado em
verde e um cluster referente aos meroterpenoides marcado de vermelho, cujos ions precursores
estdo destacados na figura 26 e 27. A similaridade espectral entre os fragmentos desses ions
permitiu sua organiza¢do como uma familia molecular coesa. Todos os nds dentro desse grupo
exibiram maior similaridade espectral entre os ions filhos, sendo, portanto, agrupados. Com

essa abordagem, outros ions pertencentes ao mesmo cluster também foram anotados.
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Meroterpenoides
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Figura 25 - Rede molecular obtida a partir do extrato fingico das concentragdes de 0 mM (nds
de cor vermelha) e 125 mM (n6s de cor azul) do fungo Talaromyces sp., agrupada pelo software
Cytoscape 3.10.2, com destaque para as principais anotagoes.
Fonte - Elaborado pelo autor — GNPS 2.

A avaliagdao do agrupamento dos policetideos com base no perfil espectral de
MS/MS e suas semelhangas entre si (rede molecular) vinculados aos compostos isolados
demonstrou ser uma boa ferramenta para a analise da distribuicdo, anotacdo e, por vezes,
identificacdo de diferentes metabolitos que podem estar envolvidos nos processos de adaptacao
e desenvolvimento de diversos microrganismos. Nossos resultados indicaram a presenca dos
compostos isolados. Os compostos de 1 a 7, foram identificados com 6timas correspondéncias
e sdo relatados na literatura como moléculas identificadas por dados de RMN, sugerindo que

suas estruturas moleculares estdo corretamente atribuidas.
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Os ions com massas nominais indicadas na rede molecular apresentaram
espectros de MS/MS anotados como: 1 - Acetato de 4-(2-hidroxietil) fenila com féormula
molecular (C10H1203) e m/z 181.0852, 2 - Benzoato de metila 4-(2-hidroxietil) com férmula
molecular (CioH1203) e m/z 181.0853, 3 - Metil 4-hidroxibenzoato com férmula molecular
(CsHgO3) e m/z 153.0541, 4 - Diacetato de 3,3'-dimetoxi-[1,1'-bifenil]-4,4'-dileno com formula
molecular (C1sH1306) e m/z 331.1170, 5 - Acido 2,3-diidroxibenzoico com formula molecular
(C7H6O4) e m/z 155.0343, 6 - Metil 2,4-diidroxibenzoato com féormula molecular (CgHgO4)
m/z 169.0489 e 7 - 4,5-diidroxitetrahidro-2H-piran-2-ona com férmula molecular (CsHgO4) €
m/z 133.0491.
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Figura 26 - Agrupamento dos policetideos isolados na rede molecular obtida a partir dos dados
de MS/MS do fungo Talaromyces sp.
Fonte - Elaborado pelo autor — GNPS 2.
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Dentre os grupos de compostos anotados, os meroterpenoides se destacaram por
sua complexidade estrutural e origem biossintética mista. Esses metabolitos derivam da
combinagdo de unidades policetidicas e terpenoides, formadas, respectivamente, pelas vias do
acido acetil-CoA e do isopreno. A integracdo dessas rotas metabolicas, comum em fungos do
género Talaromyces, resulta em moléculas hibridas com propriedades quimicas e biologicas

unicas, frequentemente associadas a atividades antimicrobianas, antioxidantes e citotoxicas.
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Figura 27 - Agrupamento dos meroterpenoides anotados na rede molecular obtida a partir dos

dados de MS/MS do fungo Talaromyces sp.
Fonte - Elaborado pelo autor — GNPS 2.
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A anotacdo preliminar dos meroterpenoides no extrato (Figura 28) foi
possibilitada pela analise dos espectros MS/MS e pela observagdo de padrdes de fragmentacao

compativeis com essa classe de compostos (Tabela 1).
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Figura 28 - Cromatograma do fungo Talaromyces sp. com indicacdo dos meroterpenoides
isolados.
Fonte - Elaborado pelo autor — GNPS 2.
A abordagem por redes moleculares permitiu a anotacdo de desses compostos
com maior facilidade a partir do processo de deresplicagao. Além disso, os policetideos isolados
também foram posicionados em clusters distintos, refor¢cando a eficacia da técnica na separacao

e agrupamento de familias estruturais relacionadas.

Tempo . Erro

Nome molecular retencao Fm:m}lla [M] [M+H]* MS/MS. massa
. quimica Modo positivo

(min) (ppm)

501.2118, 485.2169,
Austina 7.67 C27H32,09 500.2040 501.2118 459.2376, 443.2063, 0.00
427.2115, 409.2010
499.1952, 481.1854,
Dehidroaustina 7.78 C27H3009 498.1884 499.1952 457.1852,451.2951, -2.00

429.2271,369.1331

427.2100, 409.2007,
8.11 C25H3006 426.2036 427.2100 391.1902, 369.1331, -3.51

311.1640, 281.2949

443.2059, 426.2850,
Austinolideo 8.28 C25H3007 442.1986 443.2059 411.1802, 379.1904, -1.12
321.1485, 239.2005
415.2109, 409.2009,
Austinoneol 8.33 C24H3006 414.2036 415.2109 391.1902, 369.1331, -1.44
329.1744, 285.1595
459.238S5, 441.2274,
Preaustinoide A2 7.91 Ca6H3407 458.2299 459.2385 427.2117,409.2012, 1.74
391.1907, 369.1335
457.2213, 443.2063,
Preaustinoide A3 7.97 C26H3207 456.2142 457.2213  423.1803, 389.1747, - 1.53
369.1332, 279.2794

Neoaustina/
isoaustinona

Tabela 1 - Tabela dos meroterpenoides desreplicados na rede molecular.

Fonte — Elaborado pelo autor.
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Com isto, a aplicagdo integrada de UPLC-HRMS, bibliotecas espectrais,
ferramentas de predicao estrutural e a construcao de redes moleculares revelou-se fundamental
para a elucidagdo do perfil quimico do fungo Talaromyces sp., destacando a diversidade de
metabolitos secundarios e a presenga de classes promissoras como os meroterpenoides. A
adicao das estruturas isoladas no presente estudo contribui ainda mais para a validagao dessa

abordagem e para o entendimento da quimica de fungos extremofilos.
4.8. Conclusoes

Com base nos achados deste estudo, pode-se afirmar que o fungo Talaromyces
sp. € capaz de se adaptar a diversas concentragdes de manganés com o intuito de controlar os
niveis de alta toxicidade. E importante enfatizar que essa adaptagdo ndo se deu devido a um
processo de degradacdo enzimatica em niveis muito elevados.

E crucial destacar que esse fungo foi capaz de tolerar altas concentragdes de
manganés (at¢ 500 mM), indicando que também pode ser utilizado em processos
biotecnoldgicos voltados a remogao desse metal de areas contaminadas. Essa caracteristica foi
evidenciada por uma mudanga na coloragdo da biomassa formada, indicando que o 6xido de
mangangés presente na solugdo foi incorporado a biomassa. Esse mecanismo ¢ estabelecido pela
producdo de diversas enzimas, como a MnP, que podem auxiliar o microrganismo em ambientes
com alta toxicidade por manganés.

Apesar de Talaromyces sp. ter demonstrado grande capacidade de adaptagdo aos
diferentes niveis de concentragdo aos quais foi exposto, sempre havera uma concentragado capaz
de comprometer sua maquinaria bioldgica, impedindo-o de se adaptar a condigdes
desfavoraveis. Isso ¢ intrigante, pois a indugdo ou repressao de diversas enzimas pode impactar
diretamente a biossintese de produtos naturais produzidos por esse fungo.

Como complemento, o uso do processo de dereplicagdo dos dados gerados por
espectrometria, utilizando ferramentas que auxiliam na busca por diferentes metabolitos
envolvidos na dindmica experimental, torna-se necessario para proporcionar maior facilidade

no rastreamento desses diferentes metabolitos.
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5. Capitulo 2 — O impacto do Mn?** na atividade antioxidante dos metabdlitos
produzidos por Talaromyces sp. avaliado por um método adaptado de
DPPH-UPLC e analise por GC-MS

5.1. Introducao

Durante a ultima década, diversos estudos na literatura tém proposto estratégias
para mitigar o desafio continuo de obter compostos produzidos por microrganismos, visando a
descoberta de novos produtos naturais bioativos. A ideia geral ¢ induzir a expressao de clusters
de genes biossintéticos que ndo estdo ativos em condi¢des padrao de cultivo. Compreender os
efeitos de cada nutriente adicionado ao meio de cultivo no metabolismo e na fisiologia
microbiana pode ampliar o conhecimento sobre o processo biossintético de metabdlitos
secundarios e aumentar a diversidade de compostos com diferentes propriedades biologicas
para aplicacdes biotecnoldgicas. Diversos trabalhos tém mostrado, por exemplo, a forte
atividade antioxidante apresentada por compostos fendlicos, os quais podem ser eficazes na
prevencao da formacao de radicais livres associados ao estresse oxidativo (JIN et al., 2023;
ARRUDA et al., 2022; DANTAS et al., 2022).

O crescimento e o metabolismo dos fungos sdo significativamente influenciados
pelas condi¢des ambientais as quais estdo expostos. Interagdes bidticas com outros
microrganismos, por exemplo, podem ativar diferentes genes biossintéticos que promovem a
produg¢do de novos metabodlitos secundarios. Embora essa estratégia seja empirica, tem
demonstrado resultados promissores (Conde-Martinez et al., 2019).

Tipicamente, a composicdo do meio de cultura e fatores abiodticos, como a
presenca de metais, variagdes de temperatura, umidade e luz, sdo os principais fatores de
influéncia. Por exemplo, acredita-se que a presenca de metais durante o crescimento flngico
interaja com proteinas da membrana celular, resultando em desnaturacdo enzimatica,
interrupgao da proliferag@o celular, morte da populagdo microbiana e alteragcdes na producao
metabolica, embora o mecanismo exato ainda ndo seja bem compreendido. De qualquer forma,
para resistir a esses desafios causados pelos metais, os microrganismos desenvolvem diferentes
estratégias para garantir sua sobrevivéncia. Essas adaptagdes geralmente estdo acompanhadas
de modificagdes fisioldgicas e, possivelmente, da regulacdo genética para novas vias
metabolicas.

Os metabolitos secundarios fungicos tém recebido grande atencao da

comunidade cientifica voltada para produtos naturais devido aos seus profundos impactos na
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saude humana e no bem-estar. Embora algumas substancias fungicas possam afetar
negativamente os animais ao atuarem como toxinas, outras tém potencial para tratar doengas
graves, como cancer € imunossupressao. Alguns produtos naturais fungicos apresentam
atividade antioxidante, ajudando a proteger contra os danos causados pelos radicais livres, que
sdo espécies quimicas instaveis capazes de levar ao estresse oxidativo, causando danos as
células e tecidos (Jin et al., 2023; Arruda et al., 2022; Dantas et al., 2022).

Nosso grupo recentemente iniciou um programa para investigar o potencial de
fungos coletados em minas de metais no estado do Pard, Brasil, para a produg@o de importantes
produtos naturais bioativos. Entre os fungos coletados, encontramos espécies do género
Talaromyces. Esse género inclui espécies que produzem diversos metabolitos secundérios com
atividades biolédgicas, como propriedades antimicrobianas, anti-inflamatdrias e antioxidantes.

Nossa contribui¢ao com este estudo foi a avalia¢do da influéncia dos cations de
manganés na producdo de compostos fendlicos. Nossa hipotese era que o Mn?* poderia alterar
significativamente o sistema de oxirreducao do fungo, resultando na diferencia¢do da producao
de fenodlicos. Além disso, nossa abordagem explorou a adaptacao e padroniza¢do de um método
utilizando cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) acoplada a detector de arranjo de
diodos (DAD) para a avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos fungicos contra o radical
livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) (Kumara et al., 2018; Kedare e Singh, 2011; Flieger
e Flieger, 2020; Oliveira, 2015; Vek et al., 2023; Xiao et al., 2020; Baliyan et al., 2022;
Tatarczak-Michalewska e Flieger, 2022).

A composicao dos extratos foi estudada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS), com auxilio de redes moleculares sugeridas pela
plataforma Global Natural Product Social Molecular Networking (GNPS) (Nothias et al., 2020;
Pilon et al., 2021; Watrous et al., 2012; Aksenov et al., 2017; Chacon et al., 2021; Conde-
Martinez et al., 2019).

5.2. Procedimentos experimentais gerais

A cromatografia em escala analitica foi realizada utilizando um Cromatografo
Liquido de Ultra Eficiéncia (UPLC) da Waters, modelo Acquity M-Class, equipado com uma
coluna CSH (C18 1,7 um, 2,1 x 100 mm) e um Detector de Arranjo de Diodos (DAD). A fase
movel consistiu em dgua (solvente A) e acetonitrila (solvente B). O modo de eluicdo utilizado
foi isocratico, com uma proporcao de 35%A / 75%B, tempo de analise de 6 minutos, fluxo de

0,4 mL/min, volume de inje¢do de 5,0 uL, temperatura da coluna de 25°C e detec¢do a 330 nm.
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Para as analises de GC-MS, cada extrato fungico passou por um procedimento
de derivatizagdao. Resumidamente, 200 uL de clorotrimetilsilano foram adicionados a 1 mg de
cada extrato (Controle, HCI, Na.COs e KOH), juntamente com 300 pL de hexametildisilazano,
e deixados por 30 minutos a 60°C em banho ultrassonico. Apos o resfriamento, foram
adicionados 1 mL de ciclohexano e 1 mL de agua Milli-Q. A fase hexanica foi transferida para
um frasco contendo sulfato de sdédio para remover qualquer residuo de agua. A aliquota final
foi entdo transferida para os frascos de injecao.

Os extratos fungicos, obtidos com e sem a adicdo do cation manganés, foram
derivatizados e analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (QP-
2010-plus, Shimadzu). O volume de injecdo foi de 1 pL, no modo splitless. O forno
cromatografico estava equipado com uma coluna de silica fundida Restek-Rxi-Sms (J&W
Scientific, 10 m x 0,10 mm x 0,10 um). Hélio foi utilizado como gas de arraste, com uma
velocidade linear de 42 cm/s. A temperatura do injetor foi ajustada para 250°C. Inicialmente, a
coluna foi mantida a 70°C por 1 minuto, seguida por um aumento de temperatura de 20°C/min
até 320°C, sendo mantida nesse valor por 2 minutos. O tempo total de andlise foi de 15 minutos.
O espectrometro de massas operou com temperaturas da fonte de ions e da interface ajustadas
para 240 e 250°C, respectivamente; os ions positivos foram escaneados na faixa de 70 a 670
m/z apds 3 minutos da inje¢ao.

Os solventes organicos diclorometano, acetato de etila, metanol e etanol eram de
grau analitico e foram adquiridos da Synth (Diadema, SP, Brasil) ou Quimis (Indaiatuba, SP,
Brasil). Para as separacoes por UPLC, a agua e a acetonitrila eram de grau cromatografico
(Panreac, Barcelona, Espanha), sendo que a dgua foi purificada em um sistema Milli-Q (Elga)
antes do uso.

Para o crescimento fungico em placas de Petri, utilizou-se meio batata-dextrose-
agar (BDA, da Acumedia, Phillipsburg, New Jersey, EUA). O meio de cultura Czapek,
composto por dextrose (30,0 g/L), extrato de levedura (20,0 g/L), NaNOs (3,0 g/L), K:HPO4
(1,0 g/L), MgS0O4*7H20 (0,5 g/L), KCI (0,5 g/L) e FeSO4+7H20 (0,01 g/L), foi utilizado como
meio de cultivo de referéncia, ao qual foram adicionadas diferentes concentracdes de MnCl..
Os frascos utilizados foram esterilizados em uma autoclave vertical Phoenix a uma pressao de
1 atm e temperatura constante de 121°C por 15 minutos. O fungo foi cultivado sob agitacdo a
120 rpm, 25°C, em uma incubadora refrigerada Tecnal - TE - 421. Todo o experimento foi
conduzido sob condigdes assépticas em uma cabine de seguranca bioldgica classe I Al da
Filterflux. Os extratos foram obtidos utilizando um banho ultrassonico da marca Unique -

USC1650.
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Todos os demais reagentes quimicos foram adquiridos da Sigma-Aldrich
Chemical, Exodo Cientifica (Sumaré, SP, Brasil), Neogen (Lansing, Michigan, EUA), J. T.
Baker (Phillipsburg, New Jersey, EUA) e Synth (Diadema, SP, Brasil), e foram utilizados sem

purificacdo adicional.
5.3. Isolamento do micro-organismo

O fungo Talaromyces sp. foi isolado do solo coletado a 150 metros da geleira
Collins (62° 09.794’S 58° 55.560°W) na Ilha King George, Antartica. Apos o isolamento, o
fungo foi preservado em agua esterilizada e depositado no Laboratério de Micologia Ambiental
e Industrial (LAMALI), Instituto de Ciéncias Bioldgicas, sob o cddigo LAMAI2549, na
Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Rio Claro, Brasil. Também esta
depositado no Laboratorio de Bioquimica Micromolecular de Microrganismos (LaBioMMi) -
Departamento de Quimica, Universidade Federal de Sao Carlos, Brasil (cddigo
LaBioMMi834). O fungo foi identificado com base no sequenciamento de ITS (Internal
Transcribed Spacer 1 - ITS 1, 5.8S e ITS 2).

5.4. Crescimento do micro-organismo, adi¢io de Mn>* cultivo e extracio

Para o crescimento do fungo Talaromyces sp., placas de Petri contendo o meio
BDA foram preparadas e esterilizadas em uma autoclave vertical. Apos a esterilizagdo, as
placas foram resfriadas até a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C). Em seguida,
fragmentos do microrganismo, com cerca de 5 mm de tamanho, foram usados para inocular as
placas sob uma cabine de fluxo laminar. As placas foram incubadas por um periodo de 10 dias.
Essas placas foram utilizadas para preparar suspensdes de esporos para experimentos
subsequentes.

A preparacdo da suspensdo de esporos foi realizada usando um lago de platina,
onde uma certa quantidade de células fingicas foi retirada das placas e transferida para um tubo
Falcon (50 mL) contendo cerca de 30 mL de agua destilada autoclavada e misturada utilizando
um vortex. A contagem de esporos foi determinada usando uma camara de Neubauer e ajustada
para uma concentragdo de 10° unidades formadoras de colonia (UFC).

Para avaliar a influéncia do cation manganés no metabolismo deste fungo, o
meio Czapek foi modificado substituindo a quantidade de FeSOs*7H-O por MnCl:*4H-0,
estabelecendo uma concentragdo de 125 mM deste cation. Apos a preparagao, as solugdes foram
transferidas para frascos Erlenmeyer de 125 mL, com um volume total de 70 mL por frasco. Os

frascos foram esterilizados em uma autoclave vertical Phoenix a uma pressdo de 1 atm e
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temperatura constante de 121°C por 15 minutos, e entdo inoculados sob condigdes assépticas
por um periodo de 15 dias.

Apds o periodo de crescimento, as séries em triplicata foram estabelecidas de
acordo com o pH ajustado no procedimento de extracdo quimicamente ativa. Na Série 1, o
método de extracao envolveu o uso de uma solu¢ao de HCI 1,0 M. Essa solucao foi utilizada
para reduzir o pH do extrato para a faixa de 4,5 a 5,0. Na Série 2, a extragdo foi realizada
utilizando uma solug¢do de Na.COs 1,0 M. Na Série 3, uma solugdo de KOH 1,0 M foi
empregada. Essas solu¢des foram utilizadas para aumentar o pH dos extratos para a faixa de
7,5 a 8,0. Em seguida, 100 mL de acetato de etila foram adicionados a cada frasco e deixados
em um banho ultrasonico por 30 minutos. Esta etapa de extragdo foi repetida trés vezes e as
solugodes de acetato de etila foram combinadas para cada replicado.

O contetdo total dos frascos foi filtrado através de um funil de Biichner; a
camada superior (solucdo de acetato de etila) foi entdo removida e seca com Na>SOs antes de
ser evaporada sob pressao reduzida. Apos a obtengao dos extratos, o contetudo total foi dividido
em quantidades iguais para analise por cromatografia liquida de ultra desempenho (UPLC) e

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).
5.5. Construcao da rede molecular

Os dados de GC-MS foram inicialmente avaliados usando o software
GCsolution (Shimadzu). Redes moleculares de dados espectrais de massa foram criadas
utilizando a plataforma GNPS (http://gnps.ucsd.edu). Como os dados de massa dos
experimentos usaram uma fonte de ionizagdo por impacto eletronico (EI), os resultados ndo
incluiram a selecao de ions precursor. Portanto, a desconvolugdo espectral foi necessaria. Para
1sso, os dados de GC-MS foram analisados e processados utilizando o pacote Mzmine 2.53.

A deteccao de massa foi avaliada de 3,0 a 15 minutos no modo centréide com
nivel de ruido de 1,0 x 10°. A deteccdo de picos foi determinada usando o método ADAP
Chromatogram Builder, com os seguintes parametros: tamanho minimo do grupo de 5
varreduras, limite de intensidade do grupo de 1,0 x 10%, intensidade minima mais alta de 1,0 x
10° e tolerancia de m/z de 0,75 m/z. A desconvolug¢do do cromatograma usou o algoritmo
Wavelets (ADAP) com um limite de S/N de 7, estimador de S/N na janela de intensidade SN,
altura minima da caracteristica de 1, limiar de coeficiente/area de 30, duragdo do pico de 1,00,
intervalo da onda RT de 0,15 e calculo do centro de m/z na mediana.

A deconvolugdo espectral empregada foi a resolugdo multivariada de curvas com
largura da janela de desconvolugdo (min) de 0,15, tolerancia de tempo de reten¢ao (min) de
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0,02 e nimero minimo de picos definido como 1. O alinhamento foi realizado pelo alinhador
ADAP (GC) com confianca minima (0 a 1) de 0,05, tolerancia de tempo de retengdo de 0,1,
tolerancia de m/z de 0,1, limiar de pontuagao (0 a 1) de 0,75, peso da pontuagdo (0 a 1) de 0,1
e similaridade de tempo de retencdo com correlagdo cruzada. A avaliacdo dos picos ausentes
foi definida utilizando o modulo Gap Filling no Peak Finder Multithreaded com tolerancia de
intensidade de 0,1%, tolerancia de m/z de 0,2 m/z e tolerancia de tempo de retencao de 0,1
minutos.

