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APRESENTACAO
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RESUMO: Os invertebrados marinhos tém se destacado como uma fonte promissora na
busca de novos compostos bioativos de ampla aplicabilidade nos setores farmacéutico,
biotecnoldgico, nutracéutico, cosmético e ambiental. Neste aspecto, as ascidias tem
ocupado uma posicao relevante na prospecc¢ao de compostos farmacologicamente ativos,
especialmente por serem capazes de produzir substancias com grande variedade estrutural.
A ascidia Botrylloides giganteus é uma espécie exbtica de ampla ocorréncia no litoral
Paulista no Brasil, cuja microbiota e bioatividade tém sido pouco investigadas. Neste trabalho
os extratos metanodlicos livres e nanoencapsulados das linhagens fungicas Trichoderma
harzianum (5A13) e Hypocrea lixii (5A7), associadas a ascidia B. giganteus foram avaliados
quanto a sua toxicidade in vivo nos modelos alternativos Galleria mellonella e Caenorhabditis
elegans e seu potencial antiparasitario in vitro (esquistossomicida). Os extratos foram testados
na forma livre e incorporados em sistemas lipidicos nanoestruturados (SLN) e poliméricos
(SP). Em 24 horas de incubagéo, o extrato metandlico de H. lixii (5A7) incorporando em
SLN, reduziu a atividade motora dos vermes adultos de Schistosoma mansoni em 67% na
concentracdo de 100 pg/mL e matou 100% dos vermes na concentragdo de 200 pg/mL.
Por sua vez, a fragdo 100% metanol de T. harzianum (5A13) na concentracdo de 200 g/
mL inibiu a viabilidade dos vermes em 89% e 94% ap0s 24 e 72 horas, respectivamente.
Os extratos e fracdes avaliados ndo foram toxicos nos dois modelos animais alternativos
avaliados. A analise por HPLC-MS/MS, MS2e molecular networking direcionou a anotagdo
das substancias, 6-n-pentenil-a-pirona (5A13-1) e 3,4-difenilfuranona (5A13-2) na fracédo
5A13-100% MeOH, como também a anotacdo do acido harzianico (5A7-3), da trichoharzina
(5A7-2) e do dipeptideo trichodermamida (5A7-1) na fracdo 5A7-100% MeOH, sendo este
Gltimo composto também presente na fragao 5A7-70% MeOH.

PALAVRAS-CHAVE: Ascidiacea, Caenorhabditis elegans, Galleria mellonella, Molecular
networking, Schistossoma mansoni.

CHEMICAL PROFILE AND ANTIPARASITIC POTENTIAL OF Trichoderma
harzianum (5A13) AND Hypocreia lixii (5A7) ASSOCIATED WITH THE ASCIDIAN
Botrylloides giganteus

ABSTRACT: Marine invertebrates have stood out as promising sources of new bioactive
compounds with wide applicability in the pharmaceutical, biotechnology, nutraceutical,
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cosmetic, and environmental sectors. In this sense, ascidians have occupied a relevant
position in the prospection of pharmacologically active compounds, especially due to their
ability to produce compounds with varied structures. Botrylloides giganteus is an exotic
ascidian species that widely occurs on the coast of Sdo Paulo State, Brazil, whose microbiota
and bioactivity have been poorly investigated. This study prepared methanol extracts from
the fungi strains Trichoderma harzianum (5A13) and Hypocrea lixii (5A7) associated with B.
giganteus, and examined their in vivo toxicity in the alternative models Galleria mellonella and
Caenorhabditis elegans and in vitro antiparasitic potential (schistosomicidal). The extracts
were tested in the free form and incorporated into nanostructured lipidic (SLN) and polymeric
carriers (SP). The 24-hour of incubation with H. lixii (5A7) extract nanoencapsulated into
lipidic carrier SLN reduced the motor activity of Schistosoma mansoni adult worms by 67%
at 100 pyg/mL, and killed 100% of them at 200 pyg/mL. On the other hand, the T. harzianum
(5A13) 100% methanol fraction at 200 pg/mL inhibited the viability of worms by 89% and
94% after 24 and 72 hours, respectively. The extracts and fractions were not toxic to G.
mellonella and C. elegans. HPLC-MS/MS, MS?, and molecular network analyses guided
identification of 6-n-pentenyl-a-pyrone (5A13-1) and 3,4-diphenylfuranone (5A13-2) in the T.
harzianum (5A13) 100% methanol fraction, and harzianic acid (5A7-3), trichoharzine (5A7-2),
and trichodermamide dipeptide (5A7-1) in the H. lixii (5A7) 100% methanol fraction; the last
compound was also identified in the H. lixii (5A7) 70% methanol fraction.

KEYWORDS: Ascidiacea, Caenorhabditis elegans, Galleria mellonella, Molecular networking,
Schistossoma mansoni.

