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RESUMO
Fungos endofiticos sdo microrganismos simbidticos que habitam tecidos vegetais
sem causar danos. Eles produzem metabdlitos secundarios para defesa e
adaptacdo, sendo uma fonte importante de produtos naturais com potencial
biotecnoldgico para o desenvolvimento de novos farmacos. Atualmente, a busca por
novos medicamentos antibacterianos € crucial devido ao aumento da resisténcia
bacteriana aos antibidticos existentes. Nesse contexto, estudos preliminares
realizados no LaPNEM identificaram uma cepa promissora, o Penicillium
cataractarum 5IP2F4, que demonstrou potencial de atuacdo frente a bactéria
Staphylococcus aureus. A vista disso, o presente trabalho teve como objetivo o
cultivo endofito P. cataractarum 5I1P2F4, previamente isolado da Bromelia balansae
coletada no Pantanal, utilizando a estratégia One Strain Many Compounds (OSMAC)
e a anotagdo dos compostos presentes nos extratos. Realizou-se a caracterizagao
quimica dos extratos brutos obtidos dos sobrenadantes (EBsob) e das biomassas
miceliais (EBmic) do cultivo liquido nos meios: caldo batata-dextrose (CBD), CBDc
comercial, extrato de levedura-peptona-dextrose (LPD) e Sabouraud (SAB), em
busca de novas moléculas, cujos perfis quimicos foram analisados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos e espectrdmetro
de massas. Foram anotados dos extratos compostos como as cumarinas
tetrahidroxi-metil-dihidroisocumarina e trihidroxi-metil-dihidroisocumarina, as quais
foram produzidas em maior quantidade nos meios de batata, bem como o
ciclopeptideo desferricroma, produzido pelos micélios nos 4 meios, além de acido
citrico, tirosina e adenosina. O meio LPD apresentou os maiores rendimentos de
extratos e biomassa, evidenciando condi¢cbes nutricionais mais favoraveis ao
crescimento, enquanto a producao de metabdlitos foi mais estimulada nos meios de
batata, mesmo com uma composi¢gao mais simples. Os cromatogramas obtidos dos
extratos revelaram diferentes picos entre os meios, além disso, foi possivel observar
uma maior produgcdo de compostos pelo fungo nos EBsob em relagédo aos EBmic.
Com estes resultados, a pesquisa permitiu, também, ampliar o conhecimento sobre
a espécie, pois nao ha dados suficientes sobre o P. cataractarum, bem como sobre a
composi¢cao quimica da comunidade de enddfitos do Pantanal sul-mato-grossense,

podendo ressaltar a importancia da conservagao do bioma.

Palavras-chave: produtos naturais, fungos, enddfitos, Penicillium, antibacterianos.



ABSTRACT
Endophytic fungi are symbiotic microorganisms that inhabit plant tissues without
causing damage. They produce secondary metabolites for defense and adaptation,
making them an important source of natural products with biotechnological potential
for the development of new drugs. Currently, the search for new antibacterial drugs is
crucial due to the increasing bacterial resistance to available antibiotics. In this
context, preliminary studies conducted at LaPNEM identified a promising strain,
Penicillium cataractarum 51P2F4, which demonstrated potential for action against the
bacterium Staphylococcus aureus. In light of this, the present work aimed to cultivate
the endophyte P. cataractarum 5IP2F4, previously isolated from Bromelia balansae
collected in the Pantanal, using the One Strain Many Compounds (OSMAC) strategy
and annotating the compounds present in the extracts. Chemical characterization of
crude extracts obtained from the supernatants (sCE) and mycelial biomass/mycelia
(mCE) of liquid culture was performed in the following media: potato-dextrose broth
(PDB), commercial PDBc, yeast-peptone-dextrose extract (YPD), and Sabouraud
(SAB), in search of new molecules, whose chemical profiles were analyzed by
high-performance liquid chromatography coupled to a diode array detector and mass
spectrometry. Compounds from the extracts were noted, such as coumarins
tetrahydroxy-methyl-dihydroisocoumarin and trihydroxy-methyl-dihydroisocoumarin,
which were produced in greater quantities in potato media, in addition to the
cyclopeptide desferrichrome, produced by the mycelia in all 4 media, as well as citric
acid, tyrosine, and adenosine. The YPD medium showed the highest yields of
extracts and biomass, indicating more favorable nutritional conditions for growth,
while metabolite production was more stimulated in potato media, even with a simpler
composition. The chromatograms obtained from the extracts revealed different peaks
between the media; furthermore, it was possible to observe a greater production of
compounds by the fungus in the sCE compared to the mCE. With these results, the
research also allowed for a greater understanding of the species, as there is
insufficient data on P. cataratarum, as well as on the chemical composition of the
endophyte community in the southern Pantanal region of Mato Grosso do Sul,

highlighting the importance of conserving the biome.

Keywords: natural products, fungi, endophytes, Penicillium, antibiotics.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estruturas quimicas dos farmacos penicilina G (1), lovastatina (2) e
P=TodTe (o I8 {1 ] [ oo TN (< ) IS0 P 13
Figura 2. Estruturas quimicas de importantes metabdlitos fungicos e derivados
de relevancia teraputiCa ..........c.oiuiiiiii 16

Figura 3. Exemplos de antibidticos descobertos a partir de microrganismos .... 20
Figura 4. Grafico dos antibacterianos aprovados por fonte .............ccc.ooeeennet. 21
Figura 5. Estruturas quimicas da teixobactina (15) e darobactina (16) ............ 21

Figura 6. Substancias antibacterianas originadas de fungos endofiticos
beauvericina (17) e fusariuminas C (18) e D (19) e suas respectivas fontes fungicas

e atividade antibaCteriana ... 22

Figura 7. Estruturas quimicas de compostos antibacterianos de distintas classes,
isolados de fungos endofiticos: 6-formamida-chetomina (20), GKK1032C (21),
palmaerona E (22), 5-(undeca-3',5',7"-trien-1"-yl)furan-2-ol (23), cloropreussomerinas
A (24) e B (25), cladosporol H (26), isoversicolorina C (27), metil helvolato (28),
chermesinas A (29) e B (30), koninginol B (31), colletotrichona A (32) e trés

derivados ciclopentendnicos (33), (34) e (35) e suas atividades antibacterianas ... 23

Figura 8. Estruturas quimicas de novos derivados piperazinicos helvamidas B

(36) e C (37) obtidos com a aplicagdo de OSMAC e suas atividades biologicas .... 26

Figura 9. Estruturas quimicas de compostos produzidos por endéfitos do género
Penicillium: emodina (38), acidos secaldnicos B (39) e D (40), citrinina (41) e acido

erubescensoico (42) e suas atividades antibiofilme ..................... 27

Figura 10. Estruturas quimicas de compostos produzidos por endoéfitos do género
Penicillium: penibenzonas A (43), B (44) e C (45), penibenzofenonas A (46) e B (47),
(E)-terc-butil(3-cinamamidopropil)carbamato (48) ... 28

Figura 11. Estruturas quimicas de compostos produzidos por endoéfitos do género

Penicillium: eupenicinicois C (49) e D (50), pencitrinol (51), penicofrazinas B (52) e C



(53) e penicofeazina A (54) ..o 29

Figura 12. Estruturas quimicas de compostos antivirais produzidos por endofitos

dO gENEro PENICIllIUM ........ ... e 29

Figura 13. Fotos da cepa Penicillium cataractarum 5IP2F4 cultivada em meio

sélido agar batata-dextrose BDA ..o 30
Figura 14. Foto de Bromelia balansae Mez coletada em Corumba - MS ........... 32

Figura 15. Crescimento do fungo endofitico Penicillium cataractarum 5I1P2F4 nos
meios de cultivo liquidos CBD (A), SAB (B), LPD (C) e CBDc (D) (OSMAC) apés 21

Figura 16. Esquema resumido do cultivo do Penicillium cataractarum 51P2F4 em
diferentes meios liquidos e a obtencao dos extratos de sobredadante (EBsob) e de

biomassa micelial (EBMIC) ..o 36
Figura 17. Estruturas de compostos anotados nos extratos do P. cataractarum . 41

Figura18. Mapa de calor dos compostos anotados por area de pico nos meios
IQUIAOS .. e 45

Figura 19. Cromatogramas de pico base obtidos em modo de ionizagao positivo
dos extratos de sobrenadante (EBsob) do Penicillium cataractarum 5IP2F4 a partir
dos cultivos nos meios submersos LPD (A), CBDc (B), CBD (C) e SAB (D) ......... 46

Figura 20. Cromatogramas de pico base obtidos em modo de ionizagdo negativo
dos extratos de sobrenadante (EBsob) do Penicillium cataractarum 51P2F4 a partir
dos cultivos nos meios submersos LPD (A), CBDc (B), CBD (C) e SAB (D) ......... 47

Figura21. Cromatogramas de pico base obtidos em modo de ionizagao positivo
dos extratos de biomassa micelial (EBmic) do Penicillium cataractarum 5|P2F4 a
partir dos cultivos nos meios submersos LPD (A), CBDc (B), CBD (C) e SAB (D) . 48

Figura 22. Cromatogramas de pico base obtidos em modo de ionizagdo negativo
dos extratos de biomassa micelial (EBmic) do Penicillium cataractarum 5IP2F4 a
partir dos cultivos nos meios submersos LPD (A), CBDc (B), CBD (C) e SAB (D) . 49



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Massas e rendimentos dos extratos brutos de sobrenadante (EBsob) e

biomassa micelial (EBmic) do Penicillium cataractarum 5IP2F4 ......................... 37

Tabela 2. Compostos anotados nos extratos de sobrenadante (EBsob) e de

biomassa micelial (EBmic) do Penicillium cataractarum analisados por
CLAE-DAD-EM ... 39



Amax
ABA
AcOEt
BDA
BLASTn
BOD
CBD
CBDc
CIM

CLAE-DAD-EM

CRPA
DPPH
EB
EBmic
EBsob
ESI
ESKAPE

FM
GenBank
HBV
HCV
HDL-c
HEK-293
IC50

ITS
LaPNEM

LDL-c
LPD

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Absorbéancia maxima

Acido abscisico

Acetato de etila

Agar batata-dextrose

Basic Local Alignment Search Tool for Nucleotides
Demanda biologica de oxigénio

Caldo batata-dextrose

Caldo batata-dextrose comercial

Concentragao inibitéria minima

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao
detector de arranjo de diodos e espectrometro de massas
Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos
2,2-difenil-1-picrilhidrazil

Extrato bruto

Extrato bruto de biomassa micelial

Extrato bruto de sobrenadante

lonizacao por eletrospray

Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e Enterobacter spp.

