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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esse estudo contribui para o aumento do conhecimento sobre a quimiodiversidade de
fungos endofiticos de organismos marinhos, através da analise metabolémica do
fungo Hypoxylon investiens que foi isolado da alga marinha Asparagopsis taxiformis.
Os organismos marinhos e seus micro-organismos associados sao fontes
relativamente novas para obtencao de substancias bioativas e que tenham potencial
para se tornarem novos farmacos ou serem utilizadas em processos biotecnologicos.
Essa pesquisa demonstrou a importancia da aplicacédo de métodos de planejamento
experimental no cultivo de fungos, ao avaliar diversas condicbes de cultivo com
numero reduzido de experimentos. Além disso, a aplicacdo de moduladores
epigenéticos no cultivo de fungos representa um grande avango na area de
bioprospecgao, pois permite ativar a expressao de vias metabdlicas silenciadas e que
nao podem ser ativadas s6 com a variagdo das condi¢des fisico-quimicas e dos
nutrientes. Por fim, foi demonstrada a importancia das redes moleculares, que
permitem processar e agrupar milhares de espectros de massas, evitando a perda de
informacao e acelerando a identificagdo de metabdlitos. De forma global, os impactos
deste trabalho verificam-se também por destacar a importancia do ambiente marinho
brasileiro como um bioma de grande potencial quimico e biotecnologico, capaz de
providenciar descobertas inovadoras com desdobramentos socioecondmicos e
ambientais. Além disso, o alinhamento aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
da ONU é claro, especialmente o ODS 3, com metas associadas ao bem estar e
melhoria da saude, ODS 14, direcionado a conservagao e uso sustentavel do bioma
e dos recursos marinhos para o desenvolvimento sustentavel, e também o ODS 13,
que prevé a adocdo de medidas para combater as alteracdes climaticas e os seus
impactos, considerando que os resultados deste estudo trazem informacdes
relevantes no contexto de maior entendimento do metabolismo fungico, bem como de

relagdes ecoldgicas que podem contribuir para a conservagao dos oceanos.



POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This study contributes to expanding the knowledge on the chemodiversity of
endophytic fungi from marine organisms through the metabolomic analysis of the
fungus Hypoxylon investiens, which was isolated from the marine alga Asparagopsis
taxiformis. Marine organisms and their associated microorganisms are relatively new
sources for the discovery of compounds with significant biological activities and
potential to become new drugs or to be used in biotechnological processes.
This research demonstrated the importance of applying experimental design methods
to fungal cultivation by evaluating various culture conditions with a reduced number of
experiments. Moreover, the use of epigenetic modulators in fungal cultivation
represents a major advancement in the field of bioprospecting, as it enables the
activation of metabolic pathways that cannot be triggered solely by changes in
physicochemical conditions or nutrient composition. Finally, the relevance of molecular
networking was demonstrated, as this approach allows for the processing and
clustering of thousands of mass spectra, preventing data loss and accelerating
metabolite identification. Overall, the impacts of this work also highlight the importance
of the Brazilian marine environment as a biome of great chemical and biotechnological
potential, capable of providing innovative discoveries with socioeconomic and
environmental implications. In addition, the alignment with the UN Sustainable
Development Goals is clear, especially SDG 3, with targets associated with well-being
and improved health, SDG 14, aimed at the conservation and sustainable use of the
marine biome, and resources for sustainable development, and also SDG 13, which
provides for the adoption of measures to combat climate change and its impacts,
considering that the results of this study provide relevant information in the context of
a greater understanding of fungal metabolism, as well as ecological relationships that

can contribute to the conservation of the marine biome.
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RESUMO