11 INTRODUGAO

Aproximadamente 70% da superficie terrestre é coberta por mares e oceanos e
seus diferentes habitats. O ecossistema marinho tem sido considerado um recurso Gnico
e uma das biosferas mais complexas da Terra devido aos seus enormes intervalos de
luz (escuriddo completa em contraste ao brilho extenso), temperatura oscilando entre -2
°C a 300 °C, variagéo de presséo (1 a mais de 1000 atmosferas), niveis de salinidade e
condig¢des de nutrientes (escassez ou excesso). Tais circunstancias permitem a existéncia
de numerosas espécies capazes de produzir metabdlitos especializados extremamente
diversos e complexos com uma ampla gama de atividades biolégicas (LIU et al., 2017). A
biodiversidade marinha € unanimemente reconhecida como uma fonte ainda inexplorada de
recursos biolégicos, importantes para diversos ramos da biotecnologia incluindo a indUstria
farmacéutica, cosmética e nutracéutica. Esforcos cada vez maiores estéo sendo realizados
visando a obtencdo de novos materiais, enzimas e compostos quimicos de origem biologica
de fonte marinha (LEAL et al., 2020).

As ascidias sdo uma classe de animais marinhos produtores de inUmeros compostos
bioativos, varios metabdlitos com agédo anticancer provenientes destes invertebrados
marinhos se encontram em fase clinica (DOU & DONG 2019). Além disso, estes
invertebrados sésseis se nutrem de matérias organicas, fornecendo nichos unicos e férteis

que abrigam varios microrganismos, como bactérias, cianobactérias, actinobactérias e
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fungos. Diversos produtos naturais, incluindo alcal6ides, peptideos ciclicos e policetideos,
foram isolados deles, os quais apresentam diversas propriedades, como atividades
antibacteriana, antifingica, antitumoral e anti-inflamatéria (CHEN et al., 2018). Por sua
vez, 0s microrganismos associados as ascidias também representam uma fonte potencial
de produtos naturais. Fortes evidéncias mostram que cerca de 8% dos produtos naturais
que inicialmente se pensava serem originarios das ascidias s&o, na verdade, produzidos
por microrganismos associados a elas (CASERTANO et al., 2020).

Nos ultimos anos, um numero crescente de microrganismos associados as ascidias
incluindo fungos, bactérias, actinobactérias e cianobactérias foram isolados (CHEN et al.,
2018, CARROL et al., 2019, CARROL et al., 2020). Atualmente tem-se aproximadamente
5000 substancias naturais isoladas de microrganismos marinhos, com projecao de chegar
a mais de 9000 substancias em 2024 (CARROL et al., 2020). Muitos metabdlitos isolados
de microrganismos associados as ascidias atuam como agentes antimicrobianos (incluindo
antibioticos, antivirais, antifingicos e antiprotozoarios) e que certamente sao ferramentas
essenciais para o tratamento de doengas infecciosas (CASERTANO et al., 2020). Portanto,
0s oceanos sdo fontes promissoras de substéancias ativas de origem marinha, e no Brasil o
Oceano Atlantico, devido a sua grande extenséo, constitui um vasto bioma que permanece
sem ser completamente investigado (IOCA et al., 2018).

Neste contexto, as linhagens T. harzianum (5A13) e H. lixii (5A7) isoladas da
ascidia B. giganteus foram pesquisadas quanto o seu potencial antiparasitario in vitro, em
especial esquistossomicida e também tiveram sua toxicidade in vivo avaliadas em dois
modelos animais alternativos. Portanto, este trabalho traz contribuicbes que ampliam o
conhecimento quimico e biolégico do bioma marinho brasileiro.

1.1 Espécie Selecionada para Estudo Trichoderma harzianum (5A13)

O género Trichoderma pertence a familia Hypocreaceae, sendo distribuido em todo
o mundo e em habitats variados, tanto terrestre como marinho (LI et al., 2019). As espécies
de Trichoderma sao conhecidas por sua capacidade de produzir metabdlitos especializados
bioativos, incluindo policetideos, alcaldides, terpendides e peptaibols. Logo, Trichoderma
tem-se mostrado uma fonte natural valiosa para produtos naturais estruturalmente novos
com diversas bioatividades (KHAN et al., 2020, LI et al., 2019).

Nos ultimos anos o interesse nos estudos de Trichoderma tem sido ampliado
devido a capacidade de espécies de Trichoderma atuarem positivamente no controle do
crescimento e proliferacdo de patdgenos de plantas, assim, este microrganismo apresenta
potencial como agente de biocontrole de pragas e doengas ambientais de forma amigavel.
Os trés principais mecanismos de biocontrole de Trichoderma spp, sdo microparasitismo,
antibiose e competicao por nutrientes ou espacgo entre outros que podem operar de forma
independente ou em conjunto para suprimir 0s patdgenos de plantas (MUKHOPADHYAY &
KUMAR, 2020, SOOD et al., 2020). No entanto, em 2004, OZBAY & NEWMAN ja descreviam
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o uso de T. harzianum em biocontrole de pragas e mencionam a presenca desta espécie
em diversos produtos comerciais americanos, suicos e da Republica Tcheca usados para o
controle de patégenos de solo (OZBAY & NEWMAN, 2004).