Os arquivos foram processados utilizando o algoritmo de rede espectral (GNPS)
em um arquivo MGF dos espectros desconvoluidos pelo mzMine 2.53, uma tabela de
quantificagdo dos picos gerados nesse processamento e uma tabela de metadados com
informagdes sobre as amostras, como tipo de amostra, tipo de inducao e método de extracao.
No GNPS, os dados foram ajustados da seguinte forma: tolerancia de massa dos ions
fragmentados de 0,5 Da; picos correspondentes minimos de 5; limiar de pontuagao de 0,5. As
opgoes de pesquisa avangada incluiam: classe da biblioteca bronze; histérico superior por
espectro de 1; e uso da biblioteca espectral (GNPS). Nas op¢des avancadas da rede: pares
minimos de cosseno de 0,6 e rede TopK de 10. A visualizagdo e formagdo da rede foram

realizadas utilizando o software Cytoscape v.3.10.2.

5.6. Capacidade de avaliacido dos radicais livres (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazila

- DPPH) por UPLC-DAD

A quantificagdo do padrao de varredura do radical DPP- foi realizada utilizando
o método da curva analitica linear com uma solu¢ao de DPPH variando de 0,0125 a 0,20 mM.
A seguinte equagao foi utilizada para a avaliacao [DPPH/DPPe, mM] = AP (DPPH/DPP-, DC)
— b/6, onde AP (DPPH/DPPe, DC) ¢ a area do pico do radical DPPH ou sua forma reduzida
(DPPH) em diferentes concentragdes, (b) € a intersecdo e (d) € a inclinacdo da curva analitica.
Além disso, o limite de detecgdao (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) foram calculados com
base na razdo entre o desvio padrdo da curva de calibracdo e sua inclinacao, utilizando as
seguintes equagdes: LD = (3,3 x 6/S) e LQ = (10 x 6/S), onde o desvio padrio da resposta (o)
¢ determinado a partir do desvio padrao da interse¢do da linha de regressao (a interse¢do da
equagdo), enquanto (S) representa a inclinagdo da curva de calibracdo (a inclinagdo da curva

analitica). Todas as andlises foram realizadas em triplicata.
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5.7. Teste de atividade dos radicais livres (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazila —

DPPH)

Para este estudo, uma solugdo padrao de 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) foi
preparada dissolvendo 7,89 mg em 100 mL de metanol analitico (0,20 mM) em um frasco
volumétrico. A solu¢do final foi transferida para uma garrafa ambar e armazenada a 5°C.
Solugdes metandlicas de rutina, acido galico e acido ascorbico a 1,0 mg/mL foram usadas como
padrdes antioxidantes. Solucdes dos extratos fingicos obtidos quimicamente com HCI, Na.COs
e KOH (todos a 1,0 M) foram utilizadas para comparagdo com os padrdes de referéncia. A
concentragdo dos extratos foi de 5,0 mg/mL.

Ap0s preparar a solugdo padrao de DPPH, uma aliquota de 9,375 mL foi retirada
para preparar a solugao de trabalho. Esta solucao foi preparada em um frasco volumétrico de
25 mL, resultando em uma concentragdo molar final de 0,075 mM. Esta solucao foi preparada
e utilizada somente no dia da analise. A atividade de varredura de radicais foi determinada apos
adicionar 100 pL dos extratos de teste a 1000 uL da solucdo de trabalho de DPPH. As medigdes
foram feitas apos 30 minutos de reacdo em ambiente escuro, a uma temperatura controlada de

25°C.
5.8. Resultados e discussoes

5.8.1. Efeito do cation manganés no crescimento do fungo Talaromyces sp.

Em estudos anteriores, a tolerdncia de Talaromyces sp. a diferentes
concentragcdes de manganés foi avaliada, com concentra¢des variando de 0 a 1000 mM. Essa
avaliacdo foi necessaria para determinar a faixa de concentracdo que melhor representava
variagcdes metabodlicas em comparagdo a sua biomassa. Observou-se que as variagdes foram
mais bem representadas na concentracao de 125 mM, quando comparadas a concentragdo de
referéncia de 0 mM. Notou-se que, nessa concentracdo, o fungo desenvolve mecanismos de
adaptagdo para reduzir os niveis de toxicidade apresentados por esse cation. Certos mecanismos
de prote¢ao envolvem enzimas utilizadas para lidar com o excesso de manganés; entretanto, em
concentragdes acima de 125 mM, essas enzimas perdem sua capacidade de desintoxicagdo, € o
fungo deixa de expressar crescimento.

E importante destacar que essa evolugdo foi definida pela observacio da
biomassa seca em comparacdo aos perfis quimicos apresentados em cada condigdo
experimental. Foi possivel observar que o aumento da concentracdo de manganés até¢ 62 mM
resultou em um aumento de 15% na biomassa fliingica em comparagao a condi¢do de referéncia.
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Essa tendéncia ¢ revertida em concentracdes superiores a 125 mM, apresentando uma redugao
de até 40% na produgdo de biomassa.

Essa inibicdo do crescimento fungico em relacdo ao manganés depende de
inumeros fatores, como a presenga de outros cations, umidade e temperatura adequadas, além
de niveis de pH aceitaveis. Embora haja uma variabilidade consideravel nos niveis de tolerancia
ao manganés, diversos estudos na literatura indicam que sempre haverd uma concentracao
minima capaz de comprometer o sistema bioldgico desses microrganismos. Isso ¢ relevante
para o nosso trabalho, uma vez que a inibi¢do ou indu¢do de novas enzimas pode impactar a

biossintese de diferentes compostos produzidos por esse fungo.

5.8.2. Avaliacio de um método cromatografico para analise dos radicais

livres de DPPH por UPLC

Embora o método espectrofotométrico para avaliacdo dos radicais DPPH seja
amplamente utilizado para aferir a atividade antioxidante, ele pode apresentar limitagdes,
especialmente quando aplicado a matrizes coloridas. Por exemplo, pigmentos presentes em
alimentos, plantas e materiais bioldgicos podem interferir na leitura precisa dos radicais,
dificultando a analise da atividade antioxidante nas amostras utilizadas. Portanto, um método
analitico mais especifico e sensivel ¢ necessario para avaliar a atividade sequestrante dos
radicais livres DPPH. Foi desenvolvido um método cromatografico para realizar o rastreamento
do teste de avaliacdo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil). O método utilizou uma
coluna C18 e uma fase mével composta por uma mistura de acetonitrila e 4gua, com um tempo
de corrida de 6 minutos. A fase mével foi extensivamente otimizada para melhorar os niveis de
resolucao dos picos do radical e de sua forma reduzida.

De acordo com as condi¢des de analise definidas, a solu¢do de DPPH foi
avaliada (Figura 29). Os picos foram bem separados, com boa resolu¢do e sem a presenca de
interferéncias que pudessem dificultar a interpretacdo dos resultados. Observou-se que a forma
reduzida (DPPH-H) ¢ sempre eluida mais rapidamente em comparagao a forma de radical livre.
Ambas as formas do DPPH podem ser identificadas por meio de espectros UV-Vis na faixa de
200 a 600 nm, devido a influéncia do detector de arranjo de diodos (DAD). Essa avaliagdo foi
util para selecionar um comprimento de onda 6timo para o método. Para a analise final do teste,
foi escolhido o comprimento de onda de 330 nm, pois ambas as formas apresentaram

absorbancia equivalente nessa faixa.

55



_» DPPH
' —— DPPH-H
) 2.0e-17
E DPPH-H <~ E — DPPH
E 1 5e-14
1.5e-14 1
1.0e-14
5 E
< 1.0e-14 5.0e-2]
E 0.0 T T T T T T T T T T T T T T T 1 NM
5.0e-2 f 250 300 350 400 450 500 550 60O
0.0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T e e e Time
-0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4. 50 5.00 5.50 6.00

Figura 29 - Cromatograma de DPPH obtido por eluigo isocratica com 70% de ACN / 30% de
agua em 6 minutos (detec¢do, A = 330 nm), (DPPH-H, verde) e (DPPH, vermelho).

Fonte - Elaborado pelo autor.

Os dados mostraram que as areas dos picos variaram de acordo com o nivel de
concentracdo estudado. A area do pico do radical DPPH apresentou uma diminui¢do mais
acentuada com a redugdo de sua concentragdo, enquanto a area do pico de sua forma reduzida
(DPPH-H) apresentou o efeito oposto com a diminui¢do da concentracao.

A andlise cromatografica mostrou que os picos do par (DPPH/DPPH-H) estavam
presentes nas diferentes concentragdes que estabeleceram a curva analitica (Figura 30). Assim,
a avaliagao do DPPH nessas condi¢des foi realizada para determinar a quantidade a ser utilizada

nos testes antes e depois da combinag¢ao com os padrdes de referéncia e os extratos estudados.
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0,10 mM
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N
N
e
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0,0125 mM
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Figura 30 - Curva analitica na faixa linear de 0,0125 a 0,20 mM.

Fonte - Elaborado pelo autor.
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A calibragdo da curva padrao considerou a determinagao das areas dos picos para
o par (DPPH/DPPH-H) em 7 pontos com concentragdes variando de 0,0125 a 0,20 mM. As
areas foram determinadas a partir da avaliagdo das amostras em triplicata. Além disso, os ajustes
obtidos a partir da curva de calibragdo (Tabela 2) apresentaram linearidade satisfatéria na faixa
de trabalho, com bons limites de deteccao e quantificagao.

Pico Equagao da curva R? *LD *LQ Faixa (mM)

DPPH Y =77168x - 1470,8 | 0,993 | 0,06290 | 0,19060 | 0,0125 — 0,20
DPPH-H | Y =87230x + 898,02 | 0,997 | 0,03397 | 0,10295 | 0,0125 — 0,20

*LD — limite de detecg@o e *LQ — limite de quantificagdo
Tabela 2 - Ajustes obtidos na curva de calibragao.

Vale ressaltar que a utilizagdo de um método cromatografico com a maior parte
da composicdo constituida por solvente organico garante um nivel de estabilidade para esse
radical. Outros fatores, como maior teor de d4gua na fase movel, adi¢ao de acido a fase mével e
a concentracao inicial dos radicais DPPH, também sdo considerados fatores que podem

influenciar a estabilidade desse radical (TATARCZAK-MICHALEWSKA e FLIEGER, 2022).

5.8.3. Avaliacdo das areas dos picos do par DPPH/DPPH-H e calculo da

atividade antioxidante

Para o estudo comparativo, dois controles foram utilizados. O primeiro controle
foi denominado (controle negativo), consistindo apenas do padrdo de DPPH em metanol, e o
segundo controle foi denominado (controle positivo), composto por substincias com alto
potencial antioxidante: rutina, acido galico e acido ascorbico. Todos foram preparados
individualmente. Os extratos utilizados foram obtidos a partir de uma extragao quimicamente
ativa que utilizou 4cido cloridrico (HCl), carbonato de sddio (Na2COs) e hidroxido de potassio
(KOH), visando os compostos fendlicos produzidos pelo fungo Talaromyces sp. Essa
caracteristica foi importante para avaliar a influéncia do indutor metélico (manganés) presente
no meio de cultivo desse fungo em relacdo a producao ou inibi¢do desses compostos.

Para o teste antioxidante, foi necessario estabelecer uma concentracdo inicial
para os padrdes e extratos. Uma concentracao inicial de 1,0 mg/mL foi definida para os padroes
e 5,0 mg/mL para os extratos. Para o estudo da eficiéncia antioxidante, foi definida uma
concentracao de 0,075 mM de DPPH, que representa a concentragdo intermediaria entre os
pontos mais alto e mais baixo da curva de calibra¢do. A atividade de eliminacdo dos radicais

livres do DPPH foi avaliada utilizando a seguinte equagao:
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% de reducao da area do pico de DPPH ou DPPH — H = %xlOO
Onde: Aaa = area do pico de DPPH / DPPH-H antes da adi¢ao do antioxidante e Ada = area do
pico de DPPH / DPPH-H apds a adi¢cao do antioxidante (TATARCZAK-MICHALEWSKA e
FLIEGER, 2022).

O método utilizando o radical DPPH envolve a avaliacdo das propriedades
antioxidantes de diversas substancias quimicas capazes de sequestrar essa espécie radicalar. O
radical DPPH possui coloragdo violeta, com absor¢ao em comprimento de onda maximo de 517
nm. Ele ¢ geralmente utilizado para identificar doadores de hidrogénio em diferentes matrizes
quimicas. Ap6s reagir com um antioxidante, o radical DPPH ¢ reduzido, formando o 2,2-
difenil-picril-hidrazil (DPPH-H), que possui coloracdo amarela. (TATARCZAK-
MICHALEWSKA e FLIEGER, 2022).Assim, o consumo do radical DPPH pode ser
monitorado pela diminui¢do da 4rea do pico desde o inicio da reacdo (Figura 32).

As medigdes indicaram que a area do pico do radical DPPH ¢ significativamente
afetada quando esse radical ¢ combinado com uma substancia de alto potencial antioxidante
(Figura 31 a). Em comparagao com os trés padrdes, observa-se um maior potencial para o acido
ascorbico (99,14%) e o acido galico (98,75%), seguidos da rutina (97,06%). Quando essa
relagdo experimental ¢ associada aos extratos obtidos a partir de uma extragdo quimicamente
ativa, observa-se um efeito menos eficaz em comparacao aos padroes (Figura 31 b).

No entanto, o percentual de sequestro do radical DPPH por esses extratos ¢
considerado elevado para a concentracdo aplicada do radical DPPH (0,075 mM). O extrato
controle apresentou um percentual de inibi¢do do radical DPPH de 85,86%, enquanto os
extratos de HCI (90,27%), Na.COs (90,88%) e KOH (90,89%) atingiram, respectivamente,
90,27%, 90,88% e 90,89%.
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Figura 31 - Cromatogramas obtidos dos padroes de acido ascorbico, acido galico e rutina e
extratos com e sem a adi¢do do cation manganés por elui¢do isocratica com fase movel composta
por ACN/agua na propor¢ao v:v 70/30 apos 30 minutos de reagdo entre as amostras e o radical
DPPH em uma concentragao molar de 0,075 mM.

Fonte - Elaborado pelo autor.

Ao correlacionar os cromatogramas obtidos e seus respectivos percentuais de
eliminagdo do radical DPPH com a variagao de cor observada nos frascos de reagao devido a
aplicacdo de diferentes compostos antioxidantes, verificou-se que ha uma relacdo com o método
aplicado, justificando os resultados observados (Figura 31 e 32). Os resultados obtidos neste
experimento mostraram que os extratos induzidos pelo cation manganés demonstraram um
potencial superior na eliminac¢ao de radicais livies DPPH em comparacdo ao extrato controle.
Essa caracteristica pode estar associada ao modo de indugdo experimental, que pode resultar
em alteragdoes metabolicas, ou ao método de extragao aplicado. Portanto, € necessario realizar
investigacgoes utilizando diferentes métodos para identificar os compostos responsaveis por essa

bioatividade.
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Figura 32 - Reacdo de redugao do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), por meio da a¢ao
de diferentes compostos antioxidantes apds um tempo de reagdo de 30 minutos no escuro a
temperatura ambiente (25 °C).

Fonte - Elaborado pelo autor.

5.8.4. Classificacao qualitativa do modo de extracao dos extratos fingicos

Os resultados da visualizagao grafica da PCA dos extratos fungicos obtidos por
extracdo quimicamente ativa sdo apresentados na (Figura 5). Os primeiro e segundo
componentes principais mostraram, respectivamente, que os escores das cores vermelha e
violeta estavam posicionados na parte inferior direita do grafico com relativa proximidade entre
si, indicando que os extratos obtidos com os reagentes (Na:COs) e (KOH) apresentaram um
perfil metabolico relativamente semelhante.

Em contraste, os pontos azuis, associados ao método de extracdo com (HCI),
estavam claramente separados dos grupos extraidos com as bases, indicando relagdes quimicas
distintas. Essa caracteristica estd relacionada ao método de extragdo, j4 que os pontos azuis
foram extraidos de forma diferente dos grupos que apresentaram pontos vermelhos e violetas.

Observa-se que os pontos verdes, correspondentes ao controle do experimento

que nao foi induzido pelo cation manganés, estavam isolados na parte superior. Esse
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comportamento indica que a eficiéncia na produ¢ao de compostos que podem ser influenciados
pela presenca do indutor manganés foram predominantemente afetadas. De forma geral, os
quatro grupos de amostras foram claramente separados entre si pelo método de extragdo ou pela

associacdo com o modo de indugdo por cation manganés (Figura 33).
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Figura 33 - Analise de componentes principais (PCA) de 12 amostras em triplicata com area
sombreada de 95%.
Fonte - Elaborado pelo autor — Metaboanalyst 6.0.

Com base no grafico, podemos identificar as relagdes quimicas observadas neste
experimento. Essa caracteristica indica que a presenca do cation manganés € um fator chave no
processo de inducdo ou inibicdo de diferentes compostos. Além disso, esses resultados
contribuem para a compreensdao da biodiversidade molecular do fungo Talaromyces e do

potencial de aplicacdo desses compostos como agentes antioxidantes.

5.8.5. Avaliacdo das redes moleculares dos extratos fungicos com e sem a

adiciao do cation manganés

Para documentar e agilizar o processo de descoberta de metabolitos com
potencial antioxidante, aplicamos uma abordagem de rede molecular utilizando os dados
experimentais de GC-MS ajustados no arquivo de metadados, incluindo o método de extragao,
a inserc¢ao do indutor metalico e o tipo de amostra.

A rede molecular foi formada com 12 extratos replicados com base no método
de extracdo ou de indugdo e resultou em 102 nods conectados por 206 arestas, os quais foram

agrupados em um grande cluster, conforme mostrado (Figura 34). Uma das vantagens de criar
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redes moleculares ¢ a possibilidade de aplicar filtros aos nos e arestas para entender como 0s

metabolitos estao distribuidos dentro de um conjunto de dados. Nesse sentido, cores diferentes

foram atribuidas aos nds com base no método de extracao ou indugdo aplicado, considerando o

tempo de retengdo (de 6,90 a 9,0 minutos) para a avaliacdo dos principais compostos, conforme

observado nos cromatogramas de GC-MS. Vale ressaltar que a andlise por GC-MS

complementa os resultados observados nas redes moleculares. Essas informagdes sdo cruciais

para entender como esses compostos estdo distribuidos de acordo com o desenvolvimento de

cada experimento.
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Figura 34 - Rede molecular obtida a partir dos extratos (Controle, HCl, Na:COs ¢ KOH)

agrupados pelo software Cytoscape 3.10.2, destacando as principais anotagdes obtidas a partir

da biblioteca GNPS.

Fonte - Elaborado pelo autor — Metaboanalyst 6.0.
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A distribuicao dos gradientes de cores indicou que diferentes metabdlitos devem
ser agrupados de forma distinta. Na regido destacada na Figura 34, observa-se um cluster com
os principais metabdlitos anotados. Além disso, a maioria dos metabdlitos que apresentaram
diferengas entre os grupos indicados no grafico de PCA foram eluidos entre 6,90 ¢ 9,0 minutos,
o que pode denotar certas classes metabolicas e, consequentemente, auxiliar no processo de
anotacao.

Observou-se que a producao de compostos antioxidantes pode ser alterada pelo
método de cultivo do fungo. Esses achados contribuem para o entendimento de como ocorre o
processo de adaptagdo e desenvolvimento desse microrganismo. Adicionalmente, a aplicagdo
de cations de manganés em combinagdo com o método de cultivo pode contribuir para a
produg¢do de substancias com atividade bioldgica, promovendo assim o processo de

desenvolvimento biotecnologico.

5.8.6. Avaliacdo dos cromatogramas dos extratos fiingicos com e sem a adicao

do cation manganés

A analise por cromatografia gasosa considerou a avaliagdo dos principais picos
presentes nos extratos que foram induzidos com o cation manganés em compara¢ao com seu
controle. Entre os extratos induzidos, observou-se que o tempo de retencao entre 6,90 e 9,0
minutos apresentou diferencas quando comparado a mesma regido do extrato controle (Figuras
35,36 e 37). Essa diferenca foi avaliada utilizando a biblioteca do Instituto Nacional de Padrdes

e Tecnologia (NIST) presente no software do GC-MS.
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Figura 35 - Comparacao do controle (Vermelho) com o experimento com HCI (Preto).

Fonte - Elaborado pelo autor.
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Figura 36 - Comparacao do controle (Vermelho) com o experimento com NaxCOj (Preto).

Fonte - Elaborado pelo autor.
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Figura 37 - Comparacao do controle (Vermelho) com o experimento com KOH (Preto).
Fonte - Elaborado pelo autor.

Os extratos fungicos foram submetidos a avaliacao dos principais constituintes
nessa faixa de tempo de reten¢do. As investigacdes revelaram uma predominancia de
compostos fendlicos e acidos graxos observados nessa regido (Tabela 3) e (Figura 38). Observa-
se que a inducdo utilizando o cation manganés foi capaz de produzir esses compostos, os quais
podem ter potencial para eliminar ou reduzir os radicais livres DPPH. Esses resultados sdo
consistentes com as porcentagens obtidas dos extratos induzidos em comparagao com o extrato
controle.

Diversos estudos tém sido realizados para investigar a atividade antioxidante de
compostos fenolicos em varias fontes, como plantas, alimentos e matrizes bioldgicas. Esses
estudos demonstraram que os compostos fenolicos podem apresentar forte atividade

antioxidante e podem ser eficazes na prevencdo da formacao de radicais livres associados a
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diferentes tipos de estresse oxidativo (JIN et al., 2023; ARRUDA et al., 2022; DANTAS et al.,
2022).