Os fungos endofiticos marinhos sao reconhecidos como fontes promissoras de novos
metabolitos bioativos, devido a sua elevada quimiodiversidade e capacidade de
sintetizar compostos com potencial farmacoldogico. No entanto, em condigbes
laboratoriais, muitos desses micro-organismos apresentam silenciamento génico,
resultando na inatividade de vias biossintéticas na auséncia dos estimulos presentes
em seu habitat natural. Para superar essa limitagao, este estudo investigou o potencial
metabdlico do fungo Hypoxylon investiens, isolado da alga vermelha Asparagopsis
taxiformis, por meio da modulacédo epigenética e da variagcdo de condigbes fisico-
quimicas de cultivo. Inicialmente, foram realizados cultivos em placas de 6 pogos para
avaliar a tolerancia do fungo a diferentes concentragcdes de moduladores epigenéticos,
como SAHA, 5-azacitidina, nicotinamida, procaina e butirato de sédio. As analises
com a plataforma GNPS indicaram um aumento na diversidade de metabdlitos,
evidenciado pelo maior numero de nés nas redes moleculares, especialmente com o
uso de SAHA, 5-azacitidina e nicotinamida. Com base nesses resultados, foi
conduzido um planejamento experimental do tipo Plackett—Burman para identificar as
variaveis fisico-quimicas mais significativas na produgcao metabdlica. Os extratos
obtidos foram analisados por UHPLC-QTOF-MS? e submetidos a metodologia de
Feature-Based Molecular Networking (FBMN) na plataforma GNPS, permitindo a
anotacao de diversas substancias e quantificacdo de features que foram utilizados
como resposta no planejamento experimental. As condigdes que mais influenciaram
positivamente a diversidade quimica incluiram temperaturas mais baixas (23°C),
auséncia de agitacao e o uso dos moduladores SAHA, nicotinamida, butirato de sddio
e procaina. Com esses dados, foi feito o cultivo em escala ampliada gerando os
extratos Exp1 e Exp9. Diversas substancias, foram isoladas incluindo
dicetopiperazinas como ciclo(Pro-Tyr), ciclo(Pro-Phe), ciclo(Pro-Val), ciclo(Pro-lle) e
ciclo(Pro-Leu), além de compostos fendlicos e isocumarinicos, como 4-(2-
hidroxietil)fenol, 6-hidroximeleina, 5-metilmeleina e (3S,4S)-3,4,8-trihidroxi-3,4-
diidronaftalen-1(2H)-ona. Uma terfenilquinona possivelmente inédita foi isolada da
fracao Exp9 Fr3 e identificada como 4-hidroxi-3',4",6'-trimetoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-2',5'-
diona. Nos ensaios de bioatividade, os extratos PB01, PB02, PB03, Exp9 Fr1 e Exp9
Fr3 apresentaram atividade citotdxica contra células tumorais HCT-116, enquanto
PB03 e PB12 revelaram atividade antifungica frente a Candida albicans. Esses
achados evidenciam o potencial de H. investiens como fonte de novos produtos
naturais e demonstram a eficacia do uso combinado de estratégias epigenéticas,
planejamento experimental e ferramentas metaboldmicas como o GNPS para
incremento de quimiodiversidade e bioprospecc¢ao de metabdlitos bioativos.

Palavras-chave: fungos endofiticos; planejamento experimental; epigenética;

citotoxicidade; alga vermelha.



