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RESUMO

Os fungos representam uma das fontes mais abundantes de produtos naturais,
destacando-se pela producao de metabolitos secundarios que resultaram no desenvolvimento
de medicamentos e fungicidas de sucesso no mercado. Cogumelos, dos filos Basidiomycota e
Ascomycota, tém sido tradicionalmente reconhecidos como fontes terapéuticas para diversas
doengas, destacando-se pela producao de diversos metabolitos bioativos. No entanto, muitos
desses macrofungos permanecem pouco explorados e at¢é mesmo desconhecidos na literatura
cientifica. Recentemente, compostos produzidos por cogumelos pertencentes ao filo
Basidiomycota receberam destaque na literatura devido ao seu potencial medicinal. Dentre
estes, atividades antibacteriana, antiviral e antiflingica. Considerando a variedade de
cogumelos ainda ndo caracterizados quimicamente e avaliados biologicamente, se estabelece
a oportunidade da investigacdo destes como fonte de produtos naturais com potencial
bioativo. Sendo assim, este trabalho visa uma investigagao nos metabdlitos secundarios € no
perfil metabolomico nas fragdes pertencentes a espécie de cogumelo Phlebopus beniensis,
com crescimento natural em solo brasileiro ¢ pouco difundido na literatura em termos de
composi¢ao quimica e aplicacdes bioldgicas. Através da cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas de alta resolugdo (UPLC-ESI-MS/MS), cromatografia gasosa
(GC-MS) e ferramentas computacionais de estudo metabolomico, extratos de P. beniensis
foram caracterizados e diferentes classes de compostos foram identificados, dentre eles os
polidis, fenodlicos, lipidios, acidos graxos, alcaldides indolicos e acidos organicos. Avaliou-se
o potencial de fragcdes obtidas por fracionamento liquido-liquido contra a enzima tripanotiona
redutase, enzima encontrada em parasitas protozodrios da ordem Kinetoplastida, associados a
doencas tropicais negligenciadas. A fracdo butanolica apresentou resultado promissor com
99% de inibi¢do em uma concentragio de 100 ug.mL™".

Palavras-chave: Phlebopus beniensis; Macrofungos; Técnicas espectrométricas; Atividade
biologica.



ABSTRACT

Fungi represent one of the most abundant sources of natural products, standing out for the
production of secondary metabolites that have led to the development of successful drugs and
fungicides in the market. Mushroom-derived fungi, belonging to the phyla Basidiomycota
and Ascomycota, have been traditionally recognized as therapeutic sources for various
diseases, showcasing the production of diverse bioactive metabolites. However, many of
these macrofungi remain poorly explored and even unknown in the scientific literature.
Recently, compounds from biogenetic origins of Basidiomycota have been isolated and
reported in the literature due to their medicinal potential, including antibacterial, antiviral,
and antifungal activities. Considering the variety of mushrooms not yet chemically
characterized and biologically evaluated, there is an opportunity to investigate them as a
source of natural products with bioactive potential. Therefore, this study aims to investigate
the secondary metabolites and the metabolic profile in fractions belonging to the species of
the mushroom Phlebopus beniensis, which grows naturally in Brazilian soil and is poorly
documented in the literature in terms of chemical composition and biological applications.
Using high-resolution mass spectrometry (UPLC-ESI-MS/MS), gas chromatography
(GC-MS), and computational tools for metabolomic studies, extracts from P. beniensis were
characterized, and different classes of compounds were identified, including polyols,
phenolics, lipids, fatty acids, indolic alkaloids, and organic acids. The potential of fractions
obtained by liquid-liquid fractionation against the enzyme trypanothione reductase was
evaluated, an enzyme found in protozoan parasites of the order Kinetoplastida, associated
with neglected tropical diseases. The butanolic fraction showed promising results with 99%
inhibition at a concentration of 100 pg.mL".

Keywords: Phlebopus beniensis; Macrofungi; Spectrometric techniques; Biological activity.
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1. INTRODUCAO

A exploragdo de fontes naturais de agentes bioativos inovadores pode fornecer pistas
para a descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, sendo os produtos naturais
envolvidos em muitos medicamentos ja desenvolvidos e comercializados no mercado
(Debbab et al. 2011, 2012; Aly et al. 2011; Pan et al. 2010, Newman, 2010). Um exemplo
notavel ¢ a descoberta da penicilina derivada do Penicillium notatum, em 1928 por Fleming,
que revolucionou a medicina ao incluir os fungos como uma fonte rica de produtos naturais
(Blackwell 2011; Dai 2010). Contudo, o conhecimento sobre essa diversidade fingica ainda ¢
limitado. Segundo David L. Hawksworth (2017), estima-se que existam cerca de 1,5 milhdo
de espécies de fungos na terra (de um ponto de vista conservador), das quais apenas cerca de
120.000 sdo atualmente reconhecidas. Desta vasta diversidade, um numero menor foi
explorado para a producao de metabolitos farmacologicamente importantes (Silva, 2013).

Muitos medicamentos e fungicidas bem-sucedidos do mercado foram desenvolvidos a
partir de metabolitos secundarios flingicos, incluindo antibioticos (Penicillina), redutores de
colesterol (estatinas), imunossupressores (ciclosporina), entre outros (Aly, 2011; Kozlovskii,
2013). Os fungos formadores de cogumelos, pertencentes ao filo Basidiomycota e
Ascomycota, sao fonte de diferentes metabolitos bioativos e tradicionalmente acreditados
como remédios para muitas doengas (Sullivan, 2006; Aly, 2011; Kawagishi, 2010). Como
exemplo o continente asiatico, héa séculos, faz uso de uma variedade de cogumelos medicinais
para a prevengao e tratamento de doengas (Lindequist, 2010; Poucheret, 2006).

Nas ultimas décadas, compostos com potencial bioativo foram isolados de diferentes
origens biogenéticas de Basidiomycota, como coprinol, ganodermadiol, lucidadiol,
udasterpureol A, entre outras, apresentando atividades bioldgicas como, antibacterianas,
antivirais e antifungicas. No entanto, apesar da promissora atividade biologica desses
macrofungos muitos deles permanecem pouco investigados (Silva, 2013).

Muitos basidiomycotas ainda necessitam de estudos quimicos ou farmacologicos,
como no caso do cogumelo Phlebopus beniensis, que ¢ de crescimento natural em solo
brasileiro, pertencente a uma pequena familia Boletinellaceae, que compreende apenas dois
géneros: Boletinellus Murril spp. e Phlebopus spp. (Raghoonundon, 2021). Sua distribuicao

se concentra nos biomas da Amazonia e da Mata Atlantica, podendo ser encontrado em


https://link.springer.com/article/10.1007/s13225-013-0265-2#ref-CR81
https://link.springer.com/article/10.1007/s13225-013-0265-2#ref-CR82
https://link.springer.com/article/10.1007/s13225-013-0265-2#ref-CR18
https://link.springer.com/article/10.1007/s13225-013-0265-2#ref-CR302
https://link.springer.com/article/10.1007/s13225-013-0265-2#ref-CR42
https://link.springer.com/article/10.1007/s13225-013-0265-2#ref-CR75
https://link.springer.com/article/10.1007/s13225-013-0265-2#ref-CR199
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varios estados brasileiros, predominantemente de areas tropicais e subtropicais. Apesar de sua
ampla distribuicdo geografica, este fungo foi registrado pela primeira vez na literatura na
cidade de Florianopolis-SC e ndo apresenta relatos com sua caracterizacdo quimica e
aplicacao biologica.

Doencgas associadas a pobreza sdo comumente referidas como doengas tropicais
negligenciadas (DTNs), impactando cerca de 1,7 bilhdo de pessoas que vivem em condi¢des
mais pobres do mundo. O termo “negligenciadas” ¢ atribuido porque essas enfermidades nao
apenas afetam de forma desproporcional comunidades empobrecidas, mas também recebem
menos atencao em comparagdo com outras doengas. A falta de incentivo econdmico para as
industrias farmacéuticas desenvolverem medicamentos destinados a essas doencas deixa a
responsabilidade da pesquisa voltada para doengas negligenciadas nas maos de universidades
e institutos de pesquisa governamentais.

Essas doencas sdo causadas por patégenos, da familia de virus, bactérias, parasitas e
fungos. Algumas dessas doengas, compostas em parte por Leishmaniose, doenca de Chagas,
filariose linfatica, micetoma e oncocercose, sdo responsaveis por aproximadamente, 500 mil a
1 milhdo de o6bitos por ano. Para essas doencas geralmente ndo se tem tratamento ou mesmo
agentes quimicos que sejam eficientes e nao apresentam efeitos colaterais severos. Isso faz
com que a demanda por descoberta ou desenvolvimento de novos farmacos seja permanente
(Mitra, 2017).

Dito isto, este trabalho visa estudar o perfil metabolémico do cogumelo Phlebopus
beniensis através de diferentes técnicas espectrométricas, assim como realizar um estudo
bioguiado de seus extratos quanto a atividade bioldgica em trypanosoma cruzi em estudo

enzimatico para a avaliagdo de seu potencial contra doengas tropicais negligenciadas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Fungos

Os fungos, sdo fundamentais para o funcionamento dos ecossistemas, atuando como
decompositores primarios de matéria organica, onde sdo responsaveis pela reciclagem de
nutrientes, sendo organismos capazes de decompor a lignina (polimero de parede vegetal
mais resistente), além de outras fungdes. Como osmotroficos, esses organismos ingerem
nutrientes por meio de absorc¢do, produzindo uma ampla variedade de acidos orgénicos e
enzimas que podem dissolver e reciclar materiais artificiais e recalcitrantes (Cosgrove, 2007).
Além das espécies saprobiontes (decompositores de matéria organica), os fungos podem
estabelecer associagdes mutualisticas com outros organismos (simbidticas, parasitismo, entre
outros) exercendo um papel de extrema importancia nos ecossistemas. Segundo Santos
(2015), mais de 90% das plantas dependem dessas associagdes mutualisticas com fungos para
sua sobrevivéncia.

Apesar de geralmente associados a ecossistemas terrestres, os fungos podem ser
encontrados crescendo em diversos substratos na terra, desde sedimentos oceanicos até o
couro cabeludo humano. Embora a maioria das espécies fungicas sejam saprofitas
(alimentam-se a partir de matéria organica em decomposicdo), algumas espécies podem
variar consideravelmente tanto nos substratos que decompdem quanto nas vias enzimaticas
que utilizam (Peay, 2016).