Pico Temp0~de Composto m/z Formula
retencao molecular
1 6.932 Acido 4-hidroxibenzenoacético 152 CgHsO3
2 7.428 Acido benzoico 122 C7H60:
3 7.592 Acido acético 60 C2H402
4 7.765 1-Fenil-3-buten-1-ol 148 CioH120
5 7.897 Acido tetradecanoico 228 C14H2302
6 8.095 Acido 4-hidroxifenilbutirico 180 CioH1203
7 8.250 2-Hidroxiisoforona 154 CoH 1402
8 8.335 3-Metil-2-decen 154 CiH22
9 8.653 Acido 9,12,15-octadecatrienoico 278 Ci13H3002
10 8.787 Acido hexadecanoico 256 Ci16H3202

Tabela 3 - Substancias anotadas pela biblioteca NIST na regido de (6,90 a 9,0 minutos) que

ndo foram observadas no extrato controle.

OH
~ 0y
HO

4

Talaromyces sp

OH
9

Figura 38 - Principais estruturas quimicas identificadas na biblioteca NIST observadas nos
cromatogramas com variagdo no tempo de reten¢do entre 6,90 a 9,0 minutos.

Fonte - Elaborado pelo autor.
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5.9. Conclusoes

Os resultados apresentados no estudo deste artigo demonstraram que a presenga
do céation manganés tem um impacto significativo na atividade antioxidante dos extratos
produzidos pelo fungo Talaromyces sp. Utilizando um método adaptado para a avaliacao de
radicais DPPH por cromatografia de ultra performance, foi possivel observar que a atividade
antioxidante dos extratos aumentou consideravelmente na presenga do manganés. Essa
caracteristica apresentou vantagens, pois incluiu a possibilidade de avaliar a atividade
antioxidante juntamente com a identificacao de padroes e diferentes compostos.

Além disso, a analise por GC-MS, associada a avalia¢ao de redes moleculares,
revelou alteragdes no perfil quimico dos extratos, sugerindo que o manganés pode influenciar
a producdo de compostos bioativos especificos com propriedades antioxidantes. Esses
resultados indicam que a suplementacdo com manganés pode ser uma estratégia eficaz para
potencializar a atividade antioxidante em microrganismos, abrindo novas possibilidades para o
uso desses extratos em aplicagdes biotecnologicas e na industria farmacéutica.

Estudos complementares sdo necessarios para compreender os mecanismos
moleculares associados a essa influéncia e explorar a aplicabilidade pratica dos extratos

enriquecidos com manganés em diferentes contextos experimentais.
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6. Capitulo 3 — Esteroides poliénicos do fungo Talaromyces fuscoviridis
derivado de solo de mina de cobre: estruturas, aumento da producao e
atividade antioxidante

6.1. Introducao

Embora os fungos, em geral, apresentem metabolismos secundarios prolificos,
fornecendo muitas moléculas importantes e tteis em aplicagdes biotecnologicas voltadas ao
bem-estar humano (BILLS e GLOER, 2016; SHI et al., 2024; YOUSSEF e SINGAB, 2021), o
que temos observado ¢ que a diversidade fungica nem sempre acompanha a diversidade de
produtos naturais produzidos por fungos. Isso provavelmente se deve ao fato de que, embora
0s microrganismos, em geral, possuam um grande numero de diferentes clusters génicos
biossintéticos registrados em seu genoma, a expressao dessa maquinaria genética relacionada
ao metabolismo secundario depende de inumeros fatores externos, que na maioria das vezes
sao desconhecidos ou dificeis de determinar (LIND et al., 2017, CACHO, TANG e CHOOI,
2014; REEN et al, 2015; KELLER, 2015). Isso significa que os estudos quimicos
frequentemente resultam no reisolamento de produtos naturais fungicos ja conhecidos por
pesquisadores ao redor do mundo.

Esse fato levou muitos quimicos de produtos naturais, juntamente com bidlogos
moleculares, a propor a teoria de que microrganismos que vivem em ambientes extremos podem
ativar diferentes genes biossintéticos como forma de se adaptarem a substratos inospitos
(SAYED et al., 2020; LI et al., 2022). Assim, a biosfera fungica presente em ambientes
potencialmente hostis tem recebido atencdo especial da comunidade cientifica, que investiga os
mecanismos desenvolvidos por esses microrganismos para se adaptarem a condigdes
desafiadoras e como isso afeta seu metabolismo. De fato, esses estudos tém representado uma
valiosa contribui¢do para a descoberta de novos alvos para o desenvolvimento e aplicacao
biotecnoldgica (HUI et al., 2021; KISS et al., 2023; RADDADI et al., 2015).

Com essas ideias em mente, pesquisadores tém explorado vulcoes
(MARTIRENA-RAMIREZ et al., 2024; DU et al., 2008), diferentes tipos de cavernas
(RANGSEEKAEW e PATHOM-AREE, 2019; TAVARES et al., 2018; SUETRONG et al.,
2023), lagos altamente salinos (GEORGIEVA et al., 2023), o oceano profundo (DU et al.,
2010), entre outros, como fontes de microrganismos para estudos quimicos e bioprospecgao.
No Brasil, existem muitos desses ambientes que podem representar substratos desafiadores para
o crescimento de microrganismos, e, com isso, estabelecemos um programa para investigar a

quimica desses extremofilos, explorando seu potencial para fornecer moléculas com
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bioatividades interessantes.

Em uma expedicao recente, algumas das diversas minas de metais existentes no
estado do Parad foram amostradas em busca de fungos vidveis. Durante uma dessas coletas,
realizada em solo descartado de uma mina de cobre, foi encontrado um pequeno conjunto de
isolados interessantes, os quais foram inicialmente identificados por morfologia observada em
microscopia optica e, posteriormente, por sequenciamento de genes taxonomicos.

Neste trabalho, relatamos o estudo quimico e a atividade antioxidante de um
desses fungos, que apresenta pigmentacdo semelhante a de solu¢des aquosas contendo cobre
cationico e foi identificado como Talaromyces fuscoviridis. Os estudos com os extratos da
biomassa do fungo cultivado em arroz esterilizado resultaram no isolamento de dois esteroides
majoritarios com atividades antioxidantes comparaveis a do composto lipofilico de referéncia,
0 B-caroteno. Também ¢ relatado aqui o aumento na produgao de esteroides quando o meio de

cultivo ¢ suplementado com MnCl..
6.2. Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de 'H e *C RMN foram adquiridos em solugdo de CDCls, com
tetrametilsilano (TMS) como sinal de referéncia, utilizando um instrumento Bruker AVANCE
I11, 9,4 Tesla, equipado com um autoamostrador, uma cabeca de sonda ATMA® BFO de 5 mm
e um gradiente de campo no eixo Z, operando a 400 e 100 MHz para 'H e *C, respectivamente.
Os dados de espectrometria de massas de alta resolucao foram adquiridos em um espectrometro
de massas hibrido quadrupolo-tempo de voo (Q-ToF MS, Impac II, Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha), acoplado a um UHPLC (Shimadzu Nexera X2, Toquio, Japao), utilizando uma
coluna reversa C-18 de 135 A de porosidade e tamanho de particula de 1,7 pm (Waters,
Billerica, MA, EUA), 2,1x100 mm. As andlises de GC/MS foram realizadas em um
espectrometro de massas QP-2010-plus (Shimadzu, Toquio, Japao) acoplado a uma
cromatografia gasosa GC-17A equipada com uma coluna de silica fundida Restek-Rxi-5ms
(J&W Scientific, 10 m x 0,10 mm x 0,10 um). A cromatografia preparativa de média pressao
(MPLC) foi realizada utilizando um sistema Teledyne-Isco Combiflash RF 200, com colunas
empacotadas com silica gel RediSep gold. A TLC foi realizada em placas de silica gel GF254
pré-revestidas com suporte de aluminio; as manchas foram visualizadas sob luz UV ou por
pulverizagdo com acido sulfurico a 10% em EtOH seguido de aquecimento. Os ensaios para
atividade antioxidante utilizaram uma cromatografia liquida de ultra-alta pressdo (UPLC-
Acquity M-Class) da Waters (Manchester, Reino Unido) equipada com uma coluna C-18 (1,7

pm, 2,1 x 100 mm). Os dados de difracdo de raios-X foram coletados a 100 K em um
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difratometro Rigaku XtalLAB Synergy-S Dualflex equipado com um detector Hypix-6000 HE,
utilizando radia¢io CuKa (1,54184 A). O sequenciamento genético para identificagio fingica
foi realizado com um sequenciador automatico ABI 3500XL Series (Applied Biosystems).

Os solventes organicos diclorometano, acetato de etila, metanol e etanol foram
de grau analitico e adquiridos da Synth (Diadema, SP, Brasil) e Quimis (Indaiatuba, SP, Brasil).
Para separagdoes HPLC, foram utilizados acetonitrilo ¢ metanol de grau cromatografico
(Panreac, Barcelona, Espanha). Todos os outros produtos quimicos foram adquiridos da Sigma-

Aldrich Chemical e utilizados sem purificagdo adicional.
6.3. Isolamento do micro-organismo

A amostra de solo foi coletada da bacia de residuos de mineragdo de uma mina
de cobre no estado do Par4, Brasil (posi¢ao global: -6.429729, -50.081160). A cepa isolada foi
obtida de solo a uma profundidade de 0 a 10 cm. Aliquotas de aproximadamente 50 pL. de uma
suspensdo de solo preparada com 25 g em 225 mL de dgua desionizada esterilizada contendo
cloranfenicol e tetraciclina, ambos a uma concentragdo de 10 mg.L™!, foram espalhadas em
placas de Petri contendo BDA. As colonias em crescimento foram re-cultivadas em novas
placas. Apos o isolamento, os fungos foram preservados em agua esterilizada e depositados na
micoteca do laboratdrio multidisciplinar de biologia da Faculdade de Quimica da Universidade
Federal do Sul e Sudeste do Para - UNIFESSPA. Posteriormente, foram compartilhados com a
micoteca do Laboratorio de Bioquimica Micromolecular de Microrganismos - LaBioMMi,
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos, Campus Sao Carlos, Brasil.

Talaromyces fuscoviridis foi codificado como P3W1Ma.
6.4. Identificacio do micro-organismo

Para observac¢des morfologicas, o fungo isolado foi cultivado em microescala
utilizando a técnica de cultura em lamina. Nesse método, uma suspensdo de células do fungo
foi inoculada em laminas de microscopia contendo 40 uLL de meio de cultura BDA. A suspensdo
preparada foi transferida para o meio de cultura utilizando uma alca de platina previamente
esterilizada em chama. Apods a inoculagdo, uma laminula foi cuidadosamente colocada sobre a
superficie do meio de cultura. Todo o procedimento foi realizado em ambiente estéril.

Para criar condigdes adequadas de cultivo, um pedaco de algodao umedecido foi
adicionado a placa de Petri, garantindo que ndo entrasse em contato com a lamina ou a laminula.
A placa de cultura foi entdo selada e incubada a 27 °C por 6 dias em um incubador do tipo

BOD. Apo6s o periodo de incubacdo, as laminas foram examinadas em microscopio optico de
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campo claro, permitindo a visualizagdo dos aspectos morfoldgicos das estruturas fungicas
observadas.

O sequenciamento de DNA gendmico (Bt2/Bt2b) também foi utilizado para
confirmar a identificacdo do fungo. Uma suspensdo celular do fungo foi transferida para um
meio de cultura apropriado e incubada a 28 °C. O DNA genomico desse microrganismo foi
purificado utilizando o protocolo de extragao de DNA com fenol. A amplificagcdo do marcador
foi realizada por metodologia de PCR, utilizando o DNA extraido como molde. O primer
(oligonucleotideos sintéticos) usado na reacao de PCR foi Bt2/Bt2b, complementar a regido de
B-Tubulina. O produto da amplificacdo foi purificado em uma coluna (GFX PCR DNA and Gel
Band Purification Kit, GE Healthcare) e submetido diretamente ao sequenciamento em um
sequenciador automatico da série ABI 3500XL. O primer utilizado para o sequenciamento foi
Bt2a/Bt2b.

As sequéncias genéticas parciais obtidas com o primer foram montadas em uma
sequéncia consenso Unica (uma sequéncia consenso combinada com diferentes fragmentos
obtidos) e comparadas com sequéncias de organismos representados nos bancos de dados
Genbank e CBS. As sequéncias de DNA foram alinhadas utilizando o software CLUSTAL X,
associado ao BioEdit 7.2.6. Andlises de distancia foram realizadas utilizando o software MEGA
v.11.0. A matriz de distancia foi calculada com base no modelo de KIMURA (1980) ¢ a
constru¢ao do dendrograma de distancia genética foi realizada pelo método Neighbor-Joining,

com valores de bootstrap calculados a partir de 1.000 reamostragens.
6.5. Producao dos extratos e fracionamento

O isolado fungico foi cultivado em placas de Petri contendo o meio BDA (batata,
dextrose e agar), que foram esterilizadas em um autoclave vertical Phoenix sob 1 atm a 121°C
por 15 minutos. Apds a esterilizagdo, as placas foram resfriadas a temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C). Fragmentos de aproximadamente 5 mm de didmetro do isolado de
Talaromyces fuscoviridis foram usados para inocular as placas em um ambiente de fluxo
laminar. As placas foram incubadas por um periodo de 10 dias.

Uma suspensdo de esporos foi preparada usando um lago de platina para
transferir células fingicas das placas para um tubo Falcon contendo cerca de 30 mL de agua
destilada autoclave. A suspensdo foi agitada em um vortex. O nimero de esporos foi contado
em uma camara de Neubauer e ajustado para 1x10° células por mL. Esta suspensdo foi
distribuida em dez frascos Erlenmeyer de 1000 mL, cada um contendo cerca de 200 gramas de

arroz previamente autoclave duas vezes a 121°C sob 1 atm por 15 minutos. Eles foram entao
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incubados a 28°C por 30 dias. Apos a incubagao, as culturas foram extraidas com cerca de 200
mL de etanol por frasco Erlenmeyer. A biomassa foi macerada com uma barra de vidro para
otimizar a extragao, seguida de sonicac¢ao por 20 minutos em um banho ultrassénico. A extragao
também foi realizada utilizando acetato de etila. O extrato final foi filtrado sob vacuo, € a fase
organica foi transferida para um baldo de fundo redondo para evaporagdao do solvente. Este
procedimento foi repetido trés vezes. Uma aliquota deste extrato foi utilizada para analise do
perfil metabolomico em um espectrometro de massas de alta resolugdo (Bruker QToF) acoplado
a cromatografia liquida.

O extrato foi fracionado em uma coluna seca de cromatografia a vacuo,
utilizando uma coluna de 30 cm de altura e 4,0 cm de didmetro, embalada com gel de silica 60
(malha 70-230). Seis fracdes foram coletadas com eluentes compostos de hexano, acetato de
etila e metanol em proporg¢des de polaridade crescente (respectivamente 95:5:0 — Frl; 70:30:0
—Fr2; 0:100:0 — Fr3; 0:90:10 — Fr4; 0:70:30 — Fr5; 0:0:100 — Fr6). A fragao Fr3 foi submetida
a uma purificac¢do adicional usando uma cromatografia de média pressdo em uma coluna de gel
de silica montada no sistema Combiflash RF 200, eluida com gradiente de hexano e acetato de
etila, resultando nos esteroides puros 1, como um so6lido branco amorfo, e 2, como agulhas

brancas.
6.6. Analise dos extratos fungicos pot UHPLC-MS/MS

A analise do perfil metabolomico dos extratos brutos foi realizada utilizando um
sistema de cromatografia liquida de ultra-alta performance (UHPLC, Shimadzu) acoplado a um
espectrometro de massas de alta resolu¢do (QToF, Bruker). A separacdo cromatografica foi
realizada em uma coluna C-18 (da Waters). A fase mdvel consistiu de agua com 0,1% de acido
formico (solvente A) e acetonitrila com 0,1% de acido formico (solvente B). Foi aplicada uma
eluicdo em gradiente, comecando com 95% A e 5% B por 1 minuto, passando para 30% A e
70% B aos 12 minutos, alcangando 2% A e 98% B aos 20 minutos e retornando as condigoes
iniciais entre 20 e 25 minutos, garantindo a reequilibracdo da coluna. A taxa de fluxo foi
mantida em 0,25 mL.min! e a temperatura da coluna a 40°C.

Antes da andlise, o espectrometro de massas foi calibrado usando uma solugao
de formiato de sodio (10 mmol.L*; isopropanol:agua, 1:1 v/v) com adi¢dao de 50 puL de acido
formico concentrado. Durante a operacdo, a fonte de ions ESI foi configurada no modo de
ionizagdo positiva, com uma voltagem de capilar de 4500 V e um desvio de placa final de -500
V. O gas seco foi mantido a 8 L.min™, a 180°C, e o gas nebulizador foi ajustado para 4 bar. A

aquisicdo de dados variou de m/z 50 a 1800 com uma taxa de 5 Hz. Para analise MS/MS em
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tandem, foi realizada uma fragmentacao automatica de varredura MS/MS com foco nos cinco
ions mais intensos de cada pico cromatografico, otimizando a qualidade dos dados e os padrdes
de fragmentagao especificos de ions para identificacdo subsequente dos metabolitos.

A rede molecular baseada nos dados espectrais de massas foi estabelecida
usando a plataforma Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS)
(http://gnps.ucsd.edu). Dados MS de alta resolucdo das amostras foram adquiridos utilizando
uma fonte de ionizagdo por eletrospray (ESI), que normalmente fornece ions precursores
proeminentes. Em seguida, os dados de LC-MS/MS foram analisados e processados usando o
software MS-DIAL versao 4.24, com a detec¢ao de massas avaliada dentro de um intervalo de
tempo de retencao de 0,3 a 25,0 minutos, utilizando detec¢ao de massa centroide e um limite
de nivel de ruido de 1,0 x 10* Os parametros de tolerancia para MS1 e MS2 foram ajustados
de acordo com os padroes GNPS, com MS1 a 0,02 Da e MS2 a 0,02 Da. O intervalo de massas
foi ajustado de m/z 50 a 1500. Os parametros de deconvolucdo incluiram uma janela de 0,5 e
um corte de abundancia MS/MS no nivel de amplitude 30. O alinhamento foi baseado em dados
de referéncia aplicados a uma amostra em branco, com uma tolerancia de tempo de retengdo de
0,5 minutos. O fator de retengao e o fator MS1 também usaram um valor de 0,5, aplicavel dentro
de um intervalo de referéncia de 0-1.

Os arquivos foram processados por meio do algoritmo de redes espectrais
(GNPS) em trés formatos: um arquivo mgf de espectros deconvoluidos pelo MS-DIAL 4.24,
uma tabela de quantificagdo dos picos gerados nesse processo € uma tabela de metadados com
informacdes da amostra, como tipo de amostra e modo experimental. No GNPS, a tolerancia
de massa para o ion precursor foi de 0,02 Da, a tolerancia de massa para o ion fragmentado foi
de 0,02 Da, foi usado um minimo de 5 picos correspondentes e um limiar de pontuacao de 0,7.
As opg¢oes avancgadas de busca incluiram uma classe de biblioteca com um historico superior a
1 por espectro € o uso da biblioteca espectral GNPS. As opcdes avancadas da rede foram
configuradas para um par de cosseno minimo de 0,65 e uma rede TopK de 10. A visualiza¢do

da rede foi realizada usando o software Cytoscape versao 3.10.2.
6.7. Cultivo do fungo na presenca de MnCl.-4H:0O

Para avaliar a influéncia do cation manganés na produgdo de metabolitos, o
fungo Talaromyces fuscoviridis foi cultivado em arroz modificado, preparado com a adigdo de
MnClz-4H20 em uma concentracao final de 125 mmol/L. O cultivo foi realizado em triplicata
sob as mesmas condi¢des do meio controle (arroz hidratado apenas com agua destilada),

utilizando frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo aproximadamente 30 g de arroz e 60 mL da
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solucao correspondente. Apos a esterilizagdo e inoculagdo com uma suspensao de esporos (10¢

UFC), os frascos foram incubados por 20 dias em condigdes estaticas a temperatura ambiente.

Ao final do periodo de cultivo, foram obtidos extratos etandlicos por maceragao
estatica e concentrados utilizando um evaporador rotativo. Posteriormente, os extratos foram
analisados por LC-MS/MS para comparacdo qualitativa e quantitativa dos metabolitos
produzidos. A analise comparativa baseou-se em molecular networking (GNPS) e na

quantificagdo relativa por meio da extragdo da area de pico dos compostos anotados.
6.8. Analise GC/MS

Um aliquota da substancia isolada foi analisada por GC-MS rapido (Shimadzu
QP-2010-plus) equipado com uma coluna de silica fundida Restek-Rxi-5ms de 10 m x 0,10 mm
x 0,10 pm. O hélio foi utilizado como gas de arraste a uma velocidade linear de 42 cm's™. A
temperatura do injetor foi ajustada para 250 °C. Inicialmente, a coluna foi mantida a 70 °C por
1 minuto, sendo entdo aumentada a uma taxa de 20 °C-min" até 320 °C, permanecendo nessa
temperatura por 2 minutos. O tempo total de analise foi de 15 minutos, com um volume de
inje¢do de 1 uL em modo splitless. A temperatura da fonte de ions por EI foi fixada em 240 °C,
e a temperatura da interface em 250 °C. A varredura de ions foi operada entre m/z 70 e 670,
os dados foram adquiridos no intervalo de 3 a 15 minutos. Este método foi desenvolvido

especificamente para este estudo.
6.9. Difracao de raios X por cristal unico

A evaporacdo lenta de uma solugcdo metanodlica do esteroide 2 em condigdes
ambiente resultou em cristais em forma de agulha, adequados para andlise por SCXRD. Os
dados de SCXRD foram coletados a 100 K em um difratobmetro Dualflex usando radiacao
CuKa. O programa CrysAlisPro foi utilizado para coleta de dados, refinamento da célula,
redugdo e processamento dos dados. A estrutura foi resolvida pelo método de Fase Intrinseca
utilizando o programa SHELXT. Todos os atomos ndo-hidrogénio foram localizados no mapa
de Fourier e refinados posteriormente pelo método de minimizagao de minimos quadrados nao-
lineares em F? usando o programa SHELXL, considerando pardmetros anisotropicos. Os
atomos de hidrogénio foram posicionados estereoquimicamente utilizando o modelo de
"riding". O programa Olex?2 foi usado para a solucdo e o refinamento da estrutura. As ilustragdes
graficas foram obtidas usando o Mercury. O arquivo CIF do esteroide 2 foi depositado no
Cambridge Structural Database com o nimero CCDC 2314479. Cépias dos dados podem ser

obtidas gratuitamente em www.ccdc.cam.ac.uk.
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6.10. Ensaio do potencial antioxidante contra 2,2 Difenil-1-Picrilhidrazila

(DPPH)

A atividade sequestrante de radicais dos compostos de referéncia, esteroides
isolados e fragdes foi determinada medindo-se a razio DPPH/DPPe ap6s misturar as amostras
com uma solugdo de DPPH em metanol:acetona, a uma concentracao de 0,075 mM, em frascos
de vidro separados. A avaliagdo foi realizada ap6s 30 minutos de reacdo em ambiente escuro, a
25°C. Solugdes estoque dos compostos de referéncia e isolados foram preparadas em
concentragdes de (2,0; 1,0; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 mg-mL™") em uma solu¢ao metanol:acetona
(1:1, v/v), respectivamente. As solugdes estoque foram armazenadas no escuro, a 5°C.