Foérmula molecular

Genetic Sequence Database

Virus da hepatite B

Virus da hepatite C

Lipoproteina de alta densidade-colesterol

Células renais embrionarias humanas normais
Concentragao inibitéria de 50%

Espacador transcrito interno

Laboratério de Produtos Naturais e Espectrometria de
Massas

Lipoproteina de baixa densidade-colesterol

Extrato de levedura-peptona-dextrose



MeOH Metanol

MRSA Staphylococcus aureus resistente a meticilina
MS Metabdlito secundario

m/z Relacdo massa/carga

ODS Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
OMS Organizagao Mundial de Saude

OSMAC One Strain Many Compounds

PC-3 Células de cancer de prostata humano

PKS-I Policetideo sintase tipo |

PN Produto natural

PTFE Politetrafluoretileno

QS Quorum sensing

Q-TOF Analisadores quadrupolo e tempo de voo
rDNA Acido desoxirribonucleico ribossomal

SAB Sabouraud

SisGen Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado

TEF-1alfa Fator de alongamento da translagao 1-alfa
TR Tempo de retencao

UFLC Cromatografia liquida ultrarrapida

us Ultrassom

uv Ultravioleta



SUMARIO

1. INTRODUGAOD .....uuiiiiiiiiiiieieiiiere e eeteeesasesaasesansesan s rsnnnnnserannsennns 12
2. FUNDAMENTAGAO TEORICA ........uoiiiiiiiieiieeeeeeeeenntaeeseeeeeseeeeeesnnans 14
2.1 Infecges bacterianas ... 17
2.2  Antibacterianos originados de miCrorganismos .............cccvevuiiieiiinineennnn. 19
2.3 Substancias antibacterianas a partir de fungos endofiticos ....................... 22
2.4 One Strain Many Compounds (OSMAC) ..o, 24
2.5 Enddfitos do género PeniCillium ................cooiieiiiiiiiii it 27
2.6 Penicillium cataraCtarum .................cooiii i 30
3. 10 1= 1 I Y0 31
3.1 ODbJetiVOS GEIaIS ...cuveii i 31
3.2 Objetivos €SPeCifiCOS .....viniiiiii 31
4. METODOLOGIA ... e s s s s s e s s s n s e n s s e nnnss 31
4.1  Obtencéo, selegao e identificagdo do fungo ..., 31
4.2 ldentificagdo molecular do isolado S5IP2F4 ..o 32
4.3  Cultivo do Penicillium cataractarum SIP2F4 ..., 33
4.4  Extragcdo dos sobrenadantes ............cooiiiiiiiii i 35
4.5 Extracdo das biomassas miceliais ............ocoiiiiiiiiiiii 35
4.6 Analises dos extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao
detector de arranjo de diodos e espectrometro de massas (CLAE-DAD-EM) ........ 36
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......uoiiiuiiiieiieeinceerneeesnneernnsernnsesnnnnnns 37
5.1  Rendimentos dos cultivos € dos extratos .............ccoviiiiiiiiiiiii 37
5.2 Anotacao dos compostos presentes nos extratos ..o 38
5.3 Comparacgao dos perfis quimicos obtidos na estratégia de OSMAC ........... 44
6. CONCLUSAD .....coviiiiiiieeiiee et e e et e e ean e eraneeeranesesnnsersnnsernnsennnsaneeenn 49
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........ooiiiuiiieeeiieeeeeneeeeeene s eenanens 51

ANEXO A - Laudo de identificacdo molecular ..............cccovviiiiiinnnnne. 57



12

1 INTRODUGAO

O uso de produtos naturais (PNs) para a bioprospec¢cdo de compostos com
potencial para novos candidatos a farmacos é uma alternativa de grande relevancia,
visto que essa € uma fonte promissora para a obtencdo de substancias bioativas
conforme tem sido descrito em levantamentos realizados por Newman e Cragg
(2020a; 2020b). Diversas classes quimicas ocorrem entre os PNs obtidos de
diferentes fontes, o que proporciona variados mecanismos de acao e possibilita
maiores chances de se desenvolver estratégias eficazes para combater, por
exemplo, bactérias patogénicas, uma vez que estas vém se tornando cada vez mais
resistentes aos tratamentos com os antibidticos existentes, sendo um grave
problema de saude publica (DAI et al., 2020; DANQUAH et al., 2022).

De acordo com o relatério da Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 2022)
acerca da resisténcia a antibacterianos, mais da metade das infec¢des bacterianas
fatais tornou-se resistente aos tratamentos convencionais € um quarto dos casos de
Escherichia coli ja apresenta resisténcias. Por essa razdo, a OMS tem estimulado
pesquisas nesta area, visando a melhoria da saude da populagdo. Consoante a isso,
um artigo realizado por Miller e Arias (2024) mostrou que em 2019 houve
aproximadamente 5 milhdes de mortes por infecgdes bacterianas resistentes, o que
reforca a necessidade de novos agentes antimicrobianos. Dentre as principais
bactérias causadoras destas infecgdes estdo as denominadas ESKAPE que sao
Enterococcus  faecium,  Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.

A busca por novos antibiéticos frente a resisténcia bacteriana torna essencial
o estudo de metabdlitos oriundos de plantas, microrganismos e animais (ATTIA et
al., 2022; CONRADO et al., 2022). Os microrganismos, a exemplo dos fungos, em
razdo de sua ampla gama de habitats, precisam competir por espaco e nutrientes
contra outros fungos, bactérias e animais e consequentemente esses seres
desenvolveram mecanismos quimicos de sobrevivéncia, o que pode explicar sua
capacidade de biossintetizar substancias com atividades biologicas promissoras.
Neste contexto, vale destacar o uso de cepas fungicas para a obtencdo de
importantes medicamentos como a penicilina G (1), a lovastatina (2) e o acido
fusidico (3) (Figura 1) cujas fontes microbianas estao na imagem (HYDE et al.,
2019).
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Figura 1 - Estruturas quimicas dos farmacos penicilina G (1), lovastatina (2) e acido fusidico (3)

(1) (2) ] 3)
Penicilina G Lovastatina Acido fusidico
Penicillium spp. Aspergillus terreus Fusidium sp.
Monascus spp.
Penicillium spp.

Fonte: Adaptado de Hyde et al. (2019)

Uma classe de microrganismos que vem sendo explorada e possui grande
potencial para se encontrar novos farmacos sao os fungos endofiticos. Esses fungos
ocorrem no interior de plantas sem causar prejuizos a suas hospedeiras e sao
correlacionados a diversos efeitos benéficos para a planta hospedeira, como
estimular seu crescimento e adaptacdo a fatores bidticos e abidticos
(FREDIANSYAH et al., 2022).

Os enddfitos dos biomas brasileiros s&o ainda pouco investigados,
principalmente do bioma Pantanal que teve apenas algumas plantas estudadas com
relagdo ao potencial quimico de seus endofitos (ASSAD et al., 2021; SILVA et al.,
2023a). Portanto, faz-se necessario o estudo destes microrganismos, uma vez que
as informagdes sobre eles sdo limitadas e em decorréncia da urgéncia de novos
antibidticos contra infecgdes por bactérias multirresistentes, eles podem ser uma
fonte valiosa de novos ativos nesta area. Os fungos também apresentam relativa
facilidade para serem cultivados, o que torna viavel a producédo em maior escala a

partir de processos fermentativos (HYDE et al., 2019).

Além disso, o emprego de microrganismos como fonte de recursos esta
diretamente ligado aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), pois
contribui para o desenvolvimento da ciéncia, tecnologia e inovagdo, bem como
possibilita a elaboracdo de novos farmacos que proporcionam saude e bem-estar a
comunidade (OLIVEIRA et al., 2022; AKINSEMOLU, 2018). Também, promove a
producdo sustentavel (ambiental, econbmica, social), visto que os PNs sao
renovaveis, gerando menos impacto ao meio ambiente (AKINSEMOLU, 2018; HYDE
et al., 2019).
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Diante o exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
da producdo de metabdlitos pelo fungo endofitico Penicillium cataractarum 5|P2F4,
isolado de Bromelia balansae Mez (Bromeliaceae) coletada no Pantanal

sul-mato-grossense.

2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Desde os primérdios da humanidade, o uso de PNs foi essencial para a
sobrevivéncia do homem, uma vez que as plantas medicinais, por exemplo, foram
um dos primeiros recursos utilizados para o tratamento de sintomas em enfermos e
recuperacdo da saude (HYDE et al., 2019; RIBEIRO et al., 2021). Com o
desenvolvimento das civilizagbes, a medicina popular baseada em PNs foi se
aprimorando e, com o passar dos séculos, foram reportados estudos revelando a
quimica desses organismos e seus derivados. A partir disso, as aplicacdes
terapéuticas foram sendo determinadas, ao passo que inumeros compostos
bioativos foram descobertos e muitos se tornaram farmacos empregados no manejo
de condigdes patoldgicas (KHAN, 2018; DAI et al., 2020).

As plantas e os microrganismos sao produtores de metabdlitos secundarios
(MSs), como terpenoides, fendlicos, alcaloides e quinonas, além de peptideos, os
quais apresentam atividades biolégicas uma vez que possuem estruturas quimicas
compativeis com alvos moleculares, tais como receptores e enzimas. Com isso, 0
potencial farmacoldgico desses compostos pode ser marcado ndo apenas pela
interagdo com os sistemas bioldgicos humano, animal e vegetal mas, também, pela
acao sobre bactérias, fungos, virus e protozoarios, os quais podem afetar a saude
humana e de outros seres (CONRADO et al.,, 2022; FREDIANSYAH et al., 2022,
OLIVEIRA et al., 2022).

Além disso, a biodiversidade botanica oferece misturas complexas de PNs,
produzidos tanto pelas plantas quanto por seus microrganismos endofiticos, o que
pode conferir efeitos terapéuticos sinérgicos com agdo em diferentes sitios
farmacoloégicos dos organismos (ATANASOV et al., 2021). Dessa forma,
considerando a ampla aplicabilidade dos PNs, novas possibilidades de investigagéao

biotecnolégica podem ser exploradas.

Com o avango cientifico, técnicas analiticas mais robustas e sensiveis

passaram a permitir a caracterizagao de compostos bioativos de forma mais rapida e
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eficiente. Paralelamente, métodos de modificacdo estrutural possibilitaram o
desenvolvimento de novos farmacos a partir dessas moléculas, ampliando o

potencial terapéutico derivado de fontes naturais (KHAN, 2018).

Diante disso, uma revisao feita por Newman e Cragg (2020a) mostrou que
entre os anos de 1981 e 2019 diversos farmacos foram aprovados, dos quais 23,5%
eram PNs e derivados e 25,7% semissintéticos com grupo farmacoférico advindo de

PN e/ou miméticos (semelhantes a estruturas de PNs).

Essa relevancia dos PNs no desenvolvimento de farmacos é ainda mais
significativa na area dos farmacos antibacterianos aprovados, no qual os PNs
correspondem a 55,6% desses farmacos, sendo que 0s microrganismos

representam uma promissora fonte nesta area (NEWMAN; CRAGG, 2020a).