Os fungos compdem um reino monofilético que se separou dos animais ha cerca de 1
bilhdo de anos (Taylor, 2006). Esses organismos sdo divididos entre duas principais
caracteristicas distintas. A primeira ¢ a presenga de crescimento hifal com a capacidade de
formar uma rede de filamentos interconectados, sendo esses filamentos conhecidos como
micélio. A segunda ¢ a capacidade de se apresentarem de maneira leveduriformes, sendo
encontrados em ambientes liquidos ou estressantes como no intestino anaerébio e no néctar
floral (Treseder, 2015; Kittelmann, 2013; Herrera, 2009; Peay, 2016). De toda forma, sdo os
fungos hifais que representam a maior diversidade e abundancia em sistemas naturais (Talbot,
2014; Tedersoo, 2014).

O estilo de vida hifal, permite aos fungos perceber e responder ao ambiente,
compartilhando recursos e coordenando atividade através dos ambientes heterogéneos

percorridos por cada micélio (Boddy, 1999). Esses conjuntos hifais podem também
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apresentar estruturas reprodutivas microscopicas como os conidios (Rhizopus sp., Pilobolus
tode, entre outros) e macroscopicas como corpos reprodutivos, observado em cogumelos e

em orelhas de pau (Figura 1) (Santos, 2015).

Figura 1 - Estruturas reprodutivas de fungos micro ¢ macroscopicos.

Fonte: Autora, 2023
A: Estrutura reprodutora de Pilobolus tode; B: Estrutura reprodutora de Rhizopus sp.; C: Estrutura
reprodutora de cogumelo; D: Estrutura reprodutora de orelha de pau.

O crescimento dos micélios, contribui para a formagdo de um microbioma que pode
incluir alguns dos maiores e mais antigos organismos individuais na natureza. Ha relatos de
clones fungicos (populacdo de fungos geneticamente idénticos) que se estendem por uma area
de no minimo 15 hectares, com mais de 1.500 anos de existéncia e pesando cerca de 10.000
kg (Silva, 1992). O processo evolutivo e ecoldgico dos fungos ¢ impulsionado por uma
combinag¢do Unica de caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas que os diferencia de outros

organismos.
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Os fungos sdo organismos versateis e altamente adaptéveis, capazes de prosperar em
uma ampla variedade de habitat. Essa caracteristica e sua complexidade bioquimica sdao
fontes de pesquisas. Grande parte desse sucesso biologico dos fungos filamentosos estd
ligado a produgdo de diversos metabolitos secundarios em conjunto com suas formas de vida
penetrativas e absortivas. A dependéncia dos fungos em metabodlitos secundarios ¢€
evidenciada pela produ¢do de multiplos tipos de metabdlitos secundarios, sendo porgdes
significativas de seus genomas dedicadas a codificar e regular a producdo desses compostos

(Hautbergue, 2017; Bills, 2016).

2.2. Metabdlitos secundarios de fungos

Os metabolitos secundarios sdo derivados de vias metabdlicas centrais de metabolitos
primarios, sendo os acil-coenzima A (acil-CoA) os blocos de construgdes iniciais cruciais que
alimentam a sintese desses compostos. Estes metabolitos secundarios, frequentemente
bioativos, estdo presentes em muitos organismos, como moléculas estruturalmente
heterogéneas de baixa massa molecular. Ao contrario dos metabdlitos primarios, esses nao
s30 necessarios para garantir o crescimento dos organismos produtores, mas possuem um
papel essencial para a sobrevivéncia e adaptacdo dos seres vivos em diferentes habitats
(Keller, 2019). Entre as diversas classes de metabdlitos secundarios encontram-se os
alcaldides, os derivados de 4cidos graxos, policetideos, fenilpropandides, flavonoides,
terpenoides e outros (Bennett, 1989; John 1992).

O estudo de metabdlitos secundarios fungicos teve inicio em 1922, sob a lideranca de
Harold Raistrick, que caracterizou mais de 200 desses compostos provenientes de fungos
(Ribeiro, 1950). No entanto, somente alguns anos depois, ap6s a descoberta e o
desenvolvimento da penicilina, uma atencdo generalizada se voltou para os metabolitos
fungicos. Como resultado, diversas empresas farmacéuticas incentivaram programas de
triagem em busca de produtos naturais microbianos com potenciais aplicagdes farmacéuticas.
Essa busca por metabdlitos secundarios bioativos resultou na descoberta de milhares de
compostos com capacidade de inibir o crescimento de bactérias, fungos, protozodrios,
parasitas, insetos, virus e até células tumorais humanas (Keller, 2005).

Entre os compostos bioativos isolados de fungos, que possuem um papel fundamental
na nossa sociedade, pode-se citar a penicilina e cefalosporina como antibidtico, ciclosporina

como imunossupressor, as estatinas como a lovastatina como redutor de colesterol,



20

griseofulvina, ciclopirox, voriconazol como antifingico, entre muitos outros (Brakhage,
2013).

Apesar disso, os fungos também possuem importancia pelas suas toxinas, as quais
podem causar diversos danos aos seres humanos e agriculturas e entre elas encontram-se as
aflatoxinas como toxicidade, as patulina, gliotoxina e aspiridonas que exibem atividades
citotdxicas, fumonisina, ocratoxina, citrinina como nefrotdxico entre outros (Brakhage, 2013)

(Figura 2).
Figura 2 - Moléculas isoladas de fungos com atividades bioldgicas.
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Um estudo abrangente sobre metabolitos fingicos, que analisou 1.500 compostos
isolados e caracterizados entre 1993 e 2001, mostrou que mais da metade dessas moléculas
apresentava atividade antibacteriana, antifingica ou antitumoral, demonstrando assim a
grande aplicabilidade desses metabolitos fungicos em atividades bioldgicas, podendo a partir
disso serem desenvolvidos diversos medicamentos (Pelaez, 2005). Sendo assim, o interesse
nesses metabolitos aumenta como consequéncia de estudos farmacéuticos e médicos,
algoritmos de bioinformatica, investigacao filogenética, entre outros (Schueffler, 2014; Kuck,

2014).
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2.3. Cogumelos e suas propriedades

Os cogumelos sdo considerados macrofungos devido aos seus corpos reprodutivos
suficientemente grandes para serem vistos a olho nu e colhidos a mao (Chang e Miles, 1992).
Porém, somente o corpo reprodutivo do cogumelo € visivel, enquanto o restante do seu corpo

somatico (micélios) permanece subterraneo (Figura 3).

Figura 3 - Corpo somatico subterraneo.
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Através de registros fosseis encontrados no periodo cretaceo inferior, foi observado
geologicamente que os cogumelos estdo presentes na terra muito antes do surgimento do
homem. Sendo assim, de um ponto de vista antropologico, existe a possibilidade de que o
homem ja os utilizava na alimentacdo e medicina. Até os dias atuais esses macrofungos
desempenham papéis significativos na alimentag¢dao, na medicina, na ecologia, dentre outros
(Bilal, 2010).

A relacdo dindmica entre os seres humanos e os macrofungos ao longo do tempo
destaca beneficios significativos obtidos a partir de compostos por eles produzidos. Ricos em
proteinas, os cogumelos podem ser usados para combater a desnutri¢do € como suplementos
nutricionais para fortalecer a imunidade. Apresentam um baixo teor de amido e colesterol,
sendo adequados para diabéticos e cardiacos. Seus polissacarideos possuem propriedades
imunomoduladoras,  antitumorais,  anticancerigenas  (hetero-pB-glucanas, glicanos,

heteroglicanos e Hetero-B-D-glucanas) e muito mais. Além disso seus metabdlitos
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secundarios possuem diversas propriedades, como antifiingicas, antibacterianas, inseticidas,
nematicidas, antivirais, ¢ outros (Bilal, 2010).

A exploragdo medicinal dos cogumelos teve inicio ha mais de dois milénios. Segundo
Paul Stamets (2014), o médico grego Hipocrates classificou o cogumelo Agaricus como um
anti-inflamatorio eficaz. Ja& no século V, Tao Hongjing descreveu varios cogumelos
medicinais como o Ling zhi (Ganoderma lucidum) e zhu ling (Dendropolyporus umbellatus),
destacando-se também a longa tradicdo de uso medicinal de cogumelos em paises asiaticos.

Essas propriedades foram verificadas anos mais tarde, mostrando-se verdadeiras,
como o cogumelo Agaricus, possuindo uma atividade de capacidade anti-inflamatorias,
atividade anticolesterolémica testada em ratos, biomarcadores de inflamagao sendo testado
em humanos e muito mais (Bhushan, 2018). Assim como o cogumelo Ganoderma lucidum,
que apresentou eficiente poténcia antidiabética, reducao da pressdo arterial e da concentracao
de colesterol sérico em ratos, entre outras atividades (Teng, 2012; Kabir, 1988).

No entanto, os cogumelos representam um dos maiores recursos nao explorados do
mundo em termos alimenticios e medicinais. Recentemente, diversos cogumelos
demonstraram atividades promissoras para o combate eficaz contra diversas doengas, como
cancer, diabetes, doencas cardiovasculares, obesidade, envelhecimento, Alzheimer, entre
outras (CHATURVEDI, 2018). Ja ¢ relatado que esses fungos possuem uma série de
compostos bioativos de interesse nutracéutico e farmacéutico, como, terpenos, alcaldides,
fenolicos, peptideos, policetideos, flavonoides, acidos graxos entre outras classes de
moléculas (Venturella, 2021; Chaturvedi, 2018).

Muitos compostos produzidos por esses macrofungos que apresentam bioatividades
promissoras, sdo de alto peso molecular, como os polissacarideos (p-glucanas), proteinas e
complexos proteina-polissacarideos. Porém, metabolitos secundarios de baixo peso molecular
presentes nos cogumelos vém sendo estudados e explorados cada vez mais.

Podemos destacar alguns cogumelos e seus metabdlitos j4 isolados e testados em
atividades biologicas como Hexagonia speciosa, que possui ciclohexanoides oxigenados e
speciosina B que possui citotoxicidade contra linhagens celulares tumorais. Os cogumelos
Cordyceps militaris, Ganoderma lucidum, G. colosso, G. sinense, Russula paludosa
apresentam compostos como, dimetilguanosina, acido lucidenico colossolactonas, 4cido
ganodérico GS-2, peptideos entre outros compostos que apresentam inibi¢do da protease do
HIV-1. Ganoderma pfeifferi e Agrocybe salicacicola apresentam triterpenos e sesquiterpénico
antivirais, contra o virus influenza tipo A (in vitro) e contra o virus sincicial respiratorio.

