UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACIA

Amanda Ellen de Athayde

PROSPECCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE Porophyllum
ruderale (ASTERACEAE) E DE FUNGOS ENDOFITICOS ASSOCIADOS

Florian6polis

2023



Amanda Ellen de Athayde

PROSPECCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE Porophyllum
ruderale (ASTERACEAE) E DE FUNGOS ENDOFITICOS ASSOCIADOS

Tese submetida ao Programa de Pds-graduagido em
Farmacia da Universidade Federal de Santa
Catarina como ectapa para obtengdo do titulo de
doutora em Farmaécia.

Orientadora: Prof*. Dr*. Maique Weber Biavatti
Co-orientador: Prof. Dr. Louis Pergaud Sandjo

Floriandpolis

2023



Ficha de identificagio da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragao Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Athayde, Amanda Ellen de

PROSPECCAC DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE Porophyllum
ruderale (ASTERACEAE) E DE FUMGOS ENDOFITICOS ASSOCIADDS [/
Amanda Ellen de Athayde ; orientadora, Maigque Weber

Biavatti, coorientador, Louis Pergaud Sandjo, 2023.
167 p.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Cidncias da Saide, Programa de Pas
Graduacdc em Farmacia, Floriandpolis, 2023.

Inclui referéncias.

1. Farmacia. 2. Porophyllum ruderale. 3. Fungos
endofiticos. 4. CLUE-ESI-QTaF-EM. I. Biavatti, Maigque
Weber. II. Sandjo, Louis Pergaud. III. Universidade
Federal de Santa Catarina. Programa de Pés-Graduacio em
Farmacia. IV. Titulo.




Amanda Ellen de Athayde

“PROSPECCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE Porophyllum ruderale
(ASTERACEAE) E DE FUNGOS ENDOFITICOS ASSOCIADOS”

O presente trabalho em nivel de doutorado foi avaliado e aprovado, em 13/04/2023 pelos

seguintes membros:

Profa. Izabella Thais da Silva, Dra.
Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC

Prof. Claudio Roberto Fonseca Sousa Soares, Dr.

Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC

Prof. Geison Modesti Costa, Dr.

Pontificia Universidad Javeriana - Colombia

Certificamos que esta ¢ a versdao original e final do trabalho de conclusdo que foi julgado

adequado para obtencao do titulo de doutora em Farmadcia.

Documento assinado digitalmente

Thais Cristine Marques Sincero

Data: 01/06/2023 19:50:39-0300

o CPF:***.292.249-**

uuuuuuu ” Verifique as assinaturas em https://w.ufsc.br

Coordenagdo do Programa de Pds-Graduacao em Farmacia

_;qk-__ Documento assinado digitalmente

g 3‘5.% Maique Weber Biavatti

3 Data: 02/06/2023 10:25:19-0300
@ CPF:***.301.829-"

A

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

uuuuuuu

Prof.(a) Maique Weber Biavatti
Dr.(a) Orientador(a)

Floriandpolis, 2023



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, que mesmo diante de todas as barreiras incluindo a desinformagao e o
desrespeito com a pesquisa no Brasil, nos da forgas para continuar.

A Universidade Federal de Santa Catarina por toda estrutura e a CAPES pelo apoio
financeiro.

Aos meus orientadores, Prof® Maique W. Biavattie e Prof. Louis P. Sandjo, por sempre
estarem presentes € por todo ensinamento, suporte ¢ amizade.

Ao professor Prof. Dr. Claudio Roberto Fonseca Sousa Soares, Dr’. Anabel Gonzalez
Hernandez e Dr* Emanuela Pillepor todo auxilio, paciéncia e por ceder a estrutura do laboratorio
de microbiologia de solo da UFSC. Meus agradecimentos aos colegas do laboratorio de
microbiologia de solo pela recep¢do e auxilio, em especial a Luisa, Isabella Maria, André,
Edenilson e Joana.

Aos meus queridos amigos, em especial Luiz, Gui, Larissa G, Larissa F, Layzon, Ingrid, Ana
e Erlon. Obrigada pela amizade, pelas risadas, pelos ensinamentos e por serem os melhores
companheiros de laboratorio que eu poderia desejar.

Obrigada a Vivian Dalla Colleta por todas as conversas € ajuda nesta reta final.

A minha familia, sem eles nada seria possivel. Obrigada por nunca deixarem de acreditar e

me incentivar a seguir meus sonhos. Ao Carlos, por todo amor, compreensao e parceria.

Obrigada!



RESUMO

Porophyllum ruderale Jacq. Cass (Asteraceae) ¢ uma planta alimenticia ndo convencional
conhecida no Sul do Brasil como “couve-cravinho”, “arnica-paulista”, “picao-branco”, entre
outros nomes. O interesse por essa planta foi motivado por dados da literatura que apresentaram
derivados do tiofeno como biomarcadores dessa espécie. No entanto, um trabalho controverso
defende que esses metabolitos secundarios sejam provenientes dos endofitos presentes na
planta. Assim, o presente trabalho explora fitoquimicamente P. ruderale e compara os perfis
quimicos dos individuos coletados em diferentes localidades. O trabalho focara também na
busca dos derivados tiofénicos. A técnica CLUE-ESI-QToF-EM permitiu a deteccao de 36
substancias, incluindo acidos fendlicos, derivados de diterpenos aminoglicosideos (descritos
pela primeira vez para esta espécie), acidos graxos e derivados de clorofila. Durante nosso
estudo, nenhum derivado de tiofeno foi identificado. Somado a isto, analises de agrupamento e
de principais componentes (PCA) foram realizadas em parceria para distinguir diferentes
metabolitos entre amostras de P. ruderale em grupos bem definidos. Recentes publicagdes
descrevem a notavel simbiose entre plantas medicinais e seus fungos endofiticos sendo estas
possiveis fontes de metabolitos secundarios. Neste cendrio, foi realizada a andlise do
microbioma (pela empresa GoGenetic) das folhas de P. ruderale coletadas proximo a praia. Os
resultados demonstraram predominio dos filos Ascomycota (85,95%) e Basideomycota
(7,76%) e os géneros mais abundantes foram Fusarium (representando 9,3 % das sequencias
lidas), Alternaria (6,7 %), Cladosporium (6,5%), Saccharomyces (4,1 %), Mortierella (3,6 %)
e Pestalotiopsis (1,9 %). Por fim, a extra¢do dos fungos endofitos das folhas de P. ruderale
proporcionaram 25 isolados fungicos da planta coletada em campo, duas espécies foram
identificadas como Diaporthe paranensis e Penicillium sp. A avaliagdo do perfil quimico do
extrato bruto de acetato de etila de D. paranensis permitiu a identificacdo de quatro novos
peptideos utilizando CL-EM". Até o presente momento, o conhecimento do perfil metabdlico
de P. ruderale bem como de seus fungos endofiticos forneceram novas informagdes para esta
espécie vegetal, utilizada na medicina popular e também como planta alimenticia nao
convencional.

Palavras-chave: Porophyllum ruderale, CLUE-ESI-QToF-EM, diterpeno aminoglicosideo,

PCA, analise de grupos, fungos endofiticos, Diaporthe paranensis, peptideos.



ABSTRACT

Porophyllum ruderale Jacq. Cass (Asteraceae) is a non-convention edible plant widespread in
the south of Brazil where it is known as “couve-cravinho”, and “arnica-paulista”, “picao-
branco”, among other names. Interest in this plant was motivated by data from the literature
that present thiophene derivatives as biomarkers of this species. However, a controversial work
argues that these secondary metabolites come from the endophytes present in the plant. Thus,
the present research phytochemically explores P. ruderale and compares wild and cultivated
individuals of this plant species collected from different localities. UPLC-ESI-QToF-MS
technique led to the identification of 36 substances including mainly phenolic acids, diterpene
aminoglycoside derivatives (described for the first time to this species), fatty acids and
chlorophyll derivatives. During our investigation, no thiophene derivatives were identified.
PCA and cluster analysis results were used to distingue different metabolites among P. ruderale
samples into well-defined groups. Recent reports described the symbiosis between medicinal
plants and their endophytic fungi, with this later as a great source of bioactive metabolites. In
this scenario, we analyzed the microbiome of leaves of P. ruderale (by the company
GoGenetic). The results showed a predominance of phyla Ascomycota (85%) and
Basideomycota (7.76%) and the most abundant genera were Fusarium (representing 9,3 % of
the sequences read), Alternaria (6,7 %), Cladosporium (6,5%), Saccharomyces (4,1 %),
Mortierella (3,6 %) and Pestalotiopsis (1,9 %). Finally, the extraction of endophytic fungi from
the leaves of P. ruderale wild species provided 25 fungi among them two were identified as
Diaporthe paranensis and Penicillium sp. The investigation of the chemical profile (LC-MS")
of D. paranensis allowed the identification of four new peptides. Up to now, data on the
metabolites profile of P. ruderale as well as its endophytic fungi have provided new information
for this medicinal species and non-conventional edible plant.

Keywords: Porophyllum ruderale, UPLC-ESI-QToF-MS, diterpene aminoglycoside, PCA,

and cluster analysis, endophytic fungi, Diaporthe paranensis, peptides.
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1INTRODUCAO

Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. (Asteraceae) ¢ uma planta espontanea utilizada na
medicina popular na América Central e do Sul (ARIAS-RICO et al., 2020). No sul do
Brasil essa espécie ¢ conhecida como “arnica-couve-cravinho, “arnica-paulista”, “picdo-
branco” entre outros nomes, sendo utilizada como anti-inflamatorio topico (ARIAS-
RICO et al., 2020; RAGGI et al., 2015). Na culinaria ¢ utilizada como uma planta
alimenticia ndo convencional (PANC) na forma de tempero ou em preparos crus e cozidos
devido ao seu aroma caracteristico, marcado pela composicdo do seu 6leo volatil
(FONSECA et al., 2007).

Considerando os dados histéricos e a biodiversidade do Brasil como patrimonio
historico, diferentes vertentes de pesquisas buscam produtos que agreguem valores
econdmicos a produtos naturais sem prejudicar o ambiente (SANTOS et al., 2013). No
entanto existe a escassez de informagdes a respeito da utilizagdo e da seguranga no uso
de plantas e de informagdes sobre os microrganismos que nelas habitam (microbioma)
(GUPTA et al., 2019). Essa falta de informagdes gera impacto tanto nas aplicacdes
farmacologicas e terap€uticas quanto na seguranca alimentar (BORTOLOTO et al.,
2015).

Estima-se que das 300 mil espécies de plantas que existem em nosso planeta, cada uma
abriga no interior de seus tecidos pelo menos um ou mais fungos endofiticos. Entende-se
como endofiticos, aqueles microrganismos que habitam dentro de diferentes tecidos da
planta hospedeira, vivendo uma relacdo harmoénica, ou seja, mutualistica com seu
hospedeiro(GUPTA et al., 2019; SANTOS et al., 2013).

Os fungos endofiticos apresentam importante interagdo com o hospedeiro, podendo
produzir diversas substancias a serem exploradas biologicamente, incluindo substancias
semelhantes as produzidas pela planta hospedeira. Como exemplo classico, cita-se o taxol
que foi extraido da planta Taxus brevifolia e isolado em 1993 do fungo endofitico
Taxomyces andreanae, desta planta (LEDWITCH et al., 2013; STIERLE et al., 1993). O
mesmo ocorreu com as substincias: podofilotoxina (anticancerigena), encontrada em
espécies vegetais do género Podophylum e também proveniente dos endofitos Trametes
hirsuta e Phialocephala fortinii; azadiractina (inseticida) descrita para a espécie vegetal
Azadirachta indica e para o endofitico Eupenicillium parvum; hipericina e emodina

(antidepressivos) isoladas de Hypericum perforatum e pela primeira vez do fungo
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INFU/Hp/KF/34B (GUIMARAES, 2009). As substincias citadas sdo apresentadas na
Figura 1.

Figura 1. Estrutura quimica de metabdlitos de fungos endofiticos também produzidos por
suas plantas hospedeiras. Sendo A) taxol, B) podofilotoxina, C) azadiractina, D)

hipericina e E) emodina.

(A) (8) (c)

Neste contexto, varios compostos bioativos obtidos a partir das partes aéreas de
Porophyllum ruderale sao relatados na literatura, incluindo importantes classes de
metabolitos secundarios, como terpendides (DUARTE et al., 2007), flavonoides e suas
formas glicosidicas (ATHAYDE et al., 2021; POSTIGO et al., 2017), além de tiofenos
(TAKAHASHI et al., 2011). De acordo com Takahashi et al. (2011) e Postigo et al.
(2017), duas espécies do género Porophyllum (Porophyllum obscurum e Porophyllum
ruderale) apresentaram a presenca de derivados naturais de tiofeno com expressiva
atividade antimicrobiana e leishmanicida, respectivamente. Entretanto, sdo poucas
informagdes consistentes a respeito do perfil quimico do género botanico Porophyllum.

De tal modo, o presente estudo traz como objetivo a investigacdo quimica de P.
ruderale em diferentes locais de coleta e explora pela primeira vez a comunidade de
fungos endofiticos foliares (FEF) e do microbioma total das folhas desta espécie. Para a
caracterizagdo do perfil quimico da planta e de seus fungos endofiticos a utilizagdo da
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de alta resolucdo torna-se

indispensavel.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PRODUTOS NATURALIS BIOATIVOS

A busca por produtos naturais sempre foi importante para o desenvolvimento de
novos farmacos, especialmente derivados das plantas medicinais. De tal modo o uso de
plantas medicinais influenciou nos cuidados primarios de saude gerando grandes
contribuigdes para o reestabelecimento da saide humana (WHO, 2011). Esse
conhecimento popular foi entdo compartilhado por diferentes culturas ao longo dos anos
e atualmente ¢ estudado e difundido através da etnofarmacologia (FUNK, 2009).

Em revisdo realizada por Newman e Cragg (2020), os autores descrevem que a
utilizagdo de produtos naturais e/ou variagdes sintéticas destes devem ser ampliadas
significativamente nos proximos anos, incluindo pesquisas nessas areas. Como exemplo,
0s autores citam que na area de cancer, no periodo de 1946 a 1980, das 75 moléculas
utilizadas, cerca de 53,3% sao produtos naturais (N) ou derivados de produto natural
(ND). De 1981 até o momento, os nimeros equivalentes para os produtos naturais
inalterados chegam a 33,5% das pequenas moléculas bioativas (n= 185), se considerar os
produtos naturais miméticos (NMs) e os sintéticos com farmacdforo de produtos naturais
(S*) eleva-se o nimero para 64,9%.

Noutras areas o cenario € bastante semelhante. Embora as técnicas de quimica
combinatoria tenham tido sucesso pra otimizagdo de compostos biologicamente ativos,
os autores relatam que apenas dois compostos combinatorios foram aprovados como
novos farmacos nos ultimos 39 anos. Também adicionam uma discussdo sobre fontes de
novos antibiodticos de origem natural, devido a necessidade crescente de novos agentes
para combater genes de resisténcia. Reconhece-se de que um numero significativo de
medicamentos obtidos de produtos naturais € produzido por microrganismos
(NEWMAN; CRAGG, 2020).

Ainda, os autores consideram que a area de pesquisa de produtos naturais deve ser
expandida significativamente. Abaixo apresenta-se o grafico em pizza (Figura 2) extraido
da publicacdo de Newman e Cragg (2020), representando um panorama geral dos

farmacos aprovadas de 01 de janeiro de 1981 até 30 de setembro de 2019 (n=1881).
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Figura 2. Novas drogas (fairmacos), aprovadas de 01 de janeiro de 1981 até 30 de
setembro de 2019, com um numero amostral de 188. Fonte: Adaptado de Newman e

Cragg (2020).

S*/NM; 207; 11 V; 142;7,5 B; 346; 18,4
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5% 65; 3,2
| NB; 14: 0,8

S/NM; 217; 11,5
ND; 356; 18,9

S;463; 24,6
=B =N-NB ND S S/NM = s* « S*/NM = V
Legenda: B (macromolécula bioldgica), N (produto natural inalterado), NB (droga
boténica, mistura definida), ND (derivado de produto natural), S (droga sintética), S*
(droga sintética com farmacoforo de produto natural), V (vacina), NM (mimético a

produto natural).

O Brasil tem uma contribuigdo significativa no estudo de produtos naturais graca a
sua extensa biodiversidade vegetal responsavel pela biossintese de numerosas substancias
quimicas com potencial farmacolégico (RODRIGUEZ-CHAVEZet al., 2017; SEMIR et
al., 2012). Diante disto, diversos estudos quimicos e farmacoldgicos tém sido realizados
com espécies da flora do Brasil, incluindo pesquisas com espécies vegetais da familia
Asteraceae (CARVALHO, 2016, Da SILVA et al., 2019; FAQUETI, 2020, ATHAYDE
etal., 2021).

Segundo Hogan e colaboradores (2016)nas ultimas décadas percebeu-se a
necessidade de equacionar a disponibilidade de recursos naturais e seu uso pela
populagdo. Gupta e colaboradores (2019) acrescentam que neste ambito com a progressao
da populagdo mundial em grande escala ¢ importante procurar diferentes fontes e habitats
para descobrir novas fontes de substancias bioativas de origem natural.

Prontamente, a relacdo inspiradora e mutualistica entre plantas e microrganismos tende

a ser uma nova alternativa para suprir esta demanda de novos agentes terapéuticos, seja
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na forma de substancias isoladas ou misturas complexas (GUPTA et al., 2019). Devido
a estreita relacdo com as espécies vegetais, os microrganismos fornecem um expressivo

numero de metabolitos bioativos (RAJAMANIKYAM et al., 2017).

2.2 PLANTAS MEDICINAIS

Diante do contexto de novas fontes de substancias bioativas destacam-se espécies
vegetais da familia Asteraceae. Em sua maioria apresentam importancia direta para uso
humano, sendo que espécies pertencentes a esta familia sdo utilizadas pelo seu potencial
nutricional, tecnoldgico, ornamental, farmacéutico, industrial ou ecologico (fornecimento
de néctar e polen), além de forragem para a producgdo pecudria (SILVA; ANDRADE,
2013).

Como exemplodo potencial alimenticio da familia Asteraceae cita-se espécies como,
alface (Lactuca sativa L.), chicoria (Cichorium endivia L.) e girassol (Helianthus annus
L.). Para fins farmacologicos, a utilizagdo de camomila (Matricaria recutita L.), carqueja
(Baccharis trimera Less.) e arnica (Arnica montana L.) (SILVA; ANDRADE, 2013)

Devido as propor¢des da familia Asteraceae, esta ¢ considerada uma das maiores e
mais importantes familias de plantas floriferas dentro das angiospermas eudicotiledoneas.
Representando aproximadamente 10% da flora mundial, Asteraceae conta com
aproximadamente 2000 géneros e 30.000 espécies (FUNK et al., 2009). Sua distribuicao
¢ considerada cosmopolita, abrangendo praticamente todos os continentes, com
predominio nas regides temperadas e semi-aridas dos tropicos e subtropicos (MELO;
PEREIRA, 2016).

Estudos de caracteriza¢do quimica de Asteraceae confirmaram a tese de pesquisadores
como Cronquist (1988) e Bohlmann (1980), que atribuiram o sucesso evolutivo da familia
ao desenvolvimento de um sistema quimico de defesa que inclui a produg¢do combinada
de compostos secundarios, como poliacetilenos e lactonas sesquiterpénicas. Na
sequéncia, inumeros estudos demonstraram a riqueza e variedade de metabolitos
encontrados nas diferentes espécies que contemplam a familia Asteraceae, tais como
poliacetilenos (POLLO et al., 2013), terpendides (DA SILVA, 2015), cumarinas
(FAQUETI et al., 2020), benzofuranos (ROMANO et al., 2008), alcaloides (FAQUETI
et al., 2020), flavonoides (CARVALHO, 2016; FAQUETI et al., 2020) e lactonas
sesquiterpénicas (DA SILVA, 2019; LUSA et al., 2016; SEMIR et al., 2012). Sendo,
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estas duas ultimas classes reportadas como importantes marcadores quimiotaxonomicos
da familia Asteraceaec (BOHLMANN et al,, 1980; CARVALHO, 2016; DA SILVA,
2015; Da SILVA, 2019; LUSA et al., 2016).

2.2.1 Género Porophyllum

Pertencente a grande familia Asteraceae, encontra-se o género Porophyllum
(Asteraceae) que compreende cerca de 28 espécies, distribuidas desde o sudoeste dos
Estados Unidos, México, América Central ¢ América do Sul. Sendo descritos o maior
nimero de publicacdes sobre este género no Brasil e Argentina (POSTIGO et al., 2017).
O género encontra-se incluido na tribo Heleniae (BREMER, 1994).

De forma geral, espécies do genéro Porophyllum sdo plantas anuais ou perenes com
cavidades secretoras acentuadas (ATHAYDE et al., 2019). Suas folhas e bracteas emitem
um forte e desagradavel odor. Estudos também demonstram uma rica composi¢do de
monoterpenos no 6leo volatil extraido das folhas da espécie (POSTIGO et al., 2017).

Dados etnofarmacologicos demonstram a utilizacdo de espécies do género como,
cicatrizante, anti-inflamatoria, antifingica, antibacteriana, calmante, contra hipertensao
arterial, leishmanicida, tratamento de picada de cobra, doencas reumaticas e dores em
geral. No entanto poucas espécies tém sua composi¢cao quimica definida (FONSECA et
al., 2006; PAWLOWSKA et al., 2022).

Quimicamente, diversos autores reportam a presenca de terpendides (monoterpenos e
sesquiterpenos) e derivados de tiofenos (mono, di e tri-tiofenos) (TAKAHASHI et al.,
2011; POSTIGO et al., 2017). A atividade antimicrobiana do género ¢ amplamente
difundida. Downum ef al. (1989) descreveram sobre a atividade antifingica mediada por
luz UV-A para Porophyllum spp. (P. gracile Benth., P. ruderale (Jacq.) Cass. Var., P.
macrocephalum (DC.) Crong. e P. scoparium A. Gray) de regides aridas e semi-aridas
dos Estados Unidos e México. Meckes-Lozoya e Gaspar (1993) demonstraram a
atividade antifingica de P. macrocephalum contra C. albicans, ap0s irradia¢ao a 350 nm.

Outro fator marcante, ¢ a presenga de substancias que contenham moléculas de enxofre
em sua composi¢do elementar, descrita para alguns géneros botanicos da familia
Asteraceae, incluindo o género Porophyllum (BOHLMANN; ZDERO, 1985). Do

presente género botanico, duas espécies ganham destaque pela presenca de analogos
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naturais de tiofenos, P. obscurum e P. ruderale e estes com satisfatoria agao
antimicrobiana e antiparasitaria, respectivamente, descritas a seguir.

Em um estudo recente, Postigo e colaboradores (2017), avaliaram a atividade
antifingica de diferentes extratos de P. obscurum, coletados na Argentina, contra 25
estirpes clinicas de Candida spp. Os autores obtiveram resultados satisfatorios,
destacando a atividade antifingica dos tiofenos isolados do extrato hexanico da espécie

(Figura 3).

Figura 3. Tiofenos isolado de Porophyllum obscurum, segundo Postigo e colaboradores

(2017).
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Takahashi e colaboradores (2011) isolaram das partes aéreas de P. ruderale,
coletadas no Brasil, cinco novos derivados de tiofenos (Figura 4), e estes analogos de
ocorréncia natural apresentaram acentuada agdo frente as formas promastigota e

amastigota de Leishimania amazonensis.
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Figura 4. Tiofenos isolados de Porophyllum ruderale, segundo Takahashi e

colaboradores (2011).
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2.2.1.1 Porophyllum ruderale Jacq. Cass

No Brasil, a espécie Porophyllum ruderale (Figura 5) ganha destaque, pela sua
utilizacdo popular como “arnica”, ou seja, utilizada como substituto da espécie europeia
Arnica montana, como anti-inflamatério topico (ATHAYDE et al., 2019; FONSECA,
2007). Outra evidéncia para a espécie € sua utiliza¢do na alimentagdo, como uma Planta
Alimenticia Nao Convencional (PANC). Sendo conhecida popularmente como: “arnica-
paulista”, “couve-cravinho”, “erva-fresca”, ‘“erva-de-veado”, “arruda-de-galinha”,
“cravo-de-urubu” e “picao-branco” (LIMA-NETO et al., 1996; FONSECA, 2007).
Segundo Semir e colaboradores (2011) muitas espécies no Brasil sdo popularmente
conhecidas como ‘“arnica” em analogia com a tradicional espécie europeia Arnica
montana L. (Asteraceae) por apresentarem caracteres morfoldgicos, sensoriais e
farmacologicos semelhantes a verdadeira arnica. Na Figura 5 ¢ apresentada a imagem da

espécie vegetal P. ruderale, cultivada em casa de vegetagao.
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Figura S. Porophyllum ruderale cultivado em casa de vegetacao. Fonte: A autora

De acordo com Arias-Rico e colaboradores (2020), as hortalicas de consumo popular
podem apresentar um teor apreciavel de fibra alimentar, cinzas, compostos fenolicos e
capacidade antioxidante. Publicagdes anteriores relataram que preparos com P. ruderale
(resultados expressos em gramas de cada composto por 100 g de base seca, g/100 g db)
apresentaram alto teor de carboidratos (47,4 £ 0,3), menor teor de lipidios (5,0 = 0,3),
proteinas (26,9 + 0,0) e teores totais fibras alimentares (19,7 + 0,6), fibra soluvel (4,9 £
0,6) e fibra insoluvel (14,9 = 0,6) (ARIAS-RICO et al., 2020).

Compostos antioxidantes estdo naturalmente presentes em frutas e verduras, sendo que
algumas apresentam altas concentracdes. Como exemplo, a acerola apresenta grandes
concentragdes de acido ascorbico enquanto que no morango predominam flavonoides
como antocianinas. A importancia dos antioxidantes ocorre pela presenca de radicais de
oxigénio (radicais hidroxila e peroxila) e do anion superoxido que em condi¢des de
homeostase apresentam papel importante nas reagdes bioquimicas do corpo humano,
porem quando ocorre uma producdo excessiva de radicais de oxigénio (patologias ou
fatores ambientais) provoca um desequilibrio que pode ocasionar danos profundos em
tecidos (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante in vitro,
de forma a permitir uma rdpida selecdo de substancias e/ou misturas potencialmente
interessantes, na preven¢do de doencgas cronico-degenerativas. Um dos métodos mais
utilizados ¢ o método para determinar a capacidade antioxidante de um composto em
sequestrar radicais livres, DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). Resumidamente, o DPPH

¢ um radical de nitrogénio organico de cor violeta que possui absor¢do em
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espectrofotometro na faixa de 515-520 nm. Na presen¢a de um doador de hidrogénio ou
elétron a intensidade de absor¢ao diminui e a solugao com o radical perde cor, tornando-
se amarela, ou seja, quando o elétron desemparelhado do atomo de nitrogénio no DPPH
recebe um atomo de hidrogénio proveniente de compostos antioxidantes, ocorre a
mudangca de cor (SUCUPIRA et al., 2012). Nesse contexto, Arias-Rico e
colaboradores(2020) determinaram para o extrato bruto de P. ruderale apresentou uma
boa quantidade de acido ascorbico (952,2 mg/100 g db ou 140 mg/100 g db) como
Brassica oleracea (brocolis) e relataram uma capacidade antioxidante satisfatoria de
6355umol TE/100 g db (umol de Trolox equivalentes por 100 g de base seca) para
DPPH(ARIAS-RICO et al., 2020).

Além da composi¢ao nutricional descrita por Arias-Rico et al. (2020), a composi¢ao
quimica dos metabolitos secundarios de P. ruderale ¢ pouco estabelecida, dispondo de
dados qualitativos e poucas substancias isoladas (FONSECA, 2006, PAWLOWSKA et
al., 2022). Através de testes qualitativos sdo descritas para a espécies as classes de
metabolitos, flavonoides, cumarinas, polissacarideos, saponinas e 6leo volatil rico em
terpendides (ATHAYDE, 2019; FONSECA, 2006; LIMA-NETO, 1996). No trabalho
realizado por Guillet e colaboradores (1998), foi avaliada a composi¢do do d6leo volatil
das folhas de P. ruderale, sendo 91,8% deste constituido pelos monoterpenos: sabineno,
mirceno e limoneno.