Para o teste antioxidante, utilizou-se -caroteno de alta pureza analitica como
composto de referéncia. A razdo DPPH/DPP+ foi medida por andlise cromatografica de fase
reversa usando um UPLC (Waters — Acquity) com uma coluna C-18 eluida com uma fase mével
isocratica composta por 30% de dgua e 70% de acetonitrila, durante 6 minutos, a uma taxa de
fluxo de 0,4 mL-min~', volume de inje¢do de 5,0 puL, coluna a 25°C e detecgdo a 330 nm. A
atividade antioxidante das amostras foi calculada usando a seguinte equacao (TATARCZAK-

MICHALEWSKA e FLIEGER, 2022):

. ) ] (Aaa — Ada)
% de reducao da area do pico de DPPH ou DPPH — H = meo

Onde: Aaa = area do pico de DPPH ou DPP- antes da adi¢do do antioxidante e Ada = area do
pico de DPPH ou DPPe apds a adi¢cao do antioxidante.

6.11. Resultados e discussoes

6.11.1. Identificacdo do fungo Talaromyces fuscoviridis

O fungo cresceu em placas de Petri com meio BDA, formando estruturas
intensamente pigmentadas em azul-esverdeado visiveis na parte frontal da placa e amareladas
na parte posterior. A micrografia (Figura 39) revelou conididforos verticilados com a formacao
de fiadlides, e os conidios estavam organizados em cadeias, com maior propor¢do nas areas
superiores. Na micrografia, foi possivel observar que este fungo possui uma base em formato
de "T" ou "L", comumente chamada de "célula basal" (célula pé). O conididforo se estende a
partir da célula basal, e as células conidiogénicas, metula e fidlides sdo formadas a partir dela.
Essas caracteristicas sdo altamente compativeis com fungos do género Talaromyces (VISAGIE

etal., 2015).
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Figura 39 - Morfologia do crescimento de Talaromyces fuscoviridis em placa de Petri e

micrografia obtida a partir de microcultura, utilizando um microscopio com lente de 40x.

Fonte - Elaborado pelo autor.

Embora a identificacdo do género do fungo tenha sido clara por inspecdo
morfoldgica, a determinacdo da espécie foi realizada apenas por sequenciamento do DNA
genodmico. A sequéncia da regido f-Tub da amostra apresentou 95-98% de similaridade com
sequéncias da mesma regido ribossomica de diferentes espécies dentro do género Talaromyces,
conforme depositadas nos bancos de dados GenBank e CBS-Knaw. A andlise da distancia
genética posicionou a amostra de fungo em um agrupamento dentro da se¢do Talaromyces,
estando intimamente relacionada a cepa-tipo Talaromyces fuscoviridis CBS193.69.
Consequentemente, os resultados das analises de banco de dados e filogenia sugeriram que a

identificacdo final do fungo ¢ Talaromyces fuscoviridis (Figura 40).
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(KF183638) Talaromyces sayulitensis DTO 245H1T ™)
Talaromyces adpressus CBS 1406207 (KU866844)
(NR_153227) Talaromyces liani CBS

(AB176603) Talaromyces pinophilus CBS

02 Talaromyces veerkampii CBS 500.787
(JN899375) Talaromyces versatilis CABI IMI134756 7
(JNB99333) Talaromyces angelicus CNU 100013T
— DRM 01

(JN899380) Talaromyces fuscoviridis CBS 193.69 7
Talaromyces muroii CBS 756.967 (KJ865727)
Talaromyces apiculatus CBS 312.59 T(KF741916)
Talaromyces aculeatus NRRL2129 T (KF741929
(KJ775713) Talaromyces flavovirens CBS 1028017
(JN899382) Talaromyces siamensis CBS 475.887

68— Talaromyces cnidii CNU 1001497 (KF183641)

38 | |"————(JN899332) Talaromyces macrosporus CBS 317.637
(AB176617) Talaromyces verruculosus NRRL 1050 T

23

18

27

28

Talaromyces flavus CBS 310.387 (JX494302)
L:Tafaromyces aurantiacus CBS 314.597 (KF741917)
7 Talaromyces derxii CBS 412.89" (JX494306) _

Talaromyces dendriticus CBS 660.80 T (JX091391)
Talaromyces helicus CBS 335.48 T (KJ865725)

0.05

Figura 40 - Dendrograma baseado na distancia genética, utilizando o método neighbor-joining,
demonstrando a relagdo entre a sequéncia parcial da regido B-Tub da amostra microbiana e as
sequéncias de cepas de microrganismos relacionados presentes nos bancos de dados Mycobank
(CBS Knaw, atualmente Westerdijk Fungal Biodiversity Institute) e GenBank.

Fonte - Elaborado pelo autor.
6.11.2. Otimizacao experimental: tolerancia ao ion manganés

A tolerancia do fungo ao Mn?** foi avaliada usando concentracdes de
MnCl2#4H20 variando de 0 a 1000 mM em meio base de Czapek, onde fungos filamentosos
geralmente crescem muito bem.

As réplicatas da concetragdo 0 mM foram usadas como referéncia para o
crescimento do fungo. Observou-se que, em concentracdes iniciais (0 - 31 mM MnCl.+4H-0),
o fungo mantém sua coloracdo e ndo apresenta mudangas morfologicas macroscopicas
aparentes. Em concentracdes acima de 31 mM, o micélio comeca a escurecer, até a
concentragdo de 250 mM, onde produz apenas pequenas quantidades de células. Concentragdes
de 500 e 1000 mM de MnClz*4H-0O inibem completamente o crescimento do fungo. Assim, a
concentracdo maxima na qual ainda consegue crescer esta entre 125 ¢ 250 mM.
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Essa mudanca de cor de marrom para marrom-escuro provavelmente esta
relacionada ao acumulo de didéxido de manganés (MnQO:), um po de cor preta a marrom, que €
um produto da oxidacdo de Mn?** pelas manganés peroxidases do fungo. Observou-se que os
fungos utilizam essas peroxidases para lidar com o excesso de manganés. ApoOs certa
concentragdo, as peroxidases perdem sua capacidade de desintoxicagdo, e o fungo para de
crescer (BANO et al., 2018; CANTON et al., 2016). Essa evolugdo de cor ¢ acompanhada por

mudancas na formagao de massa micelial (Figura 41 e 42). Regido de

mndanca

Talaromyces

fuscoviridis
250

[Mn?*] / mM
Figura 41 - Evolucdo da mudanca de coloragdo da biomassa de acordo com o aumento de

concentracao de manganés.
Fonte - Elaborado pelo autor.
A concentrag@o de 15 mM Mn** promove um aumento de aproximadamente 15%
na massa micelial, mas comeca a retornar ao valor de controle em 31 e 62 mM, e entdo cai 40%

nas concentragdes de 125 ¢ 250 mM Mn?*,

5 75
®—Tularomyces fuscoviridis - controle
T alaromyces —8—Tularomyces fuscoviridis - cxperimento

4 PRI
) Sfuscoviridis tJ
] B
g S<e
g 3 _ ~Rg e
o R
£ n \=\“—.\
@ . \ 0o
« 14 i g k e
4 i = i_ Y LSS e
< 'y u N )
= Y LR

14 k ~m

% 6.0+ | 4
‘.\
0+ ] n
: 5 A 5.5 | . . . , : .
G e SRS 2 4 6 8 10 12 14
[Mn?"] / mM Dias

Figura 42 - Taxa de crescimento médio do fungo Talaromyces fuscoviridis em teste controle e
em teste de toxicidade com diferentes concentra¢cdes de Mn?" e a varia¢do de pH nos dias de
experimento.

Fonte - Elaborado pelo autor.
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A toxicidade do Mn?*' inicia a atividade das peroxidases, ocorre em
concentragdes ligeiramente superiores a 62 mM. A inibi¢do do crescimento microbiano por
Mn?* depende de muitos fatores, como pH e a presenga de outros cations, como o Mn2+e Mg?*
conforme figura 42. Enquanto algumas leveduras sdo inibidas a 32 mM Mn?*, algumas bactérias
do género Serratia podem tolerar at¢ 1200 mM MnSO4, embora muitas outras bactérias
apresentem concentragdo inibitéria minima (MIC) geralmente abaixo de 30 mM. O fungo
Cladosporium cladosporioides cresceu bem em um meio contendo 60 mM Mn?*, mas também
conseguiu tolerar 1200 mM.

Enzimas peroxidases tém sido associadas a oxida¢do de manganés em varias
espécies de microrganismos. Além disso, em certos fungos basidiomicetos, Penicillium e
Aspergillus, a oxidagdo de manganés por enzimas peroxidases extracelulares também foi
estudada. A enzima manganés peroxidase ¢ capaz de promover a oxidacdo do ion manganés
Mn?* para Mn**, que ¢ estabilizado por metabdlitos derivados de acidos organicos. O ciclo
catalitico da MnP ¢ semelhante ao de outras peroxidases contendo heme, mas a manganés
peroxidase exibe uma preferéncia por Mn?** como doador de elétrons (BANO et al., 2018;

CANTON et al., 2016).

Embora os microrganismos apresentem uma ampla diversidade de niveis de
tolerancia ao Mn?, os estudos encontrados na literatura indicam que sempre haverd uma
concentracdo minima que comega a perturbar sua maquinaria bioquimica para se adaptar as
condi¢gdes adversas. Isso ¢ interessante para nosso proposito neste trabalho, uma vez que a
inibi¢do ou indugdo de novas enzimas pode impactar na biossintese de produtos naturais pelo

fungo.
6.11.3. Perfil de metabolitos de Talaromyces fuscoviridis

A abordagem de redes moleculares foi utilizada para tracar o perfil de
metabolitos do extrato obtido do fungo Talaromyces fuscoviridis. Essa abordagem permitiu a
comparagao dos dados de MS/MS, sua organizagao em familias de estruturas moleculares e sua
visualizagdo. Essas andlises metabolomicas sdo baseadas em andlises integradas por LC-
MS/MS com diversas bibliotecas metabolomicas (NIST, NPATLAS, MONA, MassBank,
METLIN) e com a plataforma Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS),
além de algoritmos de fragmentac¢ao in silico, como SIRIUS e MS-FINDER (VAN SANTEN
etal., 2019; WANG et al., 2016; RUTTKIES et al., 2016; COBLE e FRAGA, 2014; ALONSO,
MARSAL e JULIA, 2015; Yl et al., 2016; HORAI et al., 2010).
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Figura 43 - Rede molecular obtida a partir do extrato fungico de Talaromyces fuscoviridis,
agrupada pelo software Cytoscape 3.10.2, com destaque para as principais anotacdes. O
agrupamento de esteroides estd destacado em vermelho.

Fonte - Elaborado pelo autor — GNPS 2.

A rede molecular obtida forneceu um total de 312 agrupamentos de nods
interconectados por 752 arestas. Foi possivel anotar diversas classes de metabolitos secundarios
que foram agrupadas em diferentes clusters, bem como metabolitos primdrios como
aminoacidos e peptideos (Figura 43). O grupo de compostos com esqueleto esteroidal ¢

destacado em vermelho.
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Figura 44 - Agrupamento de esteroides anotados na rede molecular obtida a partir dos dados

de MS/MS do fungo Talaromyces fuscoviridis. Os nés em vermelho indicam o branco do

solvente, os n6és em azul indicam o (controle) e os nés em verde indicam o experimento

associado ao fungo com o cation manganés, destacando os esteroides isolados.

Fonte - Elaborado pelo autor — GNPS 2.

As substancias com esqueleto esteroidal foram agrupadas com base na
comparag¢io dos espectros de MS/MS de cinco ions precursores (([M+H]") em m/z 395.3298,
409.3107, 391.3001, 393.3158 e 377.3192 (Figura 44). Todos os ndés dentro desse grupo

exibiram maior similaridade espectral entre os ions filhos, sendo, portanto, agrupados. Com

essa abordagem, outros ions pertencentes ao mesmo cluster também foram anotados.
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Os dois ions com massas nominais 377 apresentaram espectros de MS/MS
anotados como dois esteroides poli€nicos isoméricos: Ergosta-3(4),7,14,22-tetracno (m/z
377,3201, la, CxsHao) e Ergosta-3(4),7,9,22-tetracno (m/z 377,3192, 1b, CisHao). Trés
anotagdes foram sugeridas para o espectro de MS/MS do ion precursor em m/z 395,3298,
correspondendo aos compostos isoméricos Ergosta-5,7,14,22-tetraeno-33-ol (2a), Ergosta-
5,7,14,22-tetraeno-3a-ol (2b) e Ergosta-5,7,9,22-tetraeno-3B-ol (2¢), todos com formula
molecular calculada de CosH42O. Outros trés esteroides poliénicos foram anotados com boas
correspondéncias: Gymnasterona-C (3, m/z 409,3107, C2sHa002), Ergosta-4,6,8(14),22,24(28)-
pentaeno-3-ona (4, m/z 391,3001, CxsH330) e Ergosta-4,6,8(14),22-tetraeno-3-ona (5, m/z
393,3158, CasHa00).

A avaliacdo do agrupamento de esteroides com base no perfil espectral de
MS/MS e suas semelhancas entre si (rede molecular) demonstrou ser uma boa ferramenta para
a analise da distribui¢do, anotacdo e, por vezes, identificacdo de diferentes metabolitos que
podem estar envolvidos nos processos de adaptacdo e desenvolvimento de diversos
microrganismos. No entanto, nossos resultados apresentados na Figura 44 representam um bom
exemplo dos cuidados necessarios para essas interpretacdes. Os esteroides 3, 4 ¢ 5 foram
anotados com Otimas correspondéncias e sdo relatados na literatura como moléculas
identificadas por dados de RMN (AMAGATA et al., 2007; CHEN et al., 2008; CHOROT et al.
2009, respectivamente), sugerindo que suas estruturas moleculares estdo corretamente
atribuidas. Por outro lado, as estruturas anotadas para os esteroides 1 (ae b) e 2 (a, b e c)
precisam de confirmagdo adicional. Esses esteroides diferem entre si apenas pela posi¢ao de
uma das trés duplas ligagdes C=C no sistema de anel tetraciclico, estando em A14,15 para la,
2a e 2b, e em A9,11 para 1b e 2c. A maioria dos relatos encontrados para esteroides A9,11
descreve apenas dados espectrais de massa obtidos por GC-MS (NIETO ¢ AVILA, 2008;
RIVERA et al., 2008; DAVID COY e NIETO, 2009; HAGEMANN et al., 2008;
SANTALOVA et al,, 2004) e o composto Al4,15 la ndo possui dados espectroscopicos
descritos. Assim, para confirmar essas anotacdes moleculares, os esteroides 1 e 2 foram
selecionados para isolamento em escala preparativa por meio de procedimentos

cromatograficos.
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6.11.4. Isolamento dos compostos e analise estrutural

As fragdes ricas em esteroides polienos foram submetidas a separacdo em escala
preparativa por HPLC, resultando em dois compostos majoritarios. Suas estruturas foram
sugeridas com base em dados espectroscopicos de RMN 1D e 2D e HRMS.

O esteroide menos polar (1) teve sua formula molecular estabelecida como
CasHao ((M+H]" em m/z 377,3201) (Figura 45), sendo um hidrocarboneto, enquanto o esteroide
2 era um alcool com formula calculada C2sHa2O ([M+H]" em m/z 395,3298) (Figura 46).
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Figura 45 - Espectro de massas do esteroide la (espectro de HRMS com fonte de ionizagao
ESI).

Fonte - Elaborado pelo autor.
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Figura 46 - Espectro de massas do esteroide 2a (espectro d¢ HRMS com fonte de ionizagao
ESI).

Fonte - Elaborado pelo autor.
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O espectro de RMN de 'H obtido para o composto 1 (Figura 47) apresenta seis
sinais para grupos metila em aproximadamente ¢ 0,70 — 1,15, sendo quatro dubletos e dois
singletos, mostrando grande similaridade com alguns sinais presentes no espectro do ergosterol
(YONGXIA et al., 2020), um esteroide comumente encontrado em fungos. O espectro também
apresenta um multiplo de 2H em o 5,15 - 5,27, idéntico aos sinais observados para os
hidrogénios H-22 e H-23 do ergosterol, além de outros cinco sinais olefinicos de 'H entre 6 5,60

- 6,20.
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Figura 47 - Espectro de RMN de 'H do esteroide 1a (400 MHz, CDCls).

Fonte - Elaborado pelo autor.

Os espectros de RMN de '*C desacoplado em banda larga (Figura 48) e
DEPT135 (Figura 49) do composto 1 também corroboram a presenca de um hidrocarboneto
poli-insaturado com esqueleto ergostanico, mostrando sinais para dez dtomos de carbono sp?
hibridizados, sendo trés quaternarios e sete metinicos (C-H). Além disso, ndo foi detectado

nenhum sinal que pudesse ser atribuido a d&tomos de *C ligados a oxigénio.
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Figura 48 - Espectro de RMN de "*C do esteroide 1a (100 MHz, CDCls).

Fonte - Elaborado pelo autor.
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Figura 49 - Espectro de RMN DEPT-135 do esteroide 1a (CDCls).

Fonte - Elaborado pelo autor.
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Entre os hidrogénios C-H olefinicos do composto 1, hd um par de dupletos em &
5,66 ¢ 6,20 (J = 8 Hz, acoplamento cis, H-3 e H-4) no espectro de RMN de 'H que permitiu o
posicionamento de uma ligagdo dupla C-C no anel A. O espectro de UV do esteroide 1 apresenta
uma absor¢ao em Amax 319 nm (em MeOH). No ergosterol, o dieno em C-5 e C-7 produz uma
absor¢ao em Amax 260 nm (SHAO et al., 2010). Portanto, o esteroide 1 provavelmente contém
uma conjugacao estendida das ligagdes duplas no sistema de anel tetraciclico. A quarta ligacao
dupla poderia estar posicionada em A14,15 como em la ou em A9,11 como em 1b. H4 uma
correlagdo no espectro 2D de HMBC (Figura 50) do composto 1 entre o grupo metila CHs-19
(6 0,92, s) e o carbono olefinico quaternario *C-14 (& 148,4, s), que permite posicionar essa

ligagao dupla C-C em A14,15.
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Figura 50 - Espectro de RMN HMBC do esteroide 1a (CDCls).

Fonte - Elaborado pelo autor.

Essa informacgao foi complementada pelos espectros de HSQC e COSY (Figuras
51 e 52). Portanto, a estrutura do composto 1 foi estabelecida como Ergosta-

3(4),5(6),7(8),14(15),22(23)-pentaeno (1a).
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Figura 51 - Espectro de RMN HSQC do esteroide 1a (CDCls).

Fonte - Elaborado pelo autor.
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Figura 52 - Espectro de RMN COSY do esteroide 1a (400 MHz, CDCls).

Fonte - Elaborado pelo autor.

86

r150

f1 (ppm)

f1 (ppm)



A composicdo elementar dos esteroides 1 e 2 difere por dois atomos de
hidrogénio e um de oxigénio (C2sH20 e C2sHao para 2 e 1, respectivamente), o que equivale a
uma molécula de agua (H20). O espectro de RMN de 'H do composto 2 (Figura 53) apresenta
um multiplo em & 3,52 — 3,72, caracteristico do H-3, um hidrogénio carbinélico, em esteroides
do tipo ergostano. Assim, provavelmente o esteroide 2 ¢ equivalente ao esteroide 1, cuja ligagao
dupla C-3(4) foi transformada em alcool por uma reagao de adicdo de agua, formando o
esteroide Ergosta-5(6),7(8),14(15),22(23)-tetraecno-3-ol (2a). Todos os dados de RMN
adquiridos para o 2a estdo de acordo com os relatados na literatura (ANO et al., 2017) para o
14-deidroergosterol (14-DHE), incluindo a correlagio HMBC entre os hidrogénios metilicos
CH3-19 com o carbono C-14, o que ¢ um dado decisivo para atribui-lo como um esteroide com

dupla ligagdo em A14,15.

—7.26
6.19
6.18
6.17
6.16

77
65

T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0
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Figura 53 - Espectro de RMN de 'H do esteroide 2a (400 MHz, CDCls).

Fonte - Elaborado pelo autor.

Quando recém-isolado, o esteroide 2a ¢ detectado como um pico Unico no
cromatograma por UPLC e apresenta um espectro de absor¢cao no UV muito semelhante ao do
la, com Amax em 317 nm (Figura 54). Esse foi considerado um dado inesperado, ja que o
esteroide 1a ¢ um pentaeno conjugado, com Amax em 319 nm, e o 2a contém uma ligagao dupla
a menos nesse sistema m, mas absorve em um Amax muito similar (319 nm). Isso pode indicar

que a liga¢do dupla A3,4 no esteroide 1a ndo participa efetivamente da conjugacdo estendida
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com o0s outros seis carbonos sp? no sistema de anel tetraciclico e, de alguma forma, reage com

a agua, formando o 2a.
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Figura 54 - Estrutura quimica ¢ absor¢ao no ultravioleta dos esteroides 1la e 2a.
Fonte - Elaborado pelo autor.