Cordyceps niponica, Stereum ostrea, Neonothopanus nambi, apresentam compostos de
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atividades antiparasitarias (Figura 4). Outros macrofungos dos quais ja isolou-se compostos

bioativos sdo Coprinus sp., Xylaria intracolorata, Jahnoporus hirtus, Albatrellus flettii,

Hericium erinaceus, Armillaria sp. e muito mais como relatado por Silva (2013).

Figura 4 - Metabolitos de cogumelos com atividades bioldgicas.
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A: Citotoxicidade contra linhagens celulares tumorais; B: Inibigdo da protease do HIV-1, C: Agentes
antiparasitarios; D: Antivirais.

2.4. Phlebopus beniensis

A ordem Boletales, pertencente ao filo Basidiomycota, abrange uma variedade de

familias e géneros de cogumelos, sendo os cogumelos comestiveis dos géneros Boletus e

Suillus alguns dos mais conhecidos na Europa e América do Norte. Dentro dessa ordem

encontramos uma pequena familia de fungos, denominada Boletinellaceae, composta por

apenas dois géneros de fungo, sendo eles os Boletinellus Murril spp. e Phlebopus spp

(Prado-Elias,

2022).

Segundo Raghoonundon (2021) existem 17 espécies de Phlebopus spp. distribuidas

em areas tropicais e subtropicais. Esse género apresenta caracteristicas morfologicas distintas,

como basidiomas e estipes robustos, uma superficie pileal glabra (lisa/ sem pelos) e ndo

reticulada (sem padrdes de linha), além de poros circulares a subangulares pequenos (1-2 por

mm) (Barbosa-Silva & Wartchow 2020). Quanto a sua ecologia, os Phlebopus spp. sao
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considerados um género saprofito, sendo que as supostas associadas ectomicorrizas
(associagdes com arvores e arbustos) ainda ndo foram comprovadas (Raghoonundon, 2021).

Alguns trabalhos sugerem a formagao de associagcdes micorrizas de algumas espécies
de Phlebopus spp. com arvores e plantas. Um exemplo disso € no estudo relatado por Kumla
(2016), onde se observou uma associacdo de P. portentosus com Pinus kesiya em
experimentos de estufas. Além disso, Moreira-Rivas e Diaz-Lezcano (2022) também
relataram a identificacdo de uma espécie de Phlebopus sp. desconhecida como micorriza com
arvores nativas no Paraguai, porém essa afirmacao nao foi apresentada com uma metodologia
adequada. No entanto, Nouhra (2008) conduziu estudos experimentais na América do Sul
com a espécie P. bruchii, demonstrando assim que ndo ocorreu uma colonizagdo
ectomicorrizica com a espécie nativa Zanthoxylum coco (Fagara coco).

Até o momento, ja foram registradas 7 espécies de Phlebopus sp. comestiveis em todo
o mundo, incluindo os P. braunii, P. bruchii, P. marginatus, P. spongiosus e P. sudanicus.
Recentemente, Prado-Elias et al. (2022) confirmou o consumo do Phlebopus beniensis no
Brasil (Figura 5), sendo essa espécie conhecida como chapéu-de-baiano por fazer alusdo ao
chapéu feito de couro tradicionalmente utilizado por vaqueiros nordestinos. No entanto, os
registros e informagdes sobre as caracteristicas bioquimicas e histéricas dessas espécies,

especialmente na América do Sul, ainda sdo limitadas.
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Figura 5 - Phlebopus beniensis.

Fonte: Autora, 2023

A falta de estudos voltados para a caracterizagcdo bioquimica, quimica, farmacologica
e nutricional das espécies de Phlebopus spp. prejudica a compreensdo desses fungos e suas
potenciais aplicagdes. Além disso, os estudos quimicos estdo frequentemente concentrados
em espécies especificas, como no caso do P. portentosus encontrado na China e Tailandia.
Sendo algumas espécies ainda negligenciadas. A partir dos artigos publicados para esse
género de cogumelo, observam-se grupos moleculares (Figura 6) com potencial medicinal,
culindrio e aplicagdes bioldgicas como apresentada nos artigos de Zhaocui Sol (2018),

Chuankid, B. (2020) e Run Tian (2022).
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Figura 6 - Compostos pertencentes aos Phlebopus sp.

Fonte: Autora, 2023

No Brasil, P. beniensis ¢ geralmente encontrado em periodos chuvosos nos meses de
novembro, tendo sido relatado a sua presenca em alguns estados brasileiros como Paraiba,
Parand, Goias, Sao Paulo, Santa Catarina, entre outras regides como visto na Figura 7 de
Prado-Elias (2022). Apesar dos relatos da presenga nestes estados, ndo ha informagdes sobre

o perfil quimico e atividades biologicas pertencentes a essa espécie no pais.
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Figura 7 - Estados brasileiros com presenca do Phlebopus beniensis.
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2.5. Estudo metabolomico

A metabolomica € uma area de investigagcdo que avalia o perfil quimico de um sistema
biolégico, capaz de acelerar a descoberta de metabodlitos ativos e inéditos a partir de
organismos (Oliveira, 2016). As instrumentagdes mais utilizadas para metabolomica incluem
cromatografia gasosa, cromatografo liquido e ressonancia magnética nuclear, tendo cada uma
dessas plataformas suas vantagens e desvantagens (Patterson, 2010). O preparo de amostras
de cada instrumentagdo acaba por indicar suas vantagens e limitagdes: na CG-EM a
derivatizacdo ¢ frequentemente necessaria para tornar os analitos volateis, possibilitando a
identificagdo de compostos de baixo peso molecular. J& a CL-EM apresenta como vantagem
um preparo de amostras simples e a versatilidade de separacdo em fase reversa. A
combinagdo das plataformas possibilita a identificagdo de metabolitos em diversas matrizes,
sendo as instrumentacdes mais utilizadas em trabalhos de metabolomica (Zhao, 2018).

Para estudos de metabolomica ndo direcionada (perfil global de metabdlitos
conhecidos e desconhecidos) a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de
alta resolu¢do (CL-EMAR) ¢ atualmente a plataforma analitica mais proeminente, devido a

sua sensibilidade e especificidade. Esse método € capaz de separar metabdlitos por suas
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propriedades quimicas para conseguir realizar uma leitura da amostra, fornecendo
informagdes de tempo de retencdo, intensidade, MS1 e MS2 sobre metabolitos que sdo
utilizados para a identificacdo dos picos cromatograficos (Guo, 2020).

Dentro das metodologias existentes, dois modos de aquisicdo de dados MS sdo
difundidos, sendo eles, data-dependent acquisition (DDA) e data-independent acquisition
(DIA). Para uma abordagem mais eficiente em termos de tempo de aquisi¢ao de dados ndo
direcionada, o modo de aquisi¢do de dados acelerado e autonomo ¢ proporcionado pela DDA.
Neste modo, o software do equipamento seleciona os ions mais intensos com base em limites
definidos e posteriormente, realiza uma fragmentagao sequencial (MS2) de ions com base em
sua intensidade. E a correlacdo entre o MS1, ion intenso selecionado, ¢ MS2 que viabiliza a
deconvolugdo' dos dados (Guo, 2020).

No modo DIA, o espectrometro de massas realiza uma leitura em uma ampla faixa de
massas, fragmentando simultaneamente tudo o que ¢ ionizado durante aquele scan. O DIA
permite a coleta continua, imparcial de massas e fragmentacao para todos os metabolitos. No
entanto, a complexidade dos espectros gerados apresenta dificuldades computacionais para a
identificacdo posterior de metabdlitos, pois nesse modo ndo existe uma ligagdo direta entre
quais ions gerou determinados fragmentos, dificultando a interpretagdo desses dados pelos
softwares (Guo, 2020).

Os dados derivados das andlises por CL-EM possuem grandes quantidades de
espectros, frequentemente complexos e de demorada interpretacdo. Diversos softwares sdo
utilizados para tratamento e interpretacdo dos dados, onde utilizam-se uma série diferentes de
abordagens, como bancos de dados experimentais alimentados com espectros de
fragmentacdo e algoritmos que realizam predi¢do de fragmentacdo. Alguns programas de
codigos abertos, a ser citado MS-DIAL, MS-FINDER, SIRIUS e GNPS entre diversos
outros, oferecem solugdes para a leitura e interpretacao dos dados gerados pelo equipamento
(BLAZENOVIC, 2018).

O MS-DIAL ¢ uma importante ferramenta para realizar a deconvolucdo dos dados
brutos em espectrometria de massas. Esta ferramenta converte os dados e realiza a
identificacdo dos picos de ions precursores, utilizando informagdes de tempo de retengdo e
relacdo massa carga. Os resultados dessa andlise determinam os espectros MS/MS puro,
eliminando ruidos de fundo e extraindo espectros dos metabdlitos que podem coeluir. Para a

identificacdo dos compostos propostos, 0 MS-DIAL possui a capacidade de fazer comparagao

' A deconvolugdo ¢ um processo automatizado, capaz de detectar diferengas nos espectros de
massa através de um pico que pode indicar co-eluigdes
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espectral comparando os espectros experimentais com bancos de dados externos (Tsugawa,
2015).

Apb6s a desconvolugao dos dados pelo MS-DIAL, a elucidagdo estrutural dos
compostos nas amostras pode ser realizada por meio da analise de fragmentacao in-silico.
Esse processo pode ser realizado pelo uso de dois softwares distintos: MS-FINDER e
SIRIUS. Ambos desempenham um papel na elucidagdo estrutural ao empregar abordagens
computacionais, como a comparacao de espectros de massas obtidos experimentalmente com
os gerados computacionalmente, cdlculos de formulas moleculares utilizando bibliotecas de
fragmentos tedricos gerados pelos programas e a utilizagao de dados experimentais de m/z e
de fragmentacdo para construir uma arvore de fragmentagdo tedrica com base nos resultados
experimentais (Mallmann, 2023).

O MS-FINDER possui um algoritmo que simula a clivagem alfa de cadeias lineares,
levando em consideragdo as energias de dissociacdo e rearranjo de hidrogénio. O score
sugerido pelo software leva em consideracdo a precisdo (m/z), razao isotdpica, atribuicao de
ions de produto e atribui¢do de perda neutra. O MS-FINDER tem a capacidade de identificar
compostos desconhecidos-conhecidos e os dados de MS podem ser diretamente integrados a
plataforma de analise de redes moleculares (Tsugawa et al., 2016, Vaniya et al., 2017, Wang
et al., 2022).