Estudos com o extrato da planta referem sua utilizagdo como possivel analgésico e
antiespasmodico. Em estudo realizado por Lima-Neto (1996) foram avaliados os efeitos
farmacoldgicos (analgésico e antiespasmoddico.) do extrato de P. ruderale (folhas e
capitulos florais, extraidos com etanol 70° GL) em camundongos. O extrato foi
administrado na forma intraperitoneal nas doses de 20, 40, 60, 80, 100 mg/kg. Utilizando
a mesma via de administracdo, também foram avaliadas as doses de 130, 260, 400 e 550
mg/kg, sobre o nimero de contor¢des induzidas por agentes irritantes como a
prostaciclina sintética e o 4cido acético sobre a inibig¢ao da sensibilidade térmica em testes
de analgesia central e placa-quente. Como resultados, os autores relatam que os animais
apresentaram apatia, hipotonia, sedagdo e perda parcial do reflexo, sugerindo uma agao
desta planta a nivel do sistema nervoso central. Desta forma, o estudo in vivo concluiu
que o extrato de P. ruderale apresenta potencial farmacologico inibindo as contor¢des
abdominais induzidas pela prostaciclina e pelo acido acético em camundongos, também

foi observado aumento do tempo de laténcia nos testes de analgesia central e placa-
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quente. Assim, os autores destacam a utilizagcdo da referida planta na medicina popular e
na fitoterapia como analgésico e antiespasmodico.

Além da atribui¢do das classes quimicas propostas por Lima-Neto (1966) e Fonseca
(2007), outros trabalhos realizados por Bohlmann et al. (1980) e Takahashi et al. (2011)
descreveram o isolamento de tiofenos das partes aéreas de P. ruderale. Takahashi et al.
(2011), descrevem a notoria agao leshimanicida das substancias isoladas de P. ruderale,
5-metil-2,2":5',2"-tertiofeno e 5'-metil— [5—(4—acetoxi-1-butinil)]-2,2'-bitiofeno (Figura
4). Segundo os autores, as atividades leishmanicida e citotoxica do extrato bruto das
partes aéreas de P. ruderale foram avaliados contra formas promastigotas e amastigotas
de L. amazonensis.

Ressalta-se que a leishmaniose ¢ uma doenca endémica em 76 paises, incluindo o
continente americano. Os casos no Brasil correspondem a 90% dos ocorridos na América
Latina. Desde 2006 a secretaria de vigilancia em satde do Brasil-Ministério da Satde,
propde atender as necessidades do servigo na implementacao das agdes de vigilancia e
controle da leishmaniose viceral no pais. Ainda, segundo dados do Ministério da Saude,
sao registrados em média 3.500 casos anuais com o coeficiente de incidéncia de 2,0
casos/100.000 habitantes (Brasil, 2006).

De forma resumida, a Leishmania ¢ um parasito intracelular obrigatorio de células do
sistema fagocitario mononuclear, o que permite a disseminacdo e multiplicagdo
incontrolada do parasito. A transmissdao ocorre quando as fémeas do mosquito palha
(Lutzomyia longipalpis), ao sugarem o sangue de mamiferos infectados, ingerem
macrofagos parasitados por formas amastigotas da Leishmania. Os parasitos do género
Leishmania em seu ciclo apresentam duas formas evolutivas, forma promastigota
(flagelada e extracelular) e a forma amastigota (intracelular ¢ sem movimentos) (Brasil,
2006).

Retomando, Takahashi et al. (2011) descrevem que o extrato bruto das partes aéreas
de P. ruderale apresentou os valores de concentragdo inibitoria (ICso) de 60,3 e 77,7
pg/mL, respectivamente frente as formas promastigota e amastigota do parasito L.
amazonensis. Os valores de ICso descritos para os tiofenos isolados foram: 5-metil-
2,2".5'2"-tertiofeno (7,7 e 19,0 pg/mL) e 5'-metil- [5—(4—acetoxi-1-butinil)]-2,2'-
bitiofeno (21,3 e 28,7 pg/mL) respectivamente para as formas promastigotas e

amastigotas. Os resultados demonstraram que o extrato de diclorometano, bem como os
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derivados de tiofeno isolados de P. ruderale exibiram forte atividade contra formas
amastigotas, promastigotas e¢ axénicas de L. amazonensis (TAKAHASHI et al., 2011).

Todavia, publicagdes demonstram derivados de tiofenos como sendo obtidos a partir
do metabolismo de fungos endofiticos (DENG et al., 2013; RODRIGUEZ; GIULIETTI,
1995). Complementar a esta informagao, Carvalho et al. (2016 b) e Gupta et al. (2019)
descrevem que devido a relagdo ténue entre as plantas e os microrganismos que habitam
nos tecidos vegetais (endofiticos), pode haver confusdes entre produtos do metabolismo
fingico e do metabolismo vegetal.

Neste contexto, a relagdo entre microrganismos e espécies vegetais merece destaque
para fomentar o conhecimento de substincias bioativas de origem natural, além de serem
promissoras fontes de novas moléculas com potencial terapéutico. Somado a isto,
pesquisas de bioprospeccdo de novas moléculas bioativas apontam que 51% de
compostos isolados de fungos apresentam potenciais aplicagdes farmacoldgicas, sendo
estas relacionadas a sua planta hospedeira (SANTOS et al., 2013). Neste ambito, estudos
de bioprospeccdo de metabolitos fingicos tem sido alvo de estudos visando micro e

macromoléculas (GUPTA et al., 2020).

2.3 BIOPROSPECCAO DE METABOLITOS DE FUNGOS

Segundo Santos e colaboradores (2020), o conceito de bioprospeccdo, pode ser

13

definido como “ extrair produtos da biodiversidade e aplicar no sistema humano”.
Adicionalmente, Saccaro Junior (2011) conceitua a bioprospec¢do como “... a busca por
organismos € partes provenientes de seres vivos em geral que possam ter um potencial
econdmico e eventualmente levar ao desenvolvimento de um produto”. Somado a isto,
autores destacam que para que esta busca por novas moléculas ocorra de uma maneira
equilibrada ¢ de extrema importancia entender que existe uma relagdo entre espécies e
também destas com seu habitat. Portanto a preservagao das espécies e ecossistemas se faz
essencial (SANTOS et al., 2020, IBRAHIM et al., 2016).

Considerando os dados histéricos e a biodiversidade como patrimonio historico e
genético, diferentes vertentes de pesquisas buscam produtos que agreguem valores
econdmicos sem prejudicar o ambiente (SANTOS et al, 2020). Wink (2007) cita o

projeto Genoma Humano, onde diversos genes (proteinas) foram identificados e

correlacionados com doengas, possibilitando utilizar determinadas proteinas como alvos
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para o desenvolvimento de novos farmacos. Outros pesquisadores ressaltam a
necessidade de aumentar o numero de sequenciamentos de diferentes organismos (tanto
eucariotos como procariotos) visando a identificagdo taxonOmica para catalogar ao
maximo a biodiversidade, servindo de ferramenta para conhecimento, bioprospeccao e
preservagao da biosfera (SANTOS et al., 2020).

Em sua maioria, as diversas técnicas de bioprospeccao sao empregadas no estudo de
metabolitos secundérios. Estes sdo compostos organicos produzidos principalmente por
plantas, fungos e bactérias relacionados a processos de adaptagdo e defesa dos organismos
(IBRAHIM et al.,2016, SANTOS, 2020).

Como marco na observagao e aplicacdo de microrganismos ou produtos destes (como
seus metabolitos) para beneficio da sociedade, destaca-se o médico e bacteriologista
escocés, Alexander Fleming. Fleming observou que uma determinada contaminagdo por
fungos (Penicillium) inibiu e/ou reduziu o crescimento bacteriano de suas culturas de
bactérias. Este achado revolucionou a produgdo dos antibidticos e atualmente os
antimicrobianos sdo sintetizados e ou baseados nestes compostos de origem natural
(SANTOS, 2020).

Embora um grande progresso tenha sido feito em bioprospec¢do de fungos, esta area
de pesquisa ainda estd em expansdo (GUPTA et al., 2020; IBRAHIM et al., 2016;
SANTOS, 2020,). Como exemplo, cita-se a producao de acidos carboxilicos oriundos de
metabolismo flingico, como os acidos citrico, gluconico, itaconico e latico que sao
atualmente fabricados por meio de bioprocessos em larga escala. Os acidos tri e di
carboxilicos sdo 4cidos organicos que apresentam propriedades que variam
significativamente com sua estrutura molecular, cadeia de carbono e presenca de outros
grupos funcionais. Devido a sua variedade, esses acidos t€ém amplas aplicagdes como
matérias-primas para produtos em vdrias industrias, incluindo os setores de alimentos,
racdes, agricultura, polimeros e medicamentos (ZHANG et al., 2013).

Muitos acidos dicarboxilicos, incluindo acido fumarico, acido malico, acido succinico,
acido glucérico, e acido itaconico foram citados como principais produtos quimicos que
podem ser produzidos a partir de abundante biomassa renovavel. Os autores reforcam que
os produtos de origem flngica produzidos por meio de bioprocessos podem ser
ambientalmente benéficos e podem criar novas oportunidades com novos mercados para
a industria quimica e farmacéutica (FORTKAMP, 2018; SANTOS et al., 2020; ZHANG
etal., 2013).
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Os autores Gupta et al. (2019) e Ibrahim et al. (2016) abordam que, no ambito
farmacéutico, a utilizacdo de produtos de origem fungica para reduzir o extrativismo de
plantas e dessa forma garantindo sua preservagdo e mantendo a produ¢do de metabolitos
ou produtos derivados de plantas (GUPTA et al., 2019; IBRAHIM et al. 2016). Neste
sentido, observando a variedade quimica proveniente do metabolismo fingico e vegetal,
sabe-se que os metabdlitos secundarios destes podem ser produzidos por algumas vias
biossintéticas comuns, com a participacao de genes especificos que codificam a produgao
de substancias especificas para ambos organismos vivos (fungos e plantas). Acrescenta-
se que parte desta variedade quimica pode ser atribuida a disponibilidade de percursores
e reagdes biossintéticas das plantas hospedeiras (GUPTA et al., 2019).

Do mesmo modo, a diversidade de microrganismos tende a variar de acordo com o
hospedeiro, distribuicdo geografica, idade da planta, condi¢cdes ecoldgicas e sazonais,
incluindo altitude e precipitacio (SANTOS et al., 2013; GUPTA et al., 2019). A
influéncia matua entre microrganismos e plantas ainda ndo sdo muito bem estabelecidas,
pois dependem de diversos fatores incluindo a particularidade de cada organismo vivo.
De forma geral, a relacdo simbiotica entre dois organismos ¢ descrita para praticamente
todos os seres vivos conhecidos. O termo simbiose pode ter sua defini¢do como uma
interagdo entre individuos de deferentes espécies a longo prazo, sendo esta relacdo
evolutivamente benéfica para ambos os individuos, neutra ou benéfica apenas para uma

das partes (GUPTA et al., 2019, SANTOS et al., 2013).

2.3.1 Relaciao mutualistica entre microrganismos e espécies vegetais

A relagdo entre microrganismos e plantas pode ter um ou varios papéis funcionais que
dependem de ciclos de vida do microrganismo, da resposta a estimulos ambientais e de
caracteristicas da planta hospedeira (idade, habitat, entre outros). Assim, a relacio entre
eles pode ser parasitica (relagdo onde o individuo se beneficia do seu hospedeiro,
causando-lhe danos de maior ou menor importancia), comensalistica (relagdo benéfica
para um dos individuos, mas sem prejuizo para o outro) ou mutualistica (relacdo
harmonica, onde ambos os individuos se beneficiam) (SANTOS et al., 2013;
RAJAMANIKYAM et al., 2017).

Segundo Alam e colaboradores (2021), quando diferentes microrganismos ocupam o

mesmo habitat, hd uma competicdo por recursos para nutri¢do, reproducdo e outras
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necessidades ao longo de sua vida. Em compara¢ao com microrganismos que t€ém baixa
adaptabilidade, microrganismos adaptdveis sdo mais propensos a obter recursos e
aumentar sua abundancia quando os recursos sdo insuficientes para atender as
necessidades da comunidade. Para sobreviver, os organismos desenvolveram duas
estratégias, uma delas € produzir substancias quimicas que inibem o crescimento de seus
concorrentes ou elimenem substancias toxicas produzidas por eles e a outra ¢ produzir
substancias quimicas que auxiliem seus produtores. Na segunda estratégia os
microrganismos formam aliangas através de relacdes simbidticas com seus hospedeiros.
Essas relagdes simbidticas permitem que ambas as partes sobrevivam e se reproduzam
com seguranga, mesmo em condigdes extremas.

De acordo com a hipdtese de co-evolugao de longo prazo dentro das comunidades, a
orientacdo mutua de fungos e seus hospedeiros leva cada comunidade a selecionar uma
gama especifica de espécies hospedeiras, permitindo que se acumulem em um eucariotico
especifico. A maioria dessas substancias quimicas produzidas siao metabolitos
secundarios, abrangendo uma variedade de produtos quimicos de baixo peso molecular,
diversos ¢ com efeito funcional direto sobre o crescimento, desenvolvimento e
reproducdo dos organismos que os produzem. Como exemplo, os compostos organicos
volateis sdo um grande grupo de metabolitos que permitem que seus produtores
(incluindo plantas e microorganismos) se defendam contra ataques de patdogenos, ou para
transmitir sinalizac¢des intra ou interespécies durante tais ataques (ALAM et al., 2021).

Portanto, entende-se que existe um equilibrio na relacdo fungo-planta que varia do
mutualismo ao antagonismo, havendo sempre um grau de infec¢ao por parte do fungo e,
ao mesmo tempo, defesa por parte da planta. Entre os fungos que apresentam uma relagao
proxima e geralmente mutualistica com sua planta hospedeira se destacam os fungos
endofiticos (SILVA et al., 2014).

Entende-se como endofiticos, aqueles microrganismos (fungos ou bactérias) que
habitam dentro de diferentes tecidos da planta hospedeira, geralmente nao patogénicos
(GUPTA et al., 2019). Os fungos endofiticos fornecem um expressivo niimero de
produtos naturais bioativos e a relagdo entre endofitico e planta hospedeira pode conferir
vantagem para o fungo, como o fornecimento de nutrientes e substancias necessarias para
completar seu ciclo de vida. Da mesma forma para a planta hospedeira, os compostos

produzidos por endofiticos podem auxiliar as plantas com resisténcia a nematoides,
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insetos e animais, assim como melhorar seu crescimento pela produgdo de fitormdnios
(GUPTA et al., 2019; SANTOS et al., 2013; SILVA et al., 2014,).

Segundo Keller et al. (2005), grande parte da quimica de produtos naturais aborda um
grupo de compostos conhecidos como metabolitos secundarios, abrangendo grupos de
substancias quimicas de baixo peso molecular que costumam ter atividades fisiologicas
expressivas. Como exemplos de metabolitos cita-se: huperizina A isolada da espécie
vegetal Huperzia serrata e posteriormente isoladas de seu fungo endofitico Acremonium
sp., diosgenin isolada de Paris polyphylla var. yunnanensis e posteriormente do
endofitico Cephalosporium sp., camptotecina isolada de Nothapodytes nimmoniana e
posteriormente do fungo Botryosphaeria parva. Por fim os alcaloides da vinca,
vincristina e vimblastina que sdo metabdlitos encontrados na planta Catharanthus roseus
e isoladas respectivamente dos fungos Fusarium oxysporum e Alternaria sp. (SILVA,
2014, ZHAO et al., 2011). As estruturas das substancias citadas encontram-se na Figura

6.

Figura 6. Metabolitos isolados de fungos endofiticos e de suas plantas hospedeiras.
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2.4 FUNGOS ENDOFITICOS
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Como introduzido no topico anterior, os fungos endofiticos t€m uma interagao proxima
com o hospedeiro. Estes microrganismos podem colonizar todos os tecidos vegetais
presentes em folhas, raizes, flores, caules, entre outros, sem causar prejuizo ao seu
hospedeiro. Habitam geralmente o apoplasto, vasos condutores e em alguns casos o
interior da célula (MUSSIi-DIAS et al., 2012).

Devido a sua forma de colonizacdo, os endofiticos dispdem de menor competigao por
espaco e nutrientes, além de prote¢do contra condigdes ambientais desfavoraveis como
radiacdo ultravioleta, temperaturas extremas e déficits de recursos hidricos (GUPTA et
al., 2019). Em troca, os endofitos podem desempenhar fungdes relevantes para a planta
hospedeira como: agdo contra microrganismos patogénicos, promog¢do do crescimento
vegetal incluindo o enraizamento e na quelagao de metais. Além de produzir compostos
quimicos como enzimas fito-hormonios e metabolitos bioativos na defesa do vegetal
(RODRIGUEZ et al., 2009).

Kusari e colaboradores (2011) sugerem que os fungos endofiticos resistem a
toxicidade conferida pela planta hospedeira por alteragdes especificas de residuos de
aminoacidos ou que biodegradem compostos toxicos com a ajuda de enzimas especificas
(KUSARI et al. 2011). Gupta et al. (2019) e Ibrahim et al/ (2016) reforgam que sdo
necessarias abordagens multidisciplinares para entender tais interagdes complexas.

Fan e colaboradores (2022) investigaram a relacdao entre compostos contendo enxofre
e fungos endofiticos. Nesta pesquisa os autores fizeram uma revisdo dos 143 novos
compostos contendo enxofre que foram relatados de 1985 a margo de 2022. Segundo os
autores, entre as atividades biologicas relatadas, 42% dos compostos avaliados pelos
autores apresentaram atividade antimicrobiana, enquanto 37% eram citotoxicos. Os
autores afirmam que esse fato ndo ¢ surpreendente pois a maioria dos medicamentos
antimicrobianos e anticancerigenos aprovados pela FDA sdo produtos naturais ou
derivados de produtos naturais. A maioria dos compostos contendo enxofre (92) eram
peptideos, seguidos por policetideos (38), hibridos (6), terpendides (5) e outros (2). Todos
esses 92 peptideos eram dicetopiperazinas, € os dtomos de enxofre nessas moléculas
derivados principalmente da L -cisteina.

De forma adicional, o enxofre dispde de cinco estados de oxidacdo diferentes, e
moléculas contendo enxofre frequentemente participam de reagdes redox biologicas e
processos de transferéncia de elétrons. Notavelmente, dois aminoacidos essenciais, L-

metionina e L-cisteina, contém um atomo de enxofre, destacando ainda mais a
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importancia e a indispensabilidade do enxofre na biologia (FAN ef al., 2022). Além de
ser um componente estrutural das pontes dissulfeto de proteinas, o enxofre estd presente
em vitaminas (biotina e tiamina), cofatores (S-adenosil-metionina) e nos grupos Fe-S das
cadeias transportadoras de elétrons. Para o metabolismo vegetal o enxofre ¢ um
macronutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas. Em solos
com baixa disponibilidade de enxofre, uma associagdao simbiotica entre plantas e fungos
auxilia na aquisi¢do de enxofre do solo: as plantas obtém nutrientes de seu parceiro
fingico, que em troca recebe agucares da planta. Nessas associagodes, os transportadores
de membrana de fungos e plantas participam da transferéncia de nutrientes para a planta
hospedeira (NARAYAN et al., 2021).

De fato, um quinto (20%) dos medicamentos aprovados pela FDA contém pelo menos
um atomo de enxofre. Essas drogas contendo enxofre tém esqueletos estruturais
diferentes, como sulfonamidas, B-lactamicos, tioéteres, tiazodis, tiofenos, fenotiazinas,
sulfoxidos, tionucleotideos, sulfonas, sulfatos e dissulfetos macrociclicos. Além disso, é
importante observar que muitos medicamentos contendo enxofre sdo produtos naturais
ou seus derivados (FAN et al., 2022).

Segundo Rodriguez e colaboradores (2009), os fungos endofiticos podem ser
subdivididos em quatro classes (Classe 1 até Classe 4) que variam de acordo com:
hospedeiro colonizado, colonizagdo, tipo de transmissdo e funcao ecoldgica. A classe 1
engloba fungos endofiticos Clavicipitaceous, que sdo especificos de gramineas e
conduzem a sua transmissdo de forma vertical e horizontal. A classe 2 engloba
predominantemente o filo Ascomycota e alguns Basidiomycota, realizam transmissdo
vertical e horizontal por meio de sementes e rizomas podendo colonizar diferentes tecidos
da sua planta hospedeira. A classe 3 apresenta transmissao de forma horizontal, ocorrendo
predominantemente nos tecidos acima do solo. A classe 4 apresenta transmissao
horizontal e sdo caracterizados pela coloragdo escura, associados a raizes de plantas e
podem possuir especificidade de hospedeiro (FELIX, 2019).

Gongalves (2013) menciona a hipotese de relagao entre os fungos endofiticos com seu
hospedeiro de antagonismo equilibrado. Nesta relagdo proposta, o endofitico consegue
crescer dentro da planta, evitando a ativacdo do mecanismo de defesa do hospedeiro, sem
causar nenhuma doenca, e essa associacdo permanece assintomatica. Outros autores
complementam e ressalvam que esta associacdo entre os fungos endofiticos e seu

hospedeiro ¢ extremamente complexa e ocorre de forma mutualistica. No entanto, essa
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interacao pode se tornar patogénica quando se encontra em um estado de desequilibrio,
ou at¢é mesmo tornar-se de ocorréncia saprofita quando a planta atinge a velhice
(KELLER et al., 2005). De forma geral, defende-se que a relacdo dos endofitos com as
plantas ¢ muito mais complexa do que apenas um equilibrio sugerido pela hipotese do

antagonismo equilibrado (GUPTA et al., 2019).

2.4.1 Crescimento microbiano e metabolismo fungico

No contexto de produ¢do de metabolitos ao longo do desenvolvimento dos fungos,
sabe-se que os metabolitos primarios sdo compostos essenciais para que ocorra o
crescimento microbiano e desenvolvimento de hifas (quando aplicavel), regulagdo de
metabolismo e metabolismo energético, além de atuar como fonte intermediaria na
biossintese de metabolitos secundarios. Esses produtos primarios normalmente sao
associados com a fase inicial de crescimento do organismo e a produ¢cdo maxima ocorre
ao final desta fase. Exemplos de metabdlitos primarios produzidos em abundancia:
enzimas, gorduras, dcidos organicos, bem como, substancias de baixo peso molecular que
incluem carboidratos, dcidos nucléicos e lipidios (HAMILL et al., 2020).

Segundo Hamill e colaboradores (2020), para uma avaliagdo completa do crescimento
de fungos devem ser levados em conta os processos de crescimento referentes a extensao
do micélio, aumento na massa de células individuais, acimulo de solutos compativeis ou
outras reservas endogenas, crescimento celular, esporulacdo, germinagdo,
desenvolvimento de biofilme, outras formas de diferenciacdo (como exemplo, corpos de
frutificagdo).

Nesta perspectiva, considerando uma populagdo de microrganismos introduzida em
um meio rico em nutrientes, estes apresentam quatro principais fases de crescimento: (1)
fase lag, (2) fase log (logaritmica), (3) fase estaciondria e (4) fase de declinio ou morte.
Essas fases compdem a curva de crescimento microbiano. Na figura 7 apresenta-se um

esquema das principais fases de crescimento fungico, adaptado de Zhang (2013).
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Figura 7. Curva de crescimento ou fases do crescimento fungico.
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As reagdes bioquimicas, fisiologicas e a cinética de crescimento microbiano
geralmente passam por um periodo de laténcia antes de atingir sua taxa maxima. No
contexto da cinética de crescimento microbiano, o periodo conhecido como 'laténcia’, foi
estudado desde o século XIX, sendo aplicado a processos biologicos desde a década de
1680 (HAMILL et al., 2020).

Na fase /ag, as células microbianas ndo aumentam significativamente em nimero, mas
sdo metabolicamente ativas durante toda ou na maior parte desta. Neste periodo, sdo
descritas a ativacdo de vias de sinalizacdo e alteracdes transcricionais que levam a
regulacdo positiva da montagem de proteinas, metabolismo de nucleotideos, biossintese
de lipopolissacarideos, respiracdo e outros processos necessarios para a diferenciacdo e
multiplicagdo. Estas atividades levam a divisdo celular, podem facilitar o crescimento
exponencial e incorporam diversas moléculas provenientes do meio. Ainda, durante essa
fase, os organismos individuais aumentam de tamanho e produzem grandes quantidades
de energia na forma de ATP. Até agora, hd uma escassez de informacdes sobre se a fase
lag ¢ significativa como um indicador de estresse para diferentes tipos de fenotipo de
crescimento (por exemplo, crescimento de colonias filamentosas) e para diferentes taxons
filogenéticos (HAMILL et al., 2020; ZHANG, 2013).

Uma vez que os microrganismos tenham se adaptado ao meio, o crescimento ocorrera
em velocidade exponencial ou logaritmica (fase log). Durante a fase log, os organismos
se dividem na sua velocidade mais répida, sendo geneticamente determinado. Alguns
organismos demoram mais do que outros para irem da fase lag para a fase /og, e nem
todos se dividem precisamente juntos. A medida que o niimero de organismos cresce, os

nutrientes sdo consumidos, os residuos metabdlicos sdo acumulados, o espago pode se
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tornar limitado e os organismos sofrerem por falta de oxigénio. Um fator importante ¢
que, a medida que a disponibilidade de nutrientes diminui as células se tornam menos
capazes de gerar ATP e sua taxa de crescimento se reduz, sendo este o fator limite para o
crescimento logaritmico (HAMILL et al, 2020; ZHANG, 2013).

Quando divisao celular decresce a medida que novas células sao produzidas com a
mesma velocidade com que as células antigas morrem, o nimero de células vivas
permanece constante, representado pela fase estacionaria. A medida que as condi¢des do
meio vao se tornando cada vez menos favordveis para divisdo celular, muitas células
perdem a capacidade de se dividir e morrem caracterizando a fase de declinio ou fase de
morte. Durante a fase de declinio, muitas células sofrem involugdo, ou seja, assumem
uma variedade de formas incomuns o que as torna dificeis de serem identificadas. Em
culturas de organismos formadores de esporos, sobrevivem mais esporos do que células
vegetativas (metabolicamente ativas). A duragdo dessa fase ¢ varidvel (HAMILL et al.,
2020; ZHANG, 2013).

Uma vez que os fungos entram na fase estacionaria de crescimento, os metabdlitos
primarios podem ser novamente biotransformados em decorréncia de estresses exercidos
geralmente pela reducdo ou falta de nutrientes ou oxigénio. Contudo, metabolitos
secundarios sdo derivados de algumas vias biossintéticas comuns que se ramificam das
vias metabodlicas primdrias e sdo muitas vezes produzidos como familias de compostos
relacionados, sendo especificos para grupos de organismos (HAMILL et al., 2020).

Outra abordagem descrita por Fortkamp (2018) afirma que semelhangas de
metabolitos provenientes do metabolismo fliingico e vegetal pode ser decorrente de vias
biossintéticas comuns, geralmente em conjunto com o desenvolvimento morfologico.
Assim, os avancgos recentes em biologia molecular, gendmica e bioinformatica revelaram
a participagdo de genes especificos que codificam a produgdo destas substancias
especifica para ambos organismos vivos, fungos e plantas (GUPTA et al., 2019).