Ap6s algumas etapas de isolamento, o espectro de RMN de 'H do 2a (Figura 55)
também mostra um multiplo menos intenso em o 4,25 — 4,38, muito semelhante ao sinal
anteriormente mencionado para H-3 em ergostanos. O sinal principal de H-3 em 6 3,52 — 3,72
foi atribuido ao esteroide poliénico com 3B-OH (2a), e o sinal menor ao isdmero com 3a-OH
(2b). Dois sinais para carbonos portadores de grupos hidroxila no espectro de RMN de *C em
6 70,6 (CH) e 68,5 (CH) confirmam que o composto 2 ¢ transformado em uma mistura
epimérica de esteroides poli€nicos 2a e 2b, sendo o principal o Ergosta-5(6),7(8),14(15),22(23)-
tetraeno-3-f-ol (2a).

HoW

T N R R R R R R
Figura 55 - Estrutura quimica e espectro de RMN de 'H do esteroide 2a.
Fonte - Elaborado pelo autor.
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Figura 56 - Espectro de RMN de "*C do esteroide 2a (100 MHz, CDCls).

Fonte - Elaborado pelo autor.
6.11.5. Analise cristalografica por raios X do esteroide 2a

O posicionamento da ligagdo dupla C-C em A9,11 para o esteroide 2¢ (9-DHE)
foi estabelecido por estudos cristalograficos relatados na literatura (DHANKHAR e HOODA,
2011). Embora o 14-DHE (2a) tenha sido estudado por espectroscopia de RMN 1D e 2D (ANO

et al., 2017), ndo ha andlise por raios X publicada de sua estrutura cristalina.

Figura 57 - Ilustrag¢ao do tipo ORTEP da unidade assimétrica do esteroide 2a. Elipses térmicas
representadas com 50% de probabilidade.

Fonte - Elaborado pelo autor.
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Descricao Esteroide 2a
Formula quimica C2sH420
Massa molar (g mol ™) 394.61
Sistema cristalografico Monoclinic
Grupo especial P2,
a(A) 14.8904(3)
b (A) 5.79970(10)
c(A) 15.0162(3)
B (o) 111.711(2)
V (A% 1204.80(4)
Z 2
Densidade /g cm™ 1.088
Omin, Omax /° 6.336, 158.918
Faixas de indices —-18<h<18
—T<k<T7
-18</<14
F(000) 436.0
i /mm’! 0.473
Corregao de absor¢ao Multi-scan
Max./min. transmissao 1.000/0.781
Reflexdes medidas 29309
Reflexdes independentes / Rint 5170/0.0486
Parametros refinados 270

Indices R finais [I>26(1)]
Indices R finais [all data]

R1=0.0445/wR>=0.1113
R1=0.0472/wR>=0.1129

GooF 1.059
Maior pico ou vale (eA™) 0.30/-0.19
Parametro Flack 0.2(5)

Tabela 4 - Parametros cristalograficos do esteroide 2a.

Assim, tornou-se interessante confirmar a atribuigao estrutural esteroidal obtida
por RMN e investigar como o esteroide se organiza em forma cristalina. O esteroide 2a formou
um soélido branco organizado, visivel como finas agulhas apos evaporagao lenta de uma solugao
metanolica a temperatura ambiente. A estrutura desse esteroide polieno foi avaliada por difracao

de raios X de monocristal (Tabela 4), a qual revelou que ele cristalizou no grupo espacial
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monoclinico nao centrossimétrico P2:;, com uma molécula por unidade assimétrica. Um
desenho ORTEP da estrutura resolvida ¢ apresentado abaixo (Figura 57). Assim, confirma-se
para o esteroide 2a o esqueleto esteroidal ergostano com um trieno no sistema de anéis
tetraciclico, sendo uma das ligacdes duplas posicionada em Al14,15 e uma ligacdo dupla
adicional na cadeia lateral.

A anadlise por difracao de raios X em monocristal (SCXRD) mostrou a presenga
de um grupo hidroxila no carbono C-2 do esteroide 2a. Também foi observada a presenca de
quatro ligagdes duplas C-C na estrutura, com as ligagdes C-5-C-6, C-7-C-8, C-14—C-15 e C-
22-C-23 apresentando comprimentos na faixa de 1,327 — 1,347 A, conforme esperado para
ligagdes duplas entre dtomos de carbono. A Tabela 5 resume os comprimentos de ligacdes e

angulos selecionados para o esteroide 2a.

Comprimento de ligacdo (A) Angulo de ligacao (°)
C3-01 1.432(3) 01-C3-C4 106.9(2)
C5-C6 1.335(3) C4-C5-Ceo 121.2(2)
C6—-C7 1.450(3) C7-C8-Cl14 121.7(2)
C7-C8 1.347(3) C8-Cl14-C15 128.8(2)

C14-C15 1.344(3) C8-C9-Cl11 114.2(2)

C22-C23 1.327(4) C20-C22-C23 124.4(2)

Tabela 5 - Comprimentos de ligagdes e angulos selecionados para o esteroide 2a.

Os parametros celulares foram reduzidos para a = 14,8904(3) A, b =5,79970(10)
A, ¢ =15,01623) A, a =90° B = 111,711(2)°, y = 90°. A célula unitaria deste esteroide
apresentou um volume de 1204,80(4) A%, com uma densidade de 1,088 g/cm?, em conformidade
com o valor calculado a partir da célula unitaria que apresenta a formula C2sHa2O.

Comparando com a estrutura do esteroide 9-DHE (DHANKHAR e HOODA,
2011), que compartilha a mesma formula molecular do esteroide 2a, observa-se que os
parametros da célula sdo significativamente reduzidos devido a mudanga na posi¢do da ligacao
dupla. Essa alteracdo provocaria variagdes na densidade eletronica nas posig¢des dos carbonos
C-9 e C-11, influenciando as interagdes moleculares e, consequentemente, o empacotamento

cristalino e as propriedades fisico-quimicas.
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Esse esteroide possui sete centros estereogénicos, com o atomo C-3 na
configuracdo S, enquanto os atomos C-9, C-10, C-13, C-17, C-20 e C-24 apresentam
configuracdo R. Conforme verificado nas andlises de RMN, o esteroide 2a ndo ¢
estereoquimicamente puro, o que resultou em um cristal gémeo por inversdo com dois
componentes em uma propor¢ao de 4:1 e em um parametro de Flack de 0,2(5). Além disso, os
dados obtidos por cristalografia de raios X estdo de acordo com os resultados obtidos nas
analises espectroscopicas.

A estrutura cristalina do esteroide 2a ¢ estabilizada por ligagdes de hidrogénio
O1-H1---O1’ (dH1---01’ = 2,24 A e < O1-H1---O1” = 163,6°), 0 que permite a organizagio
das unidades assimétricas em uma cadeia unidimensional ao longo da dire¢do [010], conforme

ilustrado na Figura 58.

Figura 58 - Cadeia unidimensional formada pelo esteroide 2a com as interagdes
intermoleculares O1-H1---O1°, visualizada no quadrante.

Fonte - Elaborado pelo autor.
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6.11.6. Influéncia do cation manganés na producio de esteroides poliénicos

Para reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados, preservando o maximo
de informacdes relevantes possivel, foi realizada uma analise de componentes principais (PCA)
para avaliar a similaridade dos metabolitos isolados e identificados em experimentos
conduzidos com e sem a adi¢ao do cation manganés ao meio de cultivo. A aplicacdo da PCA
permitiu explorar a distribuicdo das amostras, identificar padrdoes de agrupamento e
compreender melhor a contribui¢do das varidveis para a variancia total dos dados.

A anélise revelou que a maior parte da variancia total foi explicada por dois
componentes principais (PCs). A Figura 59 apresenta o grafico de escores da PCA e sua
distribui¢do no grafico de loadings no qual o primeiro (PC1) e o segundo (PC2) componentes
principais juntos responderam por 94,7% da variabilidade dos dados. Foi observada uma alta
correlagdo entre os experimentos, refletindo padrdes distintos nos perfis metabolicos sob

diferentes condi¢des experimentais.
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Figura 59 - Grafico de escores da PCA e loadings dos componentes principais PC1 e PC2,
utilizando dados cromatograficos processados juntamente com os dados de cultivo do fungo
Talaromyces fuscoviridis em meio de cultura com e sem manganés.

Fonte - Elaborado pelo autor — Metaboanalyst 6.0.

Além disso, o grafico de cargas foi analisado para compreender a influéncia de
cada variavel na constru¢cao dos componentes principais. Esse grafico revelou quais metabolitos
tiveram maior impacto na diferenciagdo das amostras, destacando aqueles que mais

contribuiram para a variacdo observada. A formacgdo de agrupamentos no grafico de cargas
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indicou que os metabolitos apresentaram padrdes distintos de contribui¢do para o PC1 e PC2,
reforgando a equivaléncia dos compostos isolados a partir das diferentes culturas. Essa analise
permitiu a identificacdo e confirmacao de que a presenga do indutor foi, de fato, responsavel
pela mudanga na proporg¢ao dos compostos isolados, sugerindo um impacto direto do manganés
na biossintese de metabolitos secundarios.

A presenca de cations metalicos de manganés no meio de cultura pode
influenciar significativamente a atividade metabdlica, especialmente na producdo de
metabolitos secundarios. No presente estudo, observou-se um aumento na concentragao relativa
desses compostos quando o fungo Talaromyces fuscoviridis foi cultivado na presenca de
mangangs, corroborando os resultados da PCA e demonstrando a influéncia direta desse metal

no metabolismo fungico (Figura 60).
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Figura 60 - Grafico de abundancia relativa dos esteroides isolados do fungo Talaromyces
fuscoviridis em meio de cultura com e sem manganés.

Fonte - Elaborado pelo autor.

O manganés atua como cofator para diversas enzimas, incluindo aquelas
envolvidas na biossintese de esteroides. Sua presenca pode ativar enzimas essenciais para a
conversdo de precursores e interagir diretamente com a via do mevalonato, responsavel pela
sintese de isoprendides, incluindo os ester6is. Enzimas como a monooxigenase do citocromo
P450, que desempenham um papel central na modificacdo estrutural dos esteroides, também

podem ser reguladas pela disponibilidade de Mn?*. Consequentemente, o aumento da producao
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de esteroides observado nos experimentos pode estar relacionado a ativagao dessas enzimas e

a conversao aprimorada de intermediarios metabolicos na presenga desse cation.

6.11.7. Avaliacdo do método cromatografico e do potencial antioxidante dos

compostos isolados

Os radicais livres s3o espécies quimicas muito instaveis com grande capacidade
de causar danos celulares. Em sistemas biologicos, eles sdo principalmente os radicais hidroxila
(OHe), superoxido (O2e-), peroxila (ROO¢), peroxila lipidica (LOO¢) e algumas espécies
nitrogenadas (ROSA et al., 2019). Assim, ¢ interessante encontrar substancias antioxidantes
capazes de sequestrar essas entidades quimicas agressivas, sendo uteis como protetores
celulares. Um dos métodos mais comuns para avaliar a capacidade antioxidante de candidatos
a protetores celulares mede a extensdo da captura de radicais livres do 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) (MOLYNEUX, 2012; ARORA ¢ CHANDRA, 2011). Os radicais livres
de DPPH (DPP+) apresentam absor¢io maxima a 517 nm. A medida que seu elétron
desemparelhado se emparelha na presenca de um doador de He, ele se transforma na forma
estavel de seu par reduzido (DPPH), que absorve em um comprimento de onda menor, na faixa
de 330 nm (HAMEED et al., 2017; ARORA e CHANDRA, 2011). Portanto, a absor¢ao a 517
nm, com e sem potenciais doadores de He, reflete a razao [DPP+]/[DPPH] e pode ser associada
a atividade antioxidante.

Embora o método espectrofotométrico direto para avaliar os radicais DPPe seja
amplamente utilizado para determinar a atividade antioxidante, ele pode apresentar limitacdes
quando aplicado a matrizes que exibem interferéncias de absorcao. Essa ¢ exatamente a situagao
dos esteroides polieno que absorvem em torno de 320 nm, sofrendo forte interferéncia do DPPH
(Amax em 330 nm). Assim, alguns grupos de pesquisa vém desenvolvendo esforcos para
aprimorar esses ensaios (TATARCZAK-MICHALEWSKA e FLIEGER, 2022; L1 et al., 2017).
As separagdes cromatograficas utilizando HPLC tém se mostrado um método analitico mais
especifico e sensivel para avaliar a atividade sequestradora de radicais DPPe.

Durante o presente estudo, foi desenvolvido um método ainda mais rapido e
sensivel, utilizando cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
diodos (UPLC/DAD), para avaliar a capacidade de sequestro de radicais livres dos esteroides
polieno. Enquanto a maioria dos métodos da literatura utiliza polifendis como flavonoides como
compostos de referéncia antioxidante, o método desenvolvido utilizou B-caroteno como
composto de referéncia, ja que os esteroides possuem caracteristica lipofilica. Ap6s o tempo de
reacdo entre o candidato antioxidante e o radical DPPe, a mistura reacional foi injetada no

95



sistema UPLC, resultando em dois picos cromatograficamente resolvidos, correspondentes ao
DPPH e ao DPPe, dentro de 1,5 — 2,0 minutos (Figura 61). O sucesso desse método também ¢
favorecido pelo uso de uma fase mével composta predominantemente por solventes organicos
sem doadores de He, o que garante maior estabilidade do radical DPPe. Assim, a fase movel
utiliza um gradiente de acetonitrila/agua, sendo necessario evitar o uso de metanol, pois ele
também reage com o DPPe. Outros fatores como maior teor de agua na fase moével, adigao de
acido a fase moével e a concentragao inicial de radicais DPPH também s3o considerados fatores
importantes que podem influenciar a estabilidade desse radical (TATARCZAK-
MICHALEWSKA e FLIEGER, 2022; HAMEED et al., 2017; ARORA ¢ CHANDRA, 2011).
A adaptacdo do ensaio com radical DPPH ao método de separa¢do por cromatografia liquida
de ultra eficiéncia (UPLC) foi considerada uma escolha metodoldgica satisfatéria para este

estudo, mostrando-se rapida e confiavel.
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Figura 61 - Cromatograma de DPPH a 0,075 mM, obtido em modo de elui¢do isocratica com
70% de acetonitrila e 30% de agua.

Fonte - Elaborado pelo autor.

Os esterdides 1a e 2a exibiram uma atividade muito similar de captura de radicais
livres DPPH na faixa de concentragdo de 2,0 a 0,0625 mg.mL ™", com porcentagem de inibi¢ao
superior a 55% nas concentracdes mais altas, caindo para cerca de 30% nas concentragdes mais
baixas (= 6,25 ng.mL™") (Figura 62 A-F). Essa atividade pode estar relacionada a caracteristica
estrutural desses compostos quando comparados a outras estruturas semelhantes, como o
ergosterol. Compostos semelhantes a esterdides também exibem certa atividade contra esses
radicais (SARKOZY et al., 2020; ARORA e CHANDRA, 2011; LI et al., 2017).

O composto de referéncia B-caroteno inibe cerca de 80% do radical DPPe nas
concentragdes mais altas. E interessante notar que os esteréides 1 e 2 apresentam quase a mesma
capacidade de captura de radicais que o -caroteno nas concentragcdes mais baixas (Figura 62

D-F), superior a 80%. Até o momento, ndo foram encontrados relatos na literatura sobre a
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atividade antioxidante desses compostos associados ao fungo Talaromyces fuscoviridis, embora

outros estudos sugiram que fungos pertencentes a este género possuam diferentes propriedades
bioldgicas (LEI et al., 2022).
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Figura 62 - Potencial antioxidante dos esteroides 1a e 2a e do padrdo [J-caroteno contra os
radicais livres DPPH com 95% de sensibilidade. As concentracdes utilizadas dos compostos
foram: A) 2,0 mg.mL, B) 1,0 mg.mL"*, C) 0,5 mg.mL™", D) 0,25 mg.mL™", E) 0,125 mg.mL-
1, F) 0,0625 mg.mL-1.

Fonte - Elaborado pelo autor.

A maioria dos antioxidantes encontrados entre os produtos naturais sao
substancias polifenolicas hidrofilicas polares (RAMMOHAN, 2023). Os grupos hidroxila em
polifenois se dissociam facilmente homolitica e seletivamente devido a conjugacao do radical
fendxido resultante com todo o sistema aromatico, fornecendo He que pode capturar espécies
de radicais livres biologicos (RAMMOHAN et al., 2020). Assim, os polifendis sdo
antioxidantes fortes, rapidos e, muitas vezes, ndo especificos. Por outro lado, os polienos como
[-caroteno, o composto de referéncia usado neste trabalho, e os esterdides tetraenos ndo
possuem grupos hidroxila fendlicos. Supde-se que os hidrogénios proximos as ligacdes duplas

C-C (hidrogénios alilicos) sejam as fontes de He a serem doados aos radicais livres biologicos
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(TERAO, 2023). Essas ligagdes C-H alilicas sao um pouco mais fortes que as ligacdes O-H em
antioxidantes fenolicos. Portanto, os carotenoides e os esteroides polienos sdo geralmente
antioxidantes mais fracos, mas certamente mais especificos devido a sua forte lipofilicidade.
Uma hipdtese que emerge disso ¢ que talvez os polifendis atuem como antioxidantes
extracelulares, enquanto os esterdides lipofilicos e os carotenos podem proteger as paredes
celulares, controlando espécies oxidantes invasoras.

Muitos fungos frequentemente demonstram uma incrivel capacidade de habitar
ambientes desafiadores, como solos contaminados com metais pesados ou variagdes
significativas nos niveis de umidade e temperatura. Em ambientes com altos niveis de metais
pesados, radiacdo UV elevada e altas temperaturas, facilita-se a producdo excessiva de radicais
livres. O estresse oxidativo causado por esses ambientes extremos pode desestabilizar
membranas celulares e degradar biomoléculas essenciais para o seu desenvolvimento. Houve
muitos esfor¢os para compreender como esses microrganismos se adaptam a esses ambientes
(MURDOCH e SKAAR, 2022; ANDREINI et al., 2008; ABREU ¢ CABELLI, 2010). Os
antioxidantes produzidos pelos fungos podem ajudar a neutralizar esses radicais, protegendo as
células fingicas de danos e permitindo sua sobrevivéncia. Outra caracteristica importante ¢ que,
em ambientes com nutrientes limitados, a producdo desses compostos antioxidantes auxilia na
absorcdo de nutrientes essenciais, otimizando seu crescimento e reprodu¢do. Assim, 0s
esterdides polienos, juntamente com outros compostos ndo identificados, podem compor um

arsenal antioxidante que ajuda o fungo Talaromyces fuscoviridis a sobreviver a tais ambientes.
6.12. Conclusoes

Os estudos realizados demonstram que Talaromyces fuscoviridis ¢ uma fonte
promissora de compostos com atividade antioxidante, especialmente os esteroides isolados, que
apresentaram capacidade de reduzir radicais livres DPPH. Essa atividade antioxidante est4
fortemente relacionada a estrutura quimica e a concentracdo dos compostos, caracteristicas que
influenciam seu potencial como agentes protetores contra o estresse oxidativo e os danos
celulares decorrentes de diferentes condi¢cdes ambientais.

Compostos como esteroides, apesar de ndo serem tradicionalmente reconhecidos
por sua acdo antioxidante, podem exercer essa fun¢do dependendo de seu tipo estrutural,
desempenhando um papel importante nos mecanismos de defesa do organismo e no
desenvolvimento de estratégias bioldgicas adaptativas. Assim, seu uso demonstra um potencial
significativo para aplicacdo como recurso bioativo em diversos setores, incluindo os segmentos

farmacéutico, alimenticio e biotecnologico.
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A avaliagdo da atividade antioxidante por meio de cromatografia liquida com
deteccao por UV, utilizando o principio da reagdo com o radical DPPH, mostrou-se uma
metodologia rapida, sensivel, reprodutivel e eficiente. Essa abordagem instrumental, aliada a
integracao de dados cromatograficos, andlises de redes moleculares e ensaios biologicos
comparativos com padrdes de referéncia, permitiu ndo apenas o monitoramento eficaz da
atividade antioxidante, mas também a identificacdo de substancias bioativas com potencial
aplicacdo como antioxidantes naturais.

Esses achados reforcam a importancia de estratégias analiticas modernas na
bioprospeccao de metabdlitos fungicos e evidenciam o valor do uso integrado de ferramentas

quimicas e biologicas na descoberta de novos compostos naturais com aplicagdes funcionais.
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7. Capitulo 4 — Avaliacdo quimica e quantificacio de depsidonas isoladas do
fungo Talaromyces aureolinus em meio czapek e arroz modificado com
manganés

7.1. Introducao

A crescente busca por novos compostos bioativos provenientes de fontes
naturais, especialmente de microrganismos, tem impulsionado significativamente a pesquisa
em areas como a biotecnologia e a farmacologia. Entre esses microrganismos, os fungos
desempenham um papel de destaque devido a sua habilidade de sintetizar uma ampla gama de
metabolitos secundéarios com potencial biotecnologico. Nesse cenario, o género Talaromyces
se sobressai como uma fonte proeminente de diversidade quimica, sendo amplamente
reconhecido por produzir compostos com propriedades antimicrobianas, antioxidantes,
citotoxicas, entre outras atividades biologicas relevantes (WEIL, XU; WANG, 2021;
SALVATORE et al., 2024).

Este estudo concentrou-se na avaliagdo quimica e quantificagdo de depsidonas
lactonicas isoladas do fungo Talaromyces aureolinus, uma espécie notavel por sua capacidade
de biossintetizar essas moléculas complexas. Tais compostos pertencem a classe dos
penicilideos, uma familia de depsidonas amplamente distribuida em espécies de Talaromyces e
Penicillium, muitas vezes associadas a ambientes marinhos, solos € como endofitos vegetais, o
que sugere um papel ecologico relevante desses fungos como mutualistas defensivos

(SALVATORE et al., 2024).

A utilizacdo de diferentes meios de cultivo, como o czapek e o arroz modificado
com manganés, foi considerada uma estratégia eficaz para induzir a produg¢do de metabolitos
especificos, ajustando as condigdes ambientais e nutricionais para maximizar a sintese de
compostos de interesse (WEIL;, XU; WANG, 2021). O manganés, como cation metalico, ¢
conhecido por influenciar a expressdo génica relacionada ao metabolismo secundario em
fungos, promovendo a ativagdo de rotas biossintéticas latentes (ZHAI et al., 2016;

SALVATORE et al., 2024).