O SIRIUS possui um algoritmo que combina a analise de padrdes isotopicos em alta
resolucdo nos espectros de MS com a analise de arvores de fragmentacdo para elucidagao
estrutural em espectros de MS/MS. O software procura por caracteristicas associadas aos
espectros de fragmentacdo, como ions precursores, ions adultos e picos de isétopos.
Utilizando o CSI:FingerID como um banco de dados, o SIRIUS pesquisa e fornece avaliagdes
de estruturas moleculares com base em dados de MS/MS. Sua abordagem ¢ concentrada na
previsdo de uma impressao digital molecular a partir dos dados de MS/MS de um composto
(Duhrkop, 2019).

Ja o GNPS (Global Natural Products Social Networking) é uma plataforma online
utilizada para analises, comparagdo e compartilhamento de dados de CL-EM no campo da
metabolomica de produtos naturais. Esta plataforma permite o agrupamento dos compostos
em cluster com base na similaridade entre os espectros, formando uma rede de relagdo por
meio do molecular networking. Além disso, o GNPS possibilita a organizacdo de cada
espectro adquirido na representacdo de um nodo. A conexdo de nodos ¢ feita com base na
similaridade dos espectros presentes nas amostras ou nos bancos de dados de referéncia, esta

conexao apresenta um valor de cosseno, que variam de 0 (totalmente distinto) a 1 (idénticos).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996922013734#b0105
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996922013734#b0105
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996922013734#b0125
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Além das redes moleculares geradas pela plataforma, o GNPS oferece outras opcdes de
analise dos dados, como a comparagdo direta com espectros de massas experimentais e busca
por analogos.

Cada plataforma emprega diferentes parametros e métodos para sugerir moléculas
analizadas por LC-MS/MS, apresentando scores e margens de erro para os possiveis
compostos. Essa diversidade possibilita a comparacdo entre esses softwares, permitindo a
analises dos dados. Muitos estudos tém utilizado esses métodos para identificar metabolitos
secundarios fungicos. Como exemplo, no artigo de Yu Sol (2021), onde foram utilizados
programas computacionais (MS-DIAL, MS-FINDER e GNPS) para analisar e identificar os
metabolitos provenientes da co-cultura de Aspergillus sydowii e Bacillus subtilis. Da mesma
forma, o estudo de Ding (2022) utilizou o MS-FINDER para identificar marcadores

significativos em Cordyceps sinensis.

4.7. Tripanotiona redutase

A tripanotiona redutase (TR) ¢ uma enzima encontrada nos protozoarios flagelados
sendo ela pertencente a ordem Kinetoplastida, da familia Trypanosomatidae e ao género
Leishmania e Trypanosoma. As doengas em seres humanos e animais domésticos causadas
por esse protozodrio incluem a doenga do sono (7rypanosoma rhodesiense, T. gambiense),
doenga de Chagas (7. cruzi), nagana (T. brucei, T. vivax, T. congolense) entre outras
(Krauth-Siegel, 1987).

Essa enzima ¢ uma FAD-cisteina oxidoredutase que foi encontrada no parasita de
inseto Crithidia fasciculata, ¢ na forma cristalina, de Tripanotiona cruzi. Todos os
trypanossomas e leishmanias possuem metabolismo Unico de tiol e ambos dependem do
sistema de tripanotiona e da tripanosoma redutase (Spinks, 2009).

A tripanotiona redutase exerce um papel fundamental no combate ao estresse
oxidativo, regenerando o principal antioxidante presente nesses protozoarios, a tripanotiona.
A agdo essencial da TR na reducdo do substrato dissulfeto de tripanotiona ¢ crucial para a
manuten¢do de um meio intracelular redutor no parasita. Quando a enzima TR apresenta
divergéncias estruturais ou funcionais em comparacao com as enzimas do hospedeiro, ela se
torna um alvo promissor para investigacdes sobre seu papel no controle do estresse oxidativo

e para o desenvolvimento de agentes quimioterapicos eficazes (RAMU, 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo realizar a caracterizagao do perfil metabolomico
da espécie Phlebopus beniensis através de técnicas espectrométricas e realizar a avaliacao de

sua atividade antiparasitaria.

3.2. Objetivos especificos

> Obter o extrato bruto a partir do cogumelo in natura;

> Fracionar o extrato bruto por polaridade crescente utilizando diferentes solventes;

> Realizar a analise de cada fragdo através de técnicas espectrométricas;

> Identificar os compostos quimicos e metabolitos presente em cada fracao através de
técnicas de desreplicacao auxiliada por software;

> Discutir dados obtidos com base na literatura;

> Avaliagdo de atividade antiparasitaria.
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4. METODOLOGIA

4.1. Materiais e equipamentos

Todos os solventes utilizados para os fracionamentos foram de grau P.A. (Pureza
Analitica), adquiridos de fontes comerciais e fornecidos pelo Laboratério de Quimica de
Produtos Naturais (LQPN), sendo eles hexano, diclorometano (DCM), acetato de etila
(AcOEt), n-butanol (BuOH), metanol (MeOH) (LabSynth, Sao Paulo). Acetonitrila (ACN)
(Honeywell) e metanol grau MS foram utilizados para preparo de amostras e analises de
massas. Os equipamentos como rotaevaporador acoplado com bomba de vécuo, vidrarias e
balanca analitica (Shimadzu, AUW220D) também foram utilizados no préprio laboratério de
pesquisa.

Andlises foram realizadas em um Espectrometro de Massas de Alta Resolugdo com
sistema de analisador Quadrupolo-Tempo de V6o Xevo G2-S QTOF (WATERS, Sao Paulo).
Este equipamento estd acoplado a um sistema cromatografico de ultraeficiéncia Acquity
UPLC classe H (Waters, Milford, MA, EUA) equipado com uma matriz de fotodiodo (PDA)
detector, trocador de amostras, forno de coluna e uma bomba de solvente quaternério,
possuindo ionizagdo por eletrospray (ESI) operando nos modos positivo e negativo,
localizado na central de cromatografica (Central CROM) no Centro de Ciéncias da Satde -
UFSC.

As andlises de cromatografia gasosa foram realizadas pela central de andlise do
departamento de quimica da UFSC em um cromatografo a gas modelo GC-2030 de
Shimadzu equipado com um injetor split/splitless e acoplado a um espectrometro quadrupolo
seletivo de massa QP2020 NX de Shimadzu (Japao) contendo uma base de dados
NIST17s.lib de espectros de massas. O controle dos equipamentos e a aquisicdo de dados

foram realizados por meio do software GCMS solution®.

4.2. Material caracterizado

O cogumelo Phlebopus beniensis foi coletado nos arredores da Universidade Federal
de Santa Catarina - Floriandpolis (SC) em Margo do ano de 2022 e identificado em parceria

com o Laboratério de Micologia - MICOLAB/UFSC sob responsabilidade da Prof. Dra.

Maria Alice Neves.
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4.3. Preparacio do extrato bruto e fracionamento do Phlebopus beniensis

O cogumelo (1,352 kg) foi submetido a um processo de maceracdo por 14 dias,
utilizando uma mistura de DCM e MeOH na propor¢do 1:1 como solventes em um volume
total de 2 Litros. ApoOs a primeira extracdo, a amostra foi submetida a uma nova maceracao
por 14 dias utilizando a mesma composicao e proporcao de solventes. Apds esse periodo, a
fracdo orgéanica obtida foi entdo rota-evaporada a pressdo reduzida e deixada na capela para
obtengao do extrato bruto.

O extrato bruto foi submetido a um fracionamento liquido-liquido utilizando 4gua e
uma sequéncia de solventes organicos, 3x 100 mL de hexano, diclorometano, acetato de etila
e butanol, resultando em cinco fracdes advindas de cada solvente utilizando.

Cada fragdo resultante foi concentrada em rotaevaporador a pressdo reduzida, e
posteriormente, deixada na capela para a secagem e pesagem dos extratos fracionados. Dessa
forma, foram obtidas as massas de 3,0147 g para a fracdo hexano, 0,5917 g para a fragdo
diclorometano, 1,1484 g para acetato de etila, 1,2029 g para butanol e 28,331 g para fracdo

aquosa, respectivamente.

4.4. Preparacao das amostras e analise por Cromatografia Liquida de Ultra

Eficiéncia acoplada com Espectroscopia de Massas a alta resolucio (CLUE-EMAR)

Todas as amostras, exceto as fragdes de hexano, foram separadas em uma quantidade
de 1 mg em um eppendorf, onde foram solubilizadas em uma mistura de acetonitrila (ACN)/
metanol (MeOH) 40:60 para a preparagdo das solugdes finais com concentracdo de 800
pug/mL. Filtro da marca filtrilo de 0.22 um foram utilizados para filtrar as amostras antes das
analises, removendo as impurezas e as particulas solidas.

Cada fragdo e o extrato bruto foi analisado por Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo (CLUE-EMAR). No
sistema cromatografico foi utilizado uma coluna de fase reversa (BEH, C18 de 5x1 cme 1,7
um de particulas) para separagao dos analitos. Um volume de 2 puLL de amostra foi injetada e
submetida a um gradiente da fase mével formado por acetonitrila e 4gua acidificada (0,1% de
acido formico), em uma taxa de fluxo constante de 0,3 mL.min™".

O espectrometro de massa acoplado ao sistema CLUE, foi operado nos modos de
ionizagdo positivo e negativo. As analises foram calibradas utilizando uma amostra padrao de
leucina encefalina com massas de referéncia em m/z 554,2615 (ESI-) e 556,2771 (ESI+). A
aquisi¢do dos dados foi realizada no modo Fast Data Dependent Acquisition (Fast-DDA ),



34

em um intervalo de razdo massa/carga (m/z) de 100-1500 Da, com uma faixa de intensidade
de ions variando de um valor minimo de MS1 de 30.000 e um valor de retorno do MS2 de
40.000, e em um tempo de varredura de 1,0 s em 20 min. O equipamento foi operado com
fluxo de gas do cone de 100 L/h; fluxo de gas de dessolvatagdo de 900 L/h, cone de
amostragem 40 V, desvio de fonte 80 V; nitrogénio como gas nebulizador e argénio como gas
de colisao. A dessolvatagao ¢ a fonte de ionizagao foram mantidas durante as analises a 300
°C e 90 °C, respectivamente, enquanto a voltagem capilar usada sera de 3 kV. Uma faixa de

25 a 35 eV foi usada como energia de colisao.