Na Figura 8 ¢ apresentado uma visdo geral das vias metabdlicas centrais dos fungos,
ilustrando o ciclo do 4cido tricarboxilico, que fornece os precursores para biossintese de
varios produtos metabolicos (caixas sombreadas). Segundo Zhang (2013) os metabolitos
secundarios (incluindo penicilinas e micotoxinas) sdo produzidos a partir de varios

precursores, mas principalmente da acetil coenzima A.
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Figura 8. Vias metabolicas centrais dos fungos. Fonte: Zhang (2013).
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Para finalizar o topico, visando a bioprospecc¢ao de metabolitos secundarios de fungos
endofiticos, Gupta e colaboradores (2019) descrevem alguns aspectos cruciais na busca
por fungos endofiticos com potencial bioldgico. Os autores sugerem a busca por estes
microrganismos em plantas com biologia incomum (ou seja, em altitudes muito altas,
desertos, pantanos e pantanos, habitats salinos, florestas tropicais), plantas hospedeiras
com propriedades medicinais e consideragdes etnobotinicas. Ainda, os habitats ndo
explorados podem conter novos fungos endofiticos de interesse farmacéutico. Um bom
estado fisico de um local de amostragem sem sinal da doenga da planta é recomendado
para selecionar as plantas.

Felix (2019) reporta outros habitats que influenciam na maior variedade de fungos
endofiticos como, as florestas tropicais, regides de clima tropical quando comparados
com a producdo obtida em regides de clima temperado. Além do habitat da planta
hospedeira, para investigacdo da diversidade de endofitos encontrados em uma mesma
espécie vegetal ¢ de extrema importancia estudar os métodos de isolamento destes

microrganismos utilizados durante as pesquisas.
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A soma de novos métodos utilizados para o isolamento fingico, bem como a utilizagao
de técnicas moleculares, permitiram estudos mais elaborados € um maior conhecimento
desses micro-organismos nos mais distintos ambientes. Para isto, primeiramente sdo
utilizadas técnicas de esterilizagdo superficial do tecido vegetal para eliminagdo de
microrganismos. Na sequéncia, os tecidos internos sdo fragmentados e distribuidos em
placas de Petri e incubados. Apos o crescimento, as colonias sao isoladas para possibilitar
a preservacao e a identificacdo (microcultivo e/ou andlise gendmica) (STROBEL;
DAISY, 2003; FELIX et al., 2019). A Figura 9 exemplifica 0 método de obtencdo de

fungos endofiticos.

Figura 9. Exemplificagdo de método de obtengdo de fungos endofiticos. Adaptado de

Felix, 2019.
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Desta forma, apds o isolamento a identificagdo macro e microscopica destes
microrganismos associada ao aprimoramento das tecnologias de sequenciamento de DNA
viabilizam a identificagdo de novas espécies de fungos endofiticos. Sendo ainda
associados as mais variadas espécies de plantas em diferentes habitats e regides da flora
brasileira e mundial (Felix, 2019).

Por fim, motivada pela caréncia de dados confidveis de composicdo quimica
disponiveis em literatura para P. ruderale, bem como pela utilizagdo desta planta
medicinal no municipio de Florianépolis (SC) constando na lista de plantas medicinais
do horto didatico de plantas medicinais da Universidade Federal de Santa Catarina, o
presente estudo propde uma avaliagdo quimica mais detalhada sobre esta planta,
comparando diferentes individuos e locais de coleta. Somado a isto, a crescente busca por

biomoléculas de fontes microbianas fomenta a investigacdo dos microrganismos desta
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espécie vegetal, principalmente seus fungos endofiticos foliares. Ressalta-se ainda a
descrita presenca de derivados de tiofenos com expressiva atividade bioldgica que podem
estar associados ao metabolismo fungico. Nao foi encontrada nenhuma publicagdo sobre
a investigacdo de fungos endofiticos para o género Porophyllum (no periodo de 1980 até
janeiro de 2023, utilizando as bases de dados Reaxys, Scifinder, Scopus, Pubmed,

Scidirect e Google académico).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a composi¢ao quimica de Porophyllum ruderale (Asteraceae) e explorar a
comunidade de fungos endofiticos foliares presentes, em busca de metabolitos com

potencial atividade bioldgica.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar os constituintes quimicos de diferentes populagdes de P. ruderale coletadas
em diferentes localidades (estado de Santa Catarina, Parana e sementes cultivadas em
casa de vegetacdo), utilizando a técnica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplado a espectrometria de massa (CLUE-ESI-qTOF).

e Realizar estudo estatistico para comparar o perfil quimico das diferentes coletas e
observar a contribuicdo dos metabolitos secundérios para classificagdo dos grupos
(clusters);

e Realizar estudo do microbioma das folhas de P. ruderale e quando possivel
correlacionar ao perfil quimico obtido do extrato bruto das folhas da planta hospedeira.

e [solar os fungos endofiticos foliares em P. ruderale e avaliar o perfil quimico destes
por CLUE-ESI-qTOF;

e Purificar por Cromatografia de Particao Centrifuga (CPC) os extratos de fungo para

obtencao de metabolitos de interesse.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Para o presente estudo, foram coletados individuos de Porophyllum ruderale em trés
diferentes localidades do Sul do Brasil. Duas amostras foram coletadas no estado de Santa
e depositadas no herbario Flor da Universidade federal de Santa Catarina (UFSC), com
numero de exsicata FLOR0063639 referente as amostras coletadas proximas a praia
(dunas) e FLOR0063635 referentes as amostras coletadas no mangue. Da mesma forma,
a terceira coletada foi realizada no estado do Parana, sob numero de deposito
FLORO0069610.

Apoés a coleta, foram separadas sementes de cada planta coletada (n=40) nas trés
diferentes localidades. As sementes foram submetidas ao processo de desinfecgdo
descrito no item (4.1.1) e posteriormente cultivadas em casa de vegetacdo na
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Para este estudo, foram cultivadas
plantas independentes por 12, 6 € 3 meses apoOs a germinacao das sementes.

Para avaliagdo do microbioma foliar e isolamento de fungos endofiticos foram

utilizados individuos da coleta com o numero de exsicata FLOR0063639, descrito acima.

4.1.1 Germinacao e cultivo das sementes de P. ruderale

O cultivo das sementes foi realizado segundo a metodologia descrita por Yamashita et
al. (2008) com modificagdo. No primeiro momento, as sementes foram lavadas em agua
corrente e secas em temperatura ambiente (25°C). Em seguida, foi realizada a desinfec¢ao
da superficie das sementes (n=40) com etanol 70% (2 min.), hipoclorito de sédio 2,5% (3
min), etanol 70% (1 min.) e lavadas com agua esterilizada (5-6 lavagens). Para o plantio
das sementes germinadas foi utilizada uma mistura (1:1) de solo coletado no local e terra
adubada nao autoclavada. As sementes de P. ruderale utilizadas para germinagdo sao

demonstradas na Figura 10.
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Figura 10. Sementes de P. ruderale em placa de Petri utilizadas para germinagao. Fonte:

A autora.

42  ANALISE DOS PERFIS QUIMICOS DAS PARTES AEREAS DE Porophyllum
ruderale Jacq. Cass (ASTERACEAE) UTILIZANDO A TECNICA DE CLUE-ESI-
QTOF

4.2.1 Preparo das amostras

Amostras de individuos de Porophyllum ruderale coletados em campo (Santa Catarina
e Parand) e cultivadas (Casa de vegetacdo) foram secas por 48h em estufa de circulacao
de ar a 40 °C £ 2 °C. Para a preparacdo do extrato (1:10 m/v), foram adicionados 50 mL
da mistura de metanol e diclorometano (1:1 v/v) sob 5 g das partes aéreas secas. Esta
mistura foi submetida a banho de ultrassom (Ultrasonic Clean 1650 A, Maxi Clean,
Indaiatuba, Brasil) por duas horas. Para a analise por cromatografia liquida acoplada a
espectrometro de massas (CL-EM) o solvente foi removido usando rotaevaporador a
45°C + 2°C. Em seguida, os extratos brutos secos foram reconstituidos com mistura (1:1
v/v) de metanol e acetonitrila (grau HPLC) a 800pg/mL. Como controle de qualidade
(CQ) foi preparado um pool contendo todos os extratosobtidos e chegando a concentragdo
final de 600 pg/mL, utilizando partes iguais de acetonitrila e metanol, ambos de grau

HPLC.
4.2.2 Condic¢oes analiticas
As andlises CLUE-ESI-QTof-EM foram realizadas em um sistema Acquity CLUE H-

Class (Waters, Manchester, Reino Unido) equipado com bomba quaternaria, amostrador

automatico e forno de coluna acoplado a um espectrometro de massa Waters Xevo®G2-
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S QTof (Waters®Co., Manchester, Reino Unido) equipado com ionizagao por eletrospray
e analisadores quadro polo e tempo de voo quadrupolo (QTof). Coluna analitica CLUE
ACQUITY UPC2 BEH 50 mm 2,1 mm 1,7 um 130 A.

A fase moével consistiu de um sistema gradiente contendo 0,1% de acido férmico (A)
e acetonitrila (B) e fluxo constante de 0,3 mL.min"': 0—4 min, 90% (A); 4-6,5 min,
70%(A); 6,5-10 min, 65% (A); 10—12 min, 10% (A), com limpeza e equilibrio da coluna
por Smin. O volume de injecao foi de 3uL.

Os espectros de massa foram adquiridos no modo de ionizagdo positivo (ESI+), com
faixa de massa entre 100-1200 Da. O formato dos dados foi adquirido no modo Centroide
e os parametros ESI+ foram: voltagem capilar 3 kV, voltagem do cone de amostragem
40V, temperatura de dessolvatacio 400°C, temperatura da fonte 80°C, gas de
dessolvatagao/L 800°C.

4.2.3 Desreplicacdo dos extratos analisados

A desreplicacdo das amostras de P. ruderale foi realizada utilizando os dados de
massas de alta resolucdo, os dados obtidos foram processados e comparados com os
relatados na literatura e padrdes analiticos (quercetina, dcido cumarico, acido caféico,
cafeato de etila, luteolina, canferol e rutina) disponiveis nos laboratorios disponiveis nos
laboratorios Central Analitica e Farmacognosia da UFSC. A busca por substancias nas
bases de dados Reaxys® e Scifinder® foi realizada utilizando a féormula molecular obtida
no software MassLynx® (erro <5 ppm) e a identificacdo suportada pela consideracdo

quimiotaxonOmica e perfil de fragmentagao (EM/EM e MS®).
43  ANALISE ESTATISTICA MULTIVARIADA

As analises estatisticas, bem como a interpretacdo dos dados obtidos neste topico foi
realizado em parceria com o Dr. Carlos Eduardo Salles de Araujo, pesquisador na
Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina, Epagri,

Floriandpolis, SC, Brasil.

4.3.1 Meétodo de pré-processamento
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O método de pré-processamento foi realizado usando a ferramenta MarkerLynx®
presente no software MassLynx®. Foram realizadas trés injecdes no CL-EM de cada
amostra de P. ruderale (n=3), totalizando 16 amostras e 61 inje¢des (incluindo 13
amostras de controle de qualidade, QC) indicadas na Tabela 1. Para o método de pré-
processamento foram definidos os seguintes parametros: faixa de massa entre 50 Da e
1200 Da, tolerancia de 0,05 dos valores de massa expressos em Da, limiar de 50.000 em
relacdo a intensidade do sinal cromatografico, erro de massa de 0,5 Da e erro de tempo
de retencdo de 0,3 min. O tempo de retencdo foi corrigido pelo marcador acido
clorogénico (substincia presente no perfil quimico de todas as amostras avaliadas, m/z
355,0951 a 1,25min.). Os espectros de EM foram considerados apenas no modo positivo,
representando todos os picos detectados. No modo negativo, ndo foram observados
muitos ions, sendo que o modo positivo de analise contemplou todas as substancias

detectadas.

Tabela 1. Injecdes (a-c) de cada amostra dos extratos de P. ruderale realizadas no CL-

EM, totalizando 16 amostras e 61 injecdes, em modo positivo de analise.

Grupo Amostra Replicata 1 Replicata 2 Total
Controle de 13
qualidade CQ - -
SC 12 meses la-1c 2a-2¢ 6
SC 6 meses la-1c 2a-2¢ 6
P.ruderale SC 3 meses la-1c - 3
Cultivado PR 12 meses la-1c 2a-2¢ 6
PR 6 meses la-1c 2a-2¢ 6
PR 3 meses la-1c - 3
Estado de 3
Santa Catarina * la-1c 2a-2¢
P. ruderale
Coletado Estado (.16 3
Santa Catarina ** la-1c 2a-2¢
Estado do Parana la-1c 2a-2¢ 3

* Mangue, **praia; SC (Santa Catarina), PR (Parana).

4.3.2 Método de processamento estatistico

Os componentes principais (PCs) de todos os ions detectados no modo positivo

(n=3846) foram computados para reduzir a dimensionalidade e eliminar redundancia. Os
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dados foram centralizados e utilizada a decomposicao de valor singular (SVD) para
calcular os PCs. Desta forma optou-se por trabalhar com os primeiros 23 PCs que
explicaram mais de 99% da variancia do conjunto de dados. Na sequéncia foi construida
uma arvore hierarquica (dendograma), usando a distancia euclidiana ao quadrado
(método de Ward). Além disso, um algoritmo de agrupamento k-medias também foi
usado para verificar a coeréncia do particionamento do agrupamento. O niimero 6timo de
grupos para o método k-medias foi determinado executando testes de trés a doze grupos.
Os valores médios de silhueta foram utilizados como critério de decisao, indicando uma
medida do qudo semelhante uma amostra ¢ do seu proprio grupo em comparagdo com

outros grupos.

44  MICROBIOMA FUNGICO ASSOCIADO AS FOLHAS DE Porophyllum
ruderale (Jacq) Cass.

A andlise do microbioma das folhas de P. ruderale foi realizada pela empresa
GoGenetic, denominada de Microbioma All in (fungos). Conforme dados informados
pela empresa, para andlise de microbioma foi empregado o kit comercial Loccus
DNA em extrator Extracta 32, seguindo-se o protocolo recomendado pelo fabricante. A
qualidade e quantificacdo foram avaliadas por espectrofotometria em Nanodrop
(Thermo). Foi amplificado um segmento de aproximadamente 350 bases da regido ITS2
utilizando-se os primers ITS3F/ITS4R, e as seguintes condi¢des de PCR: 95°C por 3 min,;
25 ciclos de 95°C por 30 seg, 55°C por 30 seg e 72°C por 30 seg, seguido de etapa a 72°C
por 5 min. Os amplicons foram ligados a barcodes dual index Nextera da I[llumina®, nas
seguintes condig¢des: 95°C por 3 min; 08 ciclos de 95°C por 30 seg, 55°C por 30 seg e
72°C por 30 seg, seguido de etapa a 72°C por 5 min. Os produtos foram entao purificados,
reunidos em pools e posteriormente sequenciados no sequenciador “MiSeq” da Illumina,
em pairend de 250bases. As leituras ou “reads” obtidos no sequenciador foram analisadas
na plataforma QIIME2 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) (Caporaso et al.,
2011, 2010), seguindo-se um fluxo de trabalho desde a remog¢ao de sequéncias de baixa
qualidade, filtracdo, remocdo de quimeras e classificacdo taxondmica. As sequéncias
foram classificadas em géneros de fungos através do reconhecimento de Variantes de

Sequéncias de Amplicons (ASVs), com banco UNITE.
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Essa andlise investiga a regido do Espaco Interno Transcrito (ITS) do rDNA dos
fungos, amplificadas por PCR (Reagdao em Cadeia da Polimerase, que consiste na
amplificacdo de uma regido especifica de DNA). A regido ITS estd localizada entre os
genes 18SrDNA e 28SrDNA e pode ser amplificada por iniciadores especificos. Utiliza-
se a regido ITS por ser uma regido que evolui mais rapidamente, podendo variar
intraespecificamente na sequéncia de bases e no comprimento. Por esse motivo esta
técnica ¢ amplamente utilizada para determinar a taxonomia de espécies e géneros
fangicos (MENEZES et al., 2010).

Como amostras para analise do microbioma foram selecionadas folhas de P. ruderale
coletadas nas proximidades da praia da Joaquina no municipio de Floriandpolis — SC.
Para isto, foram realizadas coletas de folhas de individuos saudéaveis (n>5) da espécie e
posteriormente as amostras foram separadas em grupos, contendo cerca de 2 g de folhas
para cada. Destes grupos, quatro amostras foram encaminhadas para a empresa de
biotecnologia GoGenetic e uma para avaliacdo de fungos endofiticos (Item 4.5), as
demais amostras foram armazenadas em freezer -80 como estoque.

A Analise pela empresa GoGenetic incluiu a extracdo de DNA do material enviado
(n=4), amplificacdo da regidao ITS de fungos, sequenciamento em Illumina MiSeq (PE
250b, ~30 mil reads). Foram geradas mais de 100 mil sequéncias por amostra. Contudo,
a maioria delas foi referente a planta. Foram utilizadas apenas as sequéncias classificadas
como fungos. Os resultados incluiram os arquivos de sequéncias representativos, lista de

fungos em percentual e em niimeros absolutos de sequéncias.

4.5 INVESTIGACAO DE FUNGOS ENDOFITICOS DE OCORRENCIA
NATURAL EM Porophyllum ruderale (Jacq) Cass.

Para esta etapa do trabalho, foi utilizado o espago fisico e materiais do Laboratorio de
Microrganismos e Processos Biotecnoldgicos, pertencente ao Centro de Ciéncias
Biologicas (CCB-MIP) da UFSC com auxilio do Prof. Dr. Claudio Roberto Fonseca
Sousa Soares, Dr?. Anabel Gonzalez Hernandez e Dr*Emanuela Pille.

Ressalta-se que os experimentos incluindo procedimentos asséptico e o trabalho com

os fungos foram realizados em fluxo laminar vertical e horizontal (dependendo do
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material a ser manipulado). Os meios de cultura os demais materiais foram autoclavados

durante 20 min a 120° C, conforme procedimento padronizado pelo laboratério.

4.5.1 Selecio do material vegetal

Para esta etapa do estudo, optou-se por utilizar como material vegetal as folhas integras
e saudaveis de P. ruderale. Foram selecionadas as amostrasda coleta realizada nas
proximidades da praia da Joaquina, Floriandpolis (SC campo), analisada previamente na
avaliacdo fitoquimica. A escolha desta amostra foi devido ao habitat hostil em que a
planta se encontra, com exposi¢ao direta a luz solar, pouco recurso hidrico e solo arenoso
(GUPTA et al., 2019), estas recomendacdes serdo discutidas no Item 5 Resultados.
Adicionalmente, pela facilidade de coleta, semelhanga na composi¢ao quimica entre as
amostras e pela facilidade de acesso para futuras coletas optou-se também por avaliar os
fungos endofiticos de ocorréncia natural presentes nas amostras coletadas na casa de

vegetacgdo, cultivadas por 12 meses (SC 12 meses)

4.5.2 Desinfeccao das folhas de P. ruderale

O processo de desinfec¢ao das folhas de P. ruderale (SC campo e SC 12 meses) foi
definido através da avaliagdo dos parametros: tempo e ciclos de contato das folhas com
etanol 70%, hipoclorito de sédio 2,5% e lavagens com agua destilada autoclavada.
Inicialmente foram selecionados trés protocolos (Protocolo 1 - 3) de desinfeccao através
de revisao da literatura. Os protocolos foram selecionados levando em consideragao:
protocolos de desinfec¢dao previamente desenvolvidos para espécies vegetais da familia
Asteraceae e partes da planta (folhas). Posteriormente estes protocolos foram adaptados,
obtendo-se os Protocolos 4 e 5. Sendo eles:

e Protocolo 01: etanol 70% (1min.), hipoclorito de sédio 2,5% (4 min.), etanol 70% (30

seg.) e agua destilada autoclavada (trés lavagens rapidas) (CHAGAS et al., 2018).

e Protocolo 02: etanol 70% (1min.), hipoclorito de sédio 2,5% (5 min.), dgua destilada

autoclavada (trés lavagens de 1 min.) (RIBEIRO et al., 2014).

e Protocolo 03: etanol 99% P.A (1min.), hipoclorito de s6dio 2,5% (6 min), etanol 99%

P.A (30 seg.) e 4gua destilada autoclavada (trés lavagens de 1 min.) (WARDECKI et

al., 2015).
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e Protocolo 04: etanol 70% P.A (1min.), hipoclorito de so6dio 2,5% (4min), etanol 70%
P.A (1 min.) e agua destilada autoclavada (trés lavagens de 1 min.). Adaptado de
Chagas et al. (2018).

e Protocolo 05: etanol 70% P.A (1min.), hipoclorito de s6dio 2,5% (2 min), etanol 70%
P.A (30 seg.) e agua destilada autoclavada (trés lavagens de 1 min.). Adaptado de
Chagas et al. (2018).

A 4gua da ultima lavagem de cada um dos protocolos foi plaqueada (em duplicata) e
utilizada como controle para avaliar se o processo de desinfec¢do foi suficiente para
retirar os microrganismos epifiticos (que habitam a parte externa da folha), estas placas
foram armazenadas por 21 dias a fim de monitorar se houve ou ndo crescimento de

microrganismos.

4.5.3 Selecido dos meios de cultura e método de plaqueamento

Foram avaliados 5 meios de cultura para proporcionar maior recuperagdo de fungos
endofiticos. Para isso avaliou-se o crescimento dos fungos nos meios de cultura: Agar
triptona de soja (TSA), Agar batata dextrose (BDA), Agar Sabouraud (SAB), ISP-2 malte
e meio de aveia (Oat meal) em duas repeticdes de cada. Também foram avaliados os
parametros: tempo de incubacao (14 e 28 dias) e aplicagdo das amostras na placa (folhas
maceradas com salina e folhas cortadas em pequenos fragmentos) incubados em estufa a
temperatura ambiente.

Foram avaliadas duas formas de plaqueamento. Em um primeiro momento trabalhou-
se com o plaqueamento do material vegetal utilizando 3 fragmentos das folhas, cortados
com o auxilio de uma tesoura (autoclavada) em pequenos quadrados de aproximadamente
1x1 cm. A segunda forma de plaqueamento foi utilizando solucdo salina a 8,5 g/L, para
este foi utilizando a propor¢ao de 1:3 g/L de proporg¢ao entre folhas e solugdo salina. 100
puL desse macerado foi aplicado sobre a placa de Petri e espalhado utilizando alca de

Drigalski.

4.5.4 Isolamento das colonias



50

Os materiais fungicos foram purificados e isolados por amostragens sucessivas
(minimo de dois repiques), conforme procedimento padronizado pelo laboratério

(MAITAN, 1998).

4.5.5 Criopreservacao dos fungos isolados

Os fungos endofiticos isolados foram preservados utilizando mistura de glicerol (20%)
e peptona (80%). Para cada fungo isolado, foi adicionado um fragmento da sua colonia &
I mL da respectiva solugdo em ependorfs (n=3) e posteriormente armazenada em freezer
-80. Os fungos isolados também foram armazenados em 1 mL de 6leo mineral

autoclavado, utilizando microtubos(n=3) e armazenados em freezer -80.

4.5.6 Microcultivo de fungos endofiticos isolados

Os fungos isolados obtidos foram agrupados de acordo com as similaridades e aspectos
da colonia. Por obter uma recuperacao maior de fungos extraidos das folhas de P.
ruderale coletadas no campo (SC campo) e estes em sua grande maioria apresentavam
colonias muito semelhantes as obtidas da coleta na casa de vegetagdo (SC 12 meses)
optou-se por realizar o microcultivo utilizando as coldnias obtidas da coleta do campo
(25 fungos isolados).

Para a identificagdo preliminar do fungo foi utilizada a técnica de Riddell (1950)
adaptada. Assim, para a obtencdo das estruturas microscopicas foi realizado o
microcultivo em meio batata dextrose agar (BDA), utilizando material estéril
(autoclavados): placa de Petri de vidro (camara), lamina, laminula, papel filtro hidréfilo
e agua purificada autoclavada.

Em fluxo vertical, foi transferido para cada lamina um cubo de dgar BDA (2 x 2 cm)
no qual fragmentos das colonias do fungo foram semeadas nos quatro cantos do cubo de
agar e na sequencia cobertos com laminula. Por fim o papel filtro foi umedecido com
agua estéril e a camara foi fechada e incubada a temperatura ambiente por 7 e 14 dias.

Ap6s o periodo predeterminado de crescimento do fungo, cada laminula foi retirada
com auxilio de pinga e depositada sobre uma lamina limpa contendo uma gota de
lactofenol. Esperou-se a secagem das laminas em temperatura ambiente € na sequencia

as bordas das laminulas foram vedadas com esmalte incolor e observadas ao microscopio
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(aumento de 20 e 40x). Desta forma, pode-se observar na Figura 11 a representacdo do
microcultivo, bem como a confec¢do das ldminas para observacdo do material fungico
em microscopio oOtico. O crescimento fingico em 7 e 14 dias foi observado e comparado

com literatura (CBS 2011).

Figura 11. Microcultivo e laminas para observacdo do material fiingico em microscopio

Legenda: (A) microcultivo, (B) lamina em 7 dias, (C) lamina em 14 dias.

4.6  TRIAGEM DE METABOLITOS DE FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS DE
Porophyllum ruderale (Jacq) Cass, POR CLUE-ESI-qTOF.

4.6.1 Processo extrativo para triagem de metabdlitos fingicos por CLUE-EM

Todos os fungos que foram submetidos ao microcultivo tiveram seu perfil quimico
analisado por LC-MS nos periodos de 7, 14 ¢ 21 dias. A extragdo foi realizada utilizando
o meio de cultura com o fungo acrescido de acetato de etila como liquido extrator. Na
sequéncia, esse material foi macerado por 2h em banho de ultrassom. As culturas foram
filtradas utilizando gaze e o filtrado foi concentrado e seco. Em seguida, os extratos foram
solubilizados em acetonitrila grau HPLC até concentragdo de 600 ug/mL, filtrados em
membrana PTFE hidrofébica (0,22 pum) e avaliados através de CLUE-ESI-qTOF
conforme descrito no Item 4.2.2 (Condi¢des analiticas).

Todos os cromatogramas foram avaliados quanto a complexidade quimica das
amostras e também a possibilidade de novas substancias. De tal modo foram selecionados
dois fungos endofiticos, e estes foram encaminhados para analise molecular pra
identificacdo das espécies (descritas abaixo, no Item 4.6.2). A sele¢do destes fungos

ocorreu pela identificacdo de substidncias que apresentaram potenciais atividades



52

farmacologicas descritas em literaturas (pesquisas realizadas nas bases de dados Pubmed,
Scifinder e Scopus). Para o fungo identificado como Diaporthe paranensis foram
identificados peptideos com sequencias de aminoacidos nunca descritas para a espécie,
por meio do perfil de fragmentagdo EM/EM dos ions correspondentes. Diante da
complexidade da elucidacao estrutural dos peptideos, optou-se para dar seguimento aos
estudos da presente tese com esta espécie.

O segundo fungo, identificado como Penicillium sp. também apresentou promissores
metabolitos secundarios e foi direcionado para trabalhos de iniciacdo cientifica, ja
iniciados em nosso grupo de pesquisa (mais detalhes serdo apresentados no Item 5,

Resultados).

4.6.2 Identificacdo dos fungos selecionados

Para identificacdo molecular das coldnias isoladas, cada um dos fungos foi cultivado
em meio BDA em placa de Petri. As amostras foram entregues em maos para a empresa
GoGenetic em Curitiba — PR. Segundo informacdes fornecidas pela empresa, a
identificacdo dos microrganismos foi realizada por sequenciamento de DNA (ITS) com
confianc¢a de identidade de 99% para o isolado “Penicillium sp.” (514/515 bases) e 99%
(524/528bases) para o isolado “Diaporthe paranensis”.

4.6.3 Obtencao dos extratos de Diaporthe paranensis

Inicialmente foram preparados aproximadamente 2,5 L de meio de cultura BDA e
distribuidos em 90 placas de Petri. Na sequéncia, foram transferidos pequenos fragmentos
do fungo isolado para cada placa e cultivados a temperatura ambiente por 14 dias. Ao
total obteve-se uma massa de 871g de fungo + meio de cultura. Essa massa foi transferida
para um frasco com capacidade de 5L e macerada com 1,3 L de acetato de etila por 7 dias.
Apos, o material foi filtrado e o solvente foi recuperado. O solvente recuperado foi
utilizado para macerar novamente o mesmo material, por mais 7 dias. O extrato foi seco
sob pressdo reduzida e armazenado em geladeira até sua utilizacdo. Esse processo de
obtengdo e preparo dos meios de cultura, transferéncias dos fungos e extracao foi repetido

duas vezes.
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47 PROPOSTA DE METODO POR CROMATOGRAFIA DE PARTICAO
CENTRIFUGA (CPC) PARA ISOLAMENTO DE PEPTIDEOS DETECTADOS NO
EXTRATO DO FUNGO ENDOFITICO Diaporthe paranensis.