Além disso, conforme observado, dentre os produtores de PNs destacam-se
0Ss microrganismos, e outra vantagem da aplicagao deles visando a obtencéo de PNs
€ a manipulacao genética, na qual genes modificados podem ser introduzidos a eles
tanto para estimular a biossintese de novos compostos como para otimizar uma
larga escala de produgdo de um composto alvo utilizando, por exemplo, a expressao
heter6loga (ATANASOQV et al., 2021).

Os microrganismos possuem notavel capacidade de biossintetizar
substancias unicas, complexas (ZHENG et al., 2021; HIFNAWY et al., 2020) e
farmacologicamente ativas. Por exemplo as estatinas lovastatina (2) (Figura 1) e
compactina/mevastatina (4), pelas quais derivaram a pravastatina (5) e sinvastatina
(6) usadas na terapeltica para reduzir os niveis de lipoproteina de baixa
densidade-colesterol (LDL-c), bem como elevar os niveis de lipoproteina de alta
densidade-colesterol (HDL-c), diminuindo o risco de desenvolvimento da doenga
cardiovascular aterosclerética (SADOWSKA et al., 2024). Outros exemplos
relevantes incluem alguns imunossupressores como: o derivado da miriocina (7)
fingolimode (8), usado no tratamento da esclerose multipla; a ciclosporina (9) e o
tacrolimus (10) (Figura 2), cujas fontes microbianas sao apresentadas na imagem
(CHIBA, 2020).
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Figura 2 - Estruturas quimicas de importantes metabdlitos fungicos e derivados de relevancia
terapéutica
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Fonte: Adaptado de Sadowska et al. (2024) e Chiba (2020)

Os microrganismos sao seres microscopicos presentes nos mais diversos
ambientes, incluindo fungos, bactérias, arqueias e protozoarios. Dentre estes
microrganismos existem os endodfitos, que colonizam o interior de vegetais sem
causar patologias a planta hospedeira e em sua maioria mediam a biossintese de
compostos no hospedeiro em resposta a estimulos exteriores, visando a defesa ou a
comunicagcao (NEWMAN; CRAGG, 2020b; OLIVEIRA et al., 2022).

Ante o exposto, os MSs biossintetizados pelos microrganismos, em especial
pelos endofiticos, podem apresentar diversas atividades bioldgicas, incluindo agao
antibacteriana, seja como um antibidtico classico e de espectro variado ou pela
inibicdo da formacgédo de biofiime (HYDE et al., 2019). Dentre esses compostos
produzidos por microrganismos, podemos destacar: terpenos, alcaloides, esteroides,
quinonas, xantonas, peptideos, fenadis, flavonoides, policetideos, entre outros. Esses
microrganismos endofiticos sdo amplamente distribuidos na natureza, habitando
plantas terrestres e aquaticas em todas as regides do planeta, desde as zonas

polares até as tropicais (ZHENG et al., 2021).

A cepa fungica utilizada no presente estudo, Penicillium cataractarum 5IP2F4,

foi obtida de uma espécie vegetal coletada no Pantanal sul-mato-grossense pelo
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grupo de pesquisa do Laboratorio de Produtos Naturais e Espectrometria de Massas
(LaPNEM). O Pantanal é a maior planicie inundavel do planeta, sendo considerado
um hotspot brasileiro, uma vez que possui grande biodiversidade. Entretanto, essa
biodiversidade pantaneira encontra-se atualmente ameacada pela exploragao
descontrolada do ecossistema e por diversas atividades antropicas. O conhecimento
sobre os fungos endofiticos do Pantanal ainda € limitado, pois esse grupo
microbiano permanece pouco explorado, apesar de seu enorme potencial como
fonte de substancias bioativas (SILVA et al., 2023a, 2023c; NORILER et al., 2018).

Além disso, é importante destacar que a cepa P. cataractarum 5IP2F4 foi
previamente estudada pelo grupo de pesquisa do LaPNEM, o qual foi detectado o
potencial desta espécie em produzir metabdlitos com atividade antibacteriana contra
S. aureus. Neste contexto, o estudo desenvolvido ganha relevancia ao ampliar o
conhecimento sobre a diversidade microbiana endofitica do Pantanal e sua

composi¢ao quimica.

2.1 Infecgoes bacterianas

Ha centenas de bactérias que podem causar infecgdes em humanos, as quais
1.513 espécies foram reportadas até o ano de 2021. Dentre elas estdo tanto
patogénicas obrigatorias quanto oportunistas, bem como algumas fazem parte da
microbiota humana, outras estdo relacionadas a demais animais, enquanto outras
sdo de vida livre e presentes no ambiente. Elas podem invadir variados sitios do
corpo e apresentam diversas formas de transmissdo e mecanismos de infecgao
(BARTLETT et al., 2022).

Alguns géneros que abrangem espécies bacterianas de importancia na saude
humana sao: Mycobacterium, Corynebacterium, Nocardia, Streptococcus, Prevotella,
Staphylococcus, Clostridium, Bacteroides, Actinomyces e Burkholderia. A classe
com maior numero de patégenos bacterianos € a Gammaproteobacteria (BARTLETT
et al., 2022), a qual engloba Acinetobacter spp., Escherichia spp., Pseudomonas
spp., Klebsiella spp., entre outros (WIKIMEDIA COMMONS, 2024).

A medida que o homem descobriu como tratar essas infecgdes, com a
descoberta e 0 uso em grande escala dos agentes antimicrobianos, um grupo de
bactérias surgiu e tem causado sérios problemas para a saude no presente, as

bactérias resistentes aos antibioticos. Essas bactérias sdo patégenos que se



18

adaptaram aos antibioticos e adjuvantes utilizados com o passar dos anos, 0 que
esta relacionado com o uso inadequado desses farmacos pela sociedade. Com isso,
essas bactérias desenvolveram formas de resisténcia a estes medicamentos
tornando o tratamento dessas infecgdes um grande desafio de saude publica. Os
mecanismos de resisténcia podem ser intrinsecos ou adquiridos, os quais sao
conferidos pela aquisicdo de genes por plasmideos, mutagdes ou por fatores de
hiperviruléncia (MILLER; ARIAS, 2024).

Estes mecanismos envolvem diversos processos, como alteracdo de alvos
moleculares (sitio de acao dos antibidticos), produgcdo de enzimas degradativas ou
modificadoras, bombas de efluxo, redugdo da permeabilidade da membrana e
formacdo de biofilmes, os quais sao responsaveis pela resisténcia aos
beta-lactdmicos, aminoglicosideos, quinolonas, tetraciclinas, entre outros
antimicrobianos (MILLER; ARIAS, 2024; SIABA; CASAL; LOPEZ-MARTINEZ, 2025).

Dentre as bactérias resistentes, a principal gram-positiva € a S. aureus
resistente a meticilina (MRSA), enquanto a gram-negativa é a P aeruginosa
resistente a carbapenémicos (CRPA). Ainda com relagdo as bactérias do grupo
ESKAPE, outra espécie que poderia ser introduzida € a E. coli, uma vez que casos
de infeccdo resistente por ela estdo sendo muito reportados, além dos problemas
relacionados ao tratamento quando envolve bactérias gram negativas (MILLER,;
ARIAS, 2024; SIABA; CASAL; LOPEZ-MARTINEZ, 2025).

Uma das principais formas de resisténcia das bactérias € a formacao de
biofiilmes, uma estrutura complexa constituida por um agregado de células
bacterianas, podendo haver outros microrganismos, confinadas dentro de uma
membrana autoproduzida e composta por polimeros extracelulares. Essas
comunidades se aderem tanto em superficies inanimadas, em dispositivos médicos
implantados e lentes de contato, por exemplo, como em tecidos vivos. Com isso, ha
uma persisténcia da infeccdo e dos sintomas, mesmo com o uso dos antibidticos
convencionais, uma vez que os antibidticos ndo atuam nas bactérias no interior dos
biofilmes, o que causa recidivas de infecgdes. Esse mecanismo contribui para a
ocorréncia da maioria das infeccbes cronicas e hospitalares, podendo representar
até 80% das infecgdbes em humanos. As principais espécies bacterianas associadas
a biofilmes sdo S. aureus, P. aeruginosa e E. coli, bem como o fungo Candida
albicans (SUKMARINI; ATIKANA; HERTIANI, 2023).
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Nessas infecgdes resistentes nas quais ha a formagao de biofilmes, as células
bacterianas, fungicas, entre outras, se multiplicam e atacam o hospedeiro realizando
um processo de comunicagao por sinalizagao quimica denominado de quorum
sensing (QS), que implica em maior viruléncia e sobrevivéncia dos patdgenos.
Dessa forma, a inibicdo do QS e a destruicdo das estruturas do biofilme tornam-se
alvos terapéuticos promissores, na qual a busca por PNs com novas estruturas
moleculares para ligacdo nesses sitios de acdo, anti-infectivas, € uma estratégia
para combater as bactérias multirresistentes. Juntamente a investigacédo de novos
compostos antibacterianos que atuem diretamente nas bactérias. Com isso, essa
combinacdo pode torna-las mais suscetiveis a acao tanto dos farmacos

antibacterianos, como do préprio sistema imune do hospedeiro (ATTIA et al., 2022).

Em vista disso, as infeccdes resistentes promovem nao apenas o aumento na
taxa de morbimortalidade, mas também na taxa e no tempo de hospitalizagéao
globalmente. Por consequéncia, estes pacientes que apresentam internagdes
hospitalares mais longas consomem mais recursos de saude em comparagao aos
afetados por bactérias sensiveis. Nesse sentido, a resisténcia microbiana causa
impactos econémicos e na saude no mundo todo, mas de forma desproporcional em
paises com poucos recursos, onde os esforgos de vigilancia, controle de infecgdes e
gestdo de antimicrobianos sdo limitados, apesar de os gastos econdmicos serem
maiores em paises mais desenvolvidos (MILLER; ARIAS, 2024; SIABA; CASAL;
LOPEZ-MARTINEZ, 2025).