Quanto a constituicdo quimica de Trichoderma de ambiente marinho, como exemplo
pode-se citar que quatro lipideos e seus enantibmeros, todos contendo 13 carbonos,
denominados harzianumols A-H, foram isolados de T. harzianum HMS-15-3, associado
a esponja Petrospongia nigra (LI et al., 2015). Recentemente, a literatura descreve que
a linhagem T. harzianum (XS-20090075) derivada de coral produziu os diterpenos &acido
harzianolico e harzianona-E, bem como varios sesquiterpenos, dos quais onze ja sao
conhecidos (SHI et al., 2020). Em 2018, o mesmo grupo de pesquisa isolou da mesma
cepa, duas novas hidroxiantraquinonas, harzianumnonas A (1) e B (2), juntamente com
sete analogos conhecidos (SHI et al., 2018). FANG et al., 2019 relatam o isolamento de trés
sesquiterpenos do tipo ciclonerano, incluindo o conhecido ciclonerodiol (1), juntamente com
seus novos derivados, (10E)-12-acetoxi-10-cicloneren-3,7-diol (2) e 12-acetoxicicloneran-
3,7-diol (3), produzidos das culturas do fungo T. harzianum P1-4 derivado de sedimentos

marinhos.

1.2 Espécie Selecionada para Estudo Hypocrea lixii (5A7)

O género Hypocrea é pouco explorado quanto ao seu potencial biolégico e
metabdlico, existem alguns relatos de estudos do género sobre biorremediagéo, biossor¢ao
e sintese de nanoparticulas de cobre Il (MARANGONI, 2016). SALVADORI 2013 investigou
a biomassa néo viavel da espécie fungica H. lixii, isolada a partir da agua procedente
de rejeitos de uma lagoa, verificando assim sua capacidade de absor¢ao de cobre iGnico
sintetizando nanoparticulas de cobre.

Quanto ao aspecto quimico, a literatura relata o isolamento do cajanol, oriundo do
fungo H. lixii, o qual apresentou citotoxidade em relagéo a célula A549 (carcinoma de pulméo
humano), revelando-se uma promissora alternativa para a producédo em larga escala de
um medicamento natural anticancerigeno (ZHAO et al., 2013). A literatura relata também
uma variedade de metabdlitos pertencentes a classes estruturais diferenciadas. Dentre
elas podemos citar os peptideos como a aurocitrina, que apresenta atividade microbiana
relevante, bem como a hypelcin-A-Il e a hypomurocin A-1 que também apresentam atividade
antifingica e bactericida (BECKER et al., 1997). Os terpenoides sdo representados pelo
sesquiterpeno HA-toxin e dentre as substancias alifaticas, pode-se citar o alcool avellaneol.
Este ultimo, com atividade antimicrobiana. Alcaloides, lactonas e cromonas, com atividades
bactericidas e antifungicas sdo também descritos na espécie. Em 2015, dois novos derivados
furanicos hipofurans A e B e trés novos derivados ciclopentenonas (hipocrenonas A-C)
foram isolados do fungo marinho H. koningii PFO4 associado a esponja Phakellia fusca
(DING et al., 2015). Mais recentemente, KATOCH e colaboradores estudaram a linhagem
fungica Trichoderma lixii (IIM-B4) que apresentou 99% de similaridade com a cepa H.
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lixii FJ462763, constatando a produgéo de pequenos peptideos contendo 11 aminoacidos,
denominados peptaibols. Dentre estes, o tribacopin AV foi considerado novo, tendo uma
sequéncia Unica: Ac-Gly-Leu-Leu-Leu-Ala-Leu-Pro-Leu-Aib-Val-GIn-OH, e apresentou
propriedades antifungicas contra Candida albicans (MIC 25 pyg/mL) (KATOCH et al., 2019).

Na figura 1 é mostrada uma foto ilustrativa das linhagens fungicas T. harzianum
(5A13) e H. lixii (5A7), investigadas neste trabalho.

Figura 1: Linhagens fangicas Trichoderma harzianum (5A13) (a) e Hypocrea lixii (5A7) (b). Acervo:
Grupo de Pesquisas GPNUF (Unifran).

2|1 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos com os animais foram desenvolvidos apds a aprovagao
do Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade de Franca em 13/05/2014 (Comité
de Etica Animal). Projeto 008/14 “Produtos Naturais de Ascidias brasileiras para Doencas
Tropicais Negligenciadas”.

2.1 Coleta e Identificacao da Ascidia

A coleta e identificag@o da ascidia foi realizada pelo Prof. Dr. Gustavo Muniz Dias
da Universidade Federal do ABC-Centro de Ciéncias Naturais e Humanas. A ascidia
Botrylloides giganteus foi coletada em setembro de 2015 em Ilhabela-SP (Cadastro SISGEN
n° A357371). A identificacdo das linhagens 5A13 e 5A7 foi realizada por caracteristicas
morfoldgicas, e sequenciamento parcial da regidao ITS do rDNA, pelo Prof. Dr. Marcos
Antonio Soares do Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal de Mato Grosso
(UFMT) como Trichoderma harzianum e Hypocrea lixii, respectivamente. O DNA gendmico
total das linhagens foi extraido utilizando kit de extracdo e a regido ITS amplificada
de acordo com PIETRO-SOUZA et al., 2017. Os amplicons foram sequenciados em
sequenciador automatico pelo método de Sanger e as sequéncias foram comparadas com
aquelas depositadas no banco de dados GenBank utilizando o BLASTn (NCBI).
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2.2 Cultivo dos Fungos e Preparacao dos Extratos