ABSTRACT

Marine endophytic fungi are recognized as promising sources of novel bioactive
metabolites due to their high chemodiversity and ability to synthesize compounds with
pharmacological potential. However, under laboratory conditions, many of these
microorganisms exhibit gene silencing, leading to the inactivity of biosynthetic genes
in the absence of environmental stimuli present in their natural habitats. To overcome
this limitation, this study investigated the metabolic potential of the fungus Hypoxylon
investiens, isolated from the red alga Asparagopsis taxiformis, through epigenetic
modulation and variation of physicochemical cultivation conditions. Initially, cultures
were conducted in 6-well plates to assess the fungus's tolerance to different
concentrations of epigenetic modulators, including SAHA, 5-azacytidine, nicotinamide,
procaine, and sodium butyrate. Preliminary analyses using the GNPS platform
indicated an increase in metabolite diversity, evidenced by a higher number of nodes
in molecular networks, particularly with the use of SAHA, 5-azacytidine, and
nicotinamide. Based on these results, a Plackett—Burman experimental design was
conducted to identify the most significant physicochemical variables affecting
metabolic production. The obtained extracts were analyzed by UHPLC-QTOF-MS? and
subjected to Feature-Based Molecular Networking (FBMN) on the GNPS platform,
enabling the annotation of various substances and quantification of features, which
were used as responses in the experimental design. The conditions that positively
influenced chemical diversity included lower temperatures (23°C), absence of
agitation, and the use of SAHA, nicotinamide, sodium butyrate, and procaine. Using
these data, scaled-up cultivation was performed, generating extracts Exp1 and Exp9.
After fractionation steps, several substances were isolated, including diketopiperazines
such as cyclo(Pro-Tyr), cyclo(Pro-Phe), cyclo(Pro-Val), cyclo(Pro-lle), and cyclo(Pro-
Leu), as well as phenolic and isocoumarin compounds like 4-(2-hydroxyethyl)phenol,
6-hydroxymellein, 5-methylmellein, and (3S,45)-3,4,8-trinydroxy-3,4-
dihydronaphthalen-1(2H)-one. A potentially novel terphenylquinone was isolated from
fraction Exp9 Fr3 and identified as 4-hydroxy-3',4",6'-trimethoxy-[1,1":4',1"-terphenyl]-
2',5'-dione. In bioactivity assays, extracts PB01, PB02, PB03, Exp9 Fr1, and Exp9 Fr3
exhibited cytotoxic activity against HCT-116 tumor cells, while PB03 and PB12
demonstrated antifungal activity against Candida albicans. These findings highlight the
potential of H. investiens as a source of new natural products and demonstrate the
effectiveness of combining epigenetic strategies, experimental design, and
metabolomic tools such as GNPS to trigger chemodiversity and in the bioprospecting
of bioactive metabolites.

Keywords: endophytic fungi; design of experiments; epigenetics; cytotoxicity; red

algae.
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1 INTRODUGAO

1.1 PRODUTOS NATURAIS

Durante os milhares de anos da historia humana, os preparos com plantas
foram essenciais para a cura e tratamento de doengas, especialmente em periodos
nos quais os procedimentos cirurgicos eram precarios € o0 conhecimento sobre
micro-organismos e mecanismos metabdlicos era inexistente (PATRIDGE et al.,
2016).

O acumulo desse conhecimento milenar, aliado ao avanco tecnoldgico das
técnicas relacionadas ao estudo de produtos naturais, resultou na descoberta de
diversos farmacos e produtos biotecnolégicos. Um dos exemplos mais notaveis € o
caso da artemisinina (Figura 1), presente na planta Artemisia annua, que rendeu a
pesquisadora Tu Youyou o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 2015.

Ao consultar os registros de Gé Hong, datados de aproximadamente 1700
anos, a professora Tu encontrou uma receita descrevendo como obter um “suco” de
Qinghao (A. annua), utilizado tradicionalmente no tratamento de febres. Duas
informacgdes cruciais estavam contidas nessa receita: o uso de agua gelada para o
preparo € a utilizagao das folhas como fonte da infusao.

Com base nisso, a professora Tu substituiu o etanol por éter e realizou a
extracdo em baixa temperatura das folhas, obtendo um extrato mais estavel, capaz
de inibir a malaria em roedores € macacos com 100% de eficacia. Devido a esses
resultados excepcionais, diversos pesquisadores passaram a se dedicar ao
isolamento, caracterizagdo e produgdo em larga escala da artemisinina e de seus
derivados (SU; MILLER, 2015).
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Figura 1 — Estrutura quimica da artemisinina e de alguns derivados.
Fonte: Adaptado de PETER et al., 2021

Nas ultimas décadas, observou-se uma diminui¢gado nos grupos de pesquisa da
industria farmacéutica voltados ao uso de produtos naturais como fonte para o
desenvolvimento de novos farmacos. Ainda assim, os produtos naturais continuam
sendo uma fonte fundamental na descoberta de novas substancias bioativas. Em uma
revisdo recente, Newman e Cragg (2020) demonstraram que 46% dos farmacos
aprovados para uso humano entre 1981 e 2019 sdo produtos naturais ou derivados

sintéticos inspirados em produtos naturais (Figura 2).
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B: 18,4%