2.2 Antibacterianos originados de microrganismos

Muitos compostos antimicrobianos de varias classes sao produzidos por
microrganismos como bactérias e fungos. Um caso histérico de uma substancia
bioativa advinda de microrganismo foi a descoberta da penicilina G (1) (Figura 1),
isolada em 1928, que foi o marco inicial da produ¢ao de antibiéticos derivados de
PNs. Outro exemplo de destaque é a estreptomicina (11) que é utilizada para tratar a
tuberculose e foi descoberta no inicio da década de 40 a partir de uma bactéria. Vale
citar outros exemplos como a cefalosporina C (12) (Figura 3), isolada pela primeira
vez em 1948 de um fungo e a eritromicina (13), um antibiético descoberto em 1952 e
biossintetizado por bactéria (HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019), bem
como a gentamicina (14), reportada em 1963 (HIFNAWY et al., 2020).
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Figura 3 - Exemplos de antibiéticos descobertos a partir de microrganismos
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Fonte: Adaptado de Hutchings; Truman; Wilkinson (2019) e Hifnawy et al. (2020)

Além dos exemplos citados, € importante destacar que entre os anos de 1981

a 2019, 162 antibacterianos foram aprovados, dos quais 90 farmacos séo oriundos,

derivados ou inspirados a partir de PNs, além de 4 peptideos ou proteinas de origem
biolégica e 32 vacinas (profilaxias) (Figura 4) (NEWMAN; CRAGG, 2020a). Esses

dados demonstram a importancia dos PNs no desenvolvimento de novos agentes

para a utilizacao no tratamento de infecgdes bacterianas.
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Figura 4 - Gréfico dos antibacterianos aprovados por fonte
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Fonte: Adaptado de Newman e Cragg (2020a). Nota: PN = produto natural

Dentre esses farmacos antibacterianos aprovados entre 1981 e 2019,
podemos citar alguns como teicoplanina, daptomicina, cefoperazona, ceftazidima,
aztreonam, imipenem, azitromicina, claritromicina, rifabutina, cefepima, meropenem,
ertapenem e ceftobiprole, além dos adjuvantes tazobactam, vaborbactam e
relebactam que inibem as beta-lactamases, enzimas produzidas por bactérias
resistentes, as quais destroem os farmacos beta-lactamicos. Ainda, novos
antibacterianos experimentais (Figura 5) incluem a teixobactina (15) e a darobactina
(16) (NEWMAN; CRAGG, 2020a).

Figura 5 - Estruturas quimicas da teixobactina (15) e darobactina (16)
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2.3 Substancias antibacterianas a partir de fungos endofiticos

Os fungos endofiticos sdo seres microscopicos que colonizam as regides inter
e intracelulares dos tecidos vegetais (NEWMAN; CRAGG, 2020b). Considerando as
espécies fungicas, os endofitos destacam-se como uma importante fonte de MSs
bioativos, pelos quais ja foram isolados mais de 20.000 compostos. Dentre estes,
estdo alguns como o peptideo beauvericina (16) e os terpenos fusariuminas C (17) e
D (18) (Figura 6) (CONRADO et al., 2022).

Figura 6 - Substancias antibacterianas originadas de fungos endofiticos beauvericina (17) e
fusariuminas C (18) e D (19) e suas respectivas fontes fungicas e atividade antibacteriana
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Fonte: Adaptado de Conrado et al. (2022). Nota: CIM = concentragdo inibitéria minima

Outros compostos antibacterianos reportados e oriundos de fungos
endofiticos sdo: os alcaloides 6-formamida-chetomina (20) e GKK1032C (21), a
cumarina palmaerona E (22), o] composto lipoide
5-(undeca-3',5',7'-trien-1"-yl)furan-2-ol (23), as quinonas cloropreussomerinas A (24),
B (25), cladosporol H (26) e isoversicolorina C (27), o esteroide éster metilico do
acido helvélico ou metil helvolato (28), os terpenoides chermesinas A (29), B (30) e
koninginol B (31), a azafilona colletotrichona A (32) e trés derivados
ciclopentendnicos/cetonas ciclicas (33), (34) e (35) (Figura 7) (DAI et al., 2020).
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Figura 7 - Estruturas quimicas de compostos antibacterianos de distintas classes, isolados de fungos
endofiticos: 6-formamida-chetomina (20), GKK1032C (21), palmaerona E (22),
5-(undeca-3',5',7"-trien-1"-yl)furan-2-ol (23), cloropreussomerinas A (24) e B (25), cladosporol H (26),
isoversicolorina C (27), metil helvolato (28), chermesinas A (29) e B (30), koninginol B (31),
colletotrichona A (32) e trés derivados ciclopentendnicos (33), (34) e (35) e suas atividades
antibacterianas
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Dessa forma, conforme observado, os endéfitos representam uma fonte
promissora, renovavel e diversificada de MSs com vasto potencial terapéutico e
biotecnolégico, oferecendo um arsenal quimico a ser explorado, bem como
perspectivas inovadoras para a bioprospeccdo de novos compostos bioativos,

especialmente, antibacterianos (OLIVEIRA et al., 2022).

A capacidade biossintética dos endofitos € induzida por ativagao de genes
que podem ser silenciados ou expressos dependendo dos fatores bidticos e
abidticos que a espécie hospedeira esta submetida. Isso somado ao fato de o
conjunto de enddfitos diferir consideravelmente entre areas distintas (localidades),
torna unica a diversidade das cepas e da composi¢ao das substancias que estas
podem produzir. Dessa forma, é de extrema importancia a investigagdo da variedade
endofitica brasileira devido a exclusividade quimica e genética, tanto para a geragao
de dados cientificos que podem auxiliar em estudos futuros, como para a
preservacao dos biomas brasileiros e o impulsionamento da bioeconomia com o

desenvolvimento de novos bioprodutos e bioprocessos (RIBEIRO et al., 2021).

Assim como ocorre em outras regides do mundo, os fungos endofiticos no
Brasil sdo pouco conhecidos e ha escassez de informagdes sobre a composicio
quimica biossintetizada por eles, representando uma abundante fonte de novos
compostos com atividades bioldgicas a serem estudados. Os fungos endofiticos,
obtidos de espécies vegetais brasileiras, ja sdo utilizados para a obtencdo de
produtos farmacéuticos e agroquimicos (RIBEIRO et al., 2021). Entretanto, trata-se
de uma area ainda sub-explorada e que merece destaque para que mais estudos
sejam realizados, especialmente diante da possibilidade de gerar renda a populagao
local e subsidio para implementagao de politicas de conservacao da flora e fauna
(SILVA et al., 2023a).

2.4 One Strain Many Compounds (OSMAC)

A obtencao de cepas fungicas para a biossintese de compostos com atividade
biolégica ocorre através do isolamento do fungo, advindo de diversas fontes
ambientais. Depois, realiza-se o cultivo deste, a extracdo dos compostos produzidos
e posteriormente sio realizados estudos biologicos, podendo haver etapas de
purificacdo, caracterizagdo quimica e ensaios pré-clinicos. Nessas etapas e

processos, varias estratégias e tecnologias podem ser utilizadas, visando conseguir
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tanto uma grande variedade de compostos biossintetizados quanto otimizar a
producao de compostos alvo. Pode-se realizar o cultivo mimetizando ou alterando as
condi¢des naturais de crescimento, selecionar meios de cultura, além de técnicas e
solventes de extracdo mais adequados, como fracionamento dos extratos
(CONRADO et al., 2022; ATANASOQV et al., 2021).

Para ativar determinadas vias biossintéticas e induzir agrupamentos de genes
silenciados no intuito de aumentar a produgdo de MSs por fungos e expandir a
diversidade quimica, diversas abordagens podem ser aplicadas, como One Strain
Many Compounds (OSMAC), co-cultura microbiana, modificagdo epigenética, adigao
de moléculas elicitoras e outros métodos baseados em biologia molecular. O método
OSMAC, muito usado em laboratérios devido a sua eficacia e facil execucgao,
baseia-se na alteracdo dos parametros de cultivo para modificar e ampliar o perfil
quimico de uma cepa, aumentando sua variabilidade metabdlica e possibilitando,
assim, a descoberta de novos compostos ou 0 aumento na produgdo destes.
Portanto, a obtencdo dos MSs pode ser otimizada utilizando-se essas estratégias e
explorando novas rotas biossintéticas (SILVA et al., 2023c; CONRADO et al., 2022).

Diante da necessidade de obtengdo de novos compostos antibacterianos e
anti-infectivos, com atuagao sobre biofilmes e QS, a abordagem OSMAC foi aplicada
no cultivo e obtencao de extratos de acetato de etila (AcOEt) da cepa de Penicillium
chrysogenum AJEF2. Este enddfito foi cultivado em diferentes meios de fermentacao
liquidos, no qual dois extratos obtidos de meios modificados apresentaram
resultados de concentragéo inibitéria minima (CIM) menores que 125 pg/mL frente
as bactérias multirresistentes E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa, em
comparagao com a ceftriaxona (256, 128 e 512 pg/mL, respectivamente). Além
disso, o maior valor de inibicdo de biofiime obtido foi de 92,3% contra isolados
clinicos de P. aeruginosa produtoras de biofilme por microtitulagdo colorimétrica. O
OSMAC foi eficiente pois ao final, o fungo teve maior produgdo de compostos

antibacterianos no meio caldo batata-dextrose modificado (ATTIA et al., 2022).

Outro estudo que também utilizou o método OSMAC foi realizado por
Borkunov e colaboradores (2024), o qual identificou dois novos derivados
piperazinicos, helvamidas B (36) e C (37) (Figura 8), de uma cepa fungica ao
analisar a influéncia de metais como fatores de alteracdo do perfil metabdlico do

enddfito. Essa estratégia, ainda, permitiu um maior rendimento de varios compostos
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nos extratos fungicos obtidos e, posteriormente, ambos o0s novos compostos

isolados evidenciaram uma capacidade antifungica, anticancerigena e antioxidante.

Figura 8 - Estruturas quimicas de novos derivados piperazinicos helvamidas B (36) e C (37) obtidos
com a aplicagdo de OSMAC e suas atividades biolégicas

(36) (37)
Helvamida B Helvamida C
Penicillium velutinum ZK-14 Penicillium velutinum ZK-14
Viabilidade celular PC-3 diminuida (34,03%) Viabilidade celular PC-3 diminuida (39,41%)
Viabilidade celular HEK-293 diminuida (16,64%) Viabilidade celular HEK-293 diminuida (28,42%)
Inibicéo crescimento Candida albicans (9,73%) Inibicao crescimento Candida albicans (31,54%)
Eliminagéo de radicais DPPH (4,92%) Eliminagéo de radicais DPPH (4,54%)

Fonte: Adaptado de Borkunov ef al. (2024). Nota: PC-3 = células de cancer de préstata humano;
HEK-293 = células renais embrionarias humanas normais; DPPH = reagente quimico
2,2-difenil-1-picrilhidrazil

2.5 Endoéfitos do género Penicillium

As espécies do género Penicillium estao entre os microrganismos terrestres e
aquaticos mais disseminados no planeta (BORKUNOV et al., 2024), dos quais
inumeras cepas ja foram isoladas de alimentos, solo e dos mais variados ambientes.
Eles possuem funcgdes ecoldgicas fundamentais e sua relevancia € devida tanto ao
notavel poder de deterioracado e produgao de extrolitos e micotoxinas potentes, como
pela biossintese de valiosos compostos bioativos, incluindo antibidticos (VISAGIE et
al., 2016).