Foram coletadas 50 gramas das ascidias e transportadas em frascos de vidro
contendo agua do mar sob refrigeracdo até a Universidade de Franca, onde foram
previamente lavadas com agua do mar, seguida por desinfeccdo superficial com EtOH
70% (v/v) por 45 segundos, em seguida foram lavadas com agua do mar estéril (3 vezes)
e transferidas para placas de Petri (90 x 90 mm) contendo meio de cultura agua do mar
artificial (AMA), suplementado com 30 g de extrato de malte e 15 g de agar. Fragmentos
(1,0 x 1,0 cm) foram inoculados no meio de cultura AMA contendo tetraciclina, cloranfenicol
e estreptomicina na concentragdo de 50 mg/L de cada antibi6tico. Pés-periodo de 4 dias,
os fungos crescidos foram purificados e mantidos em meio agar batata dextrose, sendo
preservados em geladeira (PEDROSO, 2020).

As linhagens T. harzianum (5A13) e H. lixii (5A7) foram cultivadas separadamente
em arroz parboilizado acrescentado de uma solucéo nutritiva composta por 1,2 g de nitrato
de sodio (NaNQ,), 0,4 g de fosfato monobasico de potassio (KH,PO,), 0,2 g de sulfato
de magnésio (MgSO,7H,0), 0,2 g de cloreto de potassio (KCI) e tragos de sulfato ferroso
(FeSO0,) dissolvidos em 400 mL de agua destilada na proporgéo de 400 mL para 200 g de
arroz e deixado em overnight. Foram utilizados 5 erlenmeyers de 500 mL, os quais foram 2
vezes autoclavados durante 30 min a 121°C com intervalo de 24 horas entre cada sec¢ao.
Apds o resfriamento, os fungos foram inoculados no meio de cultivo e incubados por 30
dias. Apos este periodo de cultivo, foi realizada a extragdo com MeOH por maceracéo a
frio (3 vezes), obtendo-se os respectivos extratos brutos, apds a remocao do solvente em
evaporador rotativo (COSME, 2021).

2.3 Fracionamento dos Extratos

Este procedimento cromatogréfico foi realizado em fase reversa, separadamente
para os extratos 5A7 (14 g) e 5A13 (13,7 g). Os extratos foram diluidos em 10 mL de
solugédo 10% MeOH, o qual foi eluida na coluna (h = 10,0 cm; ® = 8,0 cm para 5A7 e h
= 9,5 cm; ® = 8,0 cm para 5A13), sob pressao reduzida, contendo silica C-18 como fase
estacionaria, previamente ativada com MeOH (500 mL) e condicionada com solug¢éo 10%
MeOH (500 mL). A coluna foi entdo sequencialmente eluida com um gradiente decrescente
de polaridade, utilizando-se como fases moveis 500 mL de misturas de MeOH/H,O nas
proporgoes: 10%, 30%, 50%, 70% e 100% MeOH. As fragOes obtidas de cada extrato foram
concentradas através da utilizacdo de evaporadores rotativos sob pressao reduzida e as
fracbes 70% e 100 % foram selecionadas para as analises de espectrometria massas de
alta resolugéo posteriores.

2.4 Analises Por Espectrometria de Massas de Alta Resolucao (EM-AR)

As andlises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a
Espectrometria de Massas de Alta Resolugédo (CLAE-EM-AR) das amostras selecionadas
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foram realizadas usando-se um espectréometro ESI-TOF, modelo micrOTOF Q 1l (Bruker
Daltonic) e um Sistema HPLC Shimadzu, modelo CBM-20A, bomba LC 20AD, sistema de
injecdo automatica SIL 20AHT, detector de arranjo de diodo SPD-M20A (DAD) (200-600nm),
degaseificador DGU-20A-5, usando uma coluna (Phenomenex® Luna, 5 um, 250 4.6 mm).
Os dados de ESI-EM-AR foram obtidos usando-se as condi¢des: voltagem do capilar 3.5
kV, temperatura do gas de secagem 220°C, fluxo de 10L/min‘', gas nebulizador a presséo
de 5 bar e nitrogénio como gas de secagem, nebulizagdo e colisdo. A fase movel foi um
gradiente linear partindo de 95% de agua/ 0,1% CH,COOH (solvente A) e 5% de MeOH
(solvente B) até 100% do solvente B em 40 min, seguido por 5 min de 100% do solvente
B, com fluxo de 1 mL/min-'. Bomba de infusdo modelo Cole Parmer. A calibragédo interna
empregando-se uma solugdo de NA-TFA (trifluoracetato de sédio) a 10 mg/mL, as analises
foram realizadas nos modos positivo e negativo. Todas as andlises foram processadas
usando o software Bruker Daltonics Data Analysis 4.3.