Além da regulacao por condigdes abidticas, estudos demonstram que a presenca
de espécies competidoras ou interagdes simbiodticas também pode modular a producdo de
penicilideos e derivados, como observado na cocultura de Talaromyces pinophilus com
Trichoderma harzianum, que aumentou significativamente a producdo de secopenicilideos

(SALVATORE et al., 2024).
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Ao investigar o comportamento do Talaromyces aureolinus em meios
modificados, este trabalho visou ndo apenas compreender melhor o papel do manganés na
modulacdo do metabolismo secundario, mas também destacar o potencial deste fungo como
fonte de compostos bioativos para futuras aplicagcdes farmacéuticas, cosméticas e agricolas.
Estudos apontam que penicilideos, como a penicilida e purpactina A, apresentam efeitos
antibacterianos relevantes, inclusive contra cepas resistentes como Staphylococcus aureus
MRSA, com concentragdes inibitorias minimas bastante promissoras (SALVATORE et al.,

2024).

Este estudo contribui para o entendimento da quimica de fungos extremofilos e
suas aplicacdes sustentaveis, reafirmando a importancia de explorar a biodiversidade fungica
como uma rica fonte de inovacao cientifica e biotecnologica. A perspectiva biotecnologica do
género Talaromyces, associada a sua expressiva quimiodiversidade e capacidade de adaptagao
a diferentes nichos ecoldgicos, o consolida como um grupo promissor na prospec¢ao de novos

produtos naturais bioativos (YANG; LI; JI, 2015; LIU et al., 2010; SALVATORE et al., 2024).
7.2. Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de 'H e *C RMN foram adquiridos em solu¢do de CDsOD, com tetrametilsilano
(TMS) como sinal de referéncia, utilizando um instrumento Bruker AVANCE 111, 9,4 Tesla, equipado com um
autoamostrador, uma cabega de sonda ATMA® BFO de 5 mm e um gradiente de campo no eixo Z, operando a
400 e 100 MHz para 'H e C, respectivamente. Os dados de espectrometria de massas de alta resolugdo foram
adquiridos em um espectrometro de massas hibrido quadrupolo-tempo de voo (Q-ToF MS, Impac II, Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha), acoplado aum UHPLC (Shimadzu Nexera X2, Téquio, Japao), utilizando uma
coluna reversa C-18 de 135 A de porosidade e tamanho de particula de 1,7 um (Waters, Billerica, MA, EUA),
2,1x100 mm. As andlises de GC/MS foram realizadas em um espectrometro de massas QP-2010-plus
(Shimadzu, Téquio, Japao) acoplado a uma cromatografia gasosa GC-17A equipada com uma coluna de silica
fundida Restek-Rxi-5ms (J&W Scientific, 10 m x 0,10 mm x 0,10 um). A cromatografia preparativa de média
pressdo (MPLC) foi realizada utilizando um sistema Teledyne-Isco Combiflash RF 200, com colunas
empacotadas com silica gel RediSep gold. A TLC foi realizada em placas de silica gel GF254 pré-revestidas com
suporte de aluminio; as manchas foram visualizadas sob luz UV ou por pulverizagdo com écido sulfiirico a 10%
em EtOH seguido de aquecimento. Os ensaios para atividade antioxidante utilizaram uma cromatografia liquida
de ultra-alta pressdo (UPLC-Acquity M-Class) da Waters (Manchester, Reino Unido) equipada com uma coluna
C-18 (1,7 um, 2,1 x 100 mm). Os dados de difragdo de raios-X foram coletados a 100 K em um difratometro
Rigaku XtalLAB Synergy-S Dualflex equipado com um detector Hypix-6000 HE, utilizando radiagdo CuKa.
(1,54184 A). O sequenciamento genético para identificacio fingica foi realizado com um sequenciador
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automatico ABI 3500XL Series (Applied Biosystems).

Os solventes organicos diclorometano, acetato de etila, metanol e etanol foram de grau analitico
e adquiridos da Synth (Diadema, SP, Brasil) e Quimis (Indaiatuba, SP, Brasil). Para separagdes HPLC, foram
utilizados acetonitrilo e metanol de grau cromatografico (Panreac, Barcelona, Espanha). Todos os outros produtos
quimicos foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical e utilizados sem purificagio adicional.

7.3. Isolamento do micro-organismo

A amostra de solo foi coletada da bacia de residuos de mineracdo de uma mina de cobre no
estado do Pard, Brasil (posigao global: -6.429729, -50.081160). A cepa isolada foi obtida de solo a uma
profundidade de 0 a 10 cm. Aliquotas de aproximadamente 50 uL de uma suspensao de solo preparada com 25
g em 225 mL de dgua desionizada esterilizada contendo cloranfenicol e tetraciclina, ambos a uma concentragdo
de 10 mg.L", foram espalhadas em placas de Petri contendo BDA. As colonias em crescimento foram re-
cultivadas em novas placas. Apos o isolamento, os fungos foram preservados em 4gua esterilizada e depositados
na micoteca do laboratério multidisciplinar de biologia da Faculdade de Quimica da Universidade Federal do Sul
e Sudeste do Pard - UNIFESSPA. Posteriormente, foram compartilhados com a micoteca do Laboratério de
Bioquimica Micromolecular de Micro-organismos - LaBioMMi, Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Sao Carlos, Campus Sao Carlos, Brasil. Talaromyces aureolinus foi codificado como P>Z;Bio.

7.4. Identificacio do micro-organismo

Para observagdes morfologicas, o fungo isolado foi cultivado em microescala
utilizando a técnica de cultura em lamina. Nesse método, uma suspensdo de células do fungo
foi inoculada em laminas de microscopia contendo 40 pL. de meio de cultura BDA. A suspensao
preparada foi transferida para o meio de cultura utilizando uma alca de platina previamente
esterilizada em chama. Ap0s a inoculagdo, uma laminula foi cuidadosamente colocada sobre a
superficie do meio de cultura. Todo o procedimento foi realizado em ambiente estéril.

Para criar condi¢des adequadas de cultivo, um pedago de algodao umedecido foi
adicionado a placa de Petri, garantindo que ndo entrasse em contato com a lamina ou a laminula.
A placa de cultura foi entdo selada e incubada a 27 °C por 6 dias em um incubador do tipo
BOD. Apds o periodo de incubagdo, as laminas foram examinadas em microscopio Optico de
campo claro, permitindo a visualizacdo dos aspectos morfologicos das estruturas fingicas
observadas.

O sequenciamento de DNA gendmico (Bt2/Bt2b) também foi utilizado para
confirmar a identificagdo do fungo. Uma suspensdo celular do fungo foi transferida para um

meio de cultura apropriado e incubada a 28 °C. O DNA gendémico desse microrganismo foi
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purificado utilizando o protocolo de extragao de DNA com fenol. A amplificacdo do marcador
foi realizada por metodologia de PCR, utilizando o DNA extraido como molde. O primer
(oligonucleotideos sintéticos) usado na reacao de PCR foi Bt2/Bt2b, complementar a regido de
B-Tubulina. O produto da amplificacdo foi purificado em uma coluna (GFX PCR DNA and Gel
Band Purification Kit, GE Healthcare) e submetido diretamente ao sequenciamento em um
sequenciador automatico da série ABI 3500XL. O primer utilizado para o sequenciamento foi
Bt2a/Bt2b.

As sequéncias genéticas parciais obtidas com o primer foram montadas em uma
sequéncia consenso Unica (uma sequéncia consenso combinada com diferentes fragmentos
obtidos) e comparadas com sequéncias de organismos representados nos bancos de dados
Genbank e CBS. As sequéncias de DNA foram alinhadas utilizando o software CLUSTAL X,
associado ao BioEdit 7.2.6. Andlises de distancia foram realizadas utilizando o software MEGA
v.11.0. A matriz de distancia foi calculada com base no modelo de Kimura, ¢ a construgao do
dendrograma de distancia genética foi realizada pelo método Neighbor-Joining, com valores de

bootstrap calculados a partir de 1.000 reamostragens.
7.5. Producao dos extratos e fracionamento

O isolado fungico foi cultivado em placas de Petri contendo o meio BDA (batata,
dextrose e agar), que foram esterilizadas em um autoclave vertical Phoenix sob 1 atm a 121°C
por 15 minutos. Apds a esterilizacdo, as placas foram resfriadas a temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C). Fragmentos de aproximadamente 5 mm de didmetro do isolado de
Talaromyces aureolinus foram usados para inocular as placas em um ambiente de fluxo
laminar. As placas foram incubadas por um periodo de 10 dias.

Uma suspensdao de esporos foi preparada usando um lago de platina para
transferir células fngicas das placas para um tubo Falcon contendo cerca de 30 mL de agua
destilada autoclave. A suspensdo foi agitada em um vortex. O niimero de esporos foi contado
em uma camara de Neubauer e ajustado para 1x10° células por mL. Esta suspensdo foi
distribuida em dez frascos Erlenmeyer de 1000 mL, cada um contendo cerca de 200 gramas de
arroz previamente autoclave duas vezes a 121°C sob 1 atm por 15 minutos. Eles foram entao
incubados a 28°C por 30 dias. Apds a incubagdo, as culturas foram extraidas com cerca de 200
mL de etanol por frasco Erlenmeyer. A biomassa foi macerada com uma barra de vidro para
otimizar a extracao, seguida de sonicagdo por 20 minutos em um banho ultrassonico. A extragdao
também foi realizada utilizando acetato de etila. O extrato final foi filtrado sob vacuo, e a fase

organica foi transferida para um baldo de fundo redondo para evaporacdo do solvente. Este
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procedimento foi repetido trés vezes. Uma aliquota deste extrato foi utilizada para analise do
perfil metabolomico em um espectrometro de massas de alta resolucao (Bruker QToF) acoplado
a cromatografia liquida.

O extrato foi fracionado em uma coluna seca de cromatografia a vacuo,
utilizando uma coluna de 30 cm de altura e 4,0 cm de didmetro, embalada com gel de silica 60
(malha 70-230). Seis fragdes foram coletadas com eluentes compostos de hexano, acetato de
etila e metanol em proporg¢des de polaridade crescente (respectivamente 95:5:0 — Frl; 70:30:0
—Fr2; 0:100:0 — Fr3; 0:90:10 — Fr4; 0:70:30 — Fr5; 0:0:100 — Fr6). A fragao Fr3 foi submetida
a uma purificac¢do adicional usando uma cromatografia de média pressdo em uma coluna de gel
de silica montada no sistema Combiflash RF 200, eluida com gradiente de acetato de etila e
metanol, resultando em 3 depsidonas lactdnicas puras, que apresentaram como aspecto fisico

um sélido marrom amorfo.
7.6. Analise dos extratos fungicos pot UHPLC-MS/MS

A andlise do perfil metabolomico dos extratos brutos foi realizada utilizando um
sistema de cromatografia liquida de ultra-alta performance (UHPLC, Shimadzu) acoplado a um
espectrometro de massas de alta resolu¢do (QToF, Bruker). A separacdo cromatografica foi
realizada em uma coluna C-18 (da Waters). A fase movel consistiu de 4gua com 0,1% de acido
formico (solvente A) e acetonitrila com 0,1% de &cido formico (solvente B). Foi aplicada uma
eluicdo em gradiente, comegando com 95% A e 5% B por 1 minuto, passando para 30% A e
70% B aos 12 minutos, alcangando 2% A e 98% B aos 20 minutos e retornando as condigoes
iniciais entre 20 e 25 minutos, garantindo a reequilibragdo da coluna. A taxa de fluxo foi
mantida em 0,25 mL.min! e a temperatura da coluna a 40°C.

Antes da analise, o espectrometro de massas foi calibrado usando uma solucao
de formiato de so6dio (10 mmol.L™"; isopropanol:dgua, 1:1 v/v) com adi¢do de 50 pL de acido
féormico concentrado. Durante a operacdo, a fonte de ions ESI foi configurada no modo de
1onizacao positiva, com uma voltagem de capilar de 4500 V e um desvio de placa final de -500
V. O gas seco foi mantido a 8 L.min™", a 180°C, e o gas nebulizador foi ajustado para 4 bar. A
aquisi¢ao de dados variou de m/z 50 a 1500 com uma taxa de 5 Hz. Para anéalise MS/MS em
tandem, foi realizada uma fragmentacao automatica de varredura MS/MS com foco nos cinco
ions mais intensos de cada pico cromatografico, otimizando a qualidade dos dados e os padrdes

de fragmentacao especificos de ions para identificagdo subsequente dos metabolitos.
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7.7. Construcao da rede molecular

A rede molecular baseada nos dados espectrais de massas foi estabelecida
usando a plataforma Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS)
(http://gnps.ucsd.edu). Dados MS de alta resolucdo das amostras foram adquiridos utilizando
uma fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI), que normalmente fornece ions precursores
proeminentes. Em seguida, os dados de LC-MS/MS foram analisados e processados usando o
software MS-DIAL versao 4.24, com a detec¢do de massas avaliada dentro de um intervalo de
tempo de retengao de 0,3 a 25,0 minutos, utilizando detec¢ao de massa centrdide e um limite
de nivel de ruido de 1,0 x 10*. Os parametros de tolerancia para MS1 e MS2 foram ajustados
de acordo com os padroes GNPS, com MS1 a 0,02 Da e MS2 a 0,02 Da. O intervalo de massas
foi ajustado de m/z 50 a 1500. Os parametros de deconvolucao incluiram uma janela de 0,5 e
um corte de abundancia MS/MS no nivel de amplitude 30. O alinhamento foi baseado em dados
de referéncia aplicados a uma amostra em branco, com uma tolerancia de tempo de retencao de
0,5 minutos. O fator de retengao e o fator MS1 também usaram um valor de 0,5, aplicavel dentro
de um intervalo de referéncia de 0-1.

Os arquivos foram processados por meio do algoritmo de redes espectrais
(GNPS) em trés formatos: um arquivo mgf de espectros deconvoluidos pelo MS-DIAL 4.24,
uma tabela de quantificagdo dos picos gerados nesse processo € uma tabela de metadados com
informagdes da amostra, como tipo de amostra ¢ modo experimental. No GNPS, a tolerancia
de massa para o ion precursor foi de 0,02 Da, a tolerancia de massa para o ion fragmentado foi
de 0,02 Da, foi usado um minimo de 5 picos correspondentes € um limiar de pontuagdo de 0,7.
As opgdes avangadas de busca incluiram uma classe de biblioteca com um historico superior a
1 por espectro € o uso da biblioteca espectral GNPS. As opg¢des avangadas da rede foram
configuradas para um par de cosseno minimo de 0,65 e uma rede TopK de 10. A visualizacao

da rede foi realizada usando o software Cytoscape versao 3.10.2.
7.8. Analise UPLC/MS via modo de aquisicio MRM para quantificacao dos
compostos isolados

A quantificacdo dos compostos isolados foi realizada utilizando um sistema de
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC, Waters Acquity®) acoplado a um
espectrometro de massas operando com fonte de ionizacao por electrospray (ESI) em modo

positivo, com aquisicdo em modo de monitoramento de reagdes multiplas (MRM, Multiple

Reaction Monitoring). A separa¢do cromatografica foi conduzida em uma coluna ACQUITY
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UPLC® CSH™ C18 (1,7 um; 2,1 x 100 mm), mantida a temperatura constante de 40 °C.

A fase movel foi composta por agua ultrapura (solvente A) e acetonitrila
(solvente B), ambas acidificadas com 0,1% de acido formico. O sistema operou em regime de
eluicdo gradiente ao longo de 15 minutos, com uma vazao constante de 0,400 mL.min".
Inicialmente, a composicao era de 90% A e 10% C, mantida até 1,5 minuto. A partir de entdo,
o teor de acetonitrila foi progressivamente aumentado: 20% aos 4 minutos, 70% aos 9 minutos
e 100% aos 11 minutos. Essa condi¢do foi mantida até 12,5 minutos, seguida pelo retorno as
condi¢des iniciais (92% A, 8% C) aos 13 minutos, finalizando a corrida em 15 minutos com
reequilibrio da coluna. As amostras foram injetadas em volume de 5 pL. A identificacdo dos
compostos foi realizada com base no tempo de retencdo, nas transicdes MRM especificas e nos
dados de fragmentacao previamente adquiridos. A utilizagdo do modo MRM foi fundamental
para garantir seletividade e sensibilidade na detec¢do dos analitos, especialmente em uma
matriz complexa.

A quantificagdo dos compostos foi realizada pelo método da curva analitica
utilizando uma solugdo padrao dos compostos isolados com faixa de concentragdo de 1,953125
a250 pg/mL. Para avaliagdo do teste foi utilizado a seguinte equagao: [composto 1, 2, 3, pg/mL]
= AP(composto 1, 2, 3) — b/d, onde AP(composto 1, 2, 3) é a area do pico do composto 1, 2, 3
em diferentes concentracdes, (b) ¢ o coeficiente linear e (0) € o coeficiente angular da curva
analitica. Além disso, os limites de detec¢do (LD) e quantifica¢do (LQ) foram calculados pela
relagdo entre o desvio padrdo da curva de calibragdo e sua inclinacao, conforme pas seguintes
equagoes: LD = (3,3 x 6/S) e LQ = (10 x 6/S), onde o desvio padrao da resposta (c) pode ser
determinado com base no desvio padrdo da interceptagdo da linha de regressao (¢ o coeficiente
linear da equagdo), enquanto (S) representa a inclina¢ao da curva de calibragdo (€ o coeficiente
angular da curva analitica). Todas as analises foram realizadas em triplicata (CASSIANO et al.,

2009; RIBANI et al., 2004).
7.9. Resultado e discussoes
7.9.1. Identificacdo do fungo Talaromyces aureolinus

O fungo cresceu em placas de Petri com meio BDA, formando estruturas
intensamente pigmentadas em amarelo-alaranjado, visiveis na parte frontal da placa e

apresentando coloracao semelhante na parte posterior (Figura 63).
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Figura 63 - Morfologia do crescimento em placa de Petri (frontal e posterior) do fungo
Talaromyces aureolinus e micrografia obtida a partir de microcultura, utilizando um
microscopio com lente de 40x.

Fonte - Adaptado de César e Sezar (2019).

A micrografia revelou conidioforos verticilados com a formacao de fidlides, e os
conidios estavam organizados em cadeias, com maior concentracdo nas regides superiores.
Além disso, observou-se a presenca de gimnotécios amarelo-alaranjados, contendo ascos de
origem Unica e ascosporos elipsoidais e espinhosos. Essas caracteristicas sdo altamente
compativeis com fungos do género Talaromyces aureolinus (WEIL;, XU; WANG, 2021).

Embora a identificacio do género do fungo tenha sido clara por inspegao
morfologica, a determinagdo da espécie foi realizada apenas por sequenciamento do DNA
gendmico. A sequéncia da regido B-Tub da amostra apresentou 99-100% de similaridade com
sequéncias da mesma regido ribossomica de diferentes espécies dentro do género Talaromyces,
conforme depositadas nos bancos de dados GenBank e CBS-Knaw. A analise da distancia
genética posicionou a amostra de fungo em um agrupamento dentro da secao Talaromyces,
porém sem definir nenhuma espécie. Assim os resultados das analises realizadas nas bases de
dados e da filogenia sugerem a identificagdo final deste fungo como sendo Talaromyces sp

(Figura 64).
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20 Talaromyces duclauxii CBS 322.487 (JN899342)
a7l Talaromyces calidicanius CBS 1120027 (JN899319)
Talaromyces indigoticus CBS 1005347
Talaromyces dendriticus CBS 660.807
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Figura 64 - Dendrograma baseado na distdncia genética, utilizando o método Neighbor-
Joining, demonstrando a relag@o entre a sequéncia parcial da regido B-Tub da amostra DRM e
as sequéncias de cepas de microrganismos relacionados presentes nos bancos de dados
Mycobank (CBS Knaw, atualmente Westerdijk Fungal Biodiversity Institute) e GenBank.

Fonte - Elaborado pelo autor.
7.9.2. Otimizacao experimental: tolerancia ao ion manganés

A tolerancia do fungo ao Mn?** foi avaliada usando concentracdes de
MnClz*4H20 variando de 0 a 1000 mM em meio base de czapek, onde fungos filamentosos
geralmente crescem muito bem.

As réplicatas da concetragdo 0 mM foram usadas como referéncia para o
crescimento do fungo. Observou-se que, em concentracdes iniciais (0 - 31 mM MnCl.+4H-0),
o fungo mantém sua coloracdo e ndo apresenta mudangas morfologicas macroscopicas
aparentes. Em concentracdes acima de 31 mM, o micélio comeca a escurecer, até a
concentragdo de 500 mM, onde produz apenas pequenas quantidades de células. Concentragdes
de 1000 mM de MnCl.*4H20 inibem completamente o crescimento do fungo. Assim, a
concentracdo maxima na qual ainda consegue crescer esta entre 250 ¢ 500 mM (Figura 65).
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Essa mudanca de cor de marrom para marrom-escuro provavelmente esta
relacionada ao aciimulo de dioxido de manganés (MnO:), um p6 de cor preta a marrom, que ¢
um produto da oxidacdo de Mn?** pelas manganés peroxidases do fungo. Observou-se que os

fungos utilizam essas peroxidases para lidar com o excesso de manganés. ApoOs certa

concentragdo, as peroxidases perdem sua capacidade de desintoxicagdo, e o fungo para de

crescer (BANO et al., 2018; CANTON et al., 2016). ] Regido de

mudanca

Talaromyces
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Figura 65 - Evolucdo da mudanca de coloragdo da biomassa de acordo com o aumento de

concentragdo de manganés.
Fonte - Elaborado pelo autor.
A concentragdo de 15 mM Mn?" promove um aumento de aproximadamente 15%
na massa micelial, mas comega a retornar ao valor de controle em 31 e 62 mM, e entdo cai 40%

nas concentragoes de 125, 250 ¢ 500 mM Mn?*,
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Figura 66 - Taxa de crescimento médio do fungo Talaromyces aureolinus em teste controle e
em teste de toxicidade com diferentes concentracdes de Mn?" e a variacdo de pH nos dias de
experimento.