Os fungos do género Penicillium sao filamentosos e muitas espécies sao
amplamente distribuidas nas plantas como enddfitos, os quais sao frequentemente
isolados de folhas, raizes, caule e demais partes das plantas, conferindo as
hospedeiras substancias quimicas relacionadas ao crescimento vegetal e a
resisténcia ao estresse. Esse forte potencial metabdlico é refletido na sua crescente
importancia para obtencédo de farmacos e usos agricolas sustentaveis (HYDE et al.,

2019), uma vez que desde o isolamento do primeiro antibiético, a tendéncia de isolar
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uma variedade de compostos dos fungos desse género persiste (BORKUNOV et al.,
2024).

Uma revisao realizada por Ribeiro e colaboradores (2021) concluiu que
endofitos isolados de espécies vegetais brasileiras do género Penicillium
apresentam maior produgdo de terpenos, com exceg¢ao da cepa de Penicillium
crustosum F40, que demonstrou predominancia na sintese de metabdlitos
nitrogenados. Ainda, algumas atividades bioldgicas observadas para os extratos do
Penicillium incluem propriedades bactericidas, bacteriostaticas, citotoxicas,

antileishmania, antifungicas e anticolinesterase.

No levantamento efetuado por Sukmarini, Atikana e Hertiani (2023), uma cepa
de enddfito Pencillium sp. SCSGAF produziu os policetideos emodina (38), acidos
secalbnicos B (39) e D (40) e citrinina (41), os quais inibiram a formagao de biofilme
por S. aureus (Figura 9). Enquanto outra cepa de Penicillium produziu o acido

erubescensoico (42) que inibiu moderadamente a formagéao de biofilme por E. coli.

Figura 9 - Estruturas quimicas de compostos produzidos por endoéfitos do género Penicillium:
emodina (38), acidos secalbnicos B (39) e D (40), citrinina (41) e acido erubescensoico (42) e suas
atividades antibiofilme
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SfaphyfococgUS aureus Inihicdo de biofilme Inibigéo de biofilme
ATCC 6358 »50% (12,5 pg/mL) Staphyfococcus aureus Staphylococcus aureus
ATCC 6358 =97% (6,25 pg/mL) ATCC 6358 =97% (6,25 pg/mL)
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Citrinina Acido erubescensoico
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Inibi¢do de biofilme Inibic&o de biofilme
Staphylococcus atirets Escherichia coli ATCC 25922

ATCC 6358 80% (125 ug/mL)  inibicio moderada a 64 pg/mL, com base na aderéncia

Fonte: Adaptado de Sukmarini, Atikana e Hertiani (2023)
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As substancias sorbicilinol, dihidrosorbicilinol e os derivados bisorbicilinoides
sdo hexacetideos sorbicilinoides que s&o policetideos altamente oxigenados,
derivados da via biossintética de policetideo sintase tipo | (PKS-l). Eles sao
caracterizados por possuirem um esqueleto estrutural baseado em seis unidades de
acetato, frequentemente ciclizado e modificado por reagdes oxidativas que originam
anéis tipo sorbicilinol ou derivados aromaticos relacionados. Do ponto de vista
biolégico, os hexacetideos sorbicilinoides exibem uma ampla gama de atividades
farmacoldgicas, incluindo agdes antibacteriana, antiviral, citotdxica, antioxidante e
moduladora de respostas inflamatérias. Algumas cepas de Penicillium, como o P.
chrysogenum, sao reconhecidas como produtoras desses compostos (SALO et al,
2016; DERNTL et al, 2017).

Zheng e colaboradores (2021) compilaram alguns compostos a partir de
enddfitos do género Penicillium como os policetideos penibenzonas A (43), B (44) e
C (45), penibenzofenonas A (46) e B (47) e o alcaloide amida alfa,beta-insaturado
(E)-terc-butil(3-cinamamidopropil)carbamato (48) (Figura 10).

Figura 10 - Estruturas quimicas de compostos produzidos por endoéfitos do género Penicillium:

penibenzonas A (43), B (44) e C (45), penibenzofenonas A (46) e B (47),
(E)-terc-butil(3-cinamamidopropil)carbamato (48)
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Fonte: Adaptado de Zheng et al. (2021)
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Bem como os policetideos eupenicinicois C (49) e D (50), o derivado da
citrinina pencitrinol (51), os derivados de isocumarina penicofrazinas B (52) e C (53)
e a gama-lactona penicofeazina A (54) (Figura 11) (ZHENG et al., 2021).

Figura 11 - Estruturas quimicas de compostos produzidos por endéfitos do género Penicillium:
eupenicinicois C (49) e D (50), pencitrinol (51), penicofrazinas B (52) e C (53) e penicofeazina A (54)
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Penicillium citrinum HL-5126 P citrinum HL-5126 F citrinum HL-5126

Fonte: Adaptado de Zheng et al. (2021)

Foi realizado, também, o estudo acerca do efeito antiviral de PNs advindos de
espécies de Penicillium frente aos virus de hepatites. Foram isolados os policetideos
derivados antraquindénicos THA (55) e MDMX (56), bem como o peptideo
peniciherquamida C (57) (Figura 12) que demonstraram atividades antivirais
(FREDIANSYAH et al., 2022).

Figura 12 - Estruturas quimicas de compostos antivirais produzidos por endéfitos do género

Penicillium
AOF0 O OH
OH O OH o OH
(55) (56) (57)
THA MDMX Peniciherquamida C
Penicillium sp. OUCMDZ-4736 Penicillium sp. OUCMD Z-4736 Penicillium herquei P14190

Atividade anti-HBV (IC50 = 4,63 uM) Atividade anti-HBV (IC50 = 11,35 yM) Atividade anti-HCV (IC50 = 5,1 uM)

Fonte: Adaptado de Frediansyah et al. (2022). Nota: IC50 = concentragéo inibitéria de 50%; HBV =
virus da hepatite B; HCV = virus da hepatite C

Alguns fungos endofiticos sdo usados como biofertilizantes, a exemplo do

produto JumpStart que contém o Penicillium bilaiae (Penicillium bilaii), um
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solubilizador de fésforo para o solo que melhora a absorgéo do mineral pelas plantas
(SIMPSON, 2020). Os biofertilizantes sdo usados tanto para melhorar o crescimento
e rendimento dos vegetais cultivados quanto para controlar pragas em plantagdes.
Além disso, alguns endodfitos sdo descritos como produtores de acido abscisico
(ABA), um horménio de crescimento vegetal (HYDE et al., 2019).

Outra fungdo dos fungos € vista em processos fermentativos alimenticios.
Durante o processamento do cha preto chinés foi observado que espécies
endofiticas podem converter os polifendis da planta em teabrowninas, que sao
compostos relacionados aos efeitos benéficos do cha apds sua fermentacgao. Alguns
dos isolados neste estudo incluiram Penicillium spp. Por fim, muitos fungos deste
género produzem diversas enzimas e substéncias que podem ser uteis nas mais

variadas aplicagdes, inclusive na produgéo de pigmentos (HYDE et al., 2019).

2.6 Penicillium cataractarum

O fungo P. cataractarum, alvo de estudo no presente trabalho, faz parte da
linhagem Eukaryota, Fungi, Ascomycota, Eurotiomycetes, Eurotiales e
Aspergillaceae. Este fungo também possui sinonimia com P. cataractum (NIH, 2025).
Em um estudo realizado por Visagie et al. (2016), o P. cataractarum foi cultivado em
diferentes meios soélidos e apresentou colénias de textura flocosa e coloracéo branca

e esverdeada, assim como a colénia obtida neste trabalho (Figura 13).

Figura 13 - Fotos da cepa Penicillium cataractarum 5IP2F4 cultivada em meio solido agar
batata-dextrose BDA

Fonte: LaPNEM, 2024
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O P cataractarum 5IP2F4, isolado de Bromelia balansae coletada no
Pantanal, foi selecionado de acordo com os resultados de uma triagem inicial para
atividade antibacteriana frente a S. aureus ATCC 80958, a partir do extrato bruto
(EB) cultivado em meio sdlido de agar batata dextrose (BDA) (SILVA et al., 2023b).

ApOs essas analises iniciais realizadas no LaPNEM, outro trabalho
desenvolvido por Sanches (2024) obteve os extratos brutos de sobrenadante
(EBsob) e de biomassa micelial (EBmic) a partir do cultivo em meio liquido de batata
e dextrose (CBD) e avaliou suas atividades antibacterianas frente a S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) ATCC 43300. O EBsob de P. cataractarum 5IP2F4
apresentou inibicdo do crescimento bacteriano de MRSA de 67%, enquanto seu
EBmic mostrou 73% de inibicdo da formagéao de biofilme sem afetar seu crescimento
bacteriano. Esses resultados mostram que a espécie alvo deste projeto é promissora
para o desenvolvimento de estudos para avaliar de maneira mais ampla sua

diversidade quimica.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais
Realizar a bioprospecgdo e avaliagdo da produgdo de metabdlitos

secundarios (MSs) pelo fungo endofitico Penicillium cataractarum 5|P2F4.

3.2 Objetivos especificos
e Cultivar o isolado P. cataractarum 5IP2F4 em diferentes meios de cultura
liquidos;
e Obter os extratos brutos de sobrenadantes e de biomassa micelial/micélio;
e Obter os perfis quimicos dos extratos por CLAE-DAD-EM,;
e Avaliar e comparar a influéncia do meio de cultivo nos metabdlitos
biossintetizados pelo P. cataractarum 5|P2F4;

e Anotar os compostos presentes nos extratos.

4 METODOLOGIA
4.1 Obtencao, selecao e identificacao do fungo

O fungo utilizado nesta pesquisa faz parte da biblioteca de fungos endofiticos
do LaPNEM, na UFMS. A cepa foi isolada no trabalho de doutorado em

Biotecnologia da discente Fernanda Motta Ribeiro da Silva, na UFMS, os quais
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foram obtidos das folhas da Bromelia balansae Mez (Figura 14), coletada no
municipio de Corumba - MS. Apoés os procedimentos de isolamento, a cepa 5IP2F4
foi armazenada em 6leo mineral sob refrigeragao (8° C). Este trabalho foi cadastrado
no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen) sob o numero AE8625B.

Figura 14 - Foto de Bromelia balansae Mez coletada em Corumba - MS

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2023b)

4.2. Identificagao molecular do isolado 5IP2F4

A cepa fungica 5IP2F4 foi submetida a identificagdo molecular. Esse processo
foi realizado pela empresa GoGenetic (Parana, Brasil) por meio do sequenciamento
da regiao do espacgador transcrito interno (ITS) e do gene do fator de alongamento
da translacado 1-alfa (TEF-1alfa) do acido desoxirribonucleico ribossomal (rDNA).
Para esse procedimento, foram utilizados os iniciadores (primers) ITS-1 (sentido
forward), ITS-4 (sentido reverse) e EF1. As sequéncias obtidas foram entado
comparadas com as depositadas no banco de dados GenBank (Genetic Sequence
Database) utilizando-se a ferramenta BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool
for Nucleotides). O laudo de andlise esta ilustrado no Anexo A e a cepa foi

identificada como Penicillium cataractarum 51P2F4.
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4.3 Cultivo do Penicillium cataractarum 51P2F4

Para evitar contaminacbes, em todas as etapas os materiais passiveis a
esterilizagdo por calor e vapor d’agua foram submetidos a autoclavagem prévia,
enquanto os demais passaram por esterilizagdo sob luz UV (ultravioleta) em capela
de fluxo laminar antes das inoculacdes, visando condi¢cdes assépticas. Além disso,
foram seguidos os protocolos de cultivo e extragéo utilizados por Silva (2023b), com

algumas alteragdes e adaptagodes.