Visando o desenvolvimento de método de isolamento por CPC para isolamento e/ou
obtengao de fragdo enriquecida com peptideos de interesse, o extrato bruto obtido a partir
de coldnias isoladas de Diaporthe paranensis foi submetido ao fracionamento por
cromatografia de parti¢do centrifuga (CPC). Para isto foi utilizado um Cromatdgrafo de
Particdo Centrifuga (CPC), instrumento Armen® modelo SCPC-250- L equipado com
rotor de 250 mL de capacidade acoplado a um sistema Spot Prep II (equipado com uma
bomba quaternaria, detector de arranjo de diodos € um coletor automatico). Os dados
foram processados em software Armen Glider CPC v.5.0 (Armen®). Disponivel na
Central Cromatografica, vinculada ao Laboratoério de Farmacognosia da Universidade

Federal de Santa Catarina.

4.7.1 Eleicao do sistema cromatografico pelo método de “Shake flasck”

Para determinagdo do coeficiente de particdo (Kp) das substancias de interesse, foi
realizado o teste de “Shake flask™. Para isto foram selecionadas diferentes combinagdes
de fases do sistema ARIZONA (Apendice 1). O sistema ARIZONA (ou sua variante
HEMWat) propde modelos bifasicos (de A até Z) de eluentes utilizando: heptano (ou n-
hexano), acetato de etila, metanol e 4gua (BOJCZUK; ZYZELEWICZ; HODUREK,
2017, DA SILVA, 2019), sendo o sistema mais usado em CPC.

Para definir qual o melhor sistema de eluentes para obtencdo dos peptideos, foi
realizado o teste “Shake flask™ que consistiu em adicionar pequena quantidade de amostra
em um tudo de ensaio contendo as combinacdes de fases propostas no Sistema
ARIZONA. Na sequéncia o tubo foi vedado e agitado vigorosamente, observou-se a
separacao das fases superior (upper, U) e inferior (lower, L). Com auxilio de uma micro
pipeta, cerca de 1mL de cada fase foi transferida para novo tubo e secasa vacuo utilizando
speedvac (SPD1010 e SPD2010 Integrated SpeedVac Systems, Thermo Scientific®),
retomadas em 1 mL de acetonitrila grau HPLC, filtradas (tamanho de poro de 0,22 um)

para vials e analisadas por CLUE-EM (Item 4.2.2, condi¢des analiticas).
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Para calculo do KD (coeficiente de parti¢ao), foi utilizada a razdo entre a area de pico
do composto de interesse no cromatograma da fase estaciondria (FE) e a area do mesmo
na fase mével (FM) (BERTHOD, 2017), sendo que para o modo de eluigdo ascendente a
fase inferior corresponde a FE enquanto que a fase superior representa a FM. Para o modo
descendente, essa determinacao foi inversa. Com auxilio do Software MassLynx®, foi
extraida a area do pico correspondente aos peptideos de interesse, o KD foi calculado

segundo a féormula:

K. = Arg
PTA
FM
Onde,
Arg =drea da substancia de interesse na fase estacionaria do sistema para CPC.

Arm = area da substancia de interesse na fase mével do sistema para CPC.

Para o presente estudo, o Sistema N do modelo ARIZONA se mostrou o mais
adequado, obtendo-se valores de Kp entre 1 e 2. Para este sistema foi utilizado a mistura
dos solventes: hexano: acetato de etila: metanol e agua purificada nas propor¢des de

1:1:1:1, ou seja, em partes iguais.
4.7.2 Condicoes de analise por CPC

As condigoes de anélise foram: “Fase de preenchimento” do rotor durou 10 min, com
fluxo de 30mL/min, 500 RPM com 100% de fase estacionaria. “Fase de equilibrio”
durou 10 min, com fluxo de 8 mL/min, 2000 RPM com 100% de fase modvel, nesta fase
observou-se que a porcentagem de perda da fase estaciondria foi de 80%. “Fase de
analise” durou 90 min. com fluxo de 8 mL/min, 2000 RPM com 100% de fase movel.
“Fase de extrusao” durou 30 min com fluxo de 15 mL/min, 2000 RPM com 100% de
fase estacionaria. Ao total foram obtidas 92 fragdes.

O preparo da amostra foi realizado utilizado 500 mg do extrato bruto solubilizado em
10 mL de mistura de fase inferior e fase superior (1:1), filtrados em filtro PTFE de 22
um. O monitoramento das fracdes foi realizado utilizando CCD e CLUE-EM.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO FITOQUiMICA DE EXTRATOS OBTIDOS A PARTIR DE
DIFERENTES COLETAS DE Porophyllum ruderale (Jacq) Cass. POR CLUE-ESI-
qTOF.

Analises por CLUE-ESI-QTof EM foram realizadas para comparar e caracterizar os
principais metabolitos secundarios presentes em individuos de P. ruderale obtidos por
cultivo em casa de vegetacdo por 12, 6 e 3 meses e por coleta em campo nos estados do
Parand (PR) e Santa Catarina (SC). Essa comparacdo foi feita pela primeira vez na
literatura.

Para controle interno foi preparado um pool de amostras, contendo uma aliquota de
cada uma das preparagdes de P. ruderale. Este controle foi denominado controle de
qualidade (CQ), sendo representativo para todas as amostras e monitorado entre as
analises cromatograficas. O cromatograma obtido (EM) do CQ ¢ apresentado na Figura
12, com os picos identificados por ordem de eluigdo. Os metabolitos secundarios foram
caracterizados quanto ao tempo de retencdo (Tr), perfil de fragmentagido (EM/EM e EMF)
e comparacao com padrao analitico ou com bases de dados (Scifinder, Reaxys e Chemnet
database). Na sequéncia, as substancias identificadas foram sumarizadas na Tabela 2. Os

espectros de massas e os cromatogramas de cada extragdo encontram-se em Apéndices.

Figura 12. Cromatograma do Controle de Qualidade (QC) dos extratos obtidos de P.

ruderale, no modo positivo de analise (ESI +).
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Observacao. Todos os picos nao anotados sdo impurezas observadas no branco.
Considera-se “branco” o solvente utilizado para as andlises de CLUE-EM", sendo

analisado nas mesmas condigdes das amostras.

Pico 1 com Tr 0,47 min e m/z 381,0797), foi identificado como maltose [2 Hex + K]".
Foi observado que o ion precursor apresentou perda de 162 Da, correspondendo a uma
hexose e produzindo o ion fragmento m/z 219,0697. Polissacarideos e dissacarideos sdo
um dos principais componentes da dieta humana (LOVEGROVE et al., 2017). Estas
substancias podem ser encontradas no metabolismo de plantas, animais e
microrganismos, sendo conhecidas por seu alto valor nutritivo para a saude humana.
Alguns polissacarideos importantes, como mucilagem e gomas, tém aplicagdes nas areas
médica, cosmética, farmacéutica, nutracéutica e alimenticia (VAN DAM et al., 2017). Na

Figura 13 ¢ apresentada a estrutura quimica da maltose.

Figura 13. Estrutura quimica da maltose.
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Pico 2 com Tr 1,25 min e m/z 355,1027 [Ci6H1909 + H] *, foi identificado como
1sdmero do acido cafeoilquinico. Este ion precursor produziu fragmentos diagndsticos
com m/z 135,0447 (perda da por¢do cafeoil mais uma molécula de CO), m/z 163,0397
(acido cumarico) e m/z 181,0500 (perda da por¢do correspondente ao acido quinico). O
padrao de fragmentacdao sugerido corrobora com a descrigdo de Carvalho (2016) e
Nascimento et al. (2020). Esta classe de substancias foi previamente identificada na
familia Asteraceae (ATHAYDE et al., 2021; NASCIMENTO et al., 2020). Na Figura 14

¢ apresentada a estrutura quimica do acido cafeoilquinico.
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Figura 14. Estrutura quimica do acido cafeoilquinico
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Os picos 3, 6, 7 ¢ 10 foram observados em Tr: 2,172 min, 3,657 min, 3,657 min e
4,012, respectivamente com o mesmo valor de massa m/z 517,1341 [C2sHasO12 + H] .
Esses metabdlitos foram identificados respectivamente como acido 1,4-dicafeoilquinico,
acido 1,5-dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico e acido 4,5-dicafeoilquinico. Estes
fons produziram os seguintes fragmentos diagnoésticos de EM/EM: m/z 337,0923
produzidos ap6s uma perda de acido caféico, m/z 181,0500 correspondente ao ion acido
caféico (perda de acido quinico) e m/z 163,0396 correspondente ao cation relacionado ao
acido caféico com perda de uma molécula de dgua. Os padrdes de fragmentagdo sdo
consistentes com os previamente relatados por Nascimento et al. (2020) e Athayde et al.
(2021). Além disso, a ordem dos tempos de retencdo desses ions precursores
correspondeu aos relatados por Pawlowska e colaboradores (2022). Na Figura 15 sdo
representados os dcidos 1,4-dicafeoilquinico, 1,5-dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico e

4,5-dicafeoilquinico.

Figura 15. Estrutura quimica das substancias acido 1,4-dicafeoilquinico, acido 1,5-

dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico e acido 4,5-dicafeoilquinico.
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O pico 11 observado em Tr 4,249 min com m/z 657,1445 [C31H23016 + H]") foi
identificado como galoil-dicafeoil-glicose(isdmero). O fragmento diagnéstico de MS/MS
correspondeu a perda de 4cido caf€ico em m/z 337,0923, e do fragmento de ion acido
caféico desidratado em m/z 163,0396. Esses fragmentos foram produzidos a partir da
fragmentacao do esqueleto de dicafeoil (NASCIMENTO et al., 2020). Na Figura 16 ¢

representada a estrutura quimica do galoil-dicafeoil-glicose (isdmero).

Figura 16. estrutura quimica do galoil-dicafeoil-glicose (isdbmero).
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O pico 4 em Tr: 3,213 min apresentou o ion precursor m/z 303,0503 [CisH; 107+ H]".
A estrutura da quercetina foi atribuida a esse metabdlito com base nos fragmentos MS®
observados em m/z 285,0397 e m/z 257,0448, correspondendo a perda de H,O (-18 Da) e
CO (-28 Da), respectivamente. Além disso, Pawlowska et al. (2022) descrevem a
deteccao e isolamento de derivados de quercetina de P. ruderale. Na Figura 17 ¢

apresentada a estrutura quimica da quercetina.

Figura 17. Estrutura quimica da quercetina.
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Pico 5 em Tr: 3,214 min com m/z 465,1027 [C21H21012 + H]" forneceu um fragmento
de ion com m/z 303,0506, correspondente ao valor de massa do pico 4. A diferenca entre
este fragmento e o ion precursor ¢ 162 Da sendo consistente com a perda de uma hexose.
A aglicona foi identificada como quercetina com base nos valores de massa m/z 285,0397
(perda de H-O, -18 Da) e m/z 257,0448 (perda de CO, -28 Da) e consideracdes
quimiotaxonomicas (PAWLOWSKA et al., 2022). Esse composto foi identificado como
quercetina glicopiranosidio (isoquercitrina) (Figura 18) e seu padrdo de fragmentagdo
corrobora com os relatados por Perlatti et al (2016), principalmente a fragmentacao

devido a perda de porg¢des glicosidicas de flavonoides glicosilados.

Figura 18. Estrutura quimica da isoquercetina.

Da mesma forma, o Pico 12 foi identificado como galoilquercitrina (Tr: 4,249 min,
m/z 601,1186 [C2sH25015 + H]"). Foi observado no espectro de MS® o ion fragmento com
m/z 299,0774, correspondendo a perda de massa do flavonoide (quercetina), e o
fragmento ion m/z 281,0672 sugeria uma perda de dgua (-18 Da) a partir de m/z 299.0774.
A presenca foi fragmento de massa correspondente a aglicona (quercetina) em m/z
303,0500 ja foi previamente descrita na literatura (FRAIGE et al., 2017). Na Figura 19 ¢

apresentada a estrutura quimica da galoilquercitrina.
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Figura 19. Estrutura quimica da galoilquercitrina.
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Na sequéncia, os picos 8 ¢ 9 foram identificados como dois flavonoides isoméricos de
posic¢do, nomeadamente luteolina e canferol, respectivamente (Tr: 3,692 min e 3,941 min;
m/z 287,0554 [CisH1106 + H]"). O padrido de fragmentagdo de ambas as substincias
revelou em ESI (+), o ion base em m/z 259,0455 formado pela perda de CO (28 Da). Essas
substancias foram identificadas por meio de padrdes injetados nas mesmas condigdes das
amostras. O tempo de retencao forneceu informagdes de que a luteolina apresentou menor
tempo de retengdo do que o canferol, nas condigdes analiticas propostas (fase movel e
tipo de coluna, C18). Este achado est4 de acordo com o trabalho relatado por Pawtowska
et al. (2022) e Nascimento et al. (2020). Na Figura 20 sdo apresentadas as estruturas

quimicas das substancias propostas, luteolina e canferol.

Figura 20. Estrutura quimica das substancias luteolina e canferol.

luteolina canferol

A estrutura atribuida aos picos 13 a 29 foi sugerida como sendo derivados de
wedelosideos (diterpeno aminoglicosideo derivado de caurano, Figura 21) ou um
composto relacionado, relatado pela primeira vez em P. ruderale. A estrutura proposta
para os picos 22 e 23 sdo sugestivos de isomeros da bifloratoxina, uma substincia toxica

e potencialmente antitumoral (EICHHOLZER et al., 1981 e MACLEOD et al., 1990).
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Figura 21. Estrutura quimica do diterpeno aminoglicosideo derivado de caureno,
Bifloratoxina.
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Os picos 22 e 23 apresentaram o mesmo valor de massa com diferentes tempos de
retencdo (Tr: 6,330/6,896 min, m/z 946,4407 [CssHesNO1s + H]"). Ambos os isdmeros
mostraram caracteristicas de fragmentagcdo semelhantes fornecendo os ions fragmentos
de m/z 928,4325 da perda de H>O (-18 Da) e m/z 800,3859 da perda de uma deoxi-hexose
(-146 Da). Um fragmento com m/z 782,3748 também foi observado na sequéncia,
possivelmente devido a perda de uma molécula de agua do fragmento m/z 800,3859 e/ou
perda da por¢do hexose (162 Da) do fragmento m/z 928,4325. O ion m/z 782,3748
apresentou valores de massa menores, como m/z 764,3641 ap6s a perda de uma molécula
de agua e o fragmento com m/z 720,3743 apos eliminagdo de CO; e H>O (62 Da). Ja o
ion fragmento m/z 800,3859 produziu os seguintes fragmentos: m/z 722,3535 [perda de
CH:CO], m/z 704,3637 [perda de H>O], m/z 616,3633 [perda de 2(CO»)], m/z 598,3527
[perda de H,O], m/z 520,3057 [perda de anel aromatico], m/z 436,1975 [perda de porcao
isobutil] e m/z 418 [perda de H20 ]. A proposta de fragmentacdo para a biflorotoxina

encontra-se na Figura 22.
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Figura 22. Perfil de fragmentagdo para o ion percursor com m/z 946 (pico 22),

identificado como bifloratoxina (isdmero), no modo positivo de ionizagao (ESI+).
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Além disso, picos 13 a 21 (Tr 4,686 min, m/z 918,4102 [C46HssNO15 + H]+), (TR:
4,717 min, m/z  920,4256 [CssHesNO1s + H]+), (Tr: 5,164 min, m/ z 962,4355
[C4sHesNO19 + H]+), Tr: 5,166 min, m/z 944,4243 [C4sHesNO18 + H]+), (Tr: 5,201 min,
m/z 960,4208 [C4gHessNO19 + H]+), (Tr: 5,514 min , m/z 960,4210 [C4gHessNO19 + H]+),
(Tr: 5,717 min, m/z 1002,4298 [CsoHssNO20 + H]+), (Tr: 5,998 min, m/z 916,4307
[C47HesNO17 + H]+), ( Tr: 6,156 min, m/z 1002,4301 [CsoHssNO20 + H]+) e picos 24 a
29 (TR: 6,972 min, m/z 860,4409 [n.d.]), (Tr: 7,019 min, m/z 944,4246 [C4gHessNO1s +
H ]+), (Tr: 7,686 min, m/z 902,4514 [n.d.]), (Tr: 9,807 min, m/z 518,3238 [C33H44NO4
+ H]+), (Tr: 10,348 min, m/z 888,5304 [C4sHesNO1s + H]+), (TR: 10,457 min, m/z
496,3399 [C31H4NO4 + H]+). Os ions descritos acima apresentaram composi¢ao
elementar e perfil de fragmentacao semelhantes aos isomeros da bifloratoxina (Pico 22 e
Pico 23). As estruturas propostas para alguns dos derivados de diterpenos
aminoglicosideos wedelosideos encontrados em amostras de P. ruderale encontram-se na

Figura 23.
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Figura 23. Propostas de estruturas para os derivados de diterpenos aminoglicosideos

wedelosideos encontrados em amostras de P. ruderale.

CasHeaNO1g" CgHesNO1g* Ca7HesNO17"
m/z918.4118 m/z 944.4274 m/z916.4325
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r;)/ HO °© o~ O
0. .0 0s_O o

ﬁ/

o

OH

Picos 16 e 25
(isomeros)

CagHeeNO 19" CagHeeNOsg" CasHesNO16"
m/z 960.4224 m/z 946.4431 m/z 888.4376
%)% Ho M
oH 070 >\>\
H

Picos 17,18 e 24 Picos 22 e 23
(isomers) (isomeros da bifloratoxina)

Utilizando a composi¢do elementar calculada, comparamos a estrutura quimica do
pico 22 (C4gHesNOig) com as estruturas dos picos 13-21 e 24-29. A partir dessa
comparacdo, observou-se que o Pico 13 (Cs6He4NO1s) possui uma diferenga de CoHs (28
Da) em sua composi¢do elementar quando comparado com o Pico 22. Além disso, a
comparag¢do deste com outros picos revelou as seguintes diferencas: pico 14 (C2Hz), 15
(0), 16 (H2), 17 (H20), 19 (C202), 20 (CH20), 21 (C202), 24 (ndo identificado), 25 (Hz),
26 (ndo identificado), 27 (C15sH24014), 28 (C2H202) € 29 (C17H22014).

Possivelmente as diferencas entre os picos 13-21 e 24-29 incluiram principalmente
variacoes no radical isobutil (R-CH»-(CH3)2). Por exemplo, para o Pico 13 foi observada
apresencga do radical etil (R-CH>-CH3) em vez de isobutil. Para os picos 16 e 25 verificou-

se a presenca de isobutileno (R-CH2-CH-CH3-CHb»), enquanto para o pico 20 a presenga



66

do radical propil. Os picos 17, 18 e 24 possivelmente apresentam diferenca na por¢ao do
agucar, sugerindo a presenca de hexoses (162 Da) em vez de deoxihexose (146 Da). Além
disso, para o pico 24 foi observado uma possivel presenca de isobutileno em vez de
isobutil. As diferencas sugeridas na estrutura quimica observadas nos derivados
diterpenos aminoglicosideos wedelosideos foram baseadas na formula molecular e no
padrao de fragmentagdo de cada ion para analise de massa em sequéncia.

A estrutura proposta para os derivados de diterpenos aminoglicosidicos encontrados
em amostras de P. ruderale foi desenhada a partir da composi¢ao elementar proposta pelo
software MassLynx®, com erro inferior a Sppm e fragmentos obtidos por EM/EM e EME,
A proposta do esqueleto da bifloratoxim foi proposta em 1990 por Macleod & Oelrichs,
sendo isolada das partes aéreas do género botanico Wedélia (atualmente Sphagneticola),
pertencente a familia Asteraceae.

Os picos 33 ¢ 34, (Tr: 11,006 min e 11,9079 min a m/z 352,2687 [C21H3604 + H]")
foram identificados como isdomeros de linolenoilglicerol (Figura 24), usando ions de
fragmento MS°m/z 299,1279, m/z 317,3008 ¢ m/z 335,2580 sugerindo perda de trés
moléculas de d4gua (H20, -18 Da).

Figura 24. Estrutura quimica de linolenoil glicerol

= A = O/\/\OH

OH

O feoforbideo, um metabodlito da clorofila derivado de plantas, foi atribuido como a
estrutura proposta para os picos 35 e 36 (Tr: 12,700 min a m/z 623,2864 [n.d.]), (Tr:
13,156 min a m/z 607,2914 [C3¢H3sN4Os + H]") . Essas substancias foram previamente
descritas por Kamarulzaman e colaboradores (2011) para a familia Piperaceae. As
estruturas quimicas dos derivados hidroxi-metil-feoforbide e metil-feoforbide encontram-

se na Figura 25.
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Figura 25. Estruturas quimicas dos derivados hidroxi-metil-feoforbide e metil-

feoforbide.

hidroxi metil feoforbide metil feoforbide

As estruturas propostas para os derivados wedelosideos diterpénicos aminoglicosideos
(esqueleto caurano) encontrados em amostras de P. ruderale foram estabelecidas por
dados de espectrometria de massas de alta resolugao usando o esqueleto de bifloratoxina
(Macleod & Oelrichs, 1990).

Os dados UPLC-ESI-QToF-MS/MS permitiram caracterizar 36 substancias, incluindo
acidos fendlicos, derivados de diterpeno aminoglicosideo, acidos graxos e derivados de
clorofila. Dessas, 21 substancias supostamente identificadas como derivados diterpénicos
aminoglicosideos wedelosideos, descritos pela primeira vez em Porophyllum ruderale
Jacq. Cass (Asteraceae), uma planta comestivel ndo convencional.

De forma a complementar informacdes sobre a toxicidade desta espécie vegetal,
Viazquez-Atanacio e colaboradores (2021) compilaram dados sobre a toxicidade de
Porophyllum (espécies do género). Segundo seu trabalho, os tiofenos isolados de P.
ruderale apresentaram baixos niveis de toxicidade para células humanas (indice
hemolitico < 10% a 500 pg/mL). O 6leo volatil de P. linaria apresentou baixa toxicidade
sobre macréfagos TPH-1 (LD50= 10,90 pug/mL) e Artemia salina (2301,07 pg/mL).

Segundo Klingenberg (2008), compostos como o wedelosideo (derivado diterpeno
aminoglicosideo) apresentam potencial como inibidores de alta afinidade da troca
ADP/ATP. Segundo o autor, o diterpeno glicosilado atractilosideo (ATR) foi descrito
como o principio toxico do cardo Atractylis gummifera (Asteraceae). O efeito inibitorio
do ATR no processo de fosforilacdo oxidativa foi previamente reportado, estando

associado a presenca de dois grupos sulfato e também do grupo carboxila presente na
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estrutura do ATR. Contudo, a estrutura do wedelosideo ¢ semelhante a ATR (Figura 26),
o que as difere ¢ a auséncia de grupos sulfato no wedelosideo, mas em contrapartida
apresenta cadeias laterais hidrofobicas ligadas ao residuo de glicose, os autores reportam
que esta por¢do hidrofobica do aminoglicosideos diterpénicos pode estar associada com
a sua toxicidade, sendo considerado uma toxina, devido a sua potencial liga¢ao a proteina
carreadora ADP/ATP mitocondrial (Eichholzer et al., 1981; MacLeod et al., 1990;
Klingenberg, 2008).

Figura 26. Estrutura quimica do atractilosideo (ATR).
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Por outra via, segundo Vazquez-Atanacio et al. (2021), Porophyllum representa um
dos géneros de plantas pré-hispanicos mais utilizados na medicina popular neotropical.
Além disso, existem poucos estudos sobre sua toxicidade, o que poderia indicar que as
plantas desse género sdo bem toleradas para consumo humano.

Na sequéncia ¢ apresentada a Tabela 2, que contempla as informagdes dos compostos
caracterizados em amostras de P. ruderale por CLUE-ESI-QToF-EM", no modo positivo
de analise (ESI+). Sao apresentados: nimero do pico observado no cromatograma do CQ
(controle de qualidade), tempo de retengdo (Tr) em minutos, m/z, composicao elementar,
erro (ppm), principais fragmentos (EM/EM e MS®), proposta de susbtancia e em qual

amostras estas substancias foram encontradas.
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Tabela 2. Compostos caracterizados em amostras de P. ruderale por CLUE-ESI-

QToF-EM", no modo positivo de analise (ESI+)

Pico n° TR m/z Composi¢io Erro MS/MS ou MS* Proposta de Amostra
(min) [M+H]* elementar (ppm) fragmentacio identificacao
SC-12mes, SC-6mes,
PR-12mes, PR-6mes,
1 0,47 381,0797 CpH»01, n.d 219,0697 maltose PR-3mes, SC-campo e
PR-campo.
SC-12mes, SC-6mes,
acido SC-3mes, PR-12mes,
135,0447, 163,0397; ) )
2 1,25 355,1027 Ci6H1909 0,6 181.0500 cafeoilquinico PR-6mes, PR-3mes, SC-
’ (isomero) campo e PR-campo.
SC-12mes, SC-6mes,
acido 1,4 - di
PR-12mes, PR-6mes,
163,0396; 337,0923; cafeoilquinico
3 2,172 517,1338 CysH5012 0,2 . PR-3mes, SC-campo e
181,0500 (isomero)
PR-campo.
SC-12mes, SC-6mes,
) SC- 3mes, PR-12mes,
4 3,2137 303,0503 Ci5sH1107 0,3 257,0448; 285,0397 Quercetina
PR-6mes, PR-3mes, SC-
campo e PR-campo.
PR-12mes, PR-6mes,
257,0448; 285,0397;  quercetina PR-3mes, SC-campo e
5 3,2144 465,1027 CyH2012 0,0
303,0506 glicopiranosideo PR-campo.
SC-12mes, SC-6mes,
acido 1,5 - di
PR-12mes, PR-6mes,
163,0396; 337,0923; cafeoilquinico
6 3,6572 517,1341 CysHy5012 0,2 PR-3mes, SC-campo e
181,0500 (isomero)
PR-campo.
SC-12mes, SC-6mes,
acido 3,5 - di
163,0396; 337,0923; SC-3mes, PR-12mes,
7 3,6572 517,1341 CysHy5015 0,2 cafeoilquinico
181,0500 . PR-6mes, PR-3mes.
(isomero)
8 3,6924 287,0554 Cy5H,106 -1,0 269,1754 luteolina SC-campo.
9 3,9418 287,0554 CisHp10¢ 0,7 269,1754; 259,0807 canferol SC-campo.
PR-12mes, PR-6mes,
acido 4,5 - di
PR-3mes, SC-campo e
10 4,0123 517,1341 CysHas012 3,0 163,0396; 337,0923 cafeoilquinico
. PR-campo.
(isomero)
) ) . SC-12mes,  SC-6mes,
163,0396; 337,0923;  dicafeoil-galoil-
11 4,2499 657,]445 C;IHngm 0,5 SC- 3mes.
355,1029; 495,1137 glicosideo
12 4,3889 601,1186 Cy3Hy5015 1,3 303,0628; 449,1078 galoilquercitrin SC-campo.