Fonte - Elaborado pelo autor.
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A toxicidade do Mn?*' inicia a atividade das peroxidases, ocorre em
concentragdes ligeiramente superiores a 62 mM. A inibi¢do do crescimento microbiano por
Mn?2* depende de muitos fatores, como pH e a presenca de outros cations, como o Mn*" e Mg+
(Figura 66). Enquanto algumas leveduras sdo inibidas a 32 mM Mn?*, algumas bactérias do
género Serratia podem tolerar até 1200 mM MnSO., embora muitas outras bactérias
apresentem concentragdo inibitéria minima (MIC) geralmente abaixo de 30 mM. O fungo
Cladosporium cladosporioides cresceu bem em um meio contendo 60 mM Mn?*, mas também
conseguiu tolerar 1200 mM.

Enzimas peroxidases tém sido associadas a oxida¢do de manganés em varias
espécies de microrganismos. Além disso, em certos fungos basidiomicetos, Penicillium e
Aspergillus, a oxidagdo de manganés por enzimas peroxidases extracelulares também foi
estudada. A enzima manganés peroxidase ¢ capaz de promover a oxidacdo do ion manganés
Mn?* para Mn**, que ¢ estabilizado por metabdlitos derivados de acidos organicos. O ciclo
catalitico da MnP ¢ semelhante ao de outras peroxidases contendo heme, mas a manganés
peroxidase exibe uma preferéncia por Mn** como doador de elétrons (KUMAR et al., 2013;
TOMIKAWA et al., 2000; DONG et al., 2009; KAIFUCHI et al., 2015; TAKEUCHI et al.,
1989; Ll et al., 2011; FUJIMOTO et al., 1990; YOSHIDA et al., 1995; TABATA et al., 1999;
BARA etal., 2013; VAN EIJK, 1973; MATSUNAGA et al., 2015).

Embora os microrganismos apresentem uma ampla diversidade de niveis de
tolerancia ao Mn*', os estudos encontrados na literatura indicam que sempre havera uma
concentracdo minima que comega a perturbar sua maquinaria bioquimica para se adaptar as
condi¢des adversas. Isso € interessante para nosso propdsito neste trabalho, uma vez que a
inibi¢do ou indugdo de novas enzimas pode impactar na biossintese de produtos naturais pelo
fungo (DETHOUP et al., 2007; MORINO et al., 1995; MIAO et al., 2012; KOMAI et al., 2004;
HE et al., 2014; KAWAGUCHI et al., 2013; ARAI et al., 2002; HAYADHI et al., 2012; LI et
al., 2011).
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7.9.3. Analise estrutural dos compostos isolados

Os compostos isolados foram analisados por espectrometria de massas de alta
resolucdo (HRMS), permitindo a identificacdo exata da massa molecular e a determinacdo da
féormula molecular com base em erros inferiores a 5 ppm. A fragmentacgao induzida por colisdao
(MS/MS) permitiu identificar padrdes caracteristicos de perdas de radicais funcionais tipicos
de depsidonas, confirmando a identidade estrutural preliminar (ZHAI et al., 2016; CHU et al.,
2010; GUO et al., 2011). A analise espectroscopica por RMN de 'H, *C, COSY, HSQC e
HMBC complementou a caracterizacao estrutural, permitindo a elucidagdo completa dos
esqueletos quimicos e a diferenciagdo entre isdmeros ou compostos analogos.

Assim, a combinacdo entre os dados de tempo de retencdo no cromatograma
(Figura 67), os perfis espectrométricos de massas e os dados de RMN consolidou a identificagao
estrutural dos compostos como metabodlitos secundarios do tipo depsidona, refor¢ando o
potencial quimico de Talaromyces aureolinus como fonte de substincias bioativas,

especialmente sob condi¢des moduladas por ions metalicos como Mn?*.
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217 O o
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1.0 263
0 _o 5 o y
217 < e} 0
O— 50e-1 ~ OH
O
6.0e-1 o . 255
OH ) T2%0 800 350 | 400 | 450 | 500 5%3”1 1.0
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2 Oe-1 280 p 5.0e-1 OH
351 299 339
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Figura 67 — Cromatogramas nas concentracdes de 0 mM e 125 mM dos compostos isolados.

Fonte - Elaborado pelo autor.
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7.9.4. Analise estrutural do composto 1: 11-hidroxi-3-(1-hidroxi-3-
metilbutil)-4-metoxi-9-metil-SH,7H-dibenzo[b,g][1,5]dioxocina-5-ona

6.0e-14

4.0e-14
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Figura 68 - Estrutura e espectro de absor¢cao UV do composto 1.

Fonte - Elaborado pelo autor.

Ao analisarmos o espectro de RMN de 'H do composto 1 (CDsOD, 400 MHz,
Figura 68), observamos na regido de 6 6,41 a 7,67 um padrao de sinais caracteristico de sistemas
aromaticos. A presenc¢a de quatro sinais nessa faixa, com integrais e constantes de acoplamento
distintas, sugere a existéncia de dois anéis aromaticos com padrdes de substitui¢do diferentes
(Figura 68). O primeiro sistema apresenta dois sinais duplos em 6 7,00 (d, J = 8,5 Hz) ¢ 6 7,66
(d, J = 8,5 Hz), indicando fortemente um sistema aromdtico do tipo 1,4-dissubstituido. Ja o
segundo anel apresenta um padrdo de acoplamento tipico de um sistema 1,2,3-trissubstituido,
com dois sinais duplos de pequena constante de acoplamento: 6 6,41 (d, J =1,4 Hz) € 6 6,78 (d,
J=1,5 Hz), o que sugere que esses protons estdo em posicdes meta entre si.

Naregido alifatica do espectro, entre 8 0,94 € 2,21, observa-se a presenca de dois
sinais de metila em & 0,95 (d, J = 6,7 Hz) ¢ 6 0,98 (d, J = 6,6 Hz), atribuiveis aos grupos CHs-
5" e CHs-4', respectivamente. Esses sinais apresentam acoplamento com o metileno e metinico
vizinhos. A multiplicidade complexa observada para os protons em 6 1,45 (ddd), 6 1,64 (ddd)
e 0 1,78 (m) confirma a presenca de um sistema alifatico ramificado, atribuido a cadeia lateral
ligada ao anel aromatico.

Além disso, destaca-se um sinal singleto em 6 3,92, correspondente a um grupo
metoxila (OMe-4), e outro singleto em 8 2,21, atribuivel a uma metila ligada diretamente ao
anel aromatico (Me-9).

A andlise do espectro de RMN de *C (Figura 70) revelou 21 sinais distintos,
compativeis com a formula molecular C21H240¢. Foram observados sinais de dois carbonos

metilicos da cadeia lateral (23.83 e 22.26 ppm), um sinal de metoxila (63.13 ppm), sinais de
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carbonos aromaticos desprotonados e protonados entre 6 100 e 165 ppm, e um sinal em 6 169,86
ppm, tipico de carbono carbonilico, sugerindo a presenca de um grupo carboxilico.

As correlagdes estabelecidas pelo espectro HSQC (Figura 71) permitiram
atribuir os hidrogénios observados no '"H-RMN aos respectivos carbonos protonados no *C-
RMN. Destacam-se: a correlagdo do singleto em o 3,92 com um carbono em 6 63.13 ppm,
confirmando a presenca de uma metoxila; as correlagdes dos sinais de metilas alifaticas com
carbonos em d 22.26 e 23.83 ppm; e os sinais aromaticos de d 6,41 a 7,66 correlacionando-se
com carbonos entre 8 121.24 e 132.39 ppm.

No espectro HMBC (Figura 72), foram observadas correlagdes cruciais para
elucidacgao estrutural. O proton da metila aromatica em 6 2,21 mostrou correlagao com carbonos
entre 8 120-140 ppm, confirmando sua ligacdo direta ao anel aromatico, provavelmente na
posicdo C-9. A metoxila (6 3,92) correlacionou-se com um carbono desprotonado aromatico
em 6 150-160 ppm, caracteristico de um carbono fenol substituido, sugerindo sua posi¢cao em
C-4. Os prétons aromaticos em o 6,41 e 6,78 apresentaram correlacdes com carbonos vizinhos
no anel, reforcando o padrao 1,2,3-trissubstituido.

O espectro COSY (Figura 73) confirmou as interacdes esperadas dos
acoplamentos entre os protons aromaticos meta-substituidos (6 6,41 e 6,78) e entre os protons
da cadeia alifatica, conectando os grupos CHs-4" ¢ CHs-5" aos sinais multipletos de 6 1,45 a
1,78, sugerindo um sistema propanoide ou isopropilado.

Complementarmente, o espectro de UV-Vis apresentou bandas de absor¢ao em
217, 280 e 351 nm (Figura 68), indicativas da presenca de sistemas conjugados aromaticos e
grupos cromoéforos oxigenados, como aqueles observados em compostos fendlicos e
depsidonicos.

Esses dados integrados confirmam a presenca de uma estrutura com dois
sistemas aromaticos distintos, um grupo metoxila, uma cadeia lateral ramificada e um grupo

metila ligado diretamente ao anel, compativel com um composto do tipo depsidona lactdnicas.

113



¥6°0
L6

59/

9’1
o1
LY'T
29'1{
$9'1

T¢e—

] Ay

PP-IOUBYIBN TE'E —

6t —

149
b9 -
8/°9

8/°9 > -
669~ -
10°Z

99'/~ _
L9°L

o

Figura 69 — Espectro de RMN 'H CD30D, 400 MHz do composto 1.

Fonte - Elaborado pelo autor.
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Fonte - Elaborado pelo autor.
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Fonte - Elaborado pelo autor.
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Fonte - Elaborado pelo autor.
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Posicao

6"C (ppm)

Tipo

o'H (ppm)

Multiplicidade

/ J (Hz)
1 119.08 CH 7.00 d,J=85
2 132.39 CH 7.66 d,J=85
3 136.03 C — —
4 155.53 C — —
4A 155.53 C — —
5 169.86 C=0 — —
6 — 0 — —
7 70.45 CH: 5.08 m
7A 128.09 C — —
8 121.24 CH 6.41 d,J=18
9 136.03 C — —
10 119.08 CH 6.78 d,J=18
11 149.68 C
11A 143.29 C — —
12 — o) — —
12A 153.24 C — —
1 66.41 CH 5.10 m
, ddd, J = 14.0,
2 47.58 CH.(Tm)  1.45/1.64 50,52
3/ 24.94 CH 1.78 m
4’ 23.83 CHs 0.98 d,J=66
5’ 22.26 CHs 0.95 4,J=6.6
OME-4 63.13 OCHs 3.92 s
ME-9 20.84 CHs 221 s

Tabela 6 - Deslocamento quimico do composto 1.

Fonte - Elaborado pelo autor.
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Figura 74 - Espectro de massas do composto 1 (espectro de HRMS com fonte de ionizagao

ESI), mostrando os adutos observados para este composto.

Fonte - Elaborado pelo autor.

A completa identificagdo estrutural do composto 1 foi corroborada pela analise
do espectro de massas de alta resolucao (HRMS), em modo positivo, no qual foi observado o
aduto [M+H]" com m/z 373,1634, compativel com a férmula molecular C21H24Os (erro de massa
de 2,94 ppm), conforme mostrado na Figura 74. A férmula proposta corresponde a uma massa
molecular teérica de 372,1578 Da, o que esta de acordo com a estrutura sugerida a partir dos
dados espectroscopicos de RMN.

Além disso, o espectro de fragmentacao (MS/MS) revelou um pico base em m/z
269,0810, com alta intensidade, sugerindo uma clivagem significativa da molécula. Este

fragmento indica a perda de uma parte da cadeia lateral oxigenada, possivelmente incluindo os
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grupos metoxila e hidroxila conjugados, o que reforca a presenga de um nucleo aromatico
estabilizado na estrutura. A andlise desse fragmento, em conjunto com os dados de RMN e
comparagdes com substancias andlogas descritas na literatura, permitiu a elucidacdo estrutural
do composto como sendo 11-hidroxi-3-(1-hidroxi-3-metilbutil)-4-metoxi-9-metil-5H,7H-
dibenzo[b,g][1,5]dioxocina-5-ona, um derivado policiclico aromatico oxigenado produzido por

espécies do género Talaromyces.

7.9.5. Analise estrutural do composto 2: 7-hidroxi-4,11-dimetoxi-3-vinil-

SH,7H-dibenzo[b,g][1,5]dioxocina-5-ona

1.0 263

Al
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0.0 T T T M
250 300 350 400 450 500 550
Figura 75 - Estrutura e espectro de absor¢cdao UV do composto 2.

Fonte - Elaborado pelo autor.

Ao analisarmos o espectro de RMN de 'H do composto 2 (CDsOD, 400 MHz),
observamos na regido de & 6,74 a 8,00 ppm um padrdo de sinais caracteristico de sistemas
aromaticos funcionalizados de forma distinta. A presenca de multiplos sinais nessa faixa, com
integrais e constantes de acoplamento diferentes, sugere a existéncia de dois an€is aromaticos
com padrdes de substituigdo distintos (Figura 75). O primeiro sistema apresenta dois sinais
duplos em 6 6,85 (d, J = 8,5 Hz) e 6 6,98 (d, J = 8,5 Hz), compativeis com um sistema 1,4-
dissubstituido. O segundo sistema mostra sinais na faixa de 6 6,74 a 6,80 ppm, com constantes
de acoplamento em torno de 3,1 Hz, tipicas de acoplamentos meta, indicando a presenca de um
anel 1,2,3-trissubstituido, cujos hidrogénios (H-8, H-9 e H-10) apresentam acoplamento entre
si.

Destaca-se ainda um sinal singleto bem definido em 6 8,00 ppm, atribuido ao
proton H-7. A auséncia de acoplamento associado a esse sinal sugere um ambiente eletronico
desprotegido, provavelmente influenciado pela proximidade de um grupo carbonila e pela

ligagdo a ponte dioxepinica, o que contribui para o desblindamento do sinal observado (Figura
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76).

Além do padrao aromatico, foram observados sinais na regiao de 0 6,19 a 6,31
ppm, compativeis com protons vinilicos acoplados entre si. Os dupletos registrados apresentam
constante de acoplamento em torno de 16 Hz, valor tipico para a presenca de uma cadeia lateral
do tipo isoprenil.

Na regiao de 6 3,82 e 3,89 ppm, observam-se dois sinais singletos, cada um
integrando para trés hidrogénios, atribuidos a grupos metoxila (—OCH3) ligados diretamente a
carbonos aromaticos. Essas metoxilas foram posicionadas nas posi¢des C-4 e C-11 com base
nas correlacdes observadas por HMBC (Figura 79).

No espectro de RMN de *C (Figura 77), foram detectados 16 sinais distintos,
consistentes com a formula molecular C1sH130s. Dentre os sinais, destaca-se a presenca de
carbonos aromaticos (entre 6 100—160 ppm), dois sinais de metoxila (8 56,46 ¢ 56,51 ppm),
carbonos vinilicos (6 ~130 ppm) e um sinal de carbonila em 6 179,85 ppm, atribuivel ao grupo
lactona conjugado ao sistema dibenzo[d][1,3]dioxepinico.

A anélise do espectro HSQC (Figura 78) permitiu a correlacdo direta entre os
prétons observados no '"H-RMN e seus respectivos carbonos no *C-RMN. As correlagdes de 6
3,82 ¢ 3,89 com 4 56,51 e 56,46 confirmam a presen¢a das metoxilas. Os sinais de hidrogénios
vinilicos e aromaticos também mostraram correspondéncia com os carbonos esperados na faixa
de d 110 a 135 ppm.

No espectro HMBC (Figura 79), o singleto em 6 8,00 (H-7) apresentou
correlagdo com a carbonila em d 179,85, reforcando sua proximidade com o grupo lactona. Os
sinais das metoxilas mostraram correlagdes longas com carbonos aromaticos desprotonados,
sugerindo sua ligacdo aos carbonos C-4 e C-11. Os sinais vinilicos correlacionaram-se com
carbonos do sistema aromatico, indicando a extensao da conjugacao.

Complementarmente, o espectro de UV-Vis apresentou bandas de absor¢ao em
217,225 e 263 nm (Figura 75), compativeis com a presenca de sistemas conjugados aromaticos
e cromoforos oxigenados. Esses padrdes sdo caracteristicos de estruturas fendlicas e de sistemas
dibenzo[d][1,3]dioxepinicos funcionalizados.

Esses dados integrados confirmam a presenga de dois sistemas aromaticos
substituidos de maneira distinta, dois grupos metoxila, um grupo carbonila, uma cadeia lateral
isoprenil e um esqueleto central do tipo dibenzo[d][1,3]dioxepina funcionalizado. Tais
evidéncias sustentam a proposta estrutural de um composto do tipo depsidona lactonica. Todas

as atribui¢des encontram-se resumidas na Tabela 7.
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Figura 76 — Espectro de RMN 'H CD30D, 400 MHz do composto 2.

Fonte - Elaborado pelo autor.
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Fonte - Elaborado pelo autor.
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Multiplicidade

Posicao 0C (ppm) Tipo 6'H (ppm) /3 (Hz)
1 106.00 CH 6.85 D,J=8.5
2 100.13 CH 6.98 D,J=8.5
3 164.78 C — —
4 128.93 C — —
4a 156.54 C — —
5 179.85 Cc=0 — —
6 — O — —
7 157.35 CH 8.00 —
7a 130.47 C — —
8 123.96 CH 6.26 D,J=8.5
9 124.00 CH 6.24 —
10 113.23 CH 6.19 —
11 156.54 C — —
11a C — —
12 — O — —
12a 172.29 C — —
1’ 138.30 CH 6.77 DD, J=15.9,
6.9
2’ 123.96 CH: 6.25 D,J=159
OMe-4 56.46 OCH:s 3.89 S
OMe-11 56.51 OCHs 3.82 S

Tabela 7 - Deslocamento quimico do composto 2.

Fonte - Elaborado pelo autor.
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Figura 80 - Espectro de massas do composto 2 (espectro de HRMS com fonte de ionizagao
ESI), mostrando os adutos observados para este composto.

Fonte - Elaborado pelo autor.

A completa identificag@o estrutural do composto 2 foi corroborada pela analise
do espectro de massas de alta resolugdo (HRMS), obtido em modo positivo, no qual foi
observado o ion [M+H]" com m/z 329,1024 (Figura 80), compativel com a férmula molecular
CisHi160s, apresentando um erro de massa de 3,95 ppm. A férmula proposta corresponde a uma
massa molecular teorica de 329,1032 Da, o que esta em concordancia com a estrutura sugerida
a partir dos dados espectroscopicos de RMN.

Adicionalmente, o espectro de fragmentagdao (MS/MS) revelou fragmentos
diagnosticos, com destaque para os picos em m/z 165,0547 e 219,0653, que indicam clivagens

caracteristicas da molécula. O padrido de fragmentacao ¢ consistente com a perda de radicais
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metoxila, hidroxila e parte da cadeia lateral, o que sustenta a presenga de um nacleo aromatico
altamente estabilizado. A analise detalhada desses fragmentos, em conjunto com os dados de
RMN e comparacdo com substancias analogas descritas na literatura, permitiu a elucidacao
estrutural  do composto como sendo 7-hidroxi-4,11-dimetoxi-3-vinil-5H,7H-
dibenzo[b,g][1,5]dioxocina-5-ona, um derivado policiclico aromadtico oxigenado,

frequentemente produzido por fungos do género Talaromyces.

7.9.6. Analise estrutural do composto 3: 1,6-di-hidroxi-8-metil-11H-
dibenzo[b,e][1,4]dioxepina-11-ona

1.0
e 11
9a 1la
5.0e-14 S5a 4a
1 299 339
0.0 nm

550

Al

Figura 81 - Estrutura e espectro de absor¢ao UV do composto 3.

Fonte - Elaborado pelo autor.

A andlise espectroscopica do composto 3 revela caracteristicas estruturais
compativeis com o nucleo de depsidona lactonica, estrutura previamente observada em
compostos analogos produzidos por espécies do género Talaromyces. O espectro de RMN de
'H (400 MHz, CDsOD) apresenta dois conjuntos de sinais aromaticos bem definidos. O
primeiro conjunto consiste em dois dupletos em o 6,69 (J = 8,5 Hz) e 0 7,25 (J = 8,5 Hz),
indicando um sistema 1,4-dissubstituido tipico, com acoplamento orto, o que sugere um padrao
simétrico no anel A. O segundo conjunto ¢ caracterizado por sinais em 6 6,61 (d, J =1,9 Hz) e
0 6,36 (d, J = 1,9 Hz), que revelam um padrao de acoplamento meta, indicando a presenca de
um anel 1,2,4-trissubstituido (Figura 82).

O espectro de *C (Figura 83), corroborado pelas correlagdes HSQC, revela 14
sinais distintos, incluindo os carbonos quaternarios em & 144,17, 153,00, 158,42, 165,49 ¢
165,75 ppm. Estes dados indicam a presenca de carbonos conjugados com oxigénio € uma
carbonila caracteristica de lactona, sugerindo um anel fechado com funcionalidade éster. Os
sinais aromaticos protonados aparecem em dC 100,63, 101,34, 101,35, 104,19 e 117,16, todos
com correlagdes diretas no HSQC (Figura 84) aos prétons previamente descritos. Um sinal

adicional em 6H 2,75 (s), correlacionado a 6C 24,44, corresponde a uma metila ligada a um dos
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anéis aromaticos, provavelmente em posi¢cao orto a uma ponte oxigenada.

O espectro COSY (Figura 86) fornece evidéncia adicional para os padrdes de
acoplamento entre os protons aromaticos. A correlacdo cruzada clara entre os sinais em 6 6,69
e 8 7,25 confirma o acoplamento orto entre os protons presentes neste anel. Da mesma forma,
0 acoplamento entre 6 6,61 e 6 6,36 reforga a atribuicao do segundo sistema aromatico com
acoplamento meta no anel B. Esses dados consolidam a presenga de dois sistemas aromaticos
independentes no esqueleto da molécula.