ND:
18,9%

S:24,6%

Figura 2 — Todos os novos medicamentos aprovados de 1° de janeiro de 1981 a 30 de
setembro de 2019; n = 1881. B (Bioldgico): Peptideo ou proteina de grande porte
(geralmente com mais de 50 residuos), isolado de um organismo ou linhagem celular, ou
produzido por meios biotecnolégicos em um hospedeiro substituto. N (Produto Natural):
Composto obtido diretamente de fontes naturais, sem modificagbes estruturais significativas.
NB (Produto Natural Botanico): Mistura botanica definida, geralmente aprovada
recentemente, reconhecida como entidade farmacéutica por 6rgaos reguladores como o FDA.
ND (Derivado de Produto Natural): Composto derivado de um produto natural, geralmente
por modificagdo semissintética. S (Farmaco Totalmente Sintético): Farmaco desenvolvido
por sintese total, frequentemente descoberto por triagem aleatéria ou modificagcado de um
agente existente. S* (Farmaco Sintético com Farmacéforo Natural): Farmaco produzido
por sintese total, mas cujo farmacdforo é ou foi derivado de um produto natural. V (Vacina):
Preparagao biolégica que fornece imunidade adquirida contra uma doenca especifica. NM:
Mimico de Produto Natural.

Fonte: NEWMAN; CRAGG, 2020

Os farmacos desenvolvidos a partir de produtos naturais possuem alto valor
comercial, estando entre os mais lucrativos comercializados nos Estados Unidos. A
atorvastatina (Lipitor), um hipocolesterolemiante derivado diretamente de um produto
natural microbiano, gerou vendas totais de US$ 94,67 bilhdes no periodo de 1992 a
2017. O inalador Advair, que combina um corticosteroide modificado com um agonista
B.-adrenérgico (ambos compostos derivados de produtos naturais), obteve vendas de
US$ 69,1 bilhdes no mesmo periodo (NEWMAN; CRAGG, 2020). Portanto, os
trabalhos com produtos naturais, quando integrados a quimica sintética e as ciéncias
biolégicas, representam uma das estratégias mais eficazes para a descoberta de

farmacos cada vez mais eficientes no tratamento de diversas patologias humanas.
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1.1.1 Produtos Naturais Marinhos

Historicamente, a humanidade dependia principalmente de plantas e
organismos terrestres para o tratamento de doengas. Até o século XX, a maioria dos
produtos naturais utilizados em terapias era derivada de fontes terrestres, enquanto o
ambiente marinho permanecia relativamente inexplorado devido as dificuldades
associadas a coleta e manipulagdo dos organismos. Somente a partir da década de
1970 houve um aumento significativo na descoberta de novos produtos naturais
marinhos, impulsionado pelo avanco de técnicas analiticas e de coleta (GERWICK;
MOORE, 2012).

A Figura 3 mostra uma linha do tempo com a evolugédo cronoldgica dos
farmacos aprovados de origem marinha. Em 1969, foi aprovado o primeiro farmaco
antitumoral de origem marinha, a citarabina (Ara-C, Cytosar-U®), um nucleosideo
arabinosideo isolado de esponjas marinhas, utilizado no tratamento de leucemias.
Posteriormente, em 1976, a vidarabina (Ara-A, Vira-A®), foi aprovada como antiviral,
marcando o inicio da aplicacéo terapéutica de compostos marinhos.