13

14

15

16

17

18

4,686

4,7176

5,1649

5,1661

5,2018

5,5142

918,4102

920,4256

962,4355

944,4243

960,4208

960,4210

C46HeaNO 5

Cs6HeeNO1s

CysHesNO o

CasHeeNO 5

CuysHesNOo

CysHegNO 19

0,0

1,4

32

418,2377;  436,2165;
492,2745;  539,2165;
568,3003; 570,3214;
586,3163;  595,1749;
630,3061; 674,3324;
692,3428;  700,2463;
754,4855;  772,3536;

884,406; 900,4005

296,2704;  540,2445;
641,1506;  774,3690;
814,3632; 902.4154

436,1970;  580,2400;
648,3017;  780,3583;
798,3693;  814,3655;

926,4147; 942.4117

418,2377;  500,2795;
578,3265; 580,2425;
596,3371;  614,3476
690,8505;  700,3480;
718,3555;  762,4351;
758,33,74;  780,3590;
798,4621;  860,4420;
926,5300

418,2378;  534,2326;
598,3527; 604.0011;
630,3740;  648,3743;
650,3864;  688,3848;
734,4452;  764,3641;
778,4471;  798,3695;
796,4600; 812.3701;

814,4728; 942,5383

418,2378;  534,2326;
598.3527;  604,0011;
630,3740;  648,3743;
650,3864;  688,3848;
734,4452;  764,3641;
778,4471;  798,3695;
796,4600; 812,3701;

814,4728; 942,5383

diterpeno
aminoglicosidico

(isomero)

diterpeno
aminoglicosidico

(isomero)

diterpeno
aminoglicosidico

(isomero)

diterpeno
aminoglicosidico

(isomero)

diterpeno
aminoglicosidico

(isomero)

diterpeno
aminoglicosidico

(isomero)
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SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,
PR-6mes, PR-3mes, SC-

campo e PR-campo.

SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,
PR-6mes, PR-3mes, SC-

campo e PR-campo.

SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,
PR-6mes, PR-3mes, SC-

campo e PR-campo.

SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,
PR-6mes, PR-3mes, SC-

campo e PR-campo.

SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,
PR-6mes, PR-3mes, SC-

campo e PR-campo.

SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,
PR-6mes, PR-3mes, SC-

campo e PR-campo.



19

20

21

22

23

24

5,7172

5,9983

6,1569

6,3306

6,8968

6,9721

1002,4298

916,4307

1002,4301

946,4407

946,4405

860,4407

C50H68NOZO

C47HeeNO 17

CsoHesNO2o

CysHegNOg

CysHesNO g

CysHegNO 19

1,5

14

2,8

-1,5

3,0

434,1808;
718,8288;
814,3646;
984,4210

492,2745;
584,3371;
674,3324;
692,3429;
770,3747,
754,3798;
898,4220

434,1808;
718,8288;
814,3646;
984,4210

418,1889;
492,6384;
582,2565;
616,3633;
681,8395;
720,3743;
746,3535;
782,3748;
800,3859;
928,4325

418,1889;
492,6384;
582,2565;
616,3633;
681,8395;
720,3743;
746,3535;
782,3748;
800,3859;
928,4325

418,2378;
598,3527;
630,3740;
650,3864;
734,4452;
778,4471;
796,4600;

520,6924; )
diterpeno
796,3494;
aminoglicosidico
902,4163; .
(isomero)
440,2795;
588,3684;
682,3222; )
diterpeno
734,4295,
aminoglicosidico
752,4412; )
(isomero)
770,4578;
520,6924;
796,3494; diterpeno
902,4163;  aminoglicosidico
(isomero)
436,1975;
520,3057;
598,3527;
676,3844;
Bifloratoxina
704,3637; (di
iterpeno
722,3535; -rp ) .
aminoglicosidico)
764,3641;
785,3964;
857,9014;
436,1975;
520,3057;
598,3527;
676,3844;
Bifloratoxina
704,3637, (i
iterpeno
722,3535; P
aminoglicosidico)
764,3641;
785,3964;
857,9014;
534,2326;
604,0011;
648,3743;  diterpeno
688,3848;  aminoglicosidico
764,3641;  (isomer)
798,3695;
812,3701;

814,4728; 942,5383
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SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,
PR-6mes, PR-3mes, SC-

campo e PR-campo.

SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,
PR-6mes, PR-3mes, SC-

campo e PR-campo.

SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,
PR-6mes, PR-3mes, SC-

campo e PR-campo.

SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,
PR-6mes, PR-3mes, SC-

campo e PR-campo.

SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,
PR-6mes, PR-3mes, SC-

campo e PR-campo.

SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,
PR-6mes, PR-3mes, SC-

campo e PR-campo.



25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

7,0192

7,6863

9,8071

10,3488

10,457

10,4975

10,5029

10,8367

11,0062

11,9079

12,7007

944,4246

902,4514

518,3238

888,5304

496,3399

277,2166

295,2271

474,3787

353,2687

35,2675

623,2864

CysHeeNO s

n.d

C33H4sNO4

C46H66N01 6

C31H4eNO4

n.d

CioHsN

n.d

C21H3704

C21H3704

C36H38N405

-1,6

n.d

-3.6

n.d

0,3

n.d

32

n.d.

418,2377;  500,2795;
578,3265; 580,2425;
596,3371;  614,3476
690,8505;  700,3480;
718,3555; 762,4351;
758,33, 780,3590;
798,4621; 860,4420;
926,5300

n.d

518,3251

378,2371; 474,0621;
524,3140; 618,3061;
664,2692; 706,3742;

724,3701; 742,4549

496,3401

n.d

n.d

n.d

299,1279;  317,3008;
335,2580; 353,2691

299,1279;  317,3008;
335,2580; 353,2691

n.d

diterpeno
aminoglicosidico

(isomer)

diterpeno
aminoglicosidico

(isomer)

Diterpeno caurano

(isémero)

diterpeno
aminoglicosidico

(isomer)

diterpeno
aminoglicosidico

(isomer)

ni

aminononodecano

mono linolenoil

glicerol (isdmero)

mono linolenoil

glicerol (isdmero)

feoforbideo
(derivado de

clorofila, isdomero)
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SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,
PR-6mes, PR-3mes, SC-

campo e PR-campo.

SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,
PR-6mes, PR-3mes, SC-

campo e PR-campo.

SC-campo e PR-campo.

SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, SC-campo e
PR-campo.

SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,

PR-6mes, PR-3mes, SC-
campo e PR-campo.

SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,
PR-6mes, PR-3mes, SC-
campo e PR-campo.

SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,
PR-6mes, PR-3mes, SC-
campo e PR-campo.

SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,
PR-6mes, PR-3mes, SC-
campo e PR-campo.

SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,
PR-6mes, PR-3mes, SC-
campo e PR-campo.

SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,
PR-6mes, PR-3mes, SC-
campo e PR-campo.

SC-12mes, SC-6mes,
SC-3mes, PR-12mes,
PR-6mes, PR-3mes, SC-

campo e PR-campo.
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SC-12mes,
SC-3mes,

feoforbideo

36 13,1568 607,2914 C36H33sN405 -0,5 n.d (derivado de

SC-6mes,
PR-12mes,

PR-6mes, PR-3mes, SC-

clorofila, isdmero)

campo e PR-campo.

Foram observadas semelhangas quanto a producdo de metabolitos secundarios nas
plantas cultivadas em casa de vegetagao nos periodos de 12, 6 ¢ 3 meses, bem como nos
diferentes locais de coleta. Somado a isto, foi possivel observar a presenca dos
flavonoides luteolina e canferolapenas nos cromatogramas correspondentes as plantas
coletadas em campo no estado de Santa Catarina.Esse fato pode estar associado as
condi¢cdes de salinidade de solo e também a alta incidéncia de luz solar, visto que esta
planta se encontra nas proximidades da praia.

ApoOs uma avaliagdo criteriosa de cada extrato, ndo foi detectada a presenca dos
derivados de tiofenos propostos por Takahashi et al. (2011). Foi realizado contato com
os autores do artigo, solicitando amostra dos compostos isolados, porém nao obtivemos
retorno. A pesquisa exaustiva pelos tiofenos nos faz concluir que nao sdo substancias
produzidas de forma regular por esta planta

Ressalta-se que o objetivo de isolamento de substancias de interesse de P. ruderale
nao pode ser concluido, visto que as substancias representadas pelos picos 13 a 29
identificadas como derivados de wedelosideo (um diterpeno aminoglicosidico derivado
do esqueleto caurano) e relatadas pela primeira vez para P. ruderale ndo foram passiveis
de isolamento em quantidades suficientes para prosseguir com os experimentos. Foram
realizadas diversas tentativas de isolamento dos derivados aminoglicosideos entretanto o
rendimento em mistura destes isdmeros e andlogos foi inferior a 0,1% do extrato bruto
disponivel.

Assim, para obter uma avaliagdo mais criteriosa em termos de comparag@o entre as
amostras avaliadas optou-se por realizar andlise estatistica multivariada. Esta analise foi
realizada em parceria com o Dr. Carlos Eduardo Salles de Araujo, pesquisador na
Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina, Epagri,

Florianopolis, SC, Brasil. Descrita no topico a seguir (Item 5.2).

5.2 ANALISE ESTATISTICA MULTIVARIADA DE DIFERENTES COLETAS
DE Porophyllum ruderale (Jacq) Cass.
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5.2.1 Agrupamento hierarquico

Na Figura 27 ¢ apresentado o grafico de dendograma construido usando os primeiros
23 PCs que explicam mais de 99% da variancia das amostras. Para reforcar a interpretagao
da Figura 27, foram identificados por cores os grupamentos formados com um limite de
distancia (variancia) inferior a 500.

A andlise pela arvore hierdrquica demonstrou uma boa discretizagdo para todas as
amostras da Tabela 1, com excecdo das amostras de P. ruderale cultivadas com 3 ¢ 12
meses do estado do Parand que formaram um tnico grupo (observadas na linha laranja
horizontal superior, Figura 27). E possivel observar também que as amostras de P.
ruderale coletadas no estado de Santa Catarina apresentam a maior variancia interna

(intra) do grupo.

Figura 27. Grafico dendograma das diferentes amostras de P. ruderale avaliadas.

F. ruderals Dendrograma

Distancia ac quadrado

Iﬂje;m -
Legenda. Plantas coletadas em Santa Catarina e cultivadas por 3 meses (SC-3mes), 6 (SC-6mes), 12 meses
(SC-12mes). Plantas coletadas no Parana e cultivadas por 3 meses (PR-3mes), 6 (PR-6mes), 12 meses (PR-
12mes). Plantas coletadas em campo em Santa Catarina (SC-campo). Plantas coletadas em campo no Parana

(PR-campo). Controle de Qualidade (CQ).

O inesperado agrupamento entre amostras de P. ruderale cultivadas por 3 a 12 meses
do estado do Parand pode estar relacionado com a variabilidade genética intrinseca nos
individuos da mesma espécie. Mitchell (2017) e colaboradores estabeleceram alguns
fatores para explicar as diferencas entre a germina¢do de sementes provenientes de uma
mesma planta. Esta variavel pode ser observada a partir de sementes cultivadas em
condi¢des ambientais constantes, porém fatores como a posi¢cao da semente na planta mae
e a disponibilidade de nutrientes podem influenciar no desenvolvimento da planta e

também na producdo de metabolitos secundarios. Esses fendmenos foram descritos
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anteriormente na variabilidade de sementes de gramineas e sdo minimizados pelas
praticas de produgdo dentro da industria de sementes.

Além disso, no presente estudo, os grupos de plantas cultivadas apresentaram menor
distancia quando comparados com as respectivas plantas silvestres, independentemente
do local de coleta (Parana ou Santa Catarina). Também ¢ possivel observar que a variancia
intra grupo € maior para grupos de plantas coletadas no campo do que para grupos
cultivados. A distancia inter grupos parece ser maior entre as amostras coletadas em
campo. Conforme observado pela avaliagdo preliminar do perfil quimico por CL-EM, as
plantas coletadas em campo no estado de Santa Catarina (mangue e praia) foram

agrupadas em um Unico grupo devido a sua similaridade na composi¢do quimica.

5.2.2 Analise de grupos por K-medias

Para obter uma melhor medida de similaridade entre amostras de P. ruderale foi
realizada a andlise pelo algoritmo de particionamento de K-medias, usando a métrica de
distancia euclidiana ao quadrado. Ainda, foram utilizados os grupos no espaco de 23
dimensdes (primeiros 23 PCs).

O ntmero 6timo de grupos para o conjunto de dados das inje¢des foi determinado
executando testes de trés a doze solucdes de agrupamentos. O valor mediano de silhueta
calculado a partir de 200 repeti¢des para cada solucao foi usado como critério de decisao,
pois silhueta ¢ uma medida de o quio semelhante uma inje¢ao € ao seu proprio grupo em
comparagdo com outros grupos. A partir de sete grupos, o valor da silhueta mediana se
estabiliza em um platd alto e em nove clusters a pontuacao mais alta ¢ alcangada. Além
desse niimero, os valores de silhueta decaem a medida que mais grupos sao adicionados.

A Figura 28 representa os nimeros 6timos de grupos.
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Figura 28. Valores da silhueta mediana de todas as inje¢cdes para um determinado nimero
de grupos (3-12 grupos).
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A Figura 29 demonstra os valores de silhueta para a solugdo de oito grupos de P.
ruderale. Ele mostra que oito grupos € coincidente com o dendograma da arvore binaria
de grupos (Figura 27). Esperava-se que a avaliacdo k-medias de nove grupos pudesse
separar as amostras de P. ruderale cultivadas aos 3 e 12 meses oriundas do Estado do
Parand, mas isso nao ocorreu. Em vez disso, o nono agrupamento foi formado pela divisao
das inje¢Oes da amostra de P. ruderale cultivada por 3 meses no Estado de Santa Catarina.
Considerando que este nono grupo possui apenas um elemento (inje¢do) e ndo representa
uma particao natural do conjunto de dados, a solucdo de oito grupos foi escolhida como

a melhor descricao do conjunto de dados de P. ruderale.



77

Figura 29. Valores de silhueta K-medias para solug@o de oito grupos para as amostras de

P. ruderale.

F. ruderale Melhor solugdo para 8 grupos ( Silhueta média =0.7337)
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Legenda. Plantas coletadas em Santa Catarina e cultivadas por 3 meses (SC-3mes), 6 (SC-6mes), 12 meses
(SC-12mes). Plantas coletadas no Parana e cultivadas por 3 meses (PR-3mes), 6 (PR-6mes), 12 meses (PR-
12mes). Plantas coletadas em campo em Santa Catarina (SC-campo). Plantas coletadas em campo no Parana

(PR-campo). Controle de Qualidade (CQ).

Na Figura 30 apresenta-se o grafico de dispersdo de injecdes de P. ruderale para 8
grupos. As trés primeiras dimensdes dos PCs (eixos no grafico) representam 81,84% da
variancia total do conjunto de dados. Como esperado, todas as inje¢des de controle de
qualidade foram agrupadas em um grupo no centro do gréfico, considerando que a

amostra de controle de qualidade ¢ um pool de todas as solucdes extrativas e

necessariamente encontram-se agrupadas no centro do grafico.
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Figura 30. Grafico de Principais Componentes (PCA) indicando a dispersao de injecoes
de P. ruderale para 8 grupos.
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Legenda. Plantas coletadas em Santa Catarina e cultivadas por 3 meses (SC-3mes), 6 (SC-6mes), 12 meses
(SC-12mes). Plantas coletadas no Parana e cultivadas por 3 meses (PR-3mes), 6 (PR-6mes), 12 meses (PR-
12mes). Plantas coletadas em campo em Santa Catarina (SC-campo). Plantas coletadas em campo no Parana

(PR-campo). Controle de Qualidade (CQ).

A Figura 30 mostra que as amostras coletadas no campo no estado do Parana
apresentam grande variabilidade em relagdo ao restante do conjunto de dados. As
amostras cultivadas em casa de vegetacdo apresentam menor variabilidade do que as
coletadas no campo. A mesma conclusao pode ser tirada observando a altura das linhas
horizontais pretas do dendograma na Figura 27.

Uma tendéncia linear entre as inje¢des das amostras cultivadas no estado de Santa
Catarina (SC) pode ser observada na Figura 30 nos eixos PC2 x PC3. No eixo PC2, as
injecoes de amostra SC de 12 meses mostram os valores mais altos e as injecdes de

amostra SC de 3 meses os mais baixos. O comportamento oposto € observado no eixo
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PC3. Também ¢ interessante notar na Figura 30 que as inje¢des do grupo amostral Parana

de 3 meses estd em uma posicao diferente do resto das amostras cultivadas no Parana.

5.2.3 Analise de contribuicio de compostos (m/7)

Para identificar a contribuicdo dos diferentes ions (7/z) no modo positivo de analise
(ESI +), foram plotadas na Tabela 3 as cargas percentuais cumulativas (cargas
redimensionadas ao quadrado vezes 100) das variaveis selecionadas em relacdo aos 3
primeiros componentes principais para o modo positivo de analise (81,85% da variancia
cumulativa explicada). Os nimeros abaixo dos indices PC no cabecalho da tabela sdo a
variagdo percentual explicada por cada PC (primeira linha) e a variagdo percentual
acumulada explicada pela soma dos primeiros enésimos componentes (segunda linha).

Nesse sentido, os numeros abaixo dos rétulos de PC no cabegalho da Tabela 3 sao as
variagOes percentuais acumuladas de todos os conjuntos de dados explicados pela soma
dos primeiros componentes. A coluna rotulada PC3 denota cargas percentuais
cumulativas de PC1 + PC2 + PC3 e assim por diante.

A variancia cumulativa de PC2 (65,37%, PC1+PC2) foi aumentada com a variancia
explicada por PC 3 (16,48%). Esse somatorio totalizou a varidncia cumulativa de PC3
explicando 81,85% (PC1+PC2+PC3), da variancia total dos dados. Além disso, os picos
13, 14, 15 e 16 do cromatograma sao os principais ions que influenciam a porcentagem
cumulativa de PC3 (em 99%, 99%, 97% e 97% respectivamente). Essas substancias
foram preliminarmente identificadas como novos esqueletos de diterpenos

aminoglicosideos, discutido anteriormente.
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Tabela 3. Cargas percentuais cumulativas das varidveis selecionadas em relagdo aos 3

primeiros componentes principais (PCs) para o modo positivo de analise (ESI +).

Niumero de PCs c1 2 PC3
% de variancia explicada 4322 22,15 16,48
% variancia acumulada explicada 4322 65,37 81,85
0 . Tempo de CARGA ACUMULATIVA PARA OS
N"do pico no Compostos retencio m/z
cromatograma (min.) COMPOSTOS
2 I§6mero do 4cido cafeoilquinico 1,246 355,1026 0,90 75,54 82,21
3 Acido 1,4 - dicafeoilquinico 2,172 517,1338 1,03 74,41 81,07
4 Quercetina 3,214 303,0503 1,23 73,96 81,48
5 Quercetina glucopiranosideo 3,214 465,1027 0,50 77,99 84,37
617 Isomero do dcido 3,657 517,1341 0,01 70,06 79,08
dicafeoilquinico
8 Canferol 3,692 287,0554 1,60 79,57 87,17
9 Luteolina 3,942 287,0554 0,60 46,85 51,53
10 Acido 4, 5 - dicafeoilquinico 4,012 517,1341 14,03 75,54 78,87
1 Isémero do dicafeoil- 4250 657,1445 1,18 74,24 79,36
glucopiranosideo
12 Galoil-quercitrina 4,389 601,1186 1,38 74,62 81,83
13 Diterpeno aminoglicosideo 4,686 918,4102 2,20 50,04 99,27
(wedelosideo)
14 Diterpeno aminoglicosideo 4718 920,4256 045 52,05 99,84
(wedelosideo)
15 Diterpeno aminoglicosideo 5165 962.4355 110 56.81 9721
(wedelosideo) ’ ’ ? ? ?
16 Diterpeno aminoglicosideo 5166 044 4243 026 5537 9710
(wedelosideo) ’ ’ ? ? ?
17 Diterpeno aminoglicosideo 5,202 960,4208 17,73 50,74 91,28
(wedelosideo) ’ ? § i >
18 Diterpeno aminoglicosideo 5514 9604200 158 7175 78.43
(wedelosideo) ’ ’ ? ? ?
19 Diterpeno aminoglicosideo 5717 1002,4298 0,71 23,75 23,79
(wedelosideo) ’ ’ ? ? ?
20 Diterpeno aminoglicosideo 5,998 916,4307 35,07 43,01 65,83
(wedelosideo) ’ ? > > i
2 Diterpeno aminoglicosideo 6,157 1002,4301 1,05 55,09 55,30
(wedelosideo) ’ ’ ? ? ?
22 Isomero da biflotoxina 6,331 946,4407 57,94 58,30 73,42
23 Isémero da biflotoxina 6,897 946,4405 0,56 68,49 71,05
25 Diterpeno aminoglicosideo 7,019 944,4246 18,60 39,31 49,11
(wedelosideo) ’ ? > > >
27 Diterpeno caurano 9,807 518,3238 4,51 4,61 7,65
28 Diterpeno aminoglicosideo 10,349 888,5304 54,59 54,75 56,62
(wedelosideo)
29 Diterpeno caurano 10,457 496,3399 20,95 63,19 72,80
33 Isdmero do linolenoil glicerol 11,006 353,2687 40,11 71,33 71,60

34 Isdmero do linolenoil glicerol 11,908 353,2675 0,15 0,45 3,25
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Usando CLUE-ESI-QToF-EM, foi possivel detectar 36 substancias incluindo acidos
fendlicos, derivados de diterpeno aminoglicosideos, acidos graxos e derivados de clorofila.
Desse total, 21 substancias foram preliminarmente identificadas como derivados de diterpeno
aminoglicosideo e foram descritas pela primeira vez em Porophyllum ruderale Jacq. Cass
(Asteraceae), uma planta comestivel ndo convencional.

Além disso, para a eluicao estrutural desta classe de substancias ¢ necessario o isolamento e
caracterizagdo por técnicas espectrométricas, incluindo a abordagem de RMN. PCA e a analise
de agrupamento permitiram a comparacao entre plantas coletadas no campo e cultivadas em
grupos bem definidos. Assim, o conhecimento do perfil metabdlico de P. ruderale cultivado
em diferentes condi¢cdes agrega novas informacdes para esta planta alimenticia ndo
convencional (PANC), utilizadas tanto em produtos alimenticios quanto nas pesquisas
fitoquimicas.

Avaliada a composi¢ao quimica das partes aéreas de P. ruderale, a proxima etapa do presente
estudo foi investigar a comunidade de fungos que colonizam as folhas de P. ruderale. Assim,

no item a seguir serdo discutidos os resultados das analises do microbioma

53  MICROBIOMA FUNGICO ASSOCIADO AS FOLHAS DE Porophyllum ruderale
(Jacq) Cass.

Para avaliagao dos microrganismos presentes em P. ruderale foi necessario escolher
apenas uma das amostras, devido a complexidade de informagdes e disponibilidade de recursos
financeiros para esta analise. Deste modo optou-se por investigar o microbioma das folhas de
P. ruderale da coleta da praia. Ressalta-se que ndo foram observadas grandes diferengas entre
o perfil quimico das demais coletas, contudo observou-se a presenca dos flavonoides luteolina
e canferol apenas na coleta da praia. Ainda, segundo Gupta e colaboradores (2019), um habitat
hostil (ou seja, em altitudes elevadas, desertos, habitats salinos, alta incidéncia de luz solar)
pode ser positivo na busca por novos fungos de interesse farmacéutico devido ao estresse que
0 meio pode causar na planta hospedeira e assim sua associagdo com microrganismos pode ser

interessante.
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Nestas vias, quatro réplicas da coleta de P. ruderale proéximas a praia (n=4) foram
encaminhadas para a empresa de biologia molecular GoGenétic. Foram geradas mais de 100
mil sequéncias por amostra, contudo a maioria delas era referente a planta. Portanto, foram
utilizadas apenas as sequéncias classificadas como fungos, respectivamente 314, 336, 707 ¢ 530
sequencias para cada réplica da coleta (todas realizadas no mesmo dia). Destes, foram
classificados 61 géneros, 62 familias e 7 filos.

Na tabela4 sao apresentados os dados contendo o numero de sequencias lidas das 4 amostras
coletadas (Amostra 1, Amostra 2, Amostra 3 ¢ Amostra 4), a média entre as amostras, desvio

padrdo (DP) e a porcentagem em relagdo ao total de sequencias lidas (utilizando a média).



Tabela 4. Microbioma das folhas de P. ruderale, descrito para Filo, Familia e Género (nimero de sequencias lidas e %).
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% em relac¢ao

Filo Familia Género Amostra  Amostra Amostra Amostr media DP ao total de
1 2 3 a4 . L 1
leituras (média)

Outros Outros Outros 0 0 0 4 1 2 0,2
Outros Outros Outros 6 7 7 3 6 2 1,2
Ascomycota Outros Outros 19 34 7 11 18 12 3.8
Ascomycota Outros Outros 14 4 246 85 87 112 18,5
Ascomycota Aplosporellaceae Aplosporella 0 1 0 0 0 1 0,1
Ascomycota Botryosphaeriaceae Dothiorella 0 3 1 1 1 1 0,3
Ascomycota Outros Outros 0 0 2 5 2 2 0,4
Ascomycota Capnodiales Rachicladosporium 0 0 1 0 0 1 0,1
Ascomycota Capnodiales Toxicocladosporium 0 0 2 0 1 1 0,1
Ascomycota Davidiellaceae Cladosporium 3 18 55 46 31 24 6,5
Ascomycota Mycosphaerellaceae Cercospora 2 0 0 0 1 1 0,1
Ascomycota Teratosphaeriaceae Outros 0 0 5 28 8 13 1,7
Ascomycota Dothioraceae Aureobasidium 0 0 1 2 1 1 0,2
Ascomycota Eremomycetaceae Arthrographis 0 3 0 0 1 2 0,2
Ascomycota Hysteriaceae Gloniopsis 0 0 0 2 1 1 0,1
Ascomycota Elsinoaceae Outros 0 0 1 12 3 6 0,7
Ascomycota Myriangiaceae Outros 0 0 1 0 0 1 0,1
Ascomycota Outros Outros 12 9 24 43 22 15 4,7
Ascomycota Lentitheciaceae indefinido 0 2 0 0 1 1 0,1
Ascomycota Leptosphaeriaceae Coniothyrium 0 0 1 20 5 10 1,1
Ascomycota Lophiostomataceae Outros 0 0 1 0 0 1 0,1
Ascomycota Phaeosphaeriaceae Outros 0 6 15 39 15 17 3,2
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Legenda: DP (desvio padrao), % média foi calculada com o somatorio das médias de sequencias lidas (n=4).
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A diversidade taxondmica fungica presente e estabelecida entre as amostras avaliadas
indicou que o filo mais encontrado foi Ascomycota, mostrando uma abundancia relativa média
(+ desvio padrao, DP) de 85,98% (£1,02). O segundo filo mais abundante foi Basidiomycota
com 7,76% (£0,31). Os demais filos compostos por Zygomycota (3,75% +0,48)
Blastiocladomycota  (0,04%+0,04), Razellomycota (0,04%=0,15), ndo classificados
(0,56%=0,04), outros (1,58%=+0,76) apresentaram menor abundancia.

Na figura abaixo (Figura 31) sdo apresentados na forma de grafico pizza os dados referentes
a composi¢ao taxondmica das amostras de folhas de P. ruderale, coletada em ambiente salino

mostrando a abundancia relativa média dos filos fingicos (n=4).

Figura 31. Composicao taxondmica (filo) das amostras de folhas de P. ruderale.

O Ascomycota (85,98%)
Basidioycota (7,76%)
Blastocladiomycota (0,04%)
Rozellomycota (0,04%)

O Zygomycota (3,79%)

OOutros (1,58%)

O N3o identificado (0,56%)

A predominancia do filo Ascomycota em espécies da familia botanica Asteraceae ¢ descrita
por Whitaker et al. (2020) e adicionalmente para as familias Poaceae, Fabaceae, Malvaceae e
Solanaceae (FUENTES et al., 2020). Segundo Fuentes e colaboradores (2020) espécies dessas
familias se adaptam ao ambiente extremo através de mecanismos que contribuem para sua
tolerancia e desenvolvimento, principalmente decorrente de sua microbiota.