2.5 Preparo de Nanoparticulas poliméricas (NP) de Poli (e-caprolactona) por
Nanoprecipitacao

Para a obtengéo da fase organica, 9 mg do polimero poli (e-caprolactona) (PCL) e
1 mg do extrato fungico foram solubilizados em 5 mL de acetona e submetidos a banho
de ultrassom. A fase aquosa foi constituida por 10 mL de solu¢édo tampao PBS pH 7,4
e poloxamer 407 1,5%. Apos a dissolugdo dos componentes de ambas as fases, a fase
orgénica foi adicionada lentamente sob a fase aquosa com o auxilio de uma pipeta de
Pasteur e sob agitacdo. A suspensdo resultante foi mantida sob agitagéo a 300 rpm durante
aproximadamente 8 horas, até a evaporagdo completa da acetona. Ao final o volume foi
ajustado para 10 mL com a solu¢do tampéao, sendo a concentracgéao final formulacéo foi de
100 pg/mL (YALLAPU, 2010).

2.6 Preparo de Sistema Lipidico Nanoestruturado (SLN)

O sistema lipidico nanoestruturado foi sintetizado com a composi¢ao: 10% de fase
oleosa (6leo de semente de uva), 10% de surfactante (Brij O20 + fosfatidilcolina de soja
2:1) e 80 % de fase aquosa (tampéo fosfato, pH 7,4). A mistura foi sonicada utilizando um
sonicador de haste (Q700 de QSonica®, Newtown, CT, EUA), com poténcia de 700 W,
amplitude de 20%, em modo descontinuo, durante 15 minutos com um intervalo de 30s a
cada minuto, com banho de gelo durante todo o processo de sonicagdo. Apos a obtencéo
da formulagéo, incorporou-se os extratos fungicos através dos seguintes procedimentos:
em um frasco adequado, adicionou-se 3 mg do extrato fUngico em 3 mL do sistema lipidico,
a mistura foi homogeneizada em sonicador sob as mesmas condigbes, durante 2 minutos,
a fim de se obter a formulacdo com extrato incorporado a uma concentragdo de 1000 pg/
mL (BONIFACIO et al., 2015).
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2.7 Ensaio Esquistossomicida

2.7.1 Manutengéo do Ciclo de Vida de Schistosoma mansoni

O ciclo biolégico de S. mansoni, linhagem LE (Luiz Evangelista) é rotineiramente
mantido pela passagem seriada em moluscos Biomphalaria glabrata, hospedeiro
invertebrado e em camundongos Balb/c como hospedeiro vertebrado no Biotério da
Universidade de Franca de acordo com LEWIS, 2001; SMITHERS & TERRY, 1965.

Os ovos de S. mansonipresentes nas fezes ou figados de camundongos previamente
infectados com o parasita foram recuperados conforme descrito por LEWIS 2001 e expostos
a luz por aproximadamente 1 hora, para a liberacdo dos miracidios. Os miracidios foram
utilizados para infectar o hospedeiro intermediario, que ap6s 38 a 43 dias liberaram a forma
infectante do parasita, as cercarias, que por sua vez infectaram o hospedeiro vertebrado.

Para a manutengéo do ciclo, 200+10 cercérias foram inoculadas nos camundongos
via subcutanea e ap6s 49+1 dias os vermes adultos sdo recuperados do sistema porta-
hepatico e das veias mesentéricas por perfusdo do sistema porta-hepatico (LEWIS, 2001;
SMITHERS; TERRY, 1965). Todos os procedimentos envolvendo a manutencgéo do ciclo de
vida do parasito S. mansoni estédo de acordo com os Principios Eticos na Experimentagéo
Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovado
pela Comisséo de Etica de Uso de Animais da Universidade de Franca, como previsto no
protocolo 5199070417.

2.7.2 Avaliacdo das Amostras em Vermes Adultos de Schistosoma
mansoni

Apbs a perfusdo, vermes adultos (49+1 dias) foram lavados em RPMI 1640
(Gibco) tamponado com HEPES 20 pyM, pH 7,5, suplementado com penicilina (100U/mL),
estreptomicina (100 pg/mL) e 10% de soro bovino fetal (Gibco) e um casal de vermes
adultos foi transferido, para uma placa de cultura de 24 pogos contendo 0 mesmo meio
descrito anteriormente e incubados em atmosfera umidificante a 37°C na presenca de 5%
CO,. Apos 24 horas de incubagéo, as amostras previamente dissolvidas foram adicionadas
ao meio RPMI 1640 em diferentes concentragbes. Os parasitas foram incubados nas
mesmas condi¢cdes descritas anteriormente por 72 horas e monitorado a cada 24 horas
usando um microscépio invertido (Leitz Diavert). A viabilidade dos parasitos foi determinada
de acordo com as alteragdes fenotipicas observadas e classificadas em uma escala de
severidade fenotipica (0-3) sendo: (3=vermes com movimentagdo normal, 2= atividade
motora diminuida, 1= atividade motora minima com movimentos ocasionais; 0= total
auséncia de movimento por mais de 2 minutos de observacdo) (RAMIREZ et al., 2007).
Os resultados foram calculados em relagdo a porcentagem de inibicdo da viabilidade em
relacdo ao controle negativo. Como controle negativo, foram utilizados vermes adultos
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mantidos em meio RPMI 1640 ou em meio RPMI 1640 com o solvente das amostras e
como controle positivo, foram utilizados vermes adultos incubados com 1,6 yM (0,5 pyg/mL)
de praziquantel. Foram avaliados seis casais de vermes adultos (12 vermes adultos) por
concentracdo (MAGALHAES et al., 2009).