Primeiramente, o isolado 5IP2F4 foi reativado. Para isso, foi realizado um
repique do fungo estocado em tubo com BDA inclinado e imerso em 6leo mineral, ao
meio BDA em placas de Petri, cuja inoculagdo foi realizada na capela de fluxo
laminar, em duplicata e mais 1 placa sem in6culo (branco). O fungo foi cultivado em
estufa a 28° C com crescimento estatico, na auséncia de luz e por 7 dias. Apds isso,
um segundo repique foi realizado a partir do cultivo anterior, a fim de eliminar todo
Oleo, para outras 3 placas de BDA (Figura 13), as quais foram mantidas nas

mesmas condi¢des anteriores de crescimento fungico, por 7 dias.

Para o primeiro cultivo em meio submerso, em caldo batata-dextrose (CBD),
visando a adaptacao do fungo ao meio liquido, foi realizada a decocgao de 100 g de
batatas inglesas comerciais descascadas e cortadas em cubos com 500 mL de agua
destilada no micro-ondas por 10 segundos, 5 vezes, alternando com leve agitagao
manual utilizando bastdo de vidro. Apds este processo, as batatas foram filtradas

para a obtencao do caldo, ao qual foi acrescentado 10 g de dextrose.

Em seguida este caldo foi transferido para 3 erlenmeyers de 250 mL, sendo
aproximadamente 200 mL para 2 frascos (duplicata) e o restante ao frasco destinado
a amostra controle-branco (sem indculo). Estes, entédo, foram autoclavados junto as
tampas e palitos em tubos semiabertos e apds o resfriamento dos materiais, o fungo
crescido na placa foi inoculado, na capela e com auxilio dos palitos, aos 2
erlenmeyers com 200 mL de CBD. O palito foi raspado na colénia fungica e
transferido aos caldos. Na sequéncia, os in6culos foram colocados em incubadora
de demanda biologica de oxigénio (BOD) com crescimento estatico, ou seja, sem

rotagao, na auséncia de luz e a 28° C por 7 dias para o crescimento fungico.

Apos o primeiro cultivo do fungo em meio liquido, ele foi inoculado nos

seguintes meios de cultura submersos (OSMAC):
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e Meio liquido caldo batata-dextrose (CBD): decocgao de aproximadamente 200
g/L de batata inglesa em agua destilada e 20 g/L de dextrose (Dinamica
Quimica);

e Meio liquido caldo batata-dextrose comercial (CBDc) (KASVI): 24 g/L do pé
em agua destilada, conforme indicagao do fabricante;

e Meio liquido extrato de levedura-peptona-dextrose (LPD): 10 g/L de extrato de
levedura (TM Media), 20 g/L de peptona (KASVI), 20 g/L de dextrose
(Dindmica Quimica) e agua destilada;

e Meio liquido Sabouraud (SAB): 10 g/L peptona (KASVI), 40 g/L de dextrose

(Dindmica Quimica) e agua destilada.

Foram preparados 400 mL dos meios liquidos CBD e CBDc para inéculo e
150 mL de LPD e SAB para o in6culo e 150 mL de cada meio para as amostras
controle-branco, os quais foram previamente autoclavados. Apds isso, com auxilio
de pipeta automatica foram inoculados 8 mL de caldo do crescimento anterior em
CBD (2 vezes de 4 mL) aos meios LPD e SAB, e 20 mL (5 vezes de 4 mL) ao CBD e
CBDc. Na sequéncia, os inéculos foram incubados na BOD a 28° C, por 21 dias,
passando o tempo de crescimento primario para entdo haver producdo metabdlica
pelo fungo, em condigdes estaticas e na auséncia de luz. Abaixo esta o cultivo do

fungo apds o periodo mencionado (Figura 15).

Figura 15 - Crescimento do fungo endofitico Penicillium cataractarum S5IP2F4 nos meios de cultivo
liquidos CBD (A), SAB (B), LPD (C) e CBDc (D) (OSMAC) apos 21 dias

U ” ,’,,m!‘ = B

Fonte: LaPNEM, 2024



35

4.4 Extragao dos sobrenadantes

Apoés os 21 dias do crescimento do fungo nos meios liquidos, as biomassas
miceliais foram separadas por filtracdo com papel filtro e em seguida, os
sobrenadantes passaram por extracao liquido-liquido com AcOEt e 0,5% de acido
férmico. O procedimento foi realizado em 3 extragdes consecutivas para cada meio,
em funis de separagcdo com um volume de solvente extrator correspondente a 3 do
volume do sobrenadante. O acido férmico foi utilizado apenas na primeira extragao
liquido-liquido. As fases organicas coletadas foram reunidas, concentradas em
evaporador rotativo, transferidas a microtubos de 2 mL e mantidas em dessecador
para a secagem por 3 dias. A partir desses procedimentos foram obtidos os EBsob

para cada meio, que foram liofilizados simultaneamente as biomassas miceliais.

4.5 Extracao das biomassas miceliais

As biomassas miceliais retidas na filtragcao foram imediatamente transferidas
para balées de fundo redondo, com auxilio de espatulas, e levadas ao congelador
por 3 dias para posterior congelamento com nitrogénio liquido e liofilizagdo (Christ
Alpha 2-4 LD plus). Apbés a liofilizagdo, as biomassas miceliais secas foram

transferidas para tubos conicos tipo Falcon e pesadas.

Na sequéncia, os micélios secos foram triturados utilizando-se gral e pistilo,
para aumentar a superficie de contato das particulas com o solvente e melhorar o
processo extrativo. Em seguida, foram transferidos para beéqueres, onde foi
adicionado o solvente extrator na propor¢cdo de 25 mL para cada 1 g de micélio
liofilizado. O solvente extrator utilizado foi acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH)
1:1 (v/v) contendo 0,5% de acido férmico. Essas amostras foram mantidas em banho

ultrassonico (ultrassom - US, Elma E 30 H Elmasonic) por 10 min, sem aquecimento.

Apos esse tempo de extracado, os micélios extraidos foram filtrados em papel
fitro e os solventes de extracdo, de cada micélio, foram coletados em outros
béqueres maiores. O procedimento foi repetido mais 2 vezes e os filtrados foram
concentrados em evaporador rotativo, transferidos para microtubos de 2 mL e

mantidos no dessecador até a completa secagem para a obtengdo dos EBmic.

O esquema na Figura 16 ilustra todas essas etapas aplicadas a obtengao dos

extratos brutos de sobrenadante e biomassa micelial.
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Figura 16 - Esquema resumido do cultivo do Penicillium cataractarum 5IP2F4 em diferentes meios
liquidos e a obtencéo dos extratos de sobredadante (EBsob) e de biomassa micelial (EBmic)

Penicilfum cataractarum Cultivo em CBD o CB SAB ) LP o CBDc

Cultivo em BDA 7 dias Cultivo 21 dias
7 dias /
- =

Filtragao
Extragao liquido-liquido  Concentragao e
secagem

Micélios

\9/ g

Congelamento
com nitrogénio
liquido

Extracdo em US

Liofilizagao

Fonte: Elaboragao propria utilizando a plataforma BioRender.com, 2024

4.6. Analises dos extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
ao detector de arranjo de diodos e espectrometro de massas (CLAE-DAD-EM)

Os EBsob e EBmic foram analisados em um cromatdgrafo de cromatografia
liquida ultrarrapida (UFLC) da Shimadzu acoplado a um detector de arranjo de
diodos SPD-M20A e a um espectrometro de massas modelo MicrOTOF-Q III (Bruker
Daltonics) com fonte de ionizagao por eletrospray (ESI) e a analisadores quadrupolo
e tempo de voo (Q-TOF). As andlises foram realizadas nos modos de ionizagao
positivo e negativo e a coluna cromatografica utilizada foi uma Kinetex C18 (2,6 um,

150 x 2,1 mm, Phenomenex) com pré-coluna de mesmo material.
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As amostras dos EBsob e EBmic foram preparadas na concentracao de 4
mg/mL utilizando os solventes metanol e agua ultrapura na proporgao 7:3 (v/v) para
a solubilizagdo e com o auxilio do banho de US (10 min). As amostras foram filtradas
em filtros de seringa de poro 0,22 uym (Millipore Millex PTFE - politetrafluoretileno),
acondicionadas em vials e injetadas no cromatografo através do auto-injetor. As
analises cromatograficas foram realizadas com uma vazdo de 0,3 mL/min e a
temperatura de 50° C na coluna cromatografica. A fase movel utilizada foi agua
ultrapura (A) e acetonitrila (B), ambos contendo 0,1% de acido férmico, e o gradiente
de eluicéo foi o seguinte: 0-2 min (97% de A), 2-25 min (97-75% de A), 25-40 min
(75-20% de A) e 40-43 min (20% de A).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Rendimentos dos cultivos e dos extratos

Apods o cultivo do P. cataractarum 5IP2F4 seguindo a estratégia OSMAC, foi
possivel observar que o fungo se desenvolveu melhor no meio liquido extrato de
levedura-peptona-dextrose (LPD), uma vez que os rendimentos dos extratos (Tabela
1) obtidos do crescimento do fungo nesse meio foram maiores. O meio LPD
destacou-se tanto pelos maiores rendimentos de EBs quanto por apresentar a maior
massa micelial liofilizada (14,06 g), indicando que esse meio fornece as condigdes

nutricionais mais favoraveis para o crescimento do fungo.