Um fato observado foi a variacdo da composi¢ao do microbioma entre as amostras (1-4),
sendo que estas foram coletadas no mesmo momento, contudo foram coletadas de individuos
diferentes pertencentes ao mesmo habitat e com aproximadamente 1m de distancia entre cada
individuo. Ressalta-se que foram coletadas apenas amostras em bom estado, com altura e

desenvolvimento semelhantes.
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Segundo Gupta e colaboradores (2019), a diversidade na comunidade microbiana vegetal
depende nao apenas das espécies hospedeiras e da pressao de selecao exercida pelo habitat, mas
também do estagio de desenvolvimento e das condigdes ambientais. Os autores citam que
pesquisadores, como Agler et al. (2016) observaram que a composicao do microbioma e suas
interagdes com outras comunidades microbianas dependem da constitui¢do genética do
hospedeiro, de fatores abioticos e da funcao de espécies ou familias microbianas especificas. O
microbioma vegetal também inclui uma variedade de conjuntos de dados bioldgicos, incluindo
informagdes genéticas, transcri¢des, proteinas e metabodlitos que representam as comunidades
microbianas associadas ao hospedeiro.

Como as comunidades microbianas estdo dispersas em todas as esferas (ar, 4gua e solo) estas
podem interagir facilmente com as plantas em diferentes compartimentos, e estes possuem suas
proprias comunidades microbianas. A comunidade microbiana ¢ altamente variavel e depende
totalmente da espécie vegetal, estagio de desenvolvimento e variacdo genética. As condigdes
experimentadas pelas plantas hospedeiras em seu ciclo de vida também podem interferir na
modulac¢do da diversidade microbiana pela ativagdo do sistema imune inato do hospedeiro
(GUPTA et al., 2019). Além disso, a imunidade comprometida das plantas hospedeiras,
estimulada por estresses bidticos e abioticos, pode afetar a diversidade de seu microbioma.
Portanto € necessario ter informagdes detalhadas sobre as composi¢des microbianas das plantas
para desvendar o mecanismo subjacente da montagem do microbioma (GUPTA et al., 2019).

Na sequéncia serdo apresentados os dados referentes a composi¢ao das familias (Figura 21)
identificados na analise do microbioma das folhas de P. ruderale.

Em nivel de familia, observamos que as maiores porcentagens relativas foram para
Davidiellaceae (5,70 %), Pleosporaceae (5,94 %), Saccharomycetaceae (5,04 %), Nectriaceae
(10,65 %) e Mortierellaceae (3%). Infortunamente, as sequencias determinadas como “Outros”
representaram 36,5%, ou seja, a maior porcentagem de leituras, porém as mesmas nao foram

identificadas. Os dados podem ser observados na tabela abaixo, Tabela 5.
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Tabela 5. Composicao microbiana das folhas de P. ruderale (Familia) e abundancia relativa

ao total de sequencias lidas, calculada.

Familia Abundancia relativa Familia Abundancia

(%) relativa (%)
Outros 36,5% Nectriaceae 11,52%
Aplosporellaceae 0,08% Ophiocordycipitaceae 0,18%
Botryosphaeriaceae 0,31% unidentified 0,55%
Capnodiales 0,11% Plectosphaerellaceae 0,04%
Davidiellaceae 5,70% Microascaceae 0,24%
Mycosphaerellaceae 0,16% Chaetomiaceae 0,35%
Teratosphaeriaceae 1,50% Lasiosphaeriaceae 0,08%
Dothioraceae 0,13% Sordariaceae 0,13%
Eremomycetaceae 0,22% Annulatascaceae 0,16%
Hysteriaceae 0,10% Glomerellaceae 0,04%
Elsinoaceae 0,60% Trichosphaeriales 0,16%
Mpyriangiaceae 0,04% Amphisphaeriaceae 1,56%
Lentitheciaceae 0,15% Xylariales 0,73%
Leptosphaeriaceae 0,98% Agaricaceae 0,04%
Lophiostomataceae 0,04% Psathyrellaceae 0,12%
Phaeosphaeriaceae 2,82% Strophariaceae 0,19%
Pleosporaceae 5,94% Ceratobasidiaceae 0,64%
Pleosporales 0,60% Unidentified 0,11%
Sporormiaceae 0,39% Hydnodontaceae 0,08%
Tubeufiaceae 1,45% Agaricostilbaceae 0,07%
Venturiaceae 0,26% Symmetrosporaceae 0,38%
Herpotrichiellaceae 0,13% Filobasidiaceae 0,53%
Trichocomaceae 1,06% Tremellales 2,13%
Arthrodermataceae 0,04% Trichosporonaceae 2,14%
Orbiliaceae 0,08% Ustilaginaceae 0,10%
Pezizomycotina 0,16% Spizellomycetaceae 0,30%
Saccharomycetaceae 6,45% Mortierellaceae 3,00%
Saccharomycetales 3,73% Cunninghamellaceae 0,59%
Saccharomycodaceae 0,18% Mucoraceae 0,11%
Chaetosphaeriaceae 0,18% Rhizopodaceae 0,04%
Diaporthaceae* 0,21% Umbelopsidaceae 0,05%
Bionectriaceae 0,99% Hypocreales 0,24%
Hypocreaceae 1,34%
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Na Figura 32 observa-se uma representacdo grafica da abundancia média de familia por filo.
Sendo possivel observar uma maior variedade e abundancia de fungos pertencentes ao filo

Ascomycota.

Figura 32. Grafico em barras evidenciando por cores a abundancia média (n=4) de familias de

fungos detectados (%) entre os filos.

Abundancia relativa de familias de fungos

Em nivel de género (Tabela 6), observamos abundancia dos géneros: Fusarium
(representando 9,3 %das sequencias lidas), Cladosporium (6,5%) Alternaria (6,7 %),
Saccharomyces (4,1%), Mortierella (3,6%), Pestalotiopsis (1,9%) e Candida (3,2%). Os
géneros classificados como “Outros”, ou seja, ndo identificados correspondem a 48,3% das

sequencias lidas.
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Tabela 6. Composicao microbiana das folhas de P. ruderale (género) e abundancia relativa ao

total de sequencias lidas.

Género Abundéancia relativa Género Abundéancia
(%) relativa (%)
Outros 48,3 Purpureocillium 0,2
indefinidos 3 Lectera 0,1
Aplosporella 0,1 Neurospora 0,1
Dothiorella 0,3 indefinido 0,2
Rachicladosporium 0,1 Conlarium 0,1
Toxicocladosporium 0,1 Colletotrichum 0,1
Cladosporium 6,5 Nigrospora 0,1
Cercospora 0,1 Pestalotiopsis 1,9
Aureobasidium 0,2 Microdochium 0,3
Arthrographis 0,2 Monographella 0,2
Gloniopsis 0,1 Lycoperdon 0,1
Coniothyrium 1,1 Coprinopsis 0,1
Alternaria 6,7 Agrocybe 0,2
Bipolaris 0,1 Trechispora 0,1
Didymella 0,5 Sterigmatomyces 0,1
Westerdykella 0,3 Symmetrospora 0,4
Helicoma 1,1 Filobasidium 0,6
Venturia 0,2 Cryptococcus 0,3
Exophiala 0,1 Dioszegia 1,1
Aspergillus 0,6 Papiliotrema 0,1
Byssochlamys 0,1 Apiotrichum 1,0
Penicillium 0,1 Cutaneotrichosporon 0,2
Ctenomyces 0,1 Trichosporon 0,6
Arthrobotrys 0,1 Pseudozyma 0,1
Ochroconis 0,1 Powellomyces 0,1
Saccharomyces 4,1 Spizellomyces 0,2
Candida 32 Mortierella 3,6
Hanseniaspora 0,2 Absidia 0,4
Chloridium 0,1 Mucor 0,1
Clonostachys 0,1 Rhizopus 0,1
Trichoderma 1,0 Umbelopsis 0,1
Stachybotrys 0,1 Volutella 0,1
Fusarium 9.3
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Segundo Batistae colaboradores (2022), o género Fusarium inclui numerosas espécies de
fungos endofiticos, sendo conhecido como uma fonte produtiva de metabdlitos secundarios.
Através de estudos qualitativos para triagem de classes de metabolitos secundarios de Fusarium
sp. sdo descritos a presenca de metabolitos como: fendis, flavonoides, aminoacidos,
carboidratos, saponinas e terpenos. Além disso, umaanalise quantitativa descrita por Batistae
colaboradores (2022) apresentou o teor de fendlicos totais do extrato metanolico de Fusarium
sp.com valores de 4,46 = 0,15 mg /g (determinados com curva de calibragdo utilizando
quercetina).

O complexo de espécies pertencentes ao género Fusarium abrange uma variedade de cepas
presentes nos solos, sendo que a maioria dessas linhagens tem capacidade de colonizar as raizes
das plantas. Contudo, espécies de Fusarium também podem apresentar caracteristicas
comensais e saprofitos. Salvo excecdes, cepas deste género podem ser benéficas para o
hospedeiro e podem fornecer proteg¢ao contra patégenos além de conferirem agao de biocontrole
(SHALAPY; KANG, 2022).

Em termos de influéncia no metabolismo vegetal Shalapy e Kang (2022) descrevem a
influéncia da inoculagdo de Fusarium oxysporum nas raizes da espécie vegetal Orobanche sp.
A avaliagdo foi feita por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas e permitiu
observar uma elevagdo significativa nos metabdlitosacido p-cumarico, acido caféico, acido
siringico e catequina em raizes infectadas por Fusarium oxysporum. Entretanto foi descrita uma
pequena diminui¢do no acido galico em comparagao com dados de controle (Orobanche sp.
saudaveis). Para plantas inoculadas com Fusarium solani os autores observaram elevacao nas
concentragdes de acido pirogalico, 4acido galico, catequina, acido clorogénico, catecol, acido
caféico, acido vanilico, acido ferulico, acido cindmico, cumarina, acido benzobico, bem como
os favondides canferol, hespiridina, rutina, quercetina, entre outros metabolitos (SHALAPY;

KANG, 2022). As substancias citadas encontram-se na figura abaixo, Figura 33.



Figura 33. Metabolitos
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secundarios de Orobanche sp possivelmente influenciados pela

inoculagdo do fungo Fusarium, segundo Shalapy e Kang (2022).
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Comparando as informacgdes descritas acima por Shalapy e Kang (2022) com os dados de
desreplicacdo obtidos para os extratos de individuos da espécie Porophyllum ruderale
(discutida no Item 5.1) nota-se que as apenas nos cromatogramas dos individuos coletados na
praia foi observada a presenca dos flavonoides luteolina e canferol. Nas demais coletas nao foi
observada a presenca destes flavondides. Assim levanta-se uma hipodtese de que a presenca
desta classe de fungos (Fusarium) pode estar influenciando na produgao destes metabolitos
identificados na espécie em estudo. Contudo como nao foi realizada a avaliacdo do microbioma
das demais coletas, ndo sendo possivel afirmar essa hipdtese. Mais estudos ainda sao
necessarios.

Em termos de bioprospeccao Shalapy e Kang (2022) e Batista (2022) sugerem que devido
ao seu conteudo abundante de fendis, flavonoides e acidos graxos o género Fusarium apresenta
potencial aplicagdo farmacoldgica, incluindo suas descritas agdes como: antioxidante, anti-
inflamatorio e antimicrobiana

O género Alternaria ¢ amplamente distribuido na natureza, sendo pertencente ao filo
Ascomycota. Espécies deste género apresentam-se na forma de sapréfitas e endofiticos,
contudo, em sua maioria sao agentes de doencas vegetais (MEENAA; SAMAL, 2019). Os
autores asseguram a existéncia de 300 espécies de Alternaria relatadas, incluindoA/ternaria
alternata, A. arborescens, A. radicina, A. brassicola, A. brassicae e A. infectoria.
Complementar a isto, a espécie A. alternataé citada como a principal causa de doengas em
varias plantas economicamente importantes, como tomate, pimenta, batata, frutas citricas,
maga, etc.

Entre os metabolito ssecundérios produzidos por espécies de Alternaria existe uma classe
de toxinas que podem ser divididas em toxinas especificas (host-specific toxins, HSTs) e nao
especificas (non-host-specific toxins) para o hospedeiro. As toxinas especificas do hospedeiro
(HSTs) induzem toxicidade e promovem doencas apenas na espécie hospedeira e apenas em
genotipos desse hospedeiro que expressam um gene de suscetibilidade especifico e muitas vezes
dominante.

Existem muitas toxinas de Alternaria que foram descritas como possuindo atividade
citotoxica, genotdxica, mutagénica, fetotoxica e/ou teratogénica. Em sistemas celulares
microbianos e de mamiferos, essas toxinas causam efeitos mutagénicos e clastogénicos. Apesar

do fato de que as toxinas de Alternaria podem se originar quase inteiramente em alimentos e
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racdes para animais, contudo elas tém o poder de exibir efeitos nocivos na saude humana e
animal. No momento, ndo ha regulamentos internacionais € nem nacionais para determinar
limites de toxinas. Alguns autores sugerem limitar o teor da toxina TeA (4cido tenuazonico) em
500 pg/kg em alimentos infantis a base de sorgo/paingo (MEENA; SAMAL, 2019).

Na figura 34sdo apresentadas quatro toxinas especificas do hospedeiro produzidas por

espécies do género Alternaria (adaptado de Meena e Samal, 2019).

Figura 34. Estruturas quimicas de toxinas especificas do hospedeiro produzidas por espécies

do género Alternaria (adaptado de Meena e Samal, 2019).
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Outras pesquisas demonstram uma inibicdo de AChE (acetilcolinesterase) de 78% para o
extrato bruto do fungo Alternaria sp, isolada da planta Catharanthus roseus. Os autores
observaram que o extrato também inibiu a butirilcolinesterase em 73%. Nesta pesquisa, 0s

autores identificaram que o altenueno expoOs potencial inibidor da AChE, apresentando
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potencial para maiores investigagdes para o tratamento de doencas neurodegenerativas
(BHAGAT et at., 2016).

Outro exemplo de isolado fingico do género Alternaria com potenciais aplicagdes na
industria agroquimica e farmacéutica ¢ a Alternaria sonchi, considerada um potencial agente
para o biocontrole de Sonchus arvensis (popularmente conhecido como cardo perene). Os
autores isolaram da cultura sélida do fungo duas substancias identificadas como
alternetanoxinas A e B, relatadas também em A. sonchiantes, os autores testaram as substancias
para atividades fitotdxicas, antimicrobianas, inseticidas, citotoxicas e de inibicdo de esterase
com resultados satisfatorios (DALINOVA et al., 2019). As estruturas das substancias altenueno

e alternetanoxinas A e B sdo apresentadas na figura 35.

Figura 35. Estruturas das substancias alternetanoxinas A (A) ¢ B (B) e altenueno (C)

Nao foram encontradas publicacdes que descrevam a relagdes entre este género de fungos e
a producao de metabolitos secundarios pelas plantas. Considerando que P. ruderale ¢ uma
planta alimenticia ndo convencional (PANC) e diante da presenga de fungos do género
Alterndria, ndo foram detectadas as toxinas descritas em literatura nos extratos das plantas
avaliadaspor CL-EM (Item 5.1) na presente tese.

Segundo Raut et al., (2021), espécies de Cladosporium em sua maioria sao fungos
endofiticos distribuidos mundialmente. Sao conhecidos por serem ativos na protegao de plantas
contra diferentes estresses biodticos e abidticos. Com base na produgdo de metabodlitos
secundarios benéficos, essas espécies podem auxiliar as plantas na adaptagcdo de novos habitats
e de manter a satde e o desempenho do vegetal. Entre os metabolitos produzidos pelo fungo ¢

descrita a presenga de giberelinas (Figura 36), que sdo hormdnios responsaveis por estimular o
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crescimento das plantas, especialmente na germinacdo de sementes, alongamento do caule e

expansao foliar (RAUT et al., 2021).

Figura 36. Metabolito produzido por espécies de Cladosporium, giberelinas.

Giberelinas (GA3)

Neste sentido, espécies de Cladosporium ndo causam danos as plantas e sdo de grande
interesse para aplicacdes agroindustriais, devido a crescente demanda por melhor rendimento e
qualidade de alimentos e culturas, biorremediagdo. Outras aplicagdes descritas sdo para
industria de detergentes, descoloragdo de corantes téxteis e na degradacao de residuos contendo
queratina do ambiente natural (RAUT et al., 2021).

Singh e colaboradores (2016) realizaram uma andlise comparativa do perfil fenolico da
planta Tinospora cordifolia e do endofito Cladosporium velox, isolado do caule desta mesma
planta. A analise por CLUE revelou que o extrato preparado com acetato de etila do endofitico
continha compostos fendlicos semelhantes aos do caule da planta hospedeira. A avaliagdao do
perfil do extrato fingico utilizando padrdes injetados nas mesmas condigdes analiticas permitiu
identificar os compostos: acido galico, catequina, acido clorogénico, epicatequina, acido
caféico, umbeliferona, acido cumarico, acido eldgico e terc-butilhidroquinona. Um fato
interessante € que o perfil cromatografico das folhas da planta, apresentado pelos autores,
apresentou exclusivamente a presenga de canferol, diferenciando-se dos demais. As estruturas

quimicas citadas encontram-se desenhadas abaixo, Figura 37.
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Figura 37. Metabolitos identificados em Cladosporium velox e sua planta hospedeira

Tinospora cordifolia, conforme Singh e colaboradores (2016)
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De tal modo, nas ultimas décadas a busca por microrganismos endofiticos abriram caminhos
para explorar novas moléculas produzidas durante a intera¢do planta-microrganismos para
aplicacdes farmaceéuticas e agricolas (DALINOVA et al., 2019).

Ap0s a avaligdo da composicdo quimica das partes aéreas de P. ruderale e a investigacdo da
diversidade de fungos presentes nas folhas da espécie, o proximo objetivo do presente estudo
foi investigar a presenca de fungos endofiticos que colonizam as folhas de P. ruderale, isolando
e identificando fungos endofiticos como potencial fonte de metabolitos secundarios. No item a
seguir serdo descritos os resultados referentes avaliagdo dos microrganismos endofiticos

isolados.

5.4 INVESTIGACAO DE FUNGOS ENDOFITICOS DE OCORRENCIA NATURAL
EM Porophyllumruderale (Jacq) Cass.
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Os fungos endofiticos foliares (FEF) sdo componentes importantes do microbioma da planta
e surgiram recentemente como um modelo 1til para avaliar interacdes microbianas com sua
planta hospedeira. Segundo Felix (2019), os FEF se destacam pela facilidade de cultivo em
condi¢des de laboratorio.

Diante do contexto, nessa se¢ao serd discutido o isolamento, identificacdo e bioprospec¢ao
de fungos endofiticos isolados das folhas de P. ruderale, com énfase na selegao de metabolitos
secundarios com potencial aplicagdo farmacoldgica. Para este estudo optou-se por utilizar as
folhas de P. ruderale coletadas nas proximidades da praia de Santa Catarina (SC campo),
devido ao facil acesso, quantidade de material vegetal disponivel e condi¢cdes ambientais
(habitat hostil, salino). As amostras utilizadas neste estudo foram provenientes da mesma coleta
realizada para analise do microbioma, descrita no topico anterior. Em contrapartida, pela
semelhanca na composi¢do quimica entre as amostras e pela facilidade de acesso para futuras
coletas optou-se também por avaliar os fungos endofiticos de ocorréncia natural presentes nas

amostras coletadas na casa de vegetacao, cultivadas por 12 meses (SC 12 meses).

5.4.1 Isolamento de fungos endofiticos foliares associados a espécie vegetal

Porophyllumruderale (Jacq) Cass.

5.4.1.1 Avaliagdo das condicdes de obtencao de fungos endofiticos foliares de P. ruderale.

Para estabelecer o protocolo de desinfeccdo mais adequado para as folhas de Porophyllum
ruderale (Jacq) Cass a fim de evitar a contaminagdo por microrganismos epifiticos foram
selecionados inicialmente trés processos de desinfecgdo (CHAGAS et al., 2008; RIBEIRO et
al., 2014; WARDECKI et al., 2015), posteriormente estes foram adaptados conforme a
efetividade da desinfec¢do. Ao todo foram avaliados 5 protocolos de desinfec¢ao da superficie
foliar. Adicionalmente foram selecionados cinco diferentes meios de cultura disponiveis no
laboratdrio de microbiologia de sola da UFSC (MIP-UFSC), sendo eles: BDA, Sabouraud, ISP-
2 malte, TSA ¢ meio de aveia.

Abaixo apresenta-se a Figura 38, referente aos trés diferentes processos de desinfeccao das
folhas de P. ruderale, utilizando os cinco diferentes meios de cultura acompanhados por 28

dias.



Figura 38. Avaliacdo dos processos de desinfec¢ao da superficie foliar e avaliagdo dos meios de cultura: ISP-2, BDA, TSA, Oatmeal agar

e Sabouraund; ao fim dos 28 dias de encubagdo em estufa.

Legenda: (A) material vegetal obtido no campo, sendo (A1) processo de desinfeccdo 1, (A2) processo de desinfec¢do 02, (A3) processo
de desinfeccdo 03. (B) material vegetal obtido na casa de vegetagdo, sendo (B1) processo de desinfecgdo 1, (B2) processo de desinfec¢ao
02, (B3) processo de desinfeccdo 03. Utilizando os meios de cultura: ISP-2, BDA, TSA, aveia 4gar e Sabouraud respectivamente,

demonstrando o “branco” e duplicata de cultivo (1a-1b).
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Ap6s 28 dias concluiu-se que dos processos de desinfec¢do avaliados (protocolos descritos
no Item 4.5.2) a desinfec¢do mais eficiente para a coleta do campo foi a 03, composta por:
etanol 99% P.A (1min.), hipoclorito de so6dio 2,5% (6 min), etanol 99% P.A (30 seg) e agua
destilada autoclavada (trés lavagens de 1 min.) (WARDEKI et al., 2015). Para a coleta da casa
de vegetacdo todos foram eficientes pois ndo houve crescimento de microrganismos no
plaqueamento da “amostra branco” (dgua da ultima lavagem do processo de desinfeccao).

Contudo, notou-se um menor crescimento de colonias de fungos nos meios de cultura em
A3 (coleta campo, processo de desinfec¢ao 03), e B3 (coleta casa de vegetagdo, processo de
desinfeccdo 03) e B1 (coleta casa de vegetacdo, processo de desinfecgdo 01). Ressalta-se que
para o protocolo 1 foram utilizados: etanol 70% (1min.), hipoclorito de sodio 2,5% (4 min.),
etanol 70% (30 seg) e agua destilada autoclavada (trés lavagens rapidas) (CHAGAS et al.,
2018). Possivelmente a redu¢do do crescimento se deve ao tempo de exposicdo ao etanol e
hipoclorito que podem ter penetrado o tecido vegetal e eliminado alguns fungos de interesse.
Para uma melhor avaliacdo dos métodos de desinfeccgdo, estes foram modificados e avaliados
em duas novas condigdes (Figura 39), utilizando apenas os meios BDA e Sabouraud, por terem
proporcionado maior crescimento de colonias. Sendo eles o Protocolo 4, composto por: etanol
70% P.A (1min.), hipoclorito de sodio 2,5% (4min), etanol 70% P.A (1 min.) e agua destilada
autoclavada (trés lavagens de 1 min.), adaptado de Chagas et al. (2018) e o Protocolo 05: etanol
70% P.A (1min.), hipoclorito de sédio 2,5% (2 min), etanol 70% P.A ( 30 seg.) e agua destilada
autoclavada (trés lavagens de 1 min.). Adaptado de Chagas et al. (2018).
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Figura 39. Avaliacdao dos processos de desinfeccdo 04 e 05, utilizando os meios de cultura

BDA e Sabouraud, com duplicata de cultivo.

Legenda: (A) material vegetal obtido no campo respectivamente para o meio BDA (esquerda)
e Sabouraud (direita), sendo (A1) processo de desinfecgdo 4, (A2) processo de desinfecgao 05,
(B) material vegetal obtido na casa de vegetacdo, sendo (B1) processo de desinfeccao 04, (B2)
processo de desinfecgcdo 05. Ainda em sequéncia observa-se o crescimento fingico para os
respectivos “brancos” dos meios de cultura BDA e SAB, sendo (C1) e (C2) respectivamente
para os processos de desinfec¢do 04 e 05 das folhas coletadas no campo. (D1) e (D2)
respectivamente para os processos de desinfeccdo 04 e 05 das folhas coletadas na casa de
vegetacao.

De acordo com o observado na Figura 39, ambos os métodos foram efetivo para a
desinfeccao da superficie das folhas, sem crescimento de microrganismos epifiticos nos
“brancos”. Por este motivo foi escolhido o método de desinfec¢do 05 pra dar continuidade aos
estudos, visto que ele € o mais brando (menor tempo de exposicao ao hipoclorito).

Ainda na Figura 39 observa-se o crescimento dos endofiticos nos meios de cultura BDA e
Sabouraud. Entre os meios de cultura, observou-se que os melhores meios para extragao dos

fungos endofiticos foram igualmente os meios BDA e Sabouraud devido a variedade de
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coldnias observadas. Contudo optou-se por seguir os experimentos utilizando o meio BDA pela
disponibilidade e menor custo.
Na sequéncia foi avaliado o processo de plaqueamento utilizando a maceragdo das folhas

com salina, conforme Figura 40.

Figura 40. Métodos de plaqueamento das amostras (em duplicata). Utilizando fragmentos e

solucdo salina.

Legenda: (A) material vegetal plaqueado por maceragdo com salina e (B) material plaqueado

através de fragmentos das folhas. Processo de desinfecg¢ao 05 e tempo de cultivo de 21 dias.

Avaliados os processos de desinfec¢do, os meios de cultura e o processo de plaqueamento
que proporcionam maior recuperagdo de fungos endofiticos, concluiu-se que: os meios de
cultura que proporcionaram maior recuperagao de fungos endofiticos foram BDA e Sabouraud,
ambos sem a adi¢ao de antimicrobianos. Optou-se por seguir os experimentos utilizando o meio
BDA pela disponibilidade e baixo custo. O protocolo de desinfec¢do mais eficiente foi o
protocolo 05, utilizando etanol 70% P.A (1min.), hipoclorito de sédio 2,5% (2 min), etanol 70%
P.A (30 seg.) e agua destilada autoclavada (trés lavagens de 1 min.) Por fim, obteve-se uma
maior variedade de coldnias de fungos utilizando plaqueamento por fragmentos das folhas.

Acrescenta-se ainda que nao foram observadas o crescimento de novas colonias € nem o

crescimento das mesmas ap6s 14 dias de cultivo.
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5.4.1.2 Fungos endofiticos isolados das folhas de Porophyllum ruderale (Jacq) Cass.

Foram isolados 25 fungos endofiticos (Figura 41) e destes 16 fungos foram selecionados
para o microcultivo. As colonias foram agrupadas de acordo com suas caracteristicas
macroscopicas, com predominio de coldnias inicialmente brancas e algodonosas. De tal modo
foram selecionados os fungos que apresentavam colonias distintas e um exemplar de colonias
semelhantes. Com relagdo aos isolados da coleta do campo, estes apresentaram maior
diversidade (25 isolados) enquanto que os fungos isolados da casa de vegetagdo apresentaram
morfologias iguais aos isolados da coleta do campo e em menor quantidade (8 isolados). Por
este motivo foram selecionados apenas os fungos provenientes da coleta do campo para realizar
o microcultivo. Os 16 endofiticos selecionados foram submetidos ao microcultivo, no qual
foram observadas as caracteristicas microscopicas das colonias por periodo de 7 e 14 dias. A
utilizagdo da técnica objetivou a visualizac¢ao de estruturas reprodutivas que pudessem sugerir
possiveis géneros para classificagdo dos endofiticos para auxiliar na triagem de metabolitos de
interesse.

Para a identificagdo morfoldgica das colonias deparou-se com escassa disponibilidade de
atlas para identificagdo de fungos de origem ambiental, a maior parte das publicagdes em
periodicos e livros sdo para fungos de importancia médica. Essas informagdes a respeito de
falta de materiais para consultas também foramcitadas por Pinto (2019) para bioprospecc¢ao de
fungos endofiticos da planta Dalbergia ecastaphyllum L. Tau (Fabaceae).