Nas décadas seguintes, a diversificacdo terapéutica dos produtos naturais
marinhos se intensificou. Em 2004, foi aprovado o ziconotideo (Prialt®), um peptideo
isolado da toxina do caramujo marinho Conus magus, utilizado no tratamento de dores
cronicas. No mesmo periodo, a trabectedina (Yondelis®), um alcaloide extraido do
tunicado Ecteinascidia turbinata, recebeu aprovag¢ao para o tratamento de sarcomas

de tecidos moles, representando um marco na oncologia.
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Figura 3 — Farmacos comerciais derivados de organismos marinhos.
Fonte: adaptado de LIANG; LUO; LUESCH, 2019. MAYER et al., 2021.
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Fonte: adaptado de LIANG; LUO; LUESCH, 2019. MAYER et al., 2021.
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O desenvolvimento de tecnologias de conjugagdo de anticorpos a toxinas
marinhas levou a aprovagao de diversos anticorpos conjugados a farmacos na década
de 2010. Destacam-se o brentuximabe vedotina (Adcetris®), aprovado em 2011 para
linfoma de Hodgkin; o Padcev™, aprovado em 2019 para carcinoma urotelial e o
Tivdak™, aprovado em 2021 para cancer cervical metastatico.

Além desses, outros compostos marinhos que se destacaram incluem o
mesilato de eribulina (Halaven®), um analogo sintético da halicondrina B, aprovado
em 2010 para o tratamento de cancer de mama metastatico, e a lurbinectedina
(Zepzelca™), um alcaloide aprovado em 2020 para o tratamento de cancer de pulméao.

Devido as diferentes condigbes de crescimento, os organismos marinhos
apresentam diferencas na producdo metabdlica em relagdo aos terrestres. Esses
compostos frequentemente apresentam cadeias laterais e anéis maiores, mais alta
halogenacao, sdo mais hidrofébicos e possuem menos anéis aromaticos. Essas
caracteristicas quimicas podem ser consequéncia de adaptagcbes evolutivas
especificas devido as condigdes ambientais dos oceanos, como alta salinidade,
pressao e disponibilidade de luz (SHANG et al., 2018).

Os primeiros estudos sobre produtos naturais provenientes dos oceanos foram
realizados com macro-organismos. Posteriormente foram desenvolvidas linhas de
pesquisa focadas nos micro-organismos que vivem associados a esses
macro-organismos marinhos. Um estudo recente publicado por Voser e
colaboradores, analisou compostos isolados de macro e micro-organismos marinhos
e micro-organismos terrestres, concluindo que somente 14,3% dos produtos naturais
sao exclusivos dos micro-organismos marinhos. Esses dados revelam a necessidade
de inovagdes na selegdo de linhagens e nas técnicas de cultivo especificas para
organismos marinhos (VOSER; CAMPBELL; CARROLL, 2022).

A necessidade de explorar mais o sistema marinho é especialmente importante
para o Brasil, ja que temos uma das maiores costas litoraneas do mundo,
apresentando uma grande biodiversidade e, ainda assim, a descoberta de novos
compostos a partir dos mares da América do Sul € muito pequena em comparagao

com outras regides do planeta (Figura 4) (BLUNT et al., 2016).
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Figura 4 — Contagem de novos compostos de origem marinha por regido/pais no periodo de
1965 a 2014.
Fonte: BLUNT et al., 2016.

Além disso, os ecossistemas marinhos sdo extremamente suscetiveis a
impactos ambientais, como o aumento da temperatura dos oceanos e a poluigado, o
que torna ainda mais relevante a pesquisa cientifica nesse campo. Esses fatores
contribuem para a diminuicdo da biodiversidade, que pode resultar em perdas de
informacgdes essenciais para o desenvolvimento cientifico e tecnolégico em diversas
areas.

A diminuicao da biodiversidade ndo apenas compromete a saude da vida nos
oceanos, mas também ameaga 0s servicos ecossistémicos essenciais para a
humanidade, como a regulagdo do clima e provisdo de alimentos. Portanto, é

importante fomentar a preservagao desses ecossistemas, alinhando-se ao Objetivo
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de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) numero 14 da ONU, que visa conservar e
utilizar de forma sustentavel os oceanos, os mares e os recursos marinhos para o
desenvolvimento sustentavel. Por esses motivos, o presente trabalho pretende
contribuir com 0 aumento do conhecimento sobre a quimiodiversidade da vida marinha
através da analise da producao metabdlica do fungo endofitico Hypoxylon investiens,

isolado da alga vermelha Asparagopsis taxiformis.