2.8 Toxicidade em Galleria mellonella

A toxicidade dos extratos foi avaliada frente a larvas de G. mellonella. O inseto
foi mantido em laboratério de acordo com o protocolo estabelecido por HARDING et al.,
2013. Larvas saudaveis (coloragéo clara e homogénea) com massa entre 0,2-0,3 g foram
selecionadas. Aplicou-se 10 pyL de amostra na ultima proleg da larva com n=5 no ensaio
1. Como controle negativo foi utilizado DMSO (10%) e (20%) diluido em agua ultrapura
autoclavada. Apés a aplicagéo, as larvas foram mantidas no escuro a temperatura ambiente
de 28-30°C. O numero de larvas mortas e melanizadas foram avaliadas diariamente por um
periodo de sete dias para obtengéo da curva de sobrevivéncia. O ensaio foi repetido com
10 larvas para as amostras que apresentaram mortalidade (ensaio 2). As amostras foram
avaliadas na concentragéo de 2 mg/mL, solubilizadas em agua ultrapura + DMSO (20%).

2.9 Toxicidade em Caenorhabditis elegans

A toxicidade dos extratos foi também investigada em nematbides da espécie C.
elegans -linhagem N2 em populacéo sincronizada de vermes em estagio L4. Os nematbides
foram transferidos para placas estéreis de 12 pocos contendo meio K e tratados com a
amostra na concentragdo de 2 mg/mL. Nematoéides tratados com volumes equivalentes
de meio K foram usados como grupo controle. As placas foram devidamente seladas e
incubadas por 24 horas, a 20°C. Apos este periodo a sobrevivéncia dos nematbides foram
analisadas usando uma lupa e estimulos de contato quando necessario. Como controle
negativo foi utilizado Meio K + DMSO (10%), 10 larvas foram utilizadas neste ensaio
(PORTA-DE-LA-RIVA et al., 2012).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Perfil Quimico de Trichoderma harzianum (5A13)

A linhagem T. harzianum (5A13) foi investigada por HPLC-MS e MS? para a
desreplicagdo das substancias minoritarias presentes. As massas de alta resolugéo obtidas
por HPLC-MS, juntamente com os padrdes de fragmentacao revelados nos espectros de
massas, e MS? foram comparados com bases de dados em silico GNPS (Global Natural
Products Social Molecular Networking) e Antimarin (Antimarin 2012), permitindo a anotagao
dos compostos presentes nas amostras. Para esta abordagem selecionou-se as fragdes
5A13-70% MeOH e 5A13-100% MeOH, no entanto, apenas nesta Ultima foi possivel a
anotagdo de dois componentes quimicos sendo a 6-n-pentenil-a-pirona (5A13-1) e
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3,4-difenilfuranona (5A13-2).

A substancia 6-n-pentenil-a-pirona (5A13-1) apresentou formula molecular C, H,,0,
e exibiu t; = 20,6 min e ion molecular com relagdo massa carga m/z 165,0915 [M+H]",
correspondente a formula molecular (C, H,,0,).

Adicionalmente, a lactona 3,4-difenilfuranona (5A13-2) de foérmula molecular
(C,6H,,0,) e t, = 26,3 min mostrou ion molecular m/z 237,0916 [M+H]* e respectivo aduto

de sbédio com m/z 259,0634 [M+Na]* (C,.H,,0,).

A pirona 5A13-1 foi previamente isolada do fungo marinho Botrytis sp coletada da
praia de Dadaepo em Busan (ZHANG et al., 2007) e isolada também do fungo Trichoderma
harzianum (SERRANO-CARREON et al., 1992, KHAN et al., 2020). Além disso, a estrutura
de 5A13-1 foi confirmada por sintese (DOBLER & REISER, 2016).

Por sua vez, a lactona 5A13-2 foi antecipadamente isolada do fungo endofitico
Aspergillus flavipes AIL8 derivado da planta de mangue Acanthus ilicifolius (BAI et al.,
2014).

As estruturas quimicas das substancias 5A13-1 e 5A13-2, estdo apresentadas na
figura 2. Na tabela 1 tem-se os respectivos dados de massas para as substancias 5A13-1

e 5A13-2, e o cromatograma por HPLC-MS, est4 mostrado na figura 3.

Figura 2: Estruturas quimicas das substancias 6-n-pentenil-a-pirona (5A13-1) e 3,4-difenilfuranona

(5A13-2).
A s . Erro
Substéancias Tempo de Férmula Massa lon (m/2) lon (m/2) da
(ID Identificacao Rete‘; 0 Molecular Exata Literatura Experimental massa Referéncia
Antimarin) ¢ [M+H] Calculada [M+H]* [M+H]*
(t,) min. (pPM)

. SERRANO-
5A13-1 6-n-pentenil-a- 20,6 C,H. O, 1650915 165,091 1650912  -1,82 CARREON
(16763) pirona 107132

etal., 1992
3,4- BAl et al.,
5A13-2 difenilfuranona 26,3 C\eH10, 237,0015 237,091 237,0016 0,42 2014

Tabela 1: Andlise da fragdo 5A13-100% MeOH por HPLC-MS e molecular networking em comparagéo
com a base de dados Antimarin 2012.
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Figura 3: Cromatograma dos ions totais por HPLC/MS para 5A13-100% MeOH e anotacgédo das
substancias 6-n-pentenil-a-pirona (5A13-1) e 3,4-difenilfuranona (5A13-2).