Por meio do microcultivo foi possivel observar que as poucas estruturas de esporulacao
visualizadas sugeriram endofitos pertencem aos géneros: Penicillium, Alterndria e
Cladosporium. Para os demais fungos ndo foi possivel obter dados suficientes para uma
sugestdo de género fungico. Ressalta-se que esta etapa serviu como triagem para identificagao
de possivel géneros fungicos para serem utilizados nas buscas de literatura (bases de dados)
para correlacionar os ions encontrados nos cromatogramas de CL-EM para cada isolado
fingico, discutido no topico seguinte. Como a identificagdo por microcultivo ndo era um
objetivo principal, ¢ possivel realizar a identificagcdo criteriosa de todos os isolados com o
auxilio de especialistas em outros projetos de pesquisa. Sendo também necessario a

identificagdo molecular de cada isolado, que por falta de recursos ndo pode ser realizada no
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presente projeto. As imagens referentes aos fungos isolados encontram-se na figura abaixo,

Figura 41.
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Figura 41. Fungos endofiticos isolados das folhas de P. ruderale coletadas no municipio de Floriandpolis — SC.

Legenda: Os isolados sdo representados pelas letras de A até P, sendo subdivididos em frente (1) e verso (2) da colonia na placa de Petri.
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As imagens referentes ao microcultivo de cada isolado s3o apresentadas abaixo (Figura 42).

Sendo:

Figura 42. Aspectos macroscopicos ¢ microscopicos dos fungos isolados das folhas de P.
ruderale, cultivados em placas de Petri contendo agar batata dextrose por 7 e 14 dias. Aumento

de 40x no microscopio oOtico.
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Figura 42. Aspectos macroscopicos e microscopicos dos fungos isolados das folhas de P.
ruderale, cultivados em placas de Petri contendo dgar batata dextrose por 7 e 14 dias. Aumento

de 40x no microscdpio oOtico (continuagdo)
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Figura 42. Aspectos macroscopicos e microscopicos dos fungos isolados das folhas de P.
ruderale, cultivados em placas de Petri contendo agar batata dextrose por 7 e 14 dias. Aumento

de 40x no microscdpio Otico (continuagao).

Os fungos A e B (Figura 23) condizem com achados que indiquem sua identificagdo
preliminar como Cladosporium. Achados da literatura revelam a presenca deste fungo em
inimeras espécies vegetais, sendo citados como componente da microflora da semente
(Goulart, 2005). Como caracteristicas do género, destaca-se conidios escuros com até trés
septos, variaveis forma e tamanho, presenca de cadeias ramificadas. Ja os conididforos sdo retos
e ramificados, de coloragdo marrom, paredes espessas, regularmente septadas e geralmente
ovoides (Goulart, 2005). Os achados sdo ilustrados por Segundo Goulart (2005) e Amirmijani
et al. (2014) na Figura 43.
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Figura 43. Imagens obtidas por Goulart (2005) e Amirmijani ef al. (2014) apresentando os

conidios referentes ao género Cladosporium.

X od
0 5 S
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Fonte: Goulart (2005) e Amirmijani et al. (2014)

Através da técnica de microcultivo, as imagens observadas em C e D condizem com achados
préoximos ao genero Alterndria. Segundo Goulart (2005) este género abrange parasitas fracos
ou saprofitas, sendo a espécie mais encontrada a A. alternata. Esta caracteriza-se pela produgao
de conidios com formato de clava (ou péra invertida), ovdide ou elipsoide. Podem formar
cadeias com até 8 septos transversais. Barreto e colaboradores (2011) mencionam que estes
achados também foram descritos para fungos isolados de sementes de Dahlia pinnata
(Asteraceae), Salvia farinacea (Lamiaceae), Salvia splendens (Lamiaceae) e Tagets patula
(Asteraceae) que causaram a morte das plantas.

Outra espécie comum ao género Alternaria é a Alternaria spp apresentando conididforos
lisos, septados, simples ou ramificados, retos ou flexuosos € marrom-claros. Conidios formados
em cadeias, algumas vezes ramificadas, ovoides, marrom-claros a dourados, lisos, as vezes
rugosos, com até 7 septos transversais e muitos septos longitudinais e obliquos. Os achados
descritos pelos autores foramrealizados para os isolados de sementes de Phlox drummondii
(Polimoneaceae) referindo como a causa da mancha foliar na espécie. Assim, Goulart (2005)
descreve que espécies do género Alternaria sao consideradas patogenos fraco por ndo causarem
grandes danos as sementes de soja. Algumas imagens de A. alternata e A. spp sao apresentadas

a seguir (Figura 44).
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Figura 44. Imagens obtidas por Goulart (2005) e Barreto et al. (2011) apresentando os

conidios referentes a espécies do género Alternaria.

ALTERMNARIA

A) Alterania B) Alterania alternata. C) Alterania sp.

Legenda: A) Alternaria spp.: conidioforos e conidios. B) Alterania alternata, apresentando
conidi6foros cicatrizados e rugosidade do conidio. C) Alterania sp., apresentando conidios em
cadeia presos ao conididforo e rugosidade dos conidios. Fonte: Goulart (2005) e Barreto et al.

(2011).

Através da técnica de microcultivo, as imagens observadas em E e F condizem com achados
proximos a Penicillium. Segundo Goulart (2005) os conididéforos sdo hialinos, geralmente
eretos, terminando em fialides que produzem conidios em cadeia, produzindo uma aparéncia
de vassoura. Os conidios sdo unicelulares, esféricos, em geral com coloragdo verde ou azulada.
O autor ainda relata que este género de fungo ocorre geralmente em semente de soja de baixa
qualidade, sendo prejudicial em lotes de sementes armazenados com umidade elevada. As
coldnias desse fungo apresentam crescimento lento a moderado na superficie da semente, com
extensa esporulacdo de coloracao geralmente verde a azulada. Na figura a seguir (figura 45) sao

apresentadas as imagens de Goulart (2005) do fungo Penicillium.

Figura 45. Imagens obtidas por Goulart (2005) apresentando os conidios do fungo Penicillium.

Ty

Fonte: Goulart (2005)
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Os demais fungos ndo foram identificados. Ressalta-se que as limitagdes deste estudo estdo
relacionadas ao nimero amostral, escassez de recursos financeiros para realizar a identificagao

molecular desses fungos € momento de pandemia.

5.4.1.3 Selecao dos fungos endofiticos isolados das folhas de Porophyllum ruderale (Jacq)

Cass para avaliag¢ao do perfil quimico

Avaliados cada um dos fungos pelo microcultivo, estes tiveram seu perfil quimico analisado
por CLUE-ESI-qTOF conforme descrito no Item 4.2.2 (Condicdes analiticas). A extragdo foi
realizada utilizando o meio de cultura com o fungo e acrescentando acetato de etila como
liquido extrator (macerado por 2h em banho de ultrassom). Apos as andlises, todos os
cromatogramas foram avaliados quanto a complexidade quimica, potenciais substancias de
interesse ¢ novas moléculas (utilizando as bases de dados Reaxys e Scifinder). Feita essa
triagem inicial, foram escolhidos dois fungos endofiticos para dar continuidade ao presente
trabalho. Estes foram entdo enviados para identificacdo molecular. Nas Figuras abaixo (46 e
47) encontram-se o perfil quimico dos dois fungos de interesse. Posteriormente identificados

como Diaporthe paranensis e Penicillium sp.
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Figura 46. Perfil quimico do fungo Penicillium sp. no modo positivo de analise (ESI+) em 14

dias de cultivo em meio de cultura BDA.
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Figura 47. Perfil quimico do fungo D. paranensis no modo positivo de analise (ESI+) em 14

dias de cultivo em meio de cultura BDA.
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Ap0s extensa revisao de literatura para Penicillium SP (Figura 46) sugere-se a presenca da
1socumarina diaportina ou a substancia citrinina para Penicillium sp. com m/z 251 e tempo de
retencdo de 6,56 min. Segundo Cai e colaboradores (2018), a susbtancia diaportina esta
associada a potenciais aplicagdes antimicrobianas contra Mycobacterium tuberculosis.

Para D. paranensis (Figura 47) sugere-se que as substancias de maior intensidade no
cromatograma referem-se a peptideos com m/z 909, 910, 895, 896. Estas susbtancias nao foram
encontradas em bases de dados, possivelmente sendo substancias nunca descritas.

Devido a complexidade das estruturas dos peptideos optou-se por trabalhar apenas com essas
substancias e assim o fungo Penicillium sp foi direcionado para trabalhos de iniciacdo cientifica
jé& iniciados em nosso grupo de pesquisas, incluindo a identificagdo da substancia utilizando
espectrometria de massas (EM/EM) e futuro isolamento e avaliacdo por ressonancia magnetica
nuclear (RMN).

Vale ressaltar que a familia Diaporthaceae (representada no presente trabalho por 0,21 %

das leituras realizadas ao total de fungos nas analises de microbioma, Ver Item 5.3), tem sido
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investigada pela quimica de produtos naturais e demonstrou produzir uma variedade de
metabolitos Unicos de baixo peso molecular com diferentes atividades biologicas como:
antibacteriano, anticancerigeno, antifungico, antimalarico, antiviral, citotoxico e herbicida
(GOMES et al. 2013). Segundo Chepkirui e Stadler (2017), Diaporthe sp. sdo conhecidos por
causar doencas em uma ampla gama de plantas hospedeiras, alguns dos quais sao
economicamente importantes em todo o mundo, causando decomposi¢do de raizes e frutos,
morte, cancros ¢ manchas nas folhas. Como exemplo, D. ampelina ¢ uma das espécies
patogénicas conhecida como mancha foliar levando a perdas de rendimento de uvas em regides
temperadas. D. phaseolorum e D. longicolla sao patogénico a soja. Algumas espécies deste
género também foram relatadas como patogenos de humanos e outros mamiferos, porém esses
casos sdo raros e muitas vezes devido a infec¢des oportunistas de pacientes gravemente
imunocomprometidos, ndo ha evidéncias de que Diaporthe e seu estagio assexuado estdo entre
os patdgenos humanos graves (CHEPKIRUI; STADLER, 2017).

Ainda ¢ valido citar a presenca de peptideos, que s@o uma classe de compostos de interesse
nos ultimos anos, devido as suas diversas aplicagdes nos setores agricola e farmacéutico
incluindo pesquisas pra inibi¢ao de proteases do SARS-CoV-2 (PANT et al., 2020). No trabalho
realizado por Pant et al (2020) os autores avaliaram mais de trezentas estruturas cristalinas por
docking incluindo peptideos e pequenas moléculas que atuassem na ligacdo com a principal
protease do SARS-CoV-2, sendo um possivel alvo para o desenvolvimento de
medicamentos. Contudo ndo foram encontrados artigos mais recentes que reforgassem esta
pesquisa (CHEPKIRUI; STADLER, 2017). Os autores sugerem a necessidade de mais
investigacoes sobre individuos fingicos pertencentes a esta familia, sendo potenciais fontes de
metabolitos secundarios.

No topico seguinte serdo apresentados os dados referentes a proposta de sequencias de
aminoacidos para os peptideos encontrados em D. paranensis, utilizando UPLC-ESI-qTOF. O

laudo de identificagao molecular dos fungos encontram-se abaixo, Figuras48 e 49.



Figura 48. Laudo de Identificagdo molecular de Diaporthe paranensispela empresa

GoGenetic.
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Figura 49. Laudo de Identificagdo molecular de Penicillium sp. pela empresaGoGenetic.
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5.5 INVESTIGACAO DO PERFIL QUIMICO DO FUNGO ENDOFITICO Diaporthe
paranensis.

O isolado foi identificado pela empresa GoGenetic pela regido ITS do DNS flngico,

apresentando 99% (524/528 bases) de identidade com Diaporthe paranensis (Figura 48). Para

avaliacdo do perfil quimico de D. paranensis por CL-EM, foram realizadas trés extracdes

distintas nos tempos de 7, 14 e 21 dias a fim de avaliar em qual tempo de cultivo o fungo

produziria maior quantidade de metabodlitos de interesse (Figura 50 e 51).

Figura 50. Perfil quimico do fungo D. paranensis, ESI+. Sendo A) 7 dias de cultivo e B) 14

dias de cultivo em meio de cultura BDA.
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Figura 51. Perfil quimico do fungo D. paranensis, ESI-. Sendo A) 7 dias de cultivo e B) 14

dias de cultivo em meio de cultura BDA.

Endofitico_38_neg_IS 1: TOF MS ES-
100 9.67 BPI
908.5834 9.44e5
10.98
11.74
3111687 5792333 1235
A 1 o0 384 e
’ 339.1999
237.0619 7
412
223.0609
0- T T AITA T T T T T T T T Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00
Endofitico_S3_14dias_Neg_ IS 1: TOF MS ES-
1004 9.47 BPI
] 953 6051 967 5.64e6
9085846
B 11.38
1 539.4320
=
1 0.90 1291
1 237.0624 537.4152
1 2.25 6.48 8.51
1 172.0977 6704146 710.4446
0= e B T T e ee et Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00
Endofitico_S3_21dias_Neg_IS_NEG 1: TOF MS ES-
100+ 11.84 BPI
| 279.2326 501e5
¢ 2| 2570626 1081
] : 311.2010
274 28;. 8557 60 10.42,325.1838 2;3-254%0 13.98
275.1028 . . :
271.0602 3111684

T
8.00

I S B S B B
10.00 12.00 14.00

e
16.00

— Time

A partir dos cromatogramas observou-se predominio dos picos com as massas m/z 895, 896,

909 e 910 nos tempos de 7 e 14 dias. A partir desta informacgao foram realizadas diversas buscas

na literatura (utilizando as bases de dados Reaxys, Science Finder ¢ Chemnetbase) para cada

proposta de composi¢do elementar fornecida pelo software MassLynx®, considerando o erro

de massa calculada inferior a Sppm.

Dando continuidade a investigacdo quimica do fungo optou-se por utilizar como tempo de

crescimento fungico ideal o tempo de 14 dias, visto que neste tempo foram detectados picos

mais intensos referentes as substancias de interesse. Para desconsiderar a possibilidade destas

substancias serem da composi¢do do meio de cultura foi feito um extrato utilizando apenas o
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meio de cultura nas mesmas condi¢des dos extratos fungicos. O cromatograma do meio de

cultura encontra-se na Figura 52, abaixo.

Figura 52. Cromatograma obtido a partir de extrato do meio de cultura preparado nas mesmas

condi¢des das amostras do extrato fungico. ESI+.
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As massas de interesse foram selecionadas e fragmentadas por EM/EM para obten¢do do
perfil de fragmentacdo de cada substancia. Na tabela abaixo (Tabela 4) sdo apresentados os
valores de massa selecionados, tempo de reten¢do, composicao elementar, erro e perfil de

fragmentagao.

Tabela 7.Fragmentos obtidos por analise d¢ EM/EM por UPLC-ESI-QTof.

Tr m/z Férmula Erro
Fragmentos (EM/EM)
(min) [M+H]" molecular (ppm)

928 895,5977 CasHisNoO11  -4,6  793,5182; 680,4340; 595,3814; 524,3444,
439,2924;312,1918

9,46 896,5842 CasHxisNioOwo -2,0  793,5182; 680,4340; 595,3814; 524,3444,
439,2924; 312,1918

9,51 909,6194 CaHsoNoOn1  -3,0  807,5342; 694,4504; 609,39; 524,3443;
439,2924; 326,2083

9,68 910,6055 CaHsiNioO1o -2,6  807,5342; 694,4504; 609,39; 524,3443;
439,2924; 326,2083
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Através dos fragmentos obtidos por EM/EM utilizando a energia de fragmentagdo de 30eV,
foram observados alguns padroes de fragmentagdo, com perdas sequenciais de aminoacidos.
Através da juncao dos fragmentos foi possivel propor uma estrutura para as substancias com
m/z 909, 910, 895 e 896.

Para as estruturas m/z 910 e 909 observou-se o padrao de aminoacidos composto por prolina-
isoleucina-prolina-isoleucina-N-metil-alanina-N-metil-alanina-N-metil-alanina-isoleucinacom
porcao terminal referente a amino hidroxi putrescina para m/z 909 e amino dihidroxi purescina
para m/z 910. Assim os dois peptideos apresentaram diferengas apenas na cadeia final.

Ressalta-se ainda que existem possiveis combinag¢des entre os aminoacidos isoleucina
(ISOL) e leucina (LEU) que presentam a mesma massa e formula molecular, sendo necessario
a utilizagao de outras técnicas (como a utilizagdo de colunas quirais) para estabelecer qual seria
o aminodacido na sequéncia do peptideo. Segundo avaliagdes de probabilidade, existem mais de
26 posi¢des em que poderiam constar os aminoacidos leucina e isoleucina nas presentes
estruturas. As propostas de estruturas para as substancias m/z 910 e 909 sdo apresentadas a

seguir, Figura 53.

Figura 53. Propostas de estruturas para as substancias m/z 910 e 909.

Chemical Formula: C44Hg1N1gO10" Chemical Formula: C44HgoNgO14*
Exact Mass: 909,6132 Exact Mass: 910,5972

Para as substincias com m/z 895 e 896 observou-se o padrdo de aminoacidos composto por
prolina-valina-prolina-isoleucina-N-metil-alanina-N-metil-alanina-N-metil-alanina-isoleucina
com porcdo terminal referente a amino hidroxi putrescina para m/z 895 e amino dihidroxi

putrescina para m/z 896. Seguindo o padrdo de fragmentos das moléculas anteriores, as
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estruturas m/z 895 e 896. Ressalta-se também a possibilidade de possiveis combinagdes entre
os aminodcidos isoleucina (ISOL) e leucina (LEU) que presentam a mesma massa e formula
molecular, sendo necessario a utilizacdo de outras técnicas (como a utilizacdo de colunas
quirais) para estabelecer qual seria o aminoacido na sequéncia do peptideo. As propostas de

estruturas para as substancias m/z 895 e 896 sdo apresentadas a seguir, Figura 54.

Figura 54. Propostas de estruturas para as substancias m/z 895 e 896.

Chemical Formula: C43H7gN10O1* Chemical Formula: C43H7gNgO11*
Exact Mass: 895,5975 Exact Mass: 896,5815

Como proposta de fragmentagao dos peptideos sugere-se que os ions com m/z895,5977 (Tr:
9,28 min [C43H73N9O11H]"), 896,5842 (Tr: 9,46 min, [C43H7sN10011 H]"), m/z909,6194 (Tr:
9,51 min [C4sHgoNoO11 H]") e 910,6055 (Tr: 9,68 min, [C4sHsiNi9O10 H]") apresentaram
caracteristicas de fragmentagdo semelhantes. Para os ions 909 e 910 os seguintes fragmentos
foram observados: m/z807,5342 referente a perda da hidroxi putrescina e dihidroxi putrescina,
com as perdas de C4HoNO, e C4H10N2O respectivamente, o que justifica a diferenga de 1 Da na
massa molecular das substancias. Na sequéncia, o fragmento m/z 694,4504 se justifica pela
perda da leucina ou isoleucina. O fragmento m/z 609,3979 com perda do aminoacido N-metil
alanina. Fragmento m/z 524,3443formado pela perda de mais um aminoacido N-metil alanina.
Fragmento m/z 439,2924 formado pela perda de N-metil alanina e por fim a perda de uma
isoleucina ou leucina originando o fragmento m/z 326,2083. A proposta de fragmentacao para

as substancias m/z 909 e 910 encontra-se a seguir na Figura 55.
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Figura 55. Proposta de fragmentagdo para os ions m/z 909 e 910, no modo de ionizagao

positivo.
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Para os ions m/z 895 e 896 os seguintes fragmentos foram observados: m/z793,5182

referente a perda da hidroxi putrescina e dihidroxi putrescina (perdas de C4HoNOz e C4H10N20)

respectivamente, o que também justifica a diferenga de 1 Da na massa molecular das

substancias. Na sequéncia, o fragmento m/z 680,4340 se justifica pela perda da leucina ou

isoleucina. O fragmento m/z 595,3814 com perda do aminoacido N-metil alanina. O fragmento

m/z 524,3444 com perda do aminoéacido N-metil alanina. O fragmento m/z 439,2924 com perda

do aminoacido N-metil alanina e na sequéncia a perda da isoleucina/isoleucina. Por fim o

fragmento m/z 312,1918 originado pela perda de valina. A proposta de fragmentacgao para as

substancias m/z 895 e 896 encontra-se a seguir na Figura 56.
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os ions m/z 895 e 896, no modo de ionizagdo
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A putrescina € uma poliamina encontrada em praticamente todos os organismos, estando

envolvida em um grande ntimero de processos do desenvolvimento vegetal. As poliaminas

(putrescina, espermidina e espermina) podem ser encontradas livres ou conjugadas com 4cidos

fendlicos, compostos de baixo peso molecular ou macromoléculas (proteinas e acidos

nucleicos). Sua biossintese compreende vias semelhantes em bactérias, animais e plantas sendo

sintetizadas a partir dos aminoacidos arginina e ornitina. Posteriormente esses aminoacidos

sofrem a acdo das enzimas arginina descarboxilase e ornitina descarboxilase, respectivamente,

gerando a putrescina (MC LEOD, 2017).

O espectro de massas (MS?) obtido para cada umas das substancias m/z 909, 910, 896 e 895

encontram-se a seguir na Figura 57.
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Figura 57. EM? das substancias m/z 909 (A), 910 (B), 896 (C) e 895 (D).
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Por fim, no topico a seguir sera apresentada uma proposta pra purificagdo dos peptideos

utilizando a técnica de Cromatografia de Parti¢do Centrifuga (CPC). E os rendimentos obtidos.

5.6 DESENVOLVIMENTO DE METODO POR CROMATOGRAFIA DE PARTICAO
CENTRIFUGA (CPC) PARA PURIFICACAO DOS PEPTIDEOS OBTIDOS DE D.

paraenses.

5.6.1 Rendimento dos extratos

A partir das informagdes obtidas foi realizada uma nova extragdo do fungo D. paraenses e desta
vez em maior escala (871 g de meio so6lido + fungo). Os rendimentos sao descritos na Tabela

8.

Tabela 8. Rendimentos obtidos dos extratos do fungo D. paranensis.

Massa total de
Total de extrato
Cultivo fungo + meio de Rendimento (%)
bruto obtido
cultura

Primeiro cultivo
1* extracao 871 0,54mg 0,06%
2% extragdo 871g 0,19mg 0,02%
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Segundo cultivo
1* extracao 625¢g 0,42mg 0,07%
2% extragdo 625¢g 0,07mg 0,01%

Os cromatogramas obtidos de cada extracdo encontram-se abaixo (Figuras 58 a 60).

Observa-se que a extracao do primeiro cultivo apresentou um perfil diferente de metabolitos
extraidos.

Figura 58. Primeira extracdo utilizando acetato de etila. ESI+.
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Figura 59. Segunda extracdo utilizando acetato de etila ESI +.
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5.6.2 Purificacao de metabolitos fliingicos utilizando Cromatografia de Particao
Centrifuga (CPC)
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Para purificagdo do extrato e tentativa de obter uma separagdo dos peptideos, foi utilizada a
CPC. Para esta técnica foi selecionado o sistema ARIZONA N, o qual mostrou uma distribui¢ao
equilibrada das substancias de interesse entre as fases superior e inferior. Na tabela abaixo
apresenta-se os resultados do teste do Kp para as substancias com m/z 8§95, 896, 909 e 910 nos

sistemas Ascendente e Descendente, respectivamente.

Tabela 9. Valores de area e KD obtidos para o sistema ARIZONA N para o modo Ascendente

m/z 895,5977  896,5842 909,6194 910,6055
SUP 14769,9000 112135,1 147299,8 41074,7
INF  14969,8000 91975,7 94240,4 15211,1
Kb 1,0135343  0,820222 0,639786 0,370328

Tabela 10. Valores de area e KD obtidos para o sistema ARIZONA N para o modo Descendente

m/z 895,5977  896.5842 909.6194 910.6055
SUP 14769,9000 112135,1 147299,8 41074,7
INF 14969,8000  91975,7 94240,4 15211,1
Kb 0,986646448 1,219182 1,563022 2,700311

Assim, foi escolhido o sistema Descendente (fase inferior ¢ a fase movel) para realizar a
separagao por CPC com as condig¢des propostas no sistema N.

Avaliando o perfil quimico das 92 fragdes obtidas por CPC, foi notado que na fracdo 8 (8mg)
constavam os quatro peptideos juntos, ndo havendo separacdo destes. Isto se justifica pela
proximidade estrutural das substancias que mesmo com diferentes Kp estas ainda apresentam
um coeficiente de particdo muito semelhante, sendo possivel apenas obter (pela presente
técnica) uma fracdo enriquecida com os peptideos. Obteve-se o seguinte perfil cromatografico

para a fracao 8, Figura 60.
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Figura 60. Cromatograma obtido da fragdo 8 do sistema de CPC, ARIZONA N.
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Legenda: Os picos assinalados com * s3o impurezas contidas no branco (impurezas do solvente

utilizado nas analises).

O método proposto por CPC apresenta-se eficiente pra obtengdo de uma fragao enriquecida
de peptideos, contudo estas substancias encontram-se em pequenas quantidades no extrato. Em
nosso trabalho infelizmente nao foram observados sinais caracteristicos de peptideos no extrato
bruto quando avaliados por RMN de 300 MHz para completa elucidagdo estrutural.

Por fim, ressalta-se que a técnica de CPC oferece numerosos beneficios para a purificagdo
do misturas complexas em apenas uma etapa. Devido a ndo utilizagdo de fases s6lidas como as
colunas tradicionais de silica ou os cartuchos usados no HPLC preparativo (ou MPLC)ou outras
técnicas cromatograficas. Para o CPC podem ser utilizados diversos solventes para criar o
sistema de separagdo de acordo com o composto alvo ou nivel de purificacdo desejada para

obter fracdes enriquecidas ou altamente purificadas.
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6 CONCLUSOES

Utilizando a técnica de CLUE-ESI-QToF-EM", foi possivel caracterizar 36 substancias
incluindo 4cidos fendlicos, derivados diterpeno aminoglicosideos, acidos graxos e
derivados de clorofila. Desse total, 21 substancias (diterpenos aminoglicosideos) foram
descritas pela primeira vez em Porophyllum ruderale. Contudo nao foi possivel obter
quantidades suficientes dessas substancias para elucidagdo estrutural completa por
RMN.

As andlises de principais componentes e de agrupamento permitiram a comparagao
entre plantas coletadas no campo e cultivadas em 8 grupos bem definidos.

A andlise do microbioma das folhas de P. ruderale coletadas proximo a praia
demonstrou que o filo dominante foi Ascomycota (85%), seguido de Basideomycota
(7%). Os géneros mais abundantes foram Fusarium (representando 9,3 % das
sequencias lidas), Alternaria (6,7 %), Saccharomyces (4,1 %), Mortierella (3%) e
Pestalotiopsis (1,9%).

A extracdo dos fungos endofitos das folhas de P. ruderale proporcionaram 25 isolados
e destes foi selecionado o fungo Diaporthe paranensis para investigagdo de seu perfil
quimico (identificado por biologia molecular pela empresa GoGenetic).

Utilizando a técnica de CPC (Sistema Arizona N ) foi possivel obter uma fracao
enriquecida dos peptideos: prolina-isoleucina/leucina-prolina-isoleucina/isoleucina-N-
metil-alanina-N-metil-alanina-N-metil-alanina-isoleucina/leucina-
putrescina/dihidroxiputrescina e prolina-valina-prolina-isoleucina/leucina-N-metil-
alanina-N-metil-alanina-N-metil-alanina-isoleucina/isoleucina-
putrescina/dihidroxiputrescina descritos pela primeira vez para D. paranensis, porém
apresentando baixo rendimento

De forma geral, entre os diversos compostos que foram revisados no decorrer do
presente estudo, ndo detectamos nenhuma substancia que foi simultaneamente detectada
nos endofiticos isolados e na respectiva planta hospedeira. Nao foram detectados

derivados de tiofenos, ao contrario do publicado anteriormente para esta espécie.