4.5. Preparacao das amostras e analise por Cromatografia Gasosa acoplada com

Espectroscopia de Massas (CG-EM)

Para a preparacdo da fracdo de hexano foi seguido a metodologia de referéncia do
artigo de Costa et al (2023), onde foi realizada uma esterificagdo utilizando 100 mg de
amostra. O processo envolveu a adi¢ao de solucdes de cloreto de sddio saturado, hidroxido de
sodio e uma solucdo de cloreto de amonia. Foi adicionado 2 mL da solucao de hidroxido de
sodio e deixado durante 5 minutos para a solubilizagdo completa. Em seguida adicionou 2,5
mL da solu¢do de esterificagdo (NaOH-H,SO,-MeOH) e o sistema foi mantido por 5 minutos
em refluxo, seguido por resfriamento em agua corrente. Para a finalizacao da esterificagao foi
adicionado 2 mL de cloreto de sddio e em seguida 2,5 mL de hexano, formando assim duas
fases no baldo. O sobrenadante foi removido e filtrado em filtros de 0.22 um para remocgao de
impureza e particulas solidas. Foi preparado também uma solucdo diluida em 30 vezes.

As andlises de cromatografia gasosa foram realizadas em um cromatografo a gés
modelo GC-2030 de Shimadzu equipado com um injetor split/splitless e acoplado a um
espectrometro quadrupolo seletivo de massa QP2020 NX de Shimadzu (Japao) contendo uma
base de dados NIST de espectros de massas. O controle dos equipamentos e a aquisi¢ao de
dados foram realizados por meio do software GCMS solution®. Uma coluna capilar
SH-Rxi-1ms composta por dimetilpolisiloxano (30 m x 0,25 mm LD. x 0,25 pum) de
Shimadzu (EUA) foi utilizada para obter a separa¢do cromatografica. Um amostrador
automatico modelo AOC-20i de Shimadzu (Japao) foi usado para as analises automatizadas.
O gas hélio de alta pureza (99,999 %, White Martins, Brasil) foi usado como géas de arraste a

fluxo de 1,16 mL.min™. O volume de injegdo foi de 1uL por amostra com o split (1:20).
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4.6. Processamento dos dados utilizando softwares

Para tornar os dados resultantes da leitura do espectrometro de massas compativeis
com softwares de processamento de dados, foram convertidos o formato original .raw
(formato Waters), para o formato open source mzML. Para realizar essa conversao foi

utilizado o software Waters2mzML 1.2.0.

4.6.1 Analise dos dados com MS-DIAL

Ap6s a conversao dos dados para o formato mzML, os mesmos foram submetidos ao
processamento com o software MS-DIAL (ver 4.92), onde foram selecionadas informagdes
de acordo com as analises realizadas por CLUE-EMAR, como o tipo de separacdo, de
ionizagdo, método MS e modo de ionizagdo dos arquivos. Posteriormente, foram
configurados os parametros para o processamento e alinhamento dos dados. Foi selecionada
também a opcdo de remover recursos com base em informagdes do branco do solvente, e
assim garantir que dados informados estejam apenas nas amostras.

Apoés o processamento, picos de ions precursores foram detectados explorando dois
eixos de dados continuos: tempo de reten¢do (tR) e razdo massa/carga (m/z), onde cada ponto
representa um pico detectado, conceituado como feature. Além disso uma série de
informagdes foram obtidas, dentre elas uma tabela contendo valores de m/z, tempo de
retengdo, tipo de aduto, valores estatisticos e um grafico de barras indicando a abundancia de
cada fon nas amostras analisadas.

As features contendo informagdo de MS2 resultantes do processamento e alinhamento
foram exportadas no formato .mgf. Esses dados foram preparados para a utilizagdo do
MS-FINDER e SIRIUS, sendo habilitado o filtro para exportacdo somente das features que

ndo estdo contidas no branco amostral e que possuem informac¢ao de MS2.

4.6.2 Analise dos dados com MS-FINDER

A lista gerada pelo MS-DIAL foi entdo submetida ao software MS-FINDER (ver.
3.52), para realizagdo do calculo das formulas moleculares e obtengdo de sugestdo de
moléculas para cada feature detectado. Os potenciais candidatos para cada metabolito foram
obtidos por meio da consulta simultanea de bases de dados, incluindo LipidMAPS, YMDB,
ChEBI, NPA, NANPDB, COCONUT, KNApSAcK, PubChem e UNPD. Anotacdes de

moléculas foram posteriormente, classificadas de acordo com seus scores de similaridade,
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que foram calculados com base na comparagao entre os espectros experimentais de MS/MS e
os presentes nas bases de dados.

A sele¢do da estrutura mais provavel entre os candidatos, levou em consideragdo o
valor do score, os fragmentos obtidos e conhecimento das possiveis classes de compostos que
o tipo de amostra ¢ capaz de produzir. Todas as formulas moleculares e estruturas sugeridas

foram manualmente verificadas.

4.6.3 Analise dos dados com SIRIUS

A partir dos dados gerados pelo MS-FINDER, os arquivos foram importados para a
plataforma do Sirius e processada pela op¢des do ZODIAC — Network based improvement of
SIRIUS molecular formula ranking; CSI:FingerID — Fingerprint prediction e CSI:FingerID —
Structural Database Search; e CANOPUS — Compound Class Prediction.

Para a sugestdo das formulas moleculares pelo software foram considerando os
elementos C, H, O, N, S, e P, S, Cl e Br com as ioniza¢des [M+H], [M+K] e [M+Na] para o
modo positivo e [M-H] para o modo negativo.

Para as sugestdes de estruturas moleculares com o CSI:FingerID foram utilizados os
adutos [M+H], [M+K], [M+Na] e [2M+H]. Na procura em banco de dados foram definidos
os bancos de dados Bio Database, BioCyc, CHEBI, COCONUT, EcoCyc MINE, GNPS,
KEGG, KEGG MINE, KNApSAcK, MACONDA, MeSH, NORMAN, Natural Products,
YMDB, YMDB Mine ¢ ZINC Bio.

4.6.4 Analise dos dados com GNPS

Foi utilizado o software Core FTP LE para importar os dados em formato mzML para
a plataforma Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS). Nessa
plataforma, os dados foram submetidos a analise por meio da Classical Molecular
Networking (CLMN). Os parametros para a gera¢ao da rede foram definidos como 0.015 Da
de tolerincia de massa do ion precursor ¢ 0.03 Da de tolerancia de massa dos ions de
fragmentacao. Para a elucidagdo estrutural através do CLMN usou a configuracdo 0.7 de
valor de cosseno e um minimo de 4 picos correspondentes com aqueles presentes nas
bibliotecas disponiveis no GNPS, com a opg¢do de procura de andlogos ativada. Os resultados
obtidos das andlises por CLMN foram submetidos as andlises através da fungdo

DEREPLICATOR+, também disponivel na plataforma online GNPS.
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redutase

Para a realizagdo do ensaio de inibicdo, a enzima tripanotiona redutase de
Trypanosoma cruzi foi expressa de forma heterdloga em Escherichia coli BL21DE3 e
purificada por cromatografia de afinidade utilizando resina de niquel Ni-NTA. Os ensaios
foram realizados em placas de 96 cavidades de acordo com a metodologia descrita por
Hamilton e colaboradores (2003). O principio do ensaio se baseia na capacidade da
tripanotiona redutase de reduzir a tripanotiona T[S], em T[SH],, em uma reagado NADPH
dependente. A adicdo do DTNB que regenera a T[SH], em T[S],, formando TNB, um
substrato cromogeno que gera a cor amarela o que possibilita a leitura. Primeiramente foram
adicionados os compostos (100 uM) ou extratos (50 pg/mL) (diluidos em DMSO 25% em
tampao do ensaio) em triplicata € um branco da amostra. Em seguida, a mistura reacional foi
adicionada, contendo tampao do ensaio (HEPES 40 mM, EDTA 1 mM pH 7.5), NADPH
(150 uM) e tripanotiona T[S], (1 uM). A tripanotiona redutase (0,31 mg/mL / 6 U) foi entdo
adicionada as triplicatas e o ensaio incubado a 27 °C por 30 minutos. O volume final utilizado
foi de 250 mL. A leitura foi entdo realizada em um espectrofotdometro Infinite M200
(TECAN) em 412 nm, onde a absorbancia inicial foi medida e entdo o DTNB (25 uM) foi
adicionado a placa. A absorbancia em 412 nm foi acompanhada por 30 minutos para
determinar a atividade enzimatica, comparando os compostos testados com DMSO 1%

(controle negativo) e clomipramina (controle positivo).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo quimica do extrato bruto e do fracionamento do cogumelo
Phlebopus beniensis

O cogumelo P. beniensis foi coletado e, em seu estado natural, foi submetido a uma
extragdo e fracionamento utilizando uma série de solventes. Para analisar a composi¢do
quimica das fragdes butandlica (ButOH), acetato de etila (AcOEt) e diclorometano (DCM)
obtida dos extratos hidroalcéolicos do cogumelo, empregou-se a técnica de Cromatografia
Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massa por Electrospray
(CLUE-ESI-MS).

Devido ao grande volume de dados gerados, utilizou-se os programas de codigo
aberto como o MS-DIAL, MS-FINDER, SIRIUS e GNPS para auxiliar no processo de

identificacdo dos metabolitos. Para isso, os dados adquiridos das anélises de Fast-DDA, ja no
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formato apropriado (mzML) foram importados para o software do MS-DIAL e GNPS. Apds
selecionar e aplicar os parametros e filtragem recomendados no software MS-DIAL, foram
indicados um total de 42 possiveis ions moleculares no modo positivo e 15 no modo
negativo. Esse conjunto de dados foi importado para o MS-FINDER e SIRIUS onde foi
comparado com bancos de dados espectrais a fim de encontrar padroes de fragmentacao
MS/MS e ions precursores correspondentes.

Assim, ao analisar os espectros de fragmentagdo MS/MS obtidos tanto nos modos
positivos e negativo, juntamente com o uso de ferramentas computacionais (MS-DIAL,
MS-Finder, SIRIUS e GNPS), foi possivel anotar 14 metabodlitos, os quais pertencem a
diferentes classes quimicas, como os compostos poliol, fendlicos, lipidios, acidos graxos,

alcaloides indolicos e acidos organicos (Tabela 1).