3.2 Perfil Quimico de Hypocrea lixii (5A7)

O extrato metandélico 5A7 obtido em meio de arroz, apds ser submetido a purificagao
em fase reversa forneceu 5 fragdes com perfis quimicos distintos. As fracdes 5A7-70% e
5A7-100% foram selecionadas para analise por HPLC-MS e MS?, sendo possivel a anotagédo
do acido harzianico (5A7-3) e da trichoharzina (5A7-2) na fracdo 5A7-100% e do dipeptideo
trichodermamida A (5A7-1) nas fragbes 5A7-70 e 5A7-100%, conforme mostrado na tabela
2 e figura 4. O cromatograma por HPLC-MS, esta mostrado na figura 5.

A tricodermamida A (5A7-1) possui a rara funcionalidade O-alquil-oxima ciclica
incorporada no anel de seis membros. Este dipeptideo foi isolado do fungo marinho
Trichoderma virens (GARO et al., 2003). 5A7-1 foi isolado também dos fungos marinhos
Trichoderma lixii coletado de esponja na Indonésia (TANG et al., 2019) e T. harzianum
coletado de mangue na China (ZHAO et al., 2020).

O policetideo tricoharzina (5A7-2) foi primeiramente isolado da esponja marinha
Micale cecilia (KOBAYASHI et al., 1993) e mais recentemente, isolado de T. harzianum
(Yu et al., 2021). O &cido harzianico foi identificado em uma amostra de agua coletada em
Hiroshima no Japéo e apresentou atividade antimicrobiana contra a linhagem Pasteurella
piscicida sp 6395 (SAWA et al., 1994), sendo a configuragdo absoluta da estrutura
estabelecida por estudos de difragdo de raio X por Vinale e colaboradores. Neste trabalho
também foi demonstrada agdo antifingica do acido harzianico, bem como sua atuacédo na
promocgéao do crescimento de Brassica napus (canola) (VINALE et al., 2009).
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Substéncia . Massa Erro da
(ID Identificacao  t_ (min) Formula Exata I?“ (m/2) lon _(m/z) massa Referéncia
h . R Molecular Literatura  Experimental
Antimarin) Calculada (ppm)
5A7-70%
5A7-1 Tricodermamida 19,9 C,,H,oN,O, 433,1247 433,124 433,1262 3,46 GARO et al.,
(29810) A [M+H]* [M+H]* 20083.
5A7-1 Tricodermamida 19,9 C,,H,N,Oq 431,1091 - 431,1100 2,08 GARO, et al.,
(15004/1) A [M-HJ 2003.
MarinLit
5A7-100%
5A7-1 Tricodermamida 22,0 C,,H,N,O, 431,1091 431,11 431,1097 1,39 GARO et al.,
(29810) A [M-H] [M-HT 20083.
5A7-2 Tricoharzina 30,1 2530, 451,2696 451,269 451,2681 -3,32 KOBAYASHI
(14218) [M+H]* [M+H]* et al., 1993
5A7-3 Acido harzianico 38,4 NO, 364,1760 364,177 364,1777 4,66 SAWA et al.,
(12424) [M-H] [M-HT 1994

comparagéo com a base de dados Antimarin 2012.

Tabela 2: Andlise da fragdo 5A7-70% e 5A7-100% MeOH por HPLC-MS e molecular networking em

Figura 4: Estruturas quimicas das substancias 5A7-1 (Tricodermamida A), 5A7-2 (Tricoharzina) e 5A7-3

(Acido harzianico).
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Figura 5: Cromatograma dos ions totais por HPLC/MS para 5A7-70% e 5A7-100% MeOH e anotagao
das substancias 5A7-1 (Tricodermamida A), 5A7-2 (Tricoharzina) e 5A7-3 (Acido harzianico).

3.3 Potencial Biolégico de Trichoderma harzianum (5A13) e Hypocrea lixii
(5A7)

Na avaliacdo do potencial esquistossomicida de H. lixii (5A7) frente aos vermes
adultos de S. mansoni, a atividade do extrato 5A7 incorporado ao SLN se mostrou promissor
em 24 horas na concentragdo de 100 pg/mL, reduzindo em 67% a atividade motora dos
vermes e causando 100% morte na concentracdo de 200 pg/mL, neste mesmo tempo de
avaliagéo. No entanto, é possivel notar que a microemuls&do sem a incorporacgéo do extrato
também apresentou atividade frente aos vermes adultos de Schistosoma. Por outro lado,
o extrato 5A7 na concentracdo de 50 pg/mL ou incorporado em sistema polimérico nao
apresentou resultados relevantes frente aos vermes adultos. Para T. harzianum (5A13) foi
evidenciado que a fracdo 5A13-100% MeOH nas concentra¢des de 100 e 200 ug/mL inibiu
a viabilidade dos vermes em 50% e 88% em 24 horas e a partir de 72 horas, a viabilidade
dos vermes foi severamente inibida em 94%. As demais fragées 5A13-30%, 50% e 70%
ndo se mostraram ativas neste ensaio.