131

7 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Em parceria com a universidade de Wake Forest, Scholl of medicine (Carolina do Norte -
Estados Unidos) sob supervisdo do Professor Dr. Allen Tsang, estdo sendo realizados testes de
atividade anticancer para os extratos fungicos obtidos no presente estudo. Segundo feedback do
professor Allen, o extrato de acetato de etila de Diaporthe brasiliensis e Penicillium sp.
apresentaram resultados promissores (dados ndo apresentados nesta tese).

Para melhor explorar do extrato obtido de D. brasilensis, os resultados de atividade
bioldgicas somados a proposta de isolamento dos peptideos serdo utilizados para submissao de
futuros projetos pelo professor Louis P. Sandjo, responsavel pelo Laboratorio de quimica de
produtos naturais (LQPN), do Programa de pds graduagdo em Quimica — UFSC e coorientador
da presente tese. Ainda, novas publicagdes estdo em vias de escrita.

Ressalta-se que ja foram obtidas maiores quantidades de extratos brutos de D. paranensis,
com sucessivas extragdes utilizando acetato de etila e posterior extracdo com metanol e
cloroférmio (1:1 v/v). Foram cultivadas 196 placas de fungos em meio s6lido BDA e 2L em
meio liquido (batata dextrose) para ser utilizados em futuras pesquisas. Cepas deste fungo
encontram-se em estoque em freezer -80°C acondicionadas em solugdes crioprotetoras.

Para os extratos de Penicillium sp., estes encontram-se em fase de isolamento dos
constituintes majoritarios utilizando HPLC preparativo em projeto de inicia¢do ciéntifica,
possivelmente novas tentativas de isolamento utilizando CPC serdo propostas.

Até o presente momento foram escritos dois manuscritos incluindo o Porophyllum ruderalee

sua comparacao e caracteriza¢gao por CL-EM.
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2. Espectro de massas da substancia acido cafeoilquinico (ESI +).
100 355.1025.3.23e5
il 163.0394
2
il 181.0494
b | 287.0601  325.1125 |
Ot e e e e e e ettt mfz
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
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Espectro da substancia acido dicafeoilquinico (1,5-dicafeoilquinico) (ESI +).

100- 163.0400 1.10e4
2
377.0852
137.0605 : 375.0386
L e =200 393.0500
279.0985 i 439.2321 4992519
0 m/z

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500
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Espectro da substancia galoil-dicafeoil-glicose (isomero) (ESI +).

657.1449. 1.21ed

100+
o |
337.0923
163.0392
295 1888 375.0692 445.2879 655.1276
0|||||||I||||I|||||I|||||||LL||I|I|I>||II|“||||I||||I||I|L|(||l||||-|I||I|||||||||l||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||>|||mfz

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650



Espectro da substancia quercetina (ESI +).

146

1: TOF MSMS 303.05ES+

100- 2.12e5
2850397
257.0473
BQ_
SR 273.0327
272.0322 303.0406
28302590 7 302.0349

0""|”""|"""|""|"'|""'|i'l"L|‘""'i'|"'""‘|'I"|"""|""|"'!!!""|""l|‘h'*|""'|"m/Z

230 240 250 260 270 280 290 300 310
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6. Espectro da substancia quercetina glicopiranosidio (isoquercitrina) (ESI +).
1. TOF MS ES+
100+ 303.0503 7.85¢e4
465.1031
285.0397
2 ™
257.0473
304.0536
158.0031
‘ ‘ 219.1024
0 '"||""'|"i"|""|"|"'I'|""|""|""|"'"|""|""|""|""|""|" m/z
125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450
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7. Espectro da substancia galoilquercitrina (ESI +).
. 601.1194.1 61e4
303.0515
g 429.2102
175 0689 455.1894
S BHE Sdaseep
467.3008
299.0766 397.1631
_ L ‘ ‘ J ‘ 469.7778
O IL.Il || JT].IIAJhIL.-I.I ..|1.L.LI| T ll. 4 II.L.I IJ|.|J.||1,J|i L ||l |JIIIL I|l|.||“J L"T“'i‘“l“l J.l. ul |JJ|1'LI|L‘ IIJIJJINIUJ'L_ mlz

200 275 300 325 350 375 400 425 450 475 9500 525 550 575 600



8.

100+

%

Espectro da substancia luteolina (ESI +).

149

1.69e4
259.1381
h 287.0554
258.1361
1 229.1413 269.1589
m/z

230 285 240 245 250 255 260

265 270 275

280 285
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Espectro da substancia canferol (ESI +).

287.0555. 1.69¢e4

100+
o | 259.138J
258.1989
279.1589
1 229.1413 241.0704 G \l 267.1456 271 1184
0_ | T PR lLiJ.I.I P i l s o .l....ll Lge l....l.. lJ N LL¢4J| L ) 4 TR WP WAVH S J._..L A IJ dogl A lh;..l...j.ll...i kb m/Z
[T R A B e e R b B B S e m e T i e o e i i e o

230 235 240 245 250 255I | 260 265 270 25 280 285



151

10.  Espectro de massas da substancia Bifloratoxina (m/z 946,4421) (ESI +).

4.28¢3
o 0464421
a‘:-:_
78,3897 800.3843
1362378 5203074 5o 5087 ' 928'4‘“”%
0 '"'Li"""L'|'|""|""|"'!|""|"'"'|""'f""'|""|""|""|""'|"'"|""|'|"""|""|l'"'|""|'~'|"'J"|"'wrr m/z
400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950
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11. Cromatograma do extrato obtido do cultivo de 3 meses de sementes coletadas em SC, cultivadas em casa de vegetagdo. Em triplicata.
sc_3meses_1c_pos

1: TOF MS ES+
11.61 BPI
100 368.4258 33166
10.45
LIS 5.14 s 284.3324 1254 1305
1 962.4379 6.77 : 887.5682 887.5686
| 047 568.2966
1381.0792
O““\““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““\““\““\‘“‘\““\“"\““\““\‘“‘\““\““\““\““\““\““\““
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
sc_3meses_1a_pos 1: TOF MS ES+
100+ 11.56 BPI
] 368.4256 3.00e6
| 8.8 10.44
< 5.16 : 284.3323 1249 1328
] 962.4370 6.79 274.21%0 4293738 6101846 1381
045 568.2968 780.5538
1381.0792
OH/HH\HHHH\HHHH\HHHH\HHHH\HHHH\HHHH\HHHH\HHH‘wHH\HH\HH\‘Hw‘”w‘”w”‘w‘”w‘HwHH\HH\HH\HH\HH\HH\HH
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
sc_3meses_1a_pos 1: TOF MS ES+
100+ 11.56 BPI
] 368.4256 3.00e6
| 8.89 10.44
< 5.16 : 284.3323 1249 1328
] 9624370 6.79 274.2750 4293738 6101846 13,81
1 ods 568.2968 780.5538
1381.0792
0““\““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““\““\““\‘“‘\““\“"\““\““\‘“‘\‘ I
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00

re e e Time
14.00 15.00 16.00
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12. Cromatograma do extrato obtido do cultivo de 6 meses de sementes coletadas em SC, cultivadas em casa de vegetagdao. Em triplicata.

sc_6Bmeses_1c_pos 1. TOF MS ES+
100 11.63 BPI
1 368.4260 2.90e6
12.81
5.13 13.26
] 962.4384 10.45 871.5737 8715732
| IS
| o4t 6.75 9.47
151.0358 4.69 5.97 568.2975 415.2118
| 920.4260
e N R B L L L L L s L B B L B L B B B B B S I B Iy I I
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
sc_6meses_1b_pos 1: TOF MS ES+
100 11.58 BPI
1 368.4259 3.62e6
1 10.44
° 5.16
N 284.3322
] 0.41 962,489 6.81 9.49 12.60 13.24
151.0359 472 6.00 568.2970 415.2120 429.3731 610.1849
| 920.4269 938.4362
e N L B L L B L L L L B B B B L B B B B B S R B I I I
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
sc_6meses_1a_pos 1: TOF MS ES+
100+ 11.58 BPI
] 368.4261 2.98e6
5.16
, 10.44
< 9624379 284.3319 1281 1340
1 0.41 6.77 9.47 903.5634 903.5645
151.0358 470 5o 568.2969 415.2119
| 920.4258 938.4359
s e e L L e e A e S e e L BN B o o s o el 002

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00



sc_6meses_2c_pos
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13. Cromatograma do extrato obtido do cultivo de 6 meses de sementes coletadas em SC, cultivadas em casa de vegetagdo. Em triplicata.
1: TOF MS ES+
100+ 11.58 BPI
] 368.4257 1333 2.95e6
1281 5715735
871.5730 ' ;
] 514 1044
I 6.79 9.47
0.41 5689981 415.2121
151.0356 337 4.70 599
N 171176 204250) | 9384363
R I L I R I L R U I U I U LR R R S R B I S B L N L I B R RN RN I I
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 1000 1100 1200 1300 1400 1500  16.00
sc_6meses_2b_pos 1: TOF MS ES+
100- 11.63 BPI
] 368.4256 1283 1326 2.91e6
871.5742 871.5740
5.13
] 10.45
<] 962.4380 2849317
| o4 6.79 52115
151.0359 235 469 5q7 568.2964 :
o 197.1175 9204263
I R L I R I L R R I U I R LR R R SR R B B S B L L L I B L R I I R
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 1000 1100 1200 1300 1400 1500  16.00
sc_6meses_2a_pos 1: TOF MS ES+
100+ 11.59 BPI
] 368.4258 3.10e6
5.14
] 104 1281 1328
< 962.4380 0.49 8715734 8715737
I oa 61 w5117
1510360 337 4.70 597 9682979 '
| 1971176 9204272
: R N R R R AU I U UL U L R R R R R R A S B L N L I B R R RN I R
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 1000 1100 1200 1300 1400 1500  16.00

Time
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14. Cromatograma do extrato obtido do cultivo de 12 meses de sementes coletadas em SC, cultivadas em casa de vegetacdo. Em triplicata.

sc_1ano_1c_pos

1. TOF MS ES+
11.58 BPI
100, 368.4257 31566
5.14
962.4376
N 1045
" 284.3319 1190 1326
0.41 6. 6.79 778.5388  917.5781
151.0357 4.70 918.4476 568.2968
| 920.4265
0““““\““““\““““\““““\““\““\““““\““““\““““\““““\““\““\““\““\““\““\“"\““\““\““\‘“‘\““\““\““\““\““
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
sc_1ano_1b_pos 1: TOF MS ES+
e 11.59 BPI
| 368.4257 13.26 3.00e6
12.81 8715734
871.5739
] 10.44
3 284.3318
1 0.41 6.05 6.77
151.0358 4.70 918.4475  9568.2969
| 920.4270,
O““““\““““\““““\““““\““\““\““““\““““\““““\““““\““\‘“‘\““\““\““\““\“"\““\““\““\‘“‘\““\““\““\““\““
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
sc_1ano_1a_pos 1: TOF MS ES+
100~ 11,59 BPI
| 368.4261 3.10e6
5.14
962.4380
N 5.19 10.45
& 960.4231 2843320 1267 1326
1 0.41 6.77 429.3731 917.5779
151.0358 4.69 918:4469 568.2975
] 920.4254
N B L B L B L B e L B B L B S B B B B B B B RS s pa A L s ma el (115
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
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15. Cromatograma do extrato obtido do cultivo de 12 meses de sementes coletadas em SC, cultivadas em casa de vegetacdo. Em triplicata.

sc_1ano_2c_pos 1: TOF MS ES+
100+ 11.61 BPI
] 368.4260 3.00e6
5.14
| 962.4366 1045
" ¥ 041 13.04
' 17.57
151.0358 1.25 2.09 366 4.70 8.91 AR
| 355.1028 163.0392 5171343 274.2747
e L I I I B L L L B B e e B L S R S A B R R B AR M SR R
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
sc_1ano_2b _pos 1: TOF MS ES+
100+ 11.64 BP
| 368.4257 1258  13.04 2.84e6
513 871.5735 8715734
962.4380 13.38
| 10.45 71.5731
NS 284.3322
| 0.41
151.0355 209 366 4.69 568.2072 807 891
N 163.0391 5171340 9204254 1022,4570 274.2750
L L L L L L B L B B B L L R B L B O L L L B L B B I B L I IR I I R
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
sc_1ano_2a_pos 1: TOF MS ES+
100+ 11.64 BP
] 368.4258 2.75¢6
513
962.4363
1 10.47
2 284.3319
] 0.41 6.77 13.04
151.0356 1.25 2.09 266 4.69 568.2975 8.91 429.3730
| 355.1023 163.0392 517.1346 920.4269 274.2746
e N N I s I I B e L I e e B B s B B R R L A R s s R R e el 111
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
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16. Cromatograma do extrato obtido do cultivo de 3 meses de sementes coletadas em PR, cultivadas em casa de vegetagdao. Em triplicata.

pr_3meses_1c_pos 1: TOF MS ES+
100+ 11.59 BPI
] 368.4259 3.15e6
i 4.70 10.45
u o\i 920.4262 6 677 284.3318 13.04
! : 11.10 917.5782
1 o047 962.4357 568.2971 403.2335
1381.0795 6.05;918.4473
0““\““\““““\““““\““““\““““\““\““\““\““\““““\““““\““““\““\““\““““\““\““\““\““\““““\““\““\““\““
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
pr_3meses_1b_pos 1: TOF MS ES+
100+ 11.63 BPI
] 368.4255 3.02e6
] 4.70 10.45 13.26
3 920.4265 - 12.58 871.5739
= 284.3322 871.5730
g 6.75 11.10
0.41 568.2968 403.2335
1 125.9867
0““““\““ T TTTTT rTr T T T T T A A N N N A N T A
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
pr_3meses_1a_pos 1: TOF MS ES+
100 11.58 BPI
] 368.4258 3.10e6
o 920.4259 284.3322 9175775 o13:33
| 5.16 6.77 | 917.5782
1 047 . 568.2968
1381.0797
Ot T T I BN A 1T L L L U L I B L B L B U L N BN BRI IR — Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
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17. Cromatograma do extrato obtido do cultivo de 6 meses de sementes coletadas em PR, cultivadas em casa de vegetagdao. Em triplicata.
pr_6meses_1c_pos 1: TOF MS ES+
100~ 11.58 BPI
1 368.4257 3.14e6
] 10.44
2 4.70 5.14 12.58 13.2
1 9204261 962.4379 677 284.3321 4203733 g1rmrs
0.41 :
151.0356 597 9682968 oo
] 938.4357 '
0““““\““““\““““\““““\““““\““\““\““\““\““““\““““\““““\““““\““\““\““““\““““\““\““\““\““\““““
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00  11.00 1200 1300 1400 1500  16.00
pr_6meses_1b_pos 1: TOF MS ES+
100 11.59 BPI
1 368.4260 304 ., 3.12¢6
1258  g71 5709 1349
8715726 ' 5, 8715735
] 10.44
2 4.70 5.14 284.331
] o 920.4272 9624364 6.79 84.3319
: 568.2971 9.47
151.0359 5.99
] 938 4352 4152117
0‘ T TTTT T T T T T T T T T T T T T T T T T T L N L L O DL L B LA B N B L
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00  11.00 1200  13.00 1400 1500  16.00
pr_6meses_1a_pos 1: TOF MS ES+
100+ 11.64 BPI
1 368.4259 2.94e6
] 1047
S 470 514 284.3323
] os 920.4272 962.4374 6.75 12.84
: 568.2977 9.47 610.1854
151.0355 5.97
] 938.4355 415.2118
0‘ TTTT T T T T T T T T T T T T T T T T T T I A N A N N N
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00  11.00 1200  13.00  14.00

= Time
15.00 16.00
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18. Cromatograma do extrato obtido do cultivo de 6 meses de sementes coletadas em PR, cultivadas em casa de vegetacdo. Em triplicata.

pr_6meses_2c_pos

1: TOF MS ES+
11.63 BPI
1001 368.4258 2.76e6
] 10.45
N 4.69 5.14 284.3318
B 920.4265 962.4368 6.75 12.58 13.26
1510355 597 0082972 9.47 610.1848  917.5769
] ' 938.4355 4152118
0““““\““““\““““\““““\““““\““\““\““\““\““““\““““\““““\““\““\““““\“"\““\““\““\““\““\““““\““\““
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
sc_6bmeses_2b_pos 1: TOF MS ES+
100+ 11.63 BPI
] 368.4256 12.89  13.26 2.91e6
871.5743871.5740
5.13
] 10.45
sl 962.4380 284,337
1 o4 s7° 152115
151.0359 335 469 597 968.2964 :
o] 197.1175 9204263 938.4360
L I I R T L L L L L L L L L I L L L L I L L IO BN IO B L L DL B L LA B
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
pr_6meses_2a_pos 1: TOF MS ES+
100+ 11.59 BRI
] 368.4258 3.13e6
= 470 514 S8A 98
] 920.4258 962.4374 6.77 | 13.26
0.41 : 12.12 917.5790
151.0357 597 5682975 0.47
] : 038.4369 4152120
O‘ T T T T T L L L L L DL L L R I L B B ‘Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
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19. Cromatograma do extrato obtido do cultivo de 12 meses de sementes coletadas em PR, cultivadas em casa de vegetacdo. Em triplicata.

pr_1ano_1c_pos

1: TOF MS ES+
§ 11.58 BPI
1004 368.4259 3.11e6
4.70
] 10.44
_— 920.427214 284.3322 1235 13.26
. 6.77 11.09 : 917.5784
12?3;66 962.4365 5.97 568.2971 403.2330 871.5731
O R T T T ISR T T RSV R SR R R S S R
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
pr_1ano_1b_pos 1: TOF MS ES+
100+ 11.58 BPI
| 368.4257 2.98e6
4.70
] 10.44
2 920'4262 1 284.3319 11.98 13.38
1 . 6.77 11.09 610.1846
0.41 962.4370 568.2972 403.2333 903.5630
125.9864 5.99
] ) 938.4360
Ot T T T AN T T RS RERS R R U EEE E S B S R
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
pr_1ano_1a_pos 1: TOF MS ES+
100+ 11.63 BPI
] 368.4258 12.61 1312 1349 2.94e6
871.5729 871.5742871.5735
4.69
] 10.45
B3 9204269 284.3323
g 5.14 6.77
0.41 9624373 o, 568.2969
] 125.9864 0384362
O UL B UL R IR T RN T T BRSNS R SRR R R A T Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00

1600
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20. Cromatograma do extrato obtido do cultivo de 12 meses de sementes coletadas em PR, cultivadas em casa de vegetacdo. Em triplicata.

pr_1ano_2c_pos 1: TOF MS ES+
1004 11.56 BPI
] 368.4258 3.64e6
| 10.44
LIRS 923}71;60 518 284.3322 13.09
| | 962.4373 6.82 607.2924
0.47 568.2972
1381.0798 6.10;918.4465
0““\““\““ TTTTT L L L e L L L O L I BN L L I B L L IR
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
pr_1ano_2b_pos 1: TOF MS ES+
100 11.56 BPI
] 368.4256 3.57e6
1 4.72 28140'343424 12.58 13.09
X ’ . . .
] 9204271 518 6.82 4293735 607.2924
0.47 568.2972
]381.0798 6.09;918.4462
0““\““\““ T T A L e L L L L EELL L L L L LA N IR B |
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
pr_1ano_2a_pos 1: TOF MS ES+
100 11.63 BPI
] 368.4261 2.98¢6
] 4.70 10.47
= 920.4270 5.14 284.3319 12.58  13.04
, 962.4365 6.77 887.5684 887.5679
0.47 568.2977
]381.0796
O““\““\““““\““““\““““\““““““““\““““\““““\““““\““““““\““\“““““"\““\““\““\““\““\““““\““\““Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
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21. Cromatograma do extrato obtido da planta coletada em campo em SC. Em triplicata.

praia_1c_pos 1: TOF MS ES+
11.10 BPI
100 11.59
403.2332
] 368.4256 3.76e6
8.89
1 274.2753
2 10.45 13.26
] 284.3320 :
1.23 3.21 3.66 5.19 562';;71 10.14 SR
1381 0796355.1026 303.0504 5471346 960.4224 ' 520.3406
0““\““\““““\““““\““\““\““““\““\““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““\““\““““\““\
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
praia_1b_pos 1: TOF MS ES+
100 11.10 BPI
] 403.2333 11.64 3.64e6
368.4255
8.89
] 274.2751
= 10.45
] 6.75 o1 284.3324 1298 1349
iy 195 ) 366 518 568 2972 ) 4293731 992.7389
1381.0801 355.1029 303.0505 5471342 960.4218 520.3403
0““\““\““““\““““\““\““\““““\““\““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““\““\““““\““\
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
praia_1a_pos 1: TOF MS ES+
100 11.09 11.58 BPI
] 403.2332 | 368.4261 3.48e6
] 8.89
] 274.2748
<] 10.45
] 677 284.3318 13.26
. 917.5789
1 o 1.25 302-(2);04 _ 5.18 568.2969 10.14
1381.0798 355,1030 : 517.1349 960.4214 520.3407
O““\““\““““\““““““\““\““““\““\““\““““\““““\““““\““““\““\““\““““\““\““\““\““\““\““\““““\““\““Time

1.00 2.00 3.60 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
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22. Cromatograma do extrato obtido da planta coletada em campo em SC. Em triplicata.
praia_2c_pos

1: TOF MS ES+
100~ 11.09 BPI
] 403.2335 11.58 3.53e6
368.4257
13.21
473.4000
" 10.44
679 8.91 284.3320
1 o047 123 302-8205 3.65 5.19 568.2971 274.2750
1381.0800355.1028 : 517.1344 960.4222
O e e e e T T RN T NS A AR RS RS A PSS R A PR
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
praia_2b_pos 1: TOF MS ES+
100+ 11.10 11.63 BPI
] 403.2335 | 368.4261 3.25e6
12.58
3.04
] 1045 871.5734 §715732 4349
| e 891 284.3320 871.5728
1.25 3.21 3.66 5.18 568.2075 274.2749
1 355.1027 303.0505 5471343 960.4205
O AN T T T T T T NS R AR RS R L PSS R S PR
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
praia_2a_pos 1: TOF MS ES+
11.10
100 11.61
] 403.2333 368 4055
<l

BPI
3.23e6
10.45
8.89 284.3321
6.75 13.05
1 047 125 3.21 65 518 568.2971 274.2746 - 1014 917.5784
1381.0796 355.1027 303.0505 547 1346 960.4219 520.3403
O““\““\““““\““““\““\““\““““““\““\““““\““““\““““\““““““\““\“““““"\““\““\““\““\““\““
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00  11.00  12.00  13.00  14.00

e Time
15.00 16.00
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23. Cromatograma do extrato obtido da planta coletada em campo em PR. Em triplicata.

parana_1c_pos

1: TOF MS ES+
100+ 12.05 13.07 BPI
] 593.2772 607.2925 5.94e6
11.09  11.56
] 403.2333 368.4257
| O\ci 5.16 6.07 10.44 13.32
962.4360 - . y }
1,048 3.72 2.7 184484 coonora  gie it 9.41 2843322 607 2924
Jas1 0801 35; '5832 3050507 9204266 : : 316.2853
0““\““\‘:“\““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““\““\““““\““\
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
parana_1b_pos 1: TOF MS ES+
100~ 12.08 13.15 BPI
1 593.2766 ©607.2926 5.26e6
11.10
] 403.2329
* 962}11381 6.05 10.45 e
. : . 607.2928
] 383.3%6 372 g 918.4478 7.75 942 2843318
PR e 303.0508 6.77,568.2971 814.4011 316.2853
0““““\‘:“\““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““\““\““““\““\
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
parana_1a_pos 1: TOF MS ES+
13.15 BPI
100 12.08  §07.2930
] 503.2769 : 5.69¢6
] 11.10
o] 403.2332
<]
1 oo 381 605 10.45 7%
] : . : 7.2922
Laay o003 195 372 0 918.4478 7.75 9.41 284 3391 607.29
1°°% 3551027 303.0502 : 6.75;568.2974 814.4005 316.2853
OHHHH\‘:H\HH\HH‘Hw‘”w‘”w‘”w‘”w‘Hw‘”w”‘w“H\H‘w‘”wHH\HH\HHHH

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 1000 | 1100 = 1200 = 1300 = 1400 = 1500 1600
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24. Cromatograma do extrato obtido da planta coletada em campo em PR. Em triplicata.

parana_2c_pos

1: TOF MS ES+
g 13.19 BPI
1007 607.2926 5.12e6
11.64
12.10
] 368.4257 oo
" 5.13
J : 13.49
10.47
1 04e 469 9624386  6.04 6.75 7.75 607.2926
] 74 918.4476 568.2971 9.42 284.3323
7381.0801 3030508 9204264 814.4015 316.9849
0 T T T T T T L T B L A L L B B L B U B L U A BN BRI RN SR
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
parana_2b_pos 1: TOF MS ES+
100+ 13.15 BPI
] 607.2927 5.37e6
11.63
12.10
| 368.4255 £oi0a
= 5.4 13.43
1 : 6.05 10.45 -
{1 046 470 9624376 6.77 75 284 3323 607.2927
| 3.74 918.4479 568.2971 9.41 :
1381.0798 3030505 9204263 814.4009 316.2851
O T A R T T L B L I I L B B L B U B L U BN BN LA S
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
parana_2a_pos 1: TOF MS ES+
100- 13.09 BPI
1 607.2922 5.96e6
12.07
| 11.58  593.2770
o] 368.4261 13.28
3 514 104 473.3995
: 6.05 45
0.46 470 962.4366 6.77 7.77
| 3.74 918.4475 297 9.41 284.3322
7381.0800 3030507 920.4261 568.2975  814.4000 3152856
O““““\““““\““““\““\““\““““\““““\““““\““““\““““\““\““\““\““\“““““"\““\““\““\““\““\““
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00

T Time
12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
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25. Branco, ESI +.
Blank_c_pos 1: TOF MS ES+
100+ 1164 BPI
368.4254 3.02e6
& 10.45
284.3323
13.04
429.3735
13.26;917.5796
6.77
568.2971
6.61
568.2972
0 T T T T T = Time

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 = 1300 = 1400 = 1500 1600
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APENDICE



1.

Sistema Arizona (BERTHOD; HASSOUN; RUIZ-ANGEL, 2005)

Table 2 The 23 Arizona system compositions

Letter  viviviv Initial % wiv Upperlower  Setiling
Heptane  Ethyl acetate  Methanol ~ Water  Heptane  Ethyl acetate  Methanol ~ Water ~ phase ratio time (s)
A 0 1 0 1 0.0 50.0 0.0 50.0 0.88 36
B 1 19 1 19 25 475 235 475 0.92 3l
C 1 9 1 9 5.0 450 50 450 0.965 28
D 1 6 1 ] 71 419 71 429 0.96 29
F 1 5 1 5 83 417 83 417 0.95 30
G 1 - 1 - 10.0 40.0 10.0 40.0 0.95 25
H 1 3 1 3 125 375 125 375 0.945 25
1 2 5 2 5 143 357 143 357 0.91 20
K 1 2 1 2 16.7 333 16.7 333 0.88 21
L 2 3 2 3 200 30.0 200 30.0 0.84 18
M 5 6 5 6 22 273 227 273 0.80 17
N 1 1 1 1 250 250 25.0 25.0 0.70 2
P 6 5 6 5 273 227 273 227 0.69 21
Q 3 2 3 2 30,0 20.0 30.0 20.0 0.68 0
R 2 I 2 1 333 16.7 333 16.7 068 I8
8 5 2 5 2 357 143 357 14.3 0.70 15
T 3 1 3 1 375 12.5 375 12.5 0.735 14
u - 1 - 1 40.0 10.0 40.0 10.0 0.76 14
v 5 1 5 1 41.7 83 417 83 0.78 14
W ] I 6 1 429 71 429 71 0.775 13
X 9 1 9 1 45.0 50 450 50 0.77 11
Y 19 1 19 1 475 25 475 25 0.71 10
Z 1 0 1 0 50.0 0.0 50.0 0.0 0.45 10

The upper to lower phase volume ratios and settling times are given for freshly prepared heplane-containing liquid systems (£5 s)
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