Tabela 1 - Compostos caracterizados das fragdes Butanolica, Acetato de Etila e DCM

¢ Férmula m/z (errro, ppm) Fragmell\l/I(S)jl\(/lIeStectados Identificacio Scores
Pico n° (ml;n) Molecular proposta (MS-FINDER
(Score) [M+H]" [M-HJ ESI+ ESI- (Score) e SIRIUS (%))
163.0506
1 0.42 %61(;11146%6 - 1(216'(3)2;‘ - 217.0478 Hexose 5.35
(3. ) : [M+CL]
173.0074;
2 0.49 CeHy0, ; 1(212'2(1)2)5 ; 129.0161; Citric acid 7.56 - 97,52%
(4.0560) : 111.0073;
Ci5H,00, 369.0244 353.1173;  325.0327; . ,
3 3.65 (4.0230) 371.1301 (2.1766) 325.0370; 109.0390; Variegatorubin 6.58
4 424 54”2}1916(3)5 59178%78603) 2(356'8?8;‘ 279.2283;  251.0681 ; Aspulvinone E 7.15
C;sHyNO,  300.2902 .
5 8.01 - - - Sphingosine 6.92 - 75%
(3.8990)  (-1.6509) PRINEOSt ’
CsH30NO; 3183010 . .
6 8.93 (4.0790) (-1.3533) - - - Phytosphingosine 7.09 - 96.5%
C,HsoNO,P  520.34126 5423217 7.24
7 9.45 - - PC (18:2
(3.8090)  (-0.2580) [M-Na]+ (18:2)
C,;HuNO,P  478.2932 476.2778 , o
8 9.52 (4.2340) (10.8050) 0.9699) - - PE (18:2) 7.7-100%
9 9.74 CasHygNOP 480.3085 - - - PE (18:1) 6.86 - 100%

(4.2950)  (0.0711)
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281.2477

279.2328

Linoleic acid

101268 CHnO, T o . € 182 8.01
o 1336 ((3462}173%(3)2 . Ton0%) . ACi‘(ig i 742
12 13.56 ((28{{33‘1‘8)2 - 2(2143;12;‘ - Vaccenic acid 7.89
13 1531 C‘gg%g)gp s . . PC (16:1/16:0) 7.25 - 100%
4 1531 C‘E‘fggg)gp 7(322?%6 . . PC 36:4 7.09 - 99%

Fonte: Autora, 2023

Legenda: [M+H]*, ion molecular modo positivo; [M-H], ion molecular modo negativo; MS/MS, ions
fragmentos expressados como massa/carga (m/z); Escala considerada para anotagdes de metabolitos:

MS-FINDER 5-10, Sirius 50-100%.

5.2. Poliois

Conforme sugestdes dos programas MS-FINDER e SIRIUS, uma hexose foi proposta

como opc¢ao para a formula molecular de C4H,,04, com razao m/z de 181,0714 [M-H] e um

aduto de 217,0478 [M+CI]. Durante a analise no MS2, foi observado uma perda neutra de

agua (18 Da), resultando no fragmento [M-H] 163.0506.

5.3. Compostos fenolicos (pigmentos naturais)

O composto variegatorubina, identificado no corpo reprodutivo do cogumelo P.

beniensis, foi sugerido apenas pelo software MS-FINDER. O SIRIUS sugeriu algumas

moléculas com estruturas semelhantes a variegatorubina, porém, nenhuma das opgdes

coincidia com a mesma. No entanto, a variegatorubina ja foi isolado de corpos reprodutivos

de Phlebopus portentosus e P. spongiosus (Chuankid, 2020).

O composto identificado ¢ reconhecido por ser encontrado em muitos outros corpos

reprodutivos de diferentes familias da ordem Boletales, incluindo Boletus, Xerocomus, Suillus

e géneros afins. Esse composto € notorio por conferir uma coloragdo vermelha aos corpos

reprodutivos desses fungos, sendo a sua presenga observada de duas maneiras: de ocorréncia

natural nos esporoforos de algumas espécies e através da oxidacao do acido variegatico, que

representa pigmentos de cor amarelada.
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O 4cido variegatico, apresenta duas rotas de oxidagdo podendo gerar a
variegatorubina e um outro composto que apresenta uma absor¢cdo em um comprimento de
onda de 595 nm (coloracdo alaranjada) transmitindo uma coloragdo azulada (Figura 9).
Conforme observado por Elias-Prado (2022), ao ser cortado o estipe do cogumelo Phlebopus
beniensis, regides azuladas aparecem, sugerindo uma reagdo de oxidagdo nos basidiomas
frescos. Pode-se correlacionar a presenga de variegatorubina no extrato, considerando que as
reacdes azuladas apos hematomas feitos nos cogumelos sdo causados pela oxidacao do acido

variegatico na espécie, podendo ele ser oxidado e gerar a variegatorubina.

Figura 9 - Rea¢do de oxidacao do 4cido variegatico.

Chemical Formula: C4gHzOg”
Exact Mass: 368.02

me@v A méax. = 595 nm

Acido variegatico
Chemical Formula: CygH4120¢

Exact Mass: 372.05
A max. =415 nm

Hz_t}xumh

Biossitese

Variegatorubina
Chemical Formula: CqgHyp04
Exact Mass: 370.03
A max. = 510 nm

Fonte: Autora, 2023
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Ao submeter os cogumelos frescos para extracdo, parte deles foram quebradas para
aumentar a area de contato do solvente com o cogumelo (extragdo liquido-solido). Logo,
sugere-se a presenga do composto variegatorubina nos extratos.

O perfil de fragmentacdo para a variegatorubina foi proposto para os dois modos de
ionizagao analisados (Figura 10 e 11). O modo negativo houve uma perda neutra de CO, (44
Da), e uma perda neutra de um anel aromadtico. Ja para o modo positivo observou-se uma

perda de neutra de agua (18 Da) seguida de monodxido de carbono (28 Da)

Figura 10 - Perfil de fragmentacdo da variegatorubina para o modo negativo.

Chemical Formula: CyHsO4
[M-H]"* 109.0390

HO

HO

8]
e

OO C
OH
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Variegatorubina
Chemical Formula: G gHa Oy
OH
o

[M-H] 369.0244

CO,

»]
1L =
[
GEJ
\
OH
9]

Chemical Formula: C4;HgO+
[M-H]" 3250327

HO

HO

Fonte: Autora, 2023.



Figura 11 - Perfil de fragmentacdo da variegatorubina para o modo positivo.

Variegalorubina
Chemical Formula: CqgH410g"
[M+H]™: 371.1301

H+

Fonte: Autora, 2023
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A presenca de aspulvinona E foi anotada nos trés softwares empregados na
identificagdo dos compostos, sugerindo assim a sua presenca na espécie. Além disso, foi
possivel fazer uma comparacao espectral do composto identificado pela plataforma do GNPS,

que pode ser visto na Figura 12.

Figura 12 - Comparagdo espectral da plataforma GNPS para o composto de

Aspulvinona E.
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Fonte: Autora 2023
Legenda: Espectros em preto sdo referentes aos dados experimentais; Espectros em verde sdo referentes aos

bancos de dados do GNPS.

Esse metabolito secundario foi inicialmente isolado do fungo Aspergillus spp. sendo
encontrado em outros géneros de fungos filamentosos. Segundo Camara (2022) o
Aspulvinona E quanto a Isopulvinona E foram identificados no corpo reprodutivo do
cogumelo Pisolithus tinctorius, sendo esse fungo pertencente a ordem Boletales. Apesar de
sua presenca confirmada, ha poucos relatos na literatura sobre seu perfil de fragmentacao, o

qual foi sugerido com base nas analises realizadas (Figura 13 e 14).



Figura 13 - Perfil de fragmentacdo do Aspulvinona E no modo negativo.
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Aspulvinona E
Chemical Formula: Cy7H, 405 GOy
[M-H] " 295 0604

H

Chemical Formula: CygH;105
[M-H]": 251.081

Fonte: Autora, 2023

Figura 14 - Perfil de fragmentac¢do do Aspulvinona E no modo positivo.
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Aspulvinona E ) .
Chemical Formula: C7H;305" Chemical Formula: C17Hy 104
[M+H]*: 297 0763 [M+H]": 279.2283

Fonte: Autora, 2023
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Os pigmentos estdo sendo cada vez mais estudados em outros géneros e espécie da

ordem Boletales como marcadores quimiotaxondmicos (Davoli, 2002; Steglich, 2014).

5.4. Lipidios®

Os lipidios foram os compostos mais identificados pelos softwares. As formulas
quimicas de todas as moléculas lipidicas propostas foram sugeridas tanto pelo MS-FINDER
quanto pelo SIRIUS, sendo algumas delas também anotadas pelo GNPS. Adicionalmente, foi
conduzida uma comparagdo espectral dos compostos lipidicos propostos pelo GNPS,
proporcionando uma maior confiabilidade nas identificacdes desses compostos.

Os lipidios sao amplamente encontrados em materiais bioldgicos, abrangendo plantas,
bactérias, protozodrios, fungos e entre outros. A estrutura de uma esfingosina foi identificada,
pertencente a classe de esfingolipidios, os quais s3o considerados constituintes ubiquos das
membranas celulares podendo servir como marcadores quimiotaxonomicos em fungos
(Olsen, 2001). Segundo Weiss (1972) cogumelos como Amanita muscaria e A. rubescens
apresentam uma certa porcentagem de esfingolipidios sendo eles ceramidas. Essas bases, sao
homologas de fitoesfingosina em cada espécie de cogumelos, sendo obtidas ap6s a hidrdlise
das ceramidas e cerebrosideos hidrogenados. Justificando assim, a presenca de
esfingolipidios no cogumelo identificado pelos softwares. Segundo a plataforma do GNPS foi
identificado uma ceramida cujas comparagdes espectrais foram similares com os dados dos
bancos, possuindo uma féormula molecular de C,;H,,NO, (Cer (18:0) (Figura 33, Apéndice).