As correlagdes HMBC (Figura 85) auxiliam na confirmacao das conectividades
entre os sistemas aromaticos e os carbonos quaterndrios adjacentes. Observa-se, por exemplo,
correlagdo entre a metila em 0H 2,75 e o carbono em 6C 138,60, indicando a posi¢ao deste
grupo no anel B. As correlagdes entre os protons aromaticos e as pontes conjugadas (carbonos
em O0C 144,17, 158,42 e 153,00) sustentam a presenga de um sistema biciclico tipico das
depsidonas lactonicas.

Por fim, o espectro de absor¢ao UV-Vis exibe bandas em 217, 255, 299 e 339
nm (Figura 81), compativeis com sistemas aromaticos conjugados contendo cromoéforos do tipo
benzenoide e lactonico. A presenca de absor¢cdes em comprimentos de onda mais elevados
reforca a hipdtese de uma conjugacdo entre os anéis aromaticos, ligados por uma ponte
oxigenada e uma carbonila.

Dessa forma, a partir da anélise integrada dos espectros de RMN ('H, '*C, HSQC,
HMBC e COSY) e dos dados de absorcao eletronica no UV-Vis, conclui-se que o composto 3
apresenta um esqueleto estrutural do tipo depsidona lactonica, compartilhando elementos
centrais com o composto 1, mas apresentando diferengas sutis em posicdes substituintes, como
a presenga de uma unica metila em posi¢do especifica no anel B. A combinacdo das técnicas
permite afirmar com confianga a identidade estrutural e a organizagao eletronica do composto,

evidenciando seu potencial como metabolito bioativo fingico.
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Figura 82 — Espectro de RMN 'H CD30D, 400 MHz do composto 3.

Fonte - Elaborado pelo autor.
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Figura 83 — Espectro de RMN *C CD;0D, 100 MHz do composto 3.

Fonte - Elaborado pelo autor.
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Figura 84 — Espectro de RMN HSQC CD3;0D, do composto 3.

Fonte - Elaborado pelo autor.
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Figura 85 — Espectro de RMN HMBC CD30D, do composto 3.
Fonte - Elaborado pelo autor.
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Figura 86 — Espectro de RMN COSY CD;OD, do composto 3.

Fonte - Elaborado pelo autor.
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Multiplicidade

Posicao 6*C (ppm) Tipo o'H (ppm) /3 (Hz)
1 165.49 C — —

2 101.35 CH 6.60 D,J=8.5
3 104.19 CH 7.25 T
4 117.16 CH 6.69 —
4a 158.42 C — —
5 — 0) — —
Sa 138.44 C — —
6 153.00 C — —

7 100.63 CH 6.36 D,J=19
8 138.60 C — —

9 101.34 4 6.61 D,J=19
9a 144.17 C — —
10 — O — —
11 165.75 C=0 — —
11a C — —
Me-8 24.44 CHs 2.75 S

Tabela 8 - Deslocamento quimico do composto 3.

Fonte - Elaborado pelo autor.
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Figura 87 - Espectro de massas do composto 3 (espectro de HRMS com fonte de ionizagao
ESI), mostrando os adutos observados para este composto.

Fonte - Elaborado pelo autor.

A completa identificagdo estrutural do composto 3 foi corroborada por
espectrometria de massas de alta resolucao (HRMS), em modo positivo, na qual foi detectado
o ion [M+H]* com m/z 259,0600, compativel com a formula molecular C14H1005,
apresentando um erro de massa de 3,86 ppm, conforme ilustrado na Figura 87. Essa férmula
corresponde a uma massa molecular tedrica de 258,0583 Da, em consondncia com a estrutura
proposta com base nos dados espectroscopicos de RMN.

O espectro de fragmentacao (MS/MS) revelou um pico base em m/z 259,0600
indicando a alta estabilidade do ion molecular. Dentre os fragmentos observados, destacam-se

os fons em m/z 128,0615, 115,0538 e 92,9969, sugerindo rupturas no sistema policiclico
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oxigenado da molécula, possivelmente relacionadas a quebra de ligagcdes no nucleo aromatico
substituido. A formagao desses fragmentos reforca a presenga de um esqueleto aromatico
altamente conjugado e estabilizado por grupos oxigenados.

A andlise combinada dos dados de fragmentagdo, RMN e comparagdes com
compostos analogos descritos na literatura permitiu a identificacdo do composto como 1,6-di-
hidroxi-8-metil-11H-dibenzo[b,e][1,4]dioxepina-11-ona, um derivado aromatico policiclico
oxigenado, comumente encontrado em metabdlitos produzidos por espécies do género

Talaromyces.
7.9.7 Biossintese das penicilideas lactonicas

Os compostos do tipo penicilida pertencem a uma classe de metabolitos
secundarios derivados da via biossintética dos policetideos, comum em fungos do género
Penicillium e Talaromyces. Sua formagdo tem origem na acdo sequencial de poliquetideo
sintases (PKSs), que utilizam unidades de acetato para gerar cadeias policetidicas lineares que,
por meio de processos ciclicos e oxidativos, sdo convertidas em estruturas altamente oxigenadas
e aromaticas (NISHIDA et al., 1992).

A biossintese desses compostos pode ser inferida a partir de um precursor do
tipo antrona, como a crisofanol-antrona, formada apds descarboxilagdo de uma cadeia
octacetidica. A clivagem oxidativa do anel B da antrona leva a formagao de uma benzofenona
altamente reativa, intermedidria crucial para a construg¢dao do esqueleto triciclico caracteristico
desta classe. Este intermedidrio pode entdo sofrer reacdes de ciclizagcdo intramolecular e
aromatizacao, originando um ntcleo espirobenzofurano fundido a uma estrutura de ciclohexa-
3',5'-dieno-2',3-diona (DEWICK, 2016).

Modificacdes oxidativas subsequentes, incluindo a metilacio de grupos
hidroxila e a introdugdo de cadeias laterais via mecanismos enzimaticos especificos (como
preniltransferases e metiltransferases), contribuem para a diversidade estrutural dos compostos
biossintetizados. A penicilida 1, em particular, parece derivar da modificagdo oxidativa e
metilagdo de um intermediario comum, levando a formagdo do esqueleto
dibenzo[b,e][1,4]dioxepin-11-one, caracterizado por uma ponte oxigenada interanular e a
presenga de grupos metoxila, hidroxila e cadeias laterais alifaticas oxigenadas.

Assim, a diversidade dos compostos observados nesta classe deriva de alteragdes
sutis no padrao de oxidacdo, na natureza dos substituintes aromaticos e na extensao das
modificagdes pds-PKS, o que confere grande complexidade a sua biossintese e potencial

atividade biologica.
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Figura 88 - Esquema biossintetico proposto para os compostos penicilida e purpactina A.

Fonte - Adaptado de Salvatore M. M. et al. (2024).
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7.9.8. Abordagem de redes moleculares

A rede molecular revelou alteragdes significativas no perfil metabdlico do fungo
Talaromyces aureolinus cultivado com e sem a adi¢do de manganés como indutor. A figura 89
apresenta a rede molecular construida com base nos espectros MS/MS obtidos das duas
condig¢des experimentais: controle (representado pelos nds em rosa) e cultivado com manganés
(n6s em azul). A andlise resultou em diversos agrupamentos (clusters), indicando compostos
com fragmentagdes similares e, portanto, estruturalmente relacionados.

De maneira geral, observou-se que a adi¢ao de manganés levou ao surgimento
ou aumento da intensidade de diversos compostos exclusivos (nés em azul) e também ao
deslocamento do perfil quimico com formacao de novas familias moleculares. Esses compostos
potencialmente induzidos pelo ion metalico sdo indicados na rede molecular.

Dentre os compostos detectados, trés foram isolados e elucidados
estruturalmente, sendo eles: Composto isolado 1: 11-hidroxi-3-(1-hidroxi-3-metilbutil)-4-
metoxi-9-metil-5H,7H-dibenzo[b,g][1,5]dioxocina-5-ona; Composto isolado 2: 7-hidroxi-
4,11-dimetoxi-3-vinil-5H,7H-dibenzo[b,g][1,5]dioxocina-5-ona ¢ o Composto isolado 3: 1,6-
di-hidroxi-8-metil-11H-dibenzo[b,e][1,4]dioxepina-11-ona (Figura 89).

Os demais compostos que foram anotados foram: Composto anotado 1:
Neosarfenol B, composto anotado 2: [(1R)-1-(6-hidroxi-1-metoxi-8-metil-12-oxo0-10H-
benzo[b][1,5]benzodioxocin-2-il)-3-metilbutil] acetato, Composto anotado 3: 3,7,11-
trihydroxy-4-methoxy-9-methyl-5H,7H-dibenzo[b,g][1,5]dioxocin-5-one e o Composto
anotado 4: 1',2'-Desidropenicilideo, presentes na rede e que foram anotados com base na
comparagao com padrdes espectrais de bibliotecas publicas (como GNPS, SIRIUS e MSfinder
e busca bibliografica) (Figura 89) e (Tabela 9) (SALVATORE et al., 2024).

A distribui¢dao dos compostos sugere que o manganés atua como modulador da
biossintese secundaria do fungo, influenciando diretamente a expressdo de vias metabolicas

especificas responsaveis pela produgao desses metabolitos aromaticos oxigenados.
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o Formula

*[M] *[M+H]* MS/MS Estrutura
molecular
353.1369; 337.1070;
323.1277; 307.0964; O~¢° och,
1 C21H200s 3521311 353.1369  269.0808; 189.0910; ﬁj}ﬂ
137.0597; 121.0647; on
91.0542; 79.0542
415.1723; 353.1383; ]
337.1070; 325.1434; ¢ oon,
2 Ca3H2607 414.1679  415.1723  299.0914; 285.0757; ﬁoéﬁ
271.0601; 151.0389; O
69.0698; 43.0178
319.1914; 301.0710; o o
3 | CiHuO, 3181904  319.1914 523:8471411(1); ;gg:gggi doém
197.0441; 153.0187 o
371.1477; 369.1332;
351.1227; 337.1070; " pom
4 C21H206 370.1416  371.1477  323.1277;311.0914; ﬁ%ﬁ
217.0859; 207.1015; ox
137.0597; 109.0647

Tabela 9 - Compostos anotados no processo de desreplicacdo com equivaléncia estrutural aos

compostos isolados.
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Figura 89 - Agrupamento de depsidonas lactonicas isoladas (setas vermelhas) e anotadas (setas
pretas) na rede molecular obtida a partir dos dados de MS/MS do fungo Talaromyces
aureolinus. Os nd6s em rosa indicam o controle experimental e os ndés em azul indicam o
experimento associado ao cation manganes.

Fonte - Elaborado pelo autor — GNPS 2.
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Vale ressaltar que a anotacdo do composto 1 foi realizada por meio da
comparagao do espectro de fragmentagdo MS/MS experimental com a biblioteca espectral do
GNPS (acesso: CCMSLIB00000080101). O resultado revelou um valor de similaridade
cosseno de 0,9712, evidenciando uma excelente correlacdo com o espectro de referéncia da
penicilida. Essa alta similaridade confere grande confiabilidade a anotagdao proposta. No
espectro em formato mirror (Figura 90), observa-se uma sobreposicao significativa entre os
fragmentos do composto experimental (em preto) e aqueles do padrao da biblioteca (em verde),

com destaque para o fragmento em m/z 269,0810, presente em ambas as analises.

Bottom: mzspec:GNPS:GNP5-LIBRARY:accession:CCMSLIBO0O000080101
Precursor mfz: 373.1650 Charge: 1

Cosine similarity = 0,9712
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Figura 90 - Espectro de mirror do composto 1.
Fonte - Adaptado do GNPS 2.

Dentre os trés compostos isolados neste estudo, apenas o composto 1 pdde ser
anotado via GNPS, uma vez que foi o tinico com espectro depositado na plataforma. Esse fato
ressalta a importancia da ferramenta como aliada na identificacdo rapida de metabolitos
conhecidos e, a0 mesmo tempo, destaca sua limitacdo diante de substancias inéditas com a
possibilidade de deposito espectral para uma atualizagdo das bibliotecas do GNPS. Os
compostos 2 e 3, embora caracterizados por técnicas espectroscopicas, ndo possuem relatos
prévios na literatura cientifica até o momento, o que aponta para seu possivel ineditismo
estrutural.

A partir da integracdo dos dados obtidos por RMN de 'H e *C, espectrometria
de massas de alta resolucao e MS/MS, juntamente com a comparagao espectral via GNPS, foi
possivel realizar a identificag@o acertiva do composto 1 como sendo penicilida. Trata-se de um
metabolito aromatico oxigenado, com esqueleto policiclico e cadeias alifaticas ramificadas,

amplamente descrito como produto natural de espécies do género Talaromyces, conhecido por

143



apresentar diversas atividades biologicas potenciais (CHU et al., 2010; GUO et al., 2011; ZHAI
etal., 2015; GUO et al., 2012; NIU et al., 2014; SUZUKI et al., 2000; NGOKPOL et al., 2015).

Esse resultado reforca o papel estratégico das plataformas de redes moleculares
na triagem e anotagdo de metabolitos, além de incentivar a ampliagdo de bancos de dados com

novos espectros para facilitar futuras identificagdes.
7.9.9. Quantificacao dos compostos isolados

A aplicacdo do modo de aquisicdo MRM (Multiple Reaction Monitoring)
demonstrou-se fundamental neste estudo, especialmente por sua alta especificidade na detecgao
e quantificagao de compostos em matrizes complexas. Esse modo de aquisi¢dao permite que ions
precursores especificos sejam selecionados e fragmentados no espectrometro de massas,
possibilitando o monitoramento apenas dos ions produto de interesse. Com isso, € possivel
realizar a andlise simultanea de diversos analitos em uma uUnica corrida cromatografica, com
ganhos significativos em seletividade e sensibilidade.

No contexto da quantificacdo dos compostos isolados, a estratégia baseada no
modo MRM se mostrou extremamente eficiente. A técnica ndo apenas aumentou a sensibilidade
do método, como também reduziu interferéncias provenientes de ions nao relacionados, o que
contribuiu para a precisao dos resultados (Figura 91). As curvas de calibragdo construidas para
cada composto revelaram excelente linearidade, com coeficientes de determinacdo (R?)

superiores a 0,996, evidenciando a confiabilidade dos dados obtidos.
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Figura 91 - Cromatograma dos compostos isolados.

Fonte - Elaborado pelo autor.
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As analises foram realizadas dentro de uma faixa de concentragdo entre
1,953125 e 250 mg/mL, intervalo no qual os pardmetros de desempenho analitico mostraram-
se adequados. Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificagdo (LOQ) encontrados reforcam
essa adequacgdo: o composto 1 apresentou LOD de 0,08 mg/mL ¢ LOQ de 0,24 mg/mL; o
composto 2, LOD de 0,06 mg/mL e LOQ de 0,19 mg/mL; e o composto 3, LOD de 0,05 mg/mL
e LOQ de 0,15 mg/mL.

[mg/mg] [mg/mg]
[mg/mg]| [mg/mg]
Composto R2 LOD LOQ Intervalo Ex%rat% Extrato Exgtrat%) Extrato
[mg/mL] C Czapek arroz
zapek MnZ* arroz MnZ*
Composto | 0,9967 0,08 0,24 250- 9.8827 28.4515 11.2777 8.2309
1 1,953125
Composto | 0,9979 0,06 0,19 250- 4.8279 14.8279 7.2629 11.7367
2 1,953125
Composto | 0,9986 0,05 0,15 250- 5.9487 6.9958 15.4925 25.8535
3 1,953125

*LOD — limite de detecgdo e *LOQ — limite de quantificagdo.

Tabela 10 - Ajustes obtidos para a curva de calibracdo dos compostos isolados e quantificacao
nos extratos dos meios de cultivo czapek e arroz.

Fonte - Elaborado pelo autor.

Dessa forma, os resultados obtidos demonstram que o uso do modo MRM
representa uma ferramenta robusta e confiavel para a quantificagdo de metabolitos isolados,
especialmente quando se busca alta seletividade, reprodutibilidade e sensibilidade em métodos
analiticos voltados a caracterizagdo de produtos naturais. A quantificagdo nos diferentes
extratos revelou variagdes significativas na produgdo dos compostos em fungdo do meio de
cultivo e da presenca de ions Mn?*.

O composto 1 foi majoritariamente produzido no extrato obtido em meio czapek
suplementado com Mn?* (28,4515 mg/mg), seguido pelo extrato de arroz sem adicdo de Mn**
(11,2777 mg/mg), o extrato de czapek sem suplementagado (9,8827 mg/mg) e, por fim, o extrato
de arroz com Mn?* (8,2309 mg/mg).

Para o composto 2, o maior rendimento foi observado no extrato de arroz com
Mn?* (11,7367 mg/mg), enquanto os demais extratos apresentaram valores semelhantes: 7,2629
mg/mg (arroz sem Mn?"), 7,2036 mg/mg (czapek sem Mn?*) e 4,8279 mg/mg (czapek com
Mn?").

J& o composto 3 apresentou a maior concentragdo no extrato de arroz

suplementado com Mn?" (25,8535 mg/mg), seguido pelo extrato de arroz sem suplementacgao
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(15,4925 mg/mg), czapek com Mn?*" (6,9958 mg/mg) e czapek sem suplementacao (5,9487
mg/mg). Esses resultados indicam que a presenca de Mn** e o tipo de meio influenciaram de
maneira distinta a produ¢do de cada composto, destacando o potencial modulador do ion

metalico na expressao metabolica do fungo Talaromyces aureolinus.
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Figura 92 - Compostos isolados que foram quantificados nos meios de cultivo czapek e arroz
com e sem o indutor de manganeés.

Fonte - Elaborado pelo autor.

No caso do composto 1, observa-se um impacto marcante da suplementagdo com
Mn?" no meio czapek, com a concentragdo atingindo aproximadamente 28,45 mg/mg, o que
representa um aumento superior a 2,8 vezes em relagdo ao mesmo meio sem suplementagao
(=9,88 mg/mg). Esse efeito, contudo, ndo se reproduz no meio a base de arroz, onde a
concentragdo do composto foi ligeiramente reduzida na presenga de Mn?* (=8,23 mg/mg) em
comparagao ao arroz sem suplementacao (=11,28 mg/mg). Esses dados sugerem uma interagao
especifica entre o Mn?* e os componentes do meio czapek, que favorece significativamente a
biossintese do composto 1.

Para o composto 2, verifica-se uma resposta distinta e dependente do meio: em
ambos os meios suplementados com Mn?", a producdo do composto foi estimulada em
comparagdo aos respectivos controles sem o cation. No extrato de arroz com Mn?*', a
concentragdo foi de aproximadamente 11,74 mg/mg, superior ao arroz sem suplementagao
(=7,26 mg/mg). No meio czapek, embora a concentragdo do composto tenha sido maior na

presenca de Mn?* (=15,25 mg/mg) comparada ao czapek sem Mn?* (=4,83 mg/mg), destaca-se
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que a suplementagdo promoveu um aumento expressivo. Assim, a influéncia do Mn?*" na
biossintese do Composto 2 ¢ positiva em ambos os meios, indicando um efeito modulador
seletivo, porém dependente do tipo de substrato.

J& para o composto 3, observa-se uma tendéncia clara e consistente de aumento
progressivo na producao nos meios a base de arroz, especialmente quando suplementados com
Mn?". A concentragdo maxima, de aproximadamente 25,85 mg/mg, foi observada no extrato de
arroz com Mn?*, valor significativamente superior as demais condi¢des. Embora o meio czapek
com Mn*' tenha apresentado um leve incremento em relagdo ao czapek sem suplementacio
(=6,99 vs. =5,95 mg/mg), o efeito sinérgico entre o meio sélido de arroz e o ion Mn?** revelou-
se muito mais expressivo para a biossintese do composto 3.

De forma geral, os resultados evidenciam que a produgdo dos metabdlitos pelo
Talaromyces aureolinus é fortemente influenciada pelo tipo de meio e pela presenga do Mn**,
e que esse impacto varia conforme o composto analisado. Esses achados refor¢gam a importancia
da otimiza¢do das condi¢cdes de cultivo como estratégia para maximizar a producdo de
metabolitos bioativos, além de destacar o manganés como um importante modulador seletivo

da expressao metabolica fingica.
7.10. Conclusoes

O presente estudo evidenciou a influéncia significativa do cation metalico Mn?*
na producdo de metabdlitos secundarios por Talaromyces aureolinus, demonstrando que a
suplementag@o dos meios de cultivo com esse indutor pode atuar como um modulador seletivo
da expressdo metabolica fingica. Os efeitos do manganés foram uniformes entre os compostos
analisados, revelando uma resposta biossintética especifica e aparentemente dependente da
estrutura quimica de cada substancia associado a suplementagdo do cation.

Para o composto 1, o meio czapek suplementado com Mn?* proporcionou a maior
concentragdo, sugerindo que essa combinagdo estimula rotas metabdlicas particulares
associadas a sua biossintese. J4 o Composto 3 apresentou uma produgdo significativamente
elevada no meio de arroz suplementado com Mn?’, evidenciando a importancia da matriz do
meio na ativagdo de vias especificas. No caso do Composto 2, a maior concentragdo foi
observada no meio czapek em equivaléncia ao composto 1 suplementado com Mn?**, superando
as demais condi¢des e indicando uma resposta positiva a presenca do cation nesse meio
definido, embora o efeito tenha sido relevante também no meio de arroz.

A etapa de quantificacdo dos compostos demonstrou elevada confiabilidade e

reprodutibilidade, com curvas analiticas apresentando excelente linearidade (R* > 0,996) e
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faixas de trabalho adequadas as concentragdes observadas. Fatores como baixa variabilidade
entre réplicas, alta sensibilidade dos métodos analiticos (com baixos LOD e LOQ), estabilidade
das solugdes padrao e eficiéncia na extragdo dos compostos contribuiram decisivamente para a
qualidade dos resultados.

Esses achados reforcam a importancia de estratégias que considerem tanto as
caracteristicas fisico-quimicas dos meios de cultivo quanto o papel modulador de ions metalicos
como o Mn?*" na expressdo de vias metabolicas secundarias. A aplicagdo controlada desse cation
surge como uma abordagem promissora para a inducdo de rotas biossintéticas e aumento da
producdo de metabolitos bioativos, contribuindo para o avango da biotecnologia flingica e da
exploragdo racional de micro-organismos como fontes de novas substancias de interesse

industrial, farmacéutico e biotecnoldgico.
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