Concernente a toxicidade, os extratos 5A13 e 5A7 na concentragdo de 2 mg/mL
quando avaliados no ensaio de toxicidade in vivo usando o modelo alternativo de C. elegans,
apresentaram alto indice de sobrevivéncia 84% e 94%, respectivamente, significando ter
baixa toxicidade na dose avaliada frente a este organismo (Tabela 4).

Paralelamente, o extrato 5A13 na sua forma livre e nanoestruturada incorporado
em SLN e SP, assim como o extrato 5A7 na sua forma livre, foram avaliados quanto a
toxicidade no modelo animal alternativo G. mellonella. Os resultados obtidos apontaram

que os extratos livres e nanoestruturados ndo apresentaram toxicidade neste modelo, com
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taxa de sobrevivéncia de 100%. Os resultados obtidos estdo expressos na (Tabela 4).

O uso de sistemas nanotecnolédgicos tem sido uma estratégia que vem ganhando

espaco nas ultimas décadas no combate a doencgas negligenciadas, uma vez que estes

sistemas apresentam biocompatibilidade (melhora na solubilidade, maior estabilidade).

Estas caracteristicas somadas a possiblidade da liberagdo controlada do farmaco e

conferem alta versatilidade para aplicagbes analiticas e terapéuticas (BONIFACIO et al.,

2015, SOUTO et al., 2019).

Porcentagem
= Tempo de L
Concentracao . = de Inibicao
Amostras (hg/mL) '"°“(';"‘;93° da viabilidade
(%)+EP°
24 0,00 + 0,00
100
Controle 72 0,00 + 0,00
Negativo 2 24 0,00 = 0,00
200
72 0,00 + 0,00
24 100 + 0,00*
Controle 05 72 100 + 0,00*
Positivo ® ’ 24 100 + 0,00*
72 100 + 0,00*
24 33 +0,00*
100
72 78 +4,73*
Controle SLN
24 67 +0,00*
200
72 94 +3,74*
24 6 +3,74*
100
72 6 +3,74*
Controle NP
24 0,00 + 0,00
200
72 6 +3,74*
24 0,00 + 0,00
50
72 17+11,24
Extrato 5A7
24 n.t.
100
72 n.t.
24 67 +0,00*
100
72 67 +0,00*
SLN + 5A7
24 100 + 0,00*
200
72 100 + 0,00*
24 0,00 + 0,00
100
72 0,00 + 0,00
NP + 5A7
24 0,00 + 0,00
200
72 0,00 + 0,00
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100 24 50 +5,02*
- 0,
SA;nié?-IO % 72 67 +0,00*
24 89 +4,73*
200
72 94 + 3,74

2 Controle Negativo: Meio de cultura RPMI 1640

® Controle Positivo: PZQ (Sigma-Aldrich) (0,5pg/mL ou 1,6 uM) causou 100 % de morte dos parasitas
em 24 horas.

¢ Dados expressos em média + erro padrao.
* Significativamente diferente do controle negativo (P<0,001 n.t. — ndo testado).

Tabela 3: Avaliagéo in vitro da atividade esquistossomicida do extrato metandlico 5A7 e fragao
metanolica 5A13-100% contra vermes adultos de Schistosoma mansoni.

Organismo [2A 2;7;:?] N° de larvas testadas % de Sobrevivéncia
Controle negativo 10 100
Controle NP 10 100
Controle SLN 10 100
G. mellonella Extrato 5A13 10 100
SLN + 5A13 10 100
NP + 5A13 10 100
Extrato 5A7 15 100
C. elegans Extrato 5A13 10 84
Extrato 5A7 10 94

Tabela 4: Resultados dos ensaios de toxicidade in vivo realizados nos organismos G. mellonella e C.
elegans para os extratos metanélicos 5A7 e 5A13.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos, a acao esquistossomicida in vitro do extrato
de H. lixii (5A7) foi potencializada apoés incorporagdo em SLN, ocasionando a morte do
parasita em 24 horas na dose de 200 pg/mL. Por outro lado, a atenuagéo da viabilidade
motora demonstrada pela fragdo 5A13-100% MeOH de T. harzianum (5A13), frente aos
vermes adultos de S. mansoni, € um coeficiente notavel no controle do ciclo deste parasita.
A auséncia de toxicidade do extrato 5A7 e fracdo 5A13-100% nos dois modelos alternativos
empregados, releva o prosseguimento dos estudos destas linhagens na busca dos principios
ativos presentes. As andlises por HPLC-MS e molecular networking se despontaram como
ferramentas Uteis na anotagdo das substancias ja conhecidas nas amostras investigadas,
direcionando o estudo posterior visando o isolamento dos constituintes ativos e também
compostos desconhecidos.
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Os resultados obtidos neste estudo ampliaram o conhecimento, do potencial
antiparasitario, especificamente, esquistossomicida in vitro de T. harzianum (5A13) e H. lixii
(5A7) isolados de ambiente marinho, bem como do seu perfil quimico.
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