1.1.2 Algas marinhas

As algas tém sido utilizadas durante milénios como um alimento nutritivo e nas
ultimas décadas elas foram exploradas com intuito de obter substancias
biologicamente ativas. As pesquisas com farmacos de fontes naturais sugerem que
as algas sao um dos principais produtores de metabdlitos secundarios bioativos com
alto potencial de interferir na patogénese de muitas doengas humanas e agricolas
(PINTEUS, 2015).

As macro-algas vermelhas (Rhodophyta) encontradas em aguas rasas foram
um dos primeiros organismos marinhos a serem estudados por serem de facil coleta.
Aproximadamente 7300 espécies de Rhodophyta estdo descritas na literatura,
tornando-o um dos filos mais populosos dentre as algas (GUIRY; GUIRY, 2021).
Essas algas podem ser encontradas em diversas regides do globo, a maioria no fundo
do mar, mas também podem viver ligadas em substratos rochosos perto da costa e
sdo conhecidas por produzirem metabdlitos halogenados com diversificadas
estruturas (FAULKNER, 2001; GREFF et al., 2014).

O fungo a ser estudado neste trabalho, Hypoxylon investiens, foi isolado da
alga vermelha Asparagopsis taxiformis, uma espécie que pode ser encontrada em
areas temperadas, subtropicais e tropicais. Estudos com extratos dessa alga
relataram algumas bioatividades importantes para o desenvolvimento de farmacos,
uma delas é a atividade antifungica contra espécies de Aspergillus (GENOVESE et
al.,, 2013). Também foram relatadas atividades citotoxicas contra Leishmania
infantum, antiproliferativa e antioxidante (VITALE et al.,, 2015; NEETHU,
SUTHINDHIRAN; JAYASRI, 2017). A obtengdo de extratos bioativos das

macro-algas incentiva a exploragdo de sua microbiota, ja que 0s micro-organismos
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associados podem ser os responsaveis por metabdlitos bioativos, além de serem mais
faceis de serem cultivados em laboratério (OLIVEIRA; FELICIO; DEBONSI, 2012).

1.1.3 Fungos endofiticos

Os micro-organismos endofiticos vivem entre os tecidos do hospedeiro onde
conseguem obter nutrientes sem provocar danos, podendo até produzir substancias
que protegem o hospedeiro de agentes patdégenos ou ajudam em seu
desenvolvimento. Para sobreviver nesse ambiente os enddfitos precisam resistir ao
sistema imunoldgico do hospedeiro e vencer a competigado por nutrientes com outros
micro-organismos, por isso a maioria dos enddfitos dominantes sdo produtores de
metabodlitos secundarios que agem como antifungicos, anticarcinogénicos,
imunossupressores ou antioxidantes (JIA et al., 2016; KLIMOVA; PENA; SANCHEZ,
2016).

Como os estudos de bioprospecgdo com organismos marinhos sdo mais
recentes do que aqueles com organismos terrestres, relativamente poucos estudos
sobre enddfitos de algas marinhas sdo encontrados na literatura. Sendo assim, o
estudo metaboldmico desses micro-organismos oferece um grande potencial de
descoberta de compostos inéditos com importancia farmacéutica e agricola
(PARTHASARATHY et al., 2020).

1.1.3.1 Fungos do género Hypoxylon

O género Hypoxylon pertencia a familia Xylariaceae até alguns anos atras e
passou por diversas revisbes taxondmicas que reorganizaram algumas espécies
desse género e familia em outros taxons. Estudos de quimiotaxonomia e morfologia
realizados nos ultimos anos revelaram diferengas entre os fungos Hypoxylon e outras
linhagens da familia Xylariaceae, justificando a criagado da familia Hypoxylaceae para
incluir o género Hypoxylon e outros (WENDT et al., 2018). Hypoxylon é o maior género
da familia Hypoxylaceae com aproximadamente 230 espécies descritas e apresenta
uma rica quimiodiversidade (HYDE et al., 2020). Os estromas desses fungos sao
frequentemente encontrados em madeiras mortas em areas florestadas, enquanto os

micélios geralmente sao isolados de plantas com sementes. A ocorréncia global das
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espécies de Hypoxylon como endéfitos de plantas evidencia a importancia ecolégica
desses fungos (BECKER et al., 2020).