Tabela 1 - Massas e rendimentos dos extratos brutos de sobrenadante (EBsob) e biomassa micelial
(EBmic) do Penicillium cataractarum SIP2F4

EBsob EBmic
Meio de
cultura I’Vla_ssa Rendimento I’Vla_ssa Rendimento Rendimento
média dos (mglL) média dos % (m/m) (mglL)
EBsob (mg) 9 EBmic (mg) ° 9
LPD 46,01 306,73 31,96 0,23 213,07
CBD 54,82 137,05 44 16 0,41 110,40
CBDc 49,45 123,63 37,56 0,29 93,90
SAB 14,69* 97,93* 13,41 0,26 89,40

Fonte: Elaboragao propria, 2025

Nota: LPD = extrato de levedura-peptona-dextrose; CBD = caldo batata-dextrose; CBDc = caldo
batata-dextrose comercial; SAB = Sabouraud; Massas dos micélios liofilizados: LPD = 14,06 g; CBD =
10,66 g; CBDc = 12,94 g; SAB = 5,19 g; *houve uma perda de contetido da amostra de EBsob do
meio de cultura SAB durante o procedimento de obtengéo
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O desempenho superior no LPD pode ser atribuido a sua composicao
complexa e equilibrada, que inclui fontes ricas de nitrogénio (extrato de levedura e
peptona) e carboidratos prontamente assimilaveis (dextrose), além de vitaminas e
minerais provenientes do extrato de levedura. Essa combinacdo favorece o
crescimento primario, que depende diretamente da disponibilidade de precursores
nitrogenados e da energia derivada de agucares simples (KIRSCH; MACEDO;
TEIXEIRA, 2016).

Os meios CBD e CBDc apresentaram rendimentos e biomassas
intermediarios, compativeis com sua composi¢ao mais simples. Embora fornegam
carboidratos abundantes (derivados da batata e da dextrose), apresentam
diversidade menor de fontes nitrogenadas, o que pode impactar no crescimento
fungico. Ainda assim, foram capazes de sustentar uma biomassa consideravel,

indicando que esses meios sao adequados para o crescimento da cepa.

Ja o meio SAB apresentou o menor rendimento de EBmic (89,40 mg/L) e
menor massa micelial liofilizada (5,19 g) dentre os meios cultivados, possivelmente
em decorréncia da maior concentracdo de agucar no meio (40 g/L de dextrose), o
que pode ser um fator repressor de massa, refletindo no baixo crescimento da

biomassa micelial.

Em sintese, a andlise integrada dos rendimentos dos EBs e das massas de
biomassa micelial indica que a composicdo do meio exerce forte influéncia na

fisiologia do fungo e capacidade anabdlica.

5.2 Anotagcao dos compostos presentes nos extratos

Os EBsob e EBmic foram analisados por CLAE-DAD-EM para a anotagao dos
compostos presentes nas amostras. Os compostos foram anotados com base em
seus dados espectrais obtidos de UV, EM e EM/EM, os quais estdo sumarizados na
Tabela 2, em comparacdo com dados descritos na literatura, enquanto as estruturas

quimicas dos compostos identificados encontram-se ilustradas na Figura 17.
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(continua)
| R Modo Negativo (m/2) Modo | ~op | cBDe |LPD | SAB | cBD | cBDc | LPD | sAB
Pico (min) Composto UV (nm) FM Positivo mic mic | mic | mic | sob sob | sob | sob
EM [M-H] EM/EM (m/z)
1 1,6 Acido citrico - CsHgO- 191,0195 173 - - - X - X X X X
2 1,9 Tirosina 263 CoHNO; | 180,0661 - 182,0810" X X X X X - X X
3 2.4 Adenosina 260 CioHi3sNsO, | 266,0902 - 268,1042 X X X X X X - -
4 25 NI 260 C,HxsNO, | 292,1414 202 294,1537 - - - - X X X X
5 3,3 NI - CHsN50, - - 254,1604 - X - - - X - -
Tetrahidroxi-metil-
6 3,5 | dihidroisocumarin | 260,296 | C;,H,O¢ 225,0400 207, 181, 151 209,0468" - - - - X X X X
a (trinidromeleina)
Tetrahidroxi-metil- 227,0653
7 8,8 | dihidroisocumarin | 260, 296 | C,,H,O¢ 225,0409 207, 181, 165 X - - - X X X X
a (trinidromeleina)
. 626, 584, 566, 524, 688,32667
8 11,2 Desferricroma - C,7H4sN,O,,| 686,3108 506, 354, 299 X X X X - - - -
9 12,6 NI 280, 340 | C,;HsNO5 | 310,0715 233, 202, 162 312,0873 X - - - - - - -
10 | 14,5 | Jrhidroxi-meti-di | oen 300 [ o W0, | 209,0461 191, 165 2110593 | - X A x | x | x
hidroisocumarina
11 15,5 NI 285, 350 [C34H4N,0O40 | 619,1603 603, 415, 312, 282 621,1509 X - - - - - - -
12 18,1 NI 280, 380 | C7H{NO; | 324,0509 160 326,0663 X - - - - - - -
13 31.2 NI 300 C14H»005 267,1225 249, 167, 149 - - - - - - X X X
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Tabela 2 - Compostos anotados nos extratos de sobrenadante (EBsob) e de biomassa micelial (EBmic) do Penicillium cataractarum analisados por CLAE-DAD-EM

(continuagao)

| TR Modo Negativo (m/z) Modo | cpp | cBDC |LPD | SAB | CBD | CBDC | LPD | SAB
Pico . Composto UV (nm) FM Positivo . . . .
(min) EM [M-H] EM/EM (m/2) mic mic | mic | mic | sob sob | sob | sob
14 | 344 NI - CisHxOs | 295,1194 | 277, 249, 231, 205, 163 - - - - - - X X X
15 | 39,8 NI - CsHs3NOg - - 500,3952 - X - X - - - -

Fonte: LaPNEM, 2025
Nota: TR = tempo de retengéo; NI = ndo identificado; FM = formula molecular; m/z = massa/carga; X: presente na amostra; -: ausente na amostra; ': EM/EM 165; 2: EM/EM 670,

646, 516, 474, 402, 344, 303, 287, 230, 188; #: [M+H-H,0]; LPD = extrato de levedura-peptona-dextrose; CBD = caldo batata-dextrose; CBDc = caldo batata-dextrose comercial;
SAB = Sabouraud; mic = extrato bruto da biomassa micelial obtida do crescimento fungico; sob = extrato bruto do sobrenadante obtido do crescimento fungico
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Figura 17 - Estruturas de compostos anotados nos extratos do P. cataractarum
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O composto 1 (TR = 1,6 min) ndo exibiu absor¢do no espectro de UV e
apresentou um ion desprotonado de m/z 191,0195 relativo a formula molecular
CsHgO; (Tabela 2). A partir deste ion, foi observado a perda de uma molécula de
agua (18 u) em seu espectro de fragmentagdo. Esse composto foi anotado como
acido citrico (1) (Figura 17), um metabdlito ja descrito a partir de Penicillium bilaii e
outras cepas desse género (FRANZ et al., 1993; CUNNINGHAM; KUIACK, 1992).
Além disso, o acido citrico € um agente utilizado na industria alimenticia devido a
sua atividade antibacteriana, a qual envolve a penetragdo e acidificacdo do
citoplasma bacteriano interrompendo os processos metabdlicos das bactérias
(KSIAZEK, 2024).

O composto 2 (TR = 1,9 min) apresentou em seu espectro de UV uma banda
de absor¢do com absorbancia maxima (Ay., de 263 nm, ion protonado de m/z
182,0810 relativo a CgH{;NO; e ion fragmento m/z 165 [M+H-NH;]*. Este composto
foi anotado como o aminoacido tirosina (2), sendo este observado nos extratos de
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biomassa micelial (EBmic). Ainda, a D-tirosina ja foi reportada como agente inibidor
da formacao de biofilme por E. coli, através do impedimento da adesao bacteriana a
superficies (LI et al., 2023).

O composto 3 (TR = 2,4 min) apresentou espectro de UV similar e ion
protonado de m/z 268,1042 compativel com a férmula molecular C;,H3N5O,, o qual
foi anotado como o nucleosideo adenosina (3) (Figura 17) e esta presente em todos
os EBmic. Este composto ja foi relatado a partir de espécies do género Penicillium,
incluindo de uma cepa endofitica obtida de Ginkgo biloba (YUAN et al., 2014) e foi
descrito seu efeito de ativagdo do metabolismo para potencializagao da eliminagao

de bactérias tolerantes e persistentes no organismo (KITZENBERG et al., 2022).

Os compostos 6, 7 e 10 (TR = 3,5, 8,8 e 14,5 min respectivamente) revelaram
bandas de absorgdo de A,.. de aproximadamente 260 e 300 nm, apresentando
espectros de UV similares aos observados para croméforos de cumarina
(ANDERSEN, 1991). As cumarinas possuem grupos hidroxila (OH) nucleofilicos em
sua estrutura o que parece favorecer a capacidade de inibicdo de crescimento
bacteriano bem como de formacido de biofilme por bactérias, em especial de S.
aureus (ALEJO-ARMIJO et al., 2025), mas essa interferéncia € vista tanto em
gram-positivas como em gram-negativas (REEN et al., 2018). Além disso, as
cumarinas apresentam atividade antibacteriana com efeito bactericida através do
alongamento celular, da interrupgédo da divisao celular e da inibicdo da expressao de
genes que codificam a proteina de divisdo bacteriana, incluindo o bloqueio da

comunicacgao/sinalizacao por QS (ZHU et al., 2023).

Os metabdlitos 6 e 7 exibiram ions intensos de m/z 225,0400/225,0409 [M-H]
compativeis com a férmula molecular C,;H,,Os, enquanto o 10 revelou ion m/z
209,0461 [M-H] contendo um oxigénio (C,,H;;Os) a menos que em 6 e 7. Esses
compostos revelaram fragmentagbes semelhantes, incluindo a perda de uma
molécula de agua (18 u) e de CO2 (44 u). Por exemplo, a partir dos ions m/z 225 (6,
7) foram observados os ions fragmentos de m/z 207 [M-H-H,O] e 181 [M-H-CO,]J..
Assim, esses compostos foram anotados como tetrahidroxi-metil-dihidroisocumarina
(trihidromeleina) (6 e 7) (Figura 17) e trihidroxi-metil-dihidroisocumarina (10), os

quais mostraram dados compativeis com os dados espectrais descritos na literatura,
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além de ja serem descritos para algumas espécies de Penicillium (CUI et al., 1996;

ANDERSEN, 1991), porém ainda nao reportados para P. cataractarum.

O composto 8 (TR = 11,2 min) n&o apresentou absor¢ao no espectro de UV e
exibiu formula molecular de C,H,NyO,,, determinada a partir de seus ions m/z
686,3108 [M-H] e 688,3266 [M+H]*. A partir do ion m/z 688, foram observados os
ions fragmento de m/z 670, 646, 516, 474, 402, 344, 303, 287, 230 e 188, o qual foi
semelhante a fragmentagdo descrita por Kuo e colaboradores (2020) e foi anotado
como o ciclopeptideo desferricroma (8) (Figura 17). A estrutura deste peptideo
ciclico € composta por trés mondmeros de glicina e trés residuos de ornitina

modificada contendo grupos hidroxamato (KUO et al., 2020).