Outros lipidios também foram identificados, tais como os fosfatidilcolina (PC) e os
fosfatidiletanolamina (PE), conforme apresentados na Tabela 1. As fosfatidilcolina estao
abundantemente presentes nos corpos reprodutivos de diversos cogumelos pertencentes a
ordem Boletales, como mostrado por Vaskovsky (1998). Vale ressaltar que em algumas
espécies pertencentes ao mesmo género pode apresentar ou ndo PC, sendo encontrado duas
vias de biossintese para o metabolito em cogumelos, sendo pela metilagdo da
fosfatidiletanolamina, onde o PE ¢ convertido em PC por uma reagdo de metilacdo
dependente de S-adenosilmetionina (doador de grupos metil). A outra ¢ pela presenca de
colina no meio de crescimento, sendo o PC sintetizado pela via de Kennedy (via da

acetilcolina) uma rota metabolica para regulacao de fosfolipidios nas membranas celulares.

2 As estruturas moleculares para os lipidios ndo foram propostas tendo em vista que as ligagdes multiplas podem
variar de lugar dependendo da fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, esfingosina e fitoesfingosina. O
equipamento de CL-EM néo nos fornece esse tipo de informagao.
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As fosfatidilcolina em cogumelos desempenham papéis cruciais na estrutura e na fun¢do das
membranas celulares em geral (Kotlova, 2022) .

Para a molécula de fosfatidiletanolamina identificada em ambas plataformas
utilizadas, a PE (18:2) C;H4NO,P e o PE (18:1) C,;H,NO,P na plataforma GNPS
demonstrou um perfil espectral combinatério com espectros tedricos para esse composto,
conseguindo assim ter uma maior confiabilidade do composto sugerido (Figura 30 e 31,
Apéndice).

Para as moléculas de fosfatidilcolina, muitas delas foram sugeridas pela plataforma do
GNPS, porém a identificagdo das duplas presente nos compostos sugeridos acabam tendo
alguns conflitos de correlacdo, tendo em vista que os pares de elétrons podem estar
deslocalizadas nas moléculas, sendo dificil dar certeza as estruturas propostas. A molécula de
PC (36:4) foi sugerida pelo GNPS para o modo negativo, sendo sugerida nos outros softwares
para o modo positivo, porém, a molécula demonstrou uma boa comparacao dos espectros
experimentais com os tedricos (Figura 29, Apéndice).

Os 4cidos graxos nas amostras foram na grande maioria identificados no modo
negativo, com excecao do acido linoleico que sua massa foi detectada nos dois modos. As
estruturas moleculares para os acidos graxos foram sugeridas somente pelo MS-FINDER,
porém, as formulas moleculares sugeridas pelo SIRIUS correspondiam as estruturas
sugeridas pelo MS-FINDER e com altos scores.

Os acidos graxos estdo presentes nos corpos reprodutivos de cogumelos, sendo
predominantemente insaturados, embora possam também apresentar caracteristicas saturadas,
como identificado neste trabalho. Nos fungos, como relatado por Suutari (1995) os principais
acidos graxos tipicamente ocorrente sdo os acidos palmiticos e estedrico, e seus derivados
insaturados, acidos palmitoléico, oleico, linoléico e linolénico.

O acido vaccénico dmega-7 (w-7) foi relatado em varias espécies de cogumelos das
ordens Agaricales, Boletales e Polyporales. Esse composto foi relatado no artigo de Campi
(2023), que estudou as propriedades bioquimica, nutricional e toxicologica do cogumelos
Phlebopus beniensis no Paraguai.

Outro 4cido graxo identificado foi o Acido linoléico sendo um dos principais acidos
encontrados nos membros dos Basidiomycetos e em muitos cogumelos pertencentes a ordem
Boletales (Weete, 1974). Esse acido ¢ precursor de volateis de oito carbonos em fungos,
como 1-octen-3-ol, 3-octanol, 1-octen-3-ona e 3-octanona (Figura 15), que sdo os principais
compostos aromaticos na maioria das espécies, contribuindo também para o sabor dos

cogumelos (Guedes, 2008; Combet, 2006).
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Figura 15- Acido linoleico como precursor de volateis em fungos.

@]
linoleic acid
OH OH
/\/\)\/ M
1-octen-3-ol 3-octanol
o o)
W M/
oct-1-en-3-one octan-3-one

Fonte: Autora, 2023

Foi possivel identificar um acido graxo saturado, sendo ele o 4cido palmitico (C 16:0),

que também ¢ encontrado predominantemente em muitos corpos reprodutivos de cogumelos.

Figura 16 - Acidos graxos identificados.

/\W\/\/\/\/\)Loe

Acido vaccenico
Chemical Formula: C,gH330,
[M-H]: 281.2484

O
/\/\AM/\/\)LOG

Acido palmitico
Chemical Formula: CygH3105"
[M-H]: 255.2327

/\/\/:\/:\/\/\/\)J\OG)
Acido linoleico

Chemical Formula: C3H4,0,°
[M-H]: 279.2328

Fonte: Autora, 2023
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5.6. Acidos orginicos

O 4cido citrico foi surgido pelo MS-FINDER e SIRIUS, sendo esse um metabolito
primario. Esse composto ja foi relatado na literatura estando presente tanto no pileo quanto
no estipe de cogumelos pertencentes a ordem Agaricales (Amanita rubescens, Hygrophorus
agathosmus) e Boletales (Suillus granulatus, Boletus edulis) (Ribeiro, 2006; Ribeiro, 2008).

O perfil de fragmentagdo apresentado na Figura 17 foi comparado com dados

identificados na literatura e com as massas de fragmentos obtidos em MS2 pelo equipamento

de UPLC.

Figura 17 - Perfil de fragmentacao do acido citrico.

O. OH .
N o ” HO o°

HO O

] Chemical Formula: CsH504
Chemical Formula: CgH5Og

[M-HJ': 129.0161
[M-H] " 173.0074
-H,0 -H,0O
O._OH
HO o’ Woe
OH

) Chemical Formula: C5H104
Acido citrico [M-H]_: 111.0073
Chemical Formula: CgH;07
[M-H]: 191.0185

Fonte: Autora, 2023

5.8. Caracteriza¢do quimica da fraciao hexanica do cogumelo Phlebopus beniensis
pelo CG-MS

Por meio da esterificacdo realizada, foi possivel injetar a fracdo hexanica no
equipamento de cromatografia gasosa, para uma identificacdo e comparacao dos acidos
graxos identificados e sugeridos pelos softwares usados. Por meio das analises de CG-MS
identificou-se dois dos acidos graxos que também foram encontrados nas analises de CL-EM,
sendo eles o acido palmitico e o 4cido linoleico.

Os dados cromatograficos referentes aos picos dos acidos graxos observados, estdo

apresentados na Figura 18, assim como a Tabela 2 que apresenta os dados dessa corrida.
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Figura 18 - Dados cromatograficos do equipamento de CG-MS.

354,530 w
1 10.0 w0 30.0 1 40.0 1 50.0
min
Fonte: Autora, 2023
Tabela 2 - Dados da corrida cromatografica gasosa.
Pico Tempo de Nome Area % Similaridade
Retencao
1 4.833 Dodecano 3.13 98
2 5.938 Tridecano 1.43 97
3 18.903 Ester metilico do acido palmitico 18.06 96
4 28.727 Ester metilico do 4cido linoleico 25.38 95
5 29.081 Ester metilico do 4cido oleico 42.96 93
6 30.582 Ester metilico do 4cido estearico 9.05 95

100.00

Fonte: Autora, 2023

O equipamento também conseguiu identificar a presenca de dodecano, tridecano,
acido estedrico e o acido oleico onde ambos apresentaram uma alta similaridade entre os

fragmentos experimentais com os bancos de dados NIST17. O acido estearico estd presente
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em muitos corpos reprodutivos de diferentes espécies de cogumelos, tendo ele uma boa
similaridade com os espectros do banco de dados. O perfil de fragmentacdo desse acido se

mostra na Figura 19.

Figura 19 - Perfil de fragmentacdo do metil estearico pelo equipamento de CG-MS

Line#:6 R.Time:30.577( Scan#:9113) Retention Index: 16 MassPeaks:307
RawMode:Averaged 30.571-30.583(9111-9115) BasePeak:74.00{ 14843)
BG Mode:Cale. from Peak Group | - Event | Scan
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SI:95 Formula:C19H3802 CAS:112-61-8 MolWeight:298 Retndex:2077
CompMName:Methyl stearate $% Octadecanoic acid, methyl ester $5 Stearic acid, methyl ester 33 n-Octadecanoi

100 T
80 87
1 Wr
60
aH @
4 af 47 143
204 298
- 2 W01 1391157 mslz]s 241 267 |

L L L L B R B L R L R .r.r-. 1|.r1r1|.|. L B B B B B B B L B B B L N e panana!

T
10 40 70 100 130 160 19{] 72{] 250 280 310 :rd-l] 3?1] 4(]!]' 4:[} 46[}

Legenda: Primeiro perfil de fragmento referente as analises pelo CG-MS; Segundo perfil referente ao banco de

dados NIST17.

O acido oleico também foi um dos acidos graxos identificados pelo CG-MS, onde se
apresentou uma alta similaridade com o banco de dados do equipamento, ¢ uma boa
compara¢do espectral (Figura 20). Esse acido ¢ um dos principais dcido monoinsaturados

encontrado em basidiomicetos (Pedneault, 2006).

Figura 20 - Perfil de fragmentagdo do acido 9-octadecenoico pelo equipamento de

CG-MS.
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A caracterizagdo dos acidos graxos em diferentes espécies de fungos possui uma
grande importancia nutricional e para estudos quimiotaxonomicos, fisioldgicos e de

diferenciagdo intragenérica desses organismos (Pedneault, 2008).

5.9. Rede molecular gerada pela plataforma GNPS

As redes moleculares produzidas pela plataforma do GNPS foram exclusivamente
obtidas para o modo positivo. O modo negativo teve dificuldades em varias etapas para a
criacdo da mesma, o que impossibilitou a visualizacao para esse modo. A rede molecular para

o modo positivo esta ilustrada na Figura 21.

Figura 21 - Rede molecular referente ao modo positivo.
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Fonte: Autora, 2023

Muitos dos nodos nesta rede molecular, gerada pelo GNPS, ndo puderam ser
associados a massas especificas para uma estrutura predefinida, sendo destacados pela cor
amarela. No entanto, foi possivel estabelecer correlagdes entre alguns nodos e os compostos
sugeridos pelos softwares utilizados. Conforme ilustrado na Figura 21, alguns desses nodos
formam redes ligadas a diferentes massas. O nodo associado a massa 297.076 sem ligacdes
com outros nodos refere-se a molécula de aspulvinona E que foi identificada em todas as
plataformas utilizadas.