A desferriferricromina € um ciclopeptideo sideréforo amplamente reconhecido
por sua capacidade de quelar ions de ferro, desempenhando papel fundamental no
transporte e na aquisicdo desse metal por microrganismos. Assim como outros
ciclopeptideos, sua estrutura em anel confere elevada rigidez, estabilidade e maior
permeabilidade de membrana quando comparada aos peptideos lineares,
caracteristicas que resultam em alta afinidade de ligagdo e notavel estabilidade
bioquimica. Esses atributos estruturais fazem dos ciclopeptideos uma classe
molecular de grande interesse farmacéutico, dado seu amplo espectro de atividades
biolégicas, incluindo propriedades anticancerigenas, antimicrobianas e
imunossupressoras, que tém inspirado o desenvolvimento de farmacos clinicamente
aprovados e novas estratégias terapéuticas para doengas infecciosas, cancer e
disturbios autoimunes (ZHANG; CHEN, 2022; ZORZI; DEYLE; HEINIS, 2017).

Embora a desferriferricromina seja tradicionalmente estudada por sua fungéo
siderofora, ciclopeptideos estruturalmente relacionados vém sendo explorados como
alvos promissores na oncologia e como arcabougos versateis para o desenho
racional de novas moléculas bioativas (ZHANG, CHEN, 2022; ZORZI; DEYLE;
HEINIS, 2017). Os avancgos recentes em sintese quimica, incluindo técnicas de
sintese em fase solida e abordagens de design racional, ampliaram
significativamente a diversidade e o potencial farmacéutico dos ciclopeptideos,
permitindo a criagdo de analogos com maior poténcia, estabilidade e propriedades

farmacocinéticas aprimoradas (ZHANG et al., 2022).
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5.3 Comparacao dos perfis quimicos obtidos na estratégia de OSMAC

A producdo de metabdlitos secundarios por fungos filamentosos, como P.
cataractarum 5IP2F4, é fortemente modulada pelas condi¢gdes nutricionais do meio,
refletindo tanto o acesso a precursores biossintéticos quanto a ativacdo de vias
metabdlicas especificas. A estratégia OSMAC aplicada neste estudo revelou
diferencas expressivas no perfil quimico dos extratos conforme o meio utilizado,
permitindo observar como variagdées nutricionais direcionam a expressao metabdlica

da cepa fungica.

Foi possivel identificar variacbes qualiquantitativas entre as amostras, em
especial nos EBsob, evidenciando a influéncia dos diferentes meios de cultura
liquidos na capacidade biossintética do P. cataractarum 51P2F4. Os cromatogramas
obtidos reforcam essas diferencas, uma vez que sao observados perfis quimicos
distintos, com picos exclusivos ou mais intensos em determinados meios. Isso é
sugestivo de que a composi¢ao nutricional modula a biossintese dos metabdlitos,
resultando em uma maior variedade de compostos. O mapa de calor da Figura 18
mostra os picos (a esquerda na vertical) presentes em cada EB dos meios de cultura
(horizontal) e suas intensidades para cada composto presente nas amostras de

acordo com as areas dos picos verificadas pela analise por CLAE-DAD-EM.
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Figura 18 - Mapa de calor dos compostos anotados por area de pico nos meios liquidos
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Nota: mic = extrato bruto da biomassa micelial obtida do crescimento fingico; sob = extrato bruto do
sobrenadante obtido do crescimento fungico; SAB = Sabouraud; LPD = extrato de
levedura-peptona-dextrose; CBD = caldo batata-dextrose; CBDc = caldo batata-dextrose comercial
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E possivel observar através das areas de pico quais meios foram capazes de
promover uma maior produg¢ao pelo fungo de cada composto identificado. O acido
citrico (1), os compostos 4 e 5, um dos isbmeros da trihidromeleina (6) e os
compostos 13 e 14 foram biossintetizados pelo endéfito e secretados em maior
intensidade nos meios extracelulares (sobrenadantes). Ja o nucleosideo adenosina
(3), a trihidromeleina (7), a desferricroma (8), os compostos 9, 11, 12 e 15 foram
obtidos em maior intensidade nos extratos das biomassas miceliais. Enquanto a
tirosina (2), foi presente em todos os extratos, o composto 5 foi mais intenso no
EBmic do meio cultivado CBD (CBDmic), enquanto 9, 11 e 12 foram observados

exclusivamente nas amostras do CBDmic, e a cumarina
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trinidroxi-metil-dihidroisocumarina (10) foi mais intensa no EBsob do meio cultivado

CBD (CBDsob).

Nos cromatogramas dos EBsob (Figuras 19-20) é possivel observar uma

disparidade no perfil quimico do P. cataractarum 5IP2F4 nos diferentes meios de

cultura, visto que varios compostos obtiveram tempos de retencdo distintos na

cromatografia. Isso mostra a capacidade metabdlica da cepa fungica de produzir

uma gama de compostos através dos nutrientes fornecidos pelos meios.

Figura 19 - Cromatogramas de pico base obtidos em modo de ionizagéo positivo dos extratos de
sobrenadante (EBsob) do Penicillium cataractarum 51P2F4 a partir dos cultivos nos meios submersos

LPD (A), CBDc (B), CBD (C) e SAB (D)
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Figura 20 - Cromatogramas de pico base obtidos em modo de ionizagdo negativo dos extratos de
sobrenadante (EBsob) do Penicillium cataractarum 51P2F4 a partir dos cultivos nos meios submersos
LPD (A), CBDc (B), CBD (C) e SAB (D)
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Ja os cromatogramas dos micélios (Figura 21-22) apresentaram menos
picos, 0 que é sugestivo de que o fungo endofitico consumiu os nutrientes, realizou a
biotransformagdo dos componentes presentes nos meios € 0s secretou para o0s

sobrenadantes.

Figura 21 - Cromatogramas de pico base obtidos em modo de ionizagéo positivo dos extratos de
biomassa micelial (EBmic) do Penicillium cataractarum 51P2F4 a partir dos cultivos nos meios
submersos LPD (A), CBDc (B), CBD (C) e SAB (D)
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Figura 22 - Cromatogramas de pico base obtidos em modo de ionizagdo negativo dos extratos de
biomassa micelial (EBmic) do Penicillium cataractarum 5IP2F4 a partir dos cultivos nos meios
submersos LPD (A), CBDc (B), CBD (C) e SAB (D)
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6 CONCLUSAO

Com base no estudo realizado, mediante o cultivo do fungo endofitico
Penicillium cataractarum 5IP2F4 em meios de cultura submersos, foi possivel
identificar a producdo de variados compostos presentes nos extratos dos
sobrenadantes e das biomassas miceliais, utilizando a estratégia OSMAC que
permitiu acessar um conjunto quimico diversificado, confirmando a eficacia dessa

abordagem na inducao de diferentes rotas metabdlicas.

A cepa 5IP2F4 foi cultivada nos meios caldo batata-dextrose, caldo
batata-dextrose comercial, extrato de levedura-peptona-dextrose e Sabouraud, e a
partir dos nutrientes fornecidos, o endodfito foi capaz de produzir uma gama de
compostos. A caracterizagdo quimica dos extratos demonstrou a presenca de
moléculas relevantes, incluindo as cumarinas trihidroxi-metil-dihidroisocumarina,

tetrahidroxi-metil-dihidroisocumarina (trihidromeleina) e o] ciclopeptideo
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desferricroma, além de metabdlitos primarios, compostos que estdo sendo relatados
pela primeira vez para a espécie P. cataractarum. Com isso, o estudo reforga a
importancia dos fungos endofiticos como fontes promissoras de metabdlitos

secundarios com potencial biotecnologico.

Entre os meios testados, o LPD foi o mais eficiente em promover nao s6
maior crescimento do fungo, apresentando rendimentos superiores tanto de extratos
brutos, EBsob e EBmic, quanto de biomassa micelial. No entanto, os perfis quimicos
dos extratos mostraram uma producdo maior de metabdlitos nos meios de batata,
tanto qualitativa como quantitativamente, mesmo sendo um meio menos nutritivo e
nao apresentando o maior rendimento. Isso pode ser devido a presencga de enzimas
amilases na batata, que clivam os carboidratos complexos (amido) e disponibilizam
carboidratos de mais facil absorcdo, além de determinados minerais e vitaminas.
Esse conjunto de dados obtidos demonstra que a fisiologia do P. cataractarum
5IP2F4 é fortemente modulada pelo meio de cultivo, influenciando diretamente a

biossintese de metabdlitos.

Essa pesquisa contribuiu, também, para a ampliagdo do conhecimento sobre
a diversidade quimica de um fungo endofitico brasileiro, mais especificamente do
Pantanal, revelando a importancia dos ecossistemas, bem como destacando a
necessidade de preservagdo da vegetacdo local e da comunidade de

microrganismos que nela habitam.

Além disso, essa espécie de Penicillium nao havia sido descrita ainda no
Brasil, nem seus metabdlitos. Com isso, mais analises aprofundadas poderao ser
realizadas para a identificacdo dos demais compostos produzidos pela cepa 5IP2F4.
Assim, o trabalho estabelece bases sélidas para estudos futuros, incluindo
bioensaios, purificagcdo de compostos, investigacdes de mecanismos biossintéticos,

bem como dosagem de amilase no caldo batata-dextrose.
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ANEXO A - Laudo de identificagdo molecular

LAUDO DE
IDENTIFICACAO

MOLECULAR

REF: GoGH#HIDMOL_D0275/20

Data de Emiss

INFORMACOES DA AMOSTRA

- |dentificacdo: SIPZF4

- Tipo de amostra: fungo isolado em placa de cultivo
- N* GoGenetic: Go020489 — 52187

- Data de recebimento da amostra: 14/02/2024

INFORMAGCOES DO SOLICITANTE

- Cliente: Denise Brentan da Silva
- Solicitante: Denise Brentan da Silva

- Contato: denise.brentan@ufms.br

INFORMAGCOES DO ENSAIO

- Método: |dentificagBo de microrganismos por
sequenciamento de DNA (ITS+TEF)

- Referéncia: GG-BMO29, Confianca: 99%;

- Data de inicio: 16/02/2024
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- Data de conclusBo: 26/02/2024

RESULTADO
O isolado “SIPZF4" apresenta 99% (557/559 bases de ITS, 598/608 bases de TEF) de identidade com
Penicillium cataractarum
i i i kot o S 2 P 17| gt 7420 L gt st %A W—
' . e l‘.l-l:..:.za-au.l.l-hl..l..-:.h.'::M-.I-I
Piodes 3001 selecied ] 8, Vima port ot IRIS 2880 of 43 7THE 1Y) ———
Reino:  Fungi Arvore de distincia fllogendtica entre a sequbneia de DNA do Bolado (em
Fila: Ascomycota arnarelo) e sequéncias similares do banco de dados ne do NCBI.
Classe:  Eurotiomycetes
Ordem:  Eurotiales
Familia:  Aspergillaceae
Género:  Penicillium
Espécie:  Penicillium cotaractarum

As informagdes e resultados se aplicam somente & amostra conforme recebida.
Eduardo Béighosit, PD
Cﬂﬁi@aﬂw-b
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