Na rede niimero 1, foi estabelecida uma conexdo entre fosfatidilcolina. Para essa rede
molecular nenhum dos PC sugeridos pela plataforma foram sugeridos pelos outros softwares
empregados (MS-FINDER e SIRIUS) e nem identificados no Masslynx. A comparacio
espectral para essas fosfatidilcolinas sugeridas ndo se mostraram muito semelhantes entre a
comparacdo com os dados do banco do GNPS. Essas macromoléculas, poderiam ser
analisadas com mais precisdo para a espécie em estudo, tendo em vista que a conexao entre
elas se mostra bem elaborada.

Em relagdo a rede nimero 2, o GNPS sugeriu uma conexao entre os compostos de

afidicolina (que sdo compostos isolados de cogumelos basidiomicetos, como Coprinopsis
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cinerea) e Oridonin, sendo esse diterpeno compostos relatado isolado de plantas, o que
acabou ndo tendo relagdo essa comparagdo entre eles. Além disso, os espectros experimentais
foram comparados com os tedricos, mostrando uma grande diferenca entre os picos
experimentais com os tedricos.

A rede molecular de numero 3, referente as massas de 478.293 e 480.308
mostraram-se conectadas referente as moléculas PE (18:1) e PE (18:2), que também foram
sugeridas e identificadas pelos outros softwares utilizados neste trabalho. A massa de 716.522
foi sugerida pelo GNPS como sendo PE (16:1/18:1) C;0H;sNOgP, porém esse composto nao
foi identificado em andlises manuais no Masslynx e nem sugerido pelos softwares. Sendo
assim, esse composto pode ser sugerido como presente na espécie, tendo em vista que sua
correlacdo com os outros nodos se apresenta coerente. A comparagao entre 0s espectros para
esse composto pode ser visto na Figura 32 (Apéndice).

A interpretacdo dos compostos diretamente ou indiretamente ligados aos nodos
identificados foi de dificil interpretacdo, deixando em aberto diversas possibilidades de

moléculas relacionadas entre si e presentes na espécie em estudo.

Todas as fragdes e os extratos brutos foram submetidos a testes in vitro de tripanotiona

redutase, onde os resultados foram expressados na Tabela 3.

Tabela 3 - Teste de inibicdo em enzima de tripanotiona redutase.

Triagem TcTR (100 uM)

Fracgao

% Inibicao Desvio
Padrao
Extrato Bruto 4.81%* 3,25
Hexano 8,85 3,91
Diclorometano 16,98 15,63
Acetato de etila 16,03 2,54
Butanol 99,0 1,80
Aquoso 0* 3,31

Fonte: Autora, 2023
Legenda: * Nao solubilizou totalmente em DMSO 100%
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Como podemos observar nos resultados apresentados, ¢ notavel que a fragdo
butandlica demonstra uma significativa atividade de inibir a tripanotiona redutase, com
porcentagens superiores a 50%, apresentando quase 100% de atividade. Diante disso, um
estudo bioguiado foi realizado utilizando-se cromatografia em coluna de fase reversa (C18)
para obten¢ao de subfragdes, permitindo a avaliagdo de qual apresenta uma maior atividade

bioldgica. Os dados obtidos ap6s os testes estdo detalhados na Tabela 3.

Tabela 4 - Subfracao da fragao butanolica.

Triagem TcTR (100 uM)

Fracao
% Inibicao DP
ButOH 20% 59.87 3,93
ACN/H20
ButOH 40% 26,39 4,71
ACN/H20
ButOH 60% 26,71 4,33
ACN/H20
ButOH 80% 8,82 10,16
ACN/H20
ButOH 80% MeOH 0 23,77
ButOH 100% ACN 31,55 5,67

Fonte: Autora, 2023

Analisando a atividade de cada fragdo, pode-se observar que se trata de uma atividade
sinérgica, na qual as atividades de fragdo integral se distribuem entre suas partes
constituintes. No entanto, a fracdo composta por 20% de ACN/H,O apresentou uma inibi¢do
superior a 50% para a enzima. Essa subfracdo foi entdo submetida a analise em UPLC para
identificar os compostos presentes (Tabela 5) e possivelmente estabelecer uma correlagao
entre a atividade apresentada e as moléculas identificadas. As demais subfragdes nado
puderam ser analisadas devido a baixa quantidade de massa disponivel, dificultando assim a

andlise por UPLC.

Tabela 5 - Compostos identificados na fracdo de 20%

Foérmula m/z (erro, ppm) fons de fragmentagio MS/MS

t Molecular

Pico n°

(min) (Score) [M+H]+ [M-H]'
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C6H1406 181.0714

1 0.42 (3.0160) - (3.6341) Galactitol
CI18H1009 369.0244 . .

3 3.72 (4.0230) 371.1301 (2.1766) Variegatorubin
C17H1205 297.0763 295.0604 .

4 4.38 (4.2900) (-1.8580) (2.6919) Aspulvinone E

Fonte: Autora, 2023

O cromatograma obtido para a fracdo de 20% foi de dificil interpretacdo (Apéndice,
Figura 24), mesmo transformado para o formato mzML e inserido nos programas para a
sugestdes de moléculas, nenhum resultado foi apresentado. Possivelmente, o perfil de
fragmentacdo (MS2) para essa fracdo ndo tenha sido adquirido adequadamente pelo
equipamento, prejudicando a identificacdo de possiveis moléculas com atividades
antiparasitdrias ja relatadas na literatura. Contudo, uma andalise manual das massas e picos no
cromatograma foi realizada, onde foram identificados trés compostos encontrados nas
analises de extrato bruto e da fragdo butanodlica, conforme sugerido na Tabela 5.

Apo6s o fracionamento, foi feita entdo a avaliagdo do IC50 do extrato butanolico. Isso
permitiu a andlise de uma quantidade minima necessaria para a inibi¢do in vitro da enzima
em 50%. Os resultados obtidos se encontram na Tabela 6. Contudo, foi notado durante o
teste de IC50, que a porcentagem em inibicdo da fracdo butanodlica caiu de 99,0% para
79,26% com o passar do tempo. Isso sugere que a atividade dessa fragdo resulta em uma
reducdo da porcentagem de inibicdo ao longo do processo, podendo ser ocasionado por
diferentes fatores como a degradabilidade de alguns compostos, o periodo de tempo para os

testes, a exposi¢do da fragdo com o ambiente, entre outros.

Tabela 6 - IC50 da fracdo butanolica.

IC50 + DP
Fracao
pg mL! DP R
ButOH 23,24 7,28 0,9353

Fonte: Autora, 2023
Legenda: uM: Quantidade utilizada para o IC50; DP: Desvio padrdo; R: Coeficiente de correlagdo.

O valor observado nas andlises de IC50 para o extrato de butanol foi um pouco mais
elevado do que o esperado. Geralmente, um IC50 mais baixo ¢ considerado mais favoravel,
indicando uma menor concentragdo do extrato necessaria para a inibi¢do da enzima.
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6. CONCLUSAO

A partir do presente trabalho, foi possivel proporcionar a caracterizagdo do perfil de
metabolitos secundarios presentes no cogumelo Phlebopus beniensis, utilizando técnicas de
metabolomica, associando a espectrometria de massas e softwares, onde sdao incorporados
algoritmos de fragmentagdo in silico e também andlise em rede aberta (base de dados
alimentados com espectros de massas).

Os resultados obtidos contribuem de maneira significativa para a caracterizagdo do
cogumelo Phlebopus beniensis, fornecendo informacdes que podem ser aplicadas como
referéncia em projetos futuros relacionados @ mesma espécie e até mesmo ao mesmo género.
Além disso, os dados podem ser utilizados em abordagens quimiotaxonOmicas e
taxonOmicas, auxiliando na identificagdo de compostos sugeridos neste estudo,
particularmente presentes na espécie P. beniensis.

Quanto as metodologias utilizadas, as técnicas analiticas, como CLUE-EMAR e
CG-EM, juntamente com ferramentas metabolomicas, mostraram-se eficazes para o perfil do
estudo, permitindo a deteccdo de compostos ja documentados na literatura, tanto para a
ordem Boletales quanto para o género Phlebopus spp. As sugestdes de fragmentacdo também
foram implementadas para conferir maior confiabilidade as moléculas sugeridas pelos
softwares utilizados.

Testes in vitro resultaram em uma atividade promissora de inibi¢ao da tripanotiona
redutase na fra¢do butanodlica, com uma eficicia de aproximadamente 100% para a
concentragdo de 100 pg mL™". Como perspectiva futura, pode-se efetuar uma investigagio
refinada dessa fragdo, identificando e possivelmente isolando metabolitos que podem ser
responsaveis pela atividade. Dessa maneira, este trabalho pode ser utilizado como guia para
uma nova amostragem de P. beniensis que considere replicatas biologicas e andlises de
UPLC, contribuindo como design experimental para a identificagdo dos compostos, seguida

por procedimentos de isolamento.
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Figura 22 - Partes do cogumelos
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Figura 23 - Cromatogramas referente ao branco do cogumelo Phlebopus beniensis,

nos modos negativos e positivos, respectivamente.
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Figura 24 - Cromatogramas referente ao extrato Bruto do cogumelo Phlebopus

beniensis, nos modos negativos e positivos, respectivamente.
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Figura 25 - Cromatogramas referente a fragdo de diclorometano do cogumelos
Phlebopus beniensis, nos modos negativos e positivos, respectivamente.
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Figura 26 - Cromatogramas referente a fracdo de acetato de etila do cogumelos
Phlebopus beniensis, nos modos negativos e positivos, respectivamente
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Figura 27 - Cromatogramas referente a fracdo de Butanol do cogumelos Phlebopus
beniensis, nos modos negativos e positivos, respectivamente.
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Figura 28 - Cromatogramas referente a fracdo aquosa do cogumelos Phlebopus
beniensis, nos modos negativos e positivos, respectivamente.
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Figura 29 - Cromatogramas referente a subfragdo butandlica (20% ACN/H,0) do
cogumelos Phlebopus beniensis, nos modos negativos e positivos, respectivamente.
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Figura 30 - Comparagdo espectral da plataforma GNPS para o composto de

fosfatidilcolina.
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Figura 31 - Comparagdo espectral da plataforma GNPS para o composto de
fosfatidiletanolamina.
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Figura 32 - Comparagdo
fosfatidiletanolamina.
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Figura 33 - Comparacdo espectral da plataforma GNPS para o composto de
fosfatidiletanolamina.
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Figura 34 - Comparacdo espectral da plataforma GNPS para o composto de
ceramida.
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