Diversos trabalhos metabolémicos com fungos Hypoxylon resultaram na
obtencdo de substancias inéditas e bioativas, além de substancias conhecidas que
sdo utilizadas no desenvolvimento de farmacos e em processos biotecnologicos. Em
um trabalho de revisdo recente, foram analisadas patentes relacionadas com
metabolismo secundario e aplicagbes em biotransformagdes de fungos endofiticos no
periodo de 2001 até 2019 (TORRES-MENDOZA; ORTEGA; CUBILLA-RIOS, 2020).
As patentes relacionadas com fungos Hypoxylon envolveram: a produgdo do
antioxidante Neohexahidrocurcumina, metodologia de produgdo de compostos
volateis e producdo da Huperzina A, um inibidor de acetilcolinesterase, considerado
para o desenvolvimento de agentes terapéuticos para tratamento de doenca de
Alzheimer.

Outros exemplos de moléculas bioativas isoladas de espécie de Hypoxylon
incluem a Sordarina e Hypoxysordarina, que sdo caracterizadas por um nucleo de
diterpeno tetraciclico formando uma ligagdo em ponte (Quadro 1). Essas moléculas
foram encontradas em um extrato de H. croceum e apresentaram alta atividade
antifungica, inibindo a biossintese de proteinas (DAFERNER et al., 1999). Alguns
estudos metabolédmicos com H. rickii foram realizados por KUHNERT e colaboradores
(2015), seus trabalhos resultaram no isolamento dos derivados terfenilicos Rickenil A,
D e E, que apresentaram atividade antioxidante. Também foi isolado o Hypoxylano A
desse fungo, que apresentou atividade citotdxica e antibacteriana.

A espécie H. investiens possui poucos estudos de prospeccgao. O trabalho
desenvolvido por Chang e colaboradores (2014) descreveu o isolamento de trés
substancias inéditas, hypoxyloamida, hypoxylonol e 8-metoxi-naftaleno-1,7-diol, além
de substancias ja conhecidas ou descritas pela primeira vez na natureza. As estruturas
das substancias isoladas de fungos Hypoxylon que foram citadas acima, além de
outras, estdo mostradas no Quadro 1. Na coluna ao lado de cada substancia estéo
descritas suas respectivas atividades bioldgicas, as células com “-“ indicam atividade

fraca ou nao determinada.
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Quadro 1 — Substancias isoladas de espécies de Hypoxylon e suas respectivas atividades bioldgicas
Espécie A.""',d?de Substancia isolada Referéncia
biolégica
O OH 0] O
A
H. ) O OH (LAESSQE et
aeruginosum | _ al., 2010)
) 0
Acido leprarico
OH (MACIAS-
- RUBALCAVA
et al., 2018)
Eucaliptol 8-metileno-triciclo [3.2.1.0(2,4)] octano Alcool feniletilico
H.
anthochroum
Antifingica ]
(patégeno (SANCHEZ-
agricola) FERNANDEZ
OCHj et al., 2020)
Anticomicetos | 7. HydrOX| -4,6-dimetil- o _
3H-isobenzofuran-1-  7-Metoxi-4,6-dimethyl-  6-Formil-4-metil-7-metoxi-  7-Metdxi-4-metil-3H-
ona 3H-isobenzofuran-1-ona  3H-isobenzofuran-1-ona isobenzofuran-1-ona
COOH COOH
Antibacteriana
H (QUANG et al.,
- carmedm Ac. carneico A Ac. carneico B 2006)
Antifingica
i H Th
OH OH
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OH
HO, ~
|\\O\
Antifungica
Hypoxysordarina Sordarina (DAFERNER et
H. croceum
al., 1999)
i Hypoxylactona
(INTARAUDOWM,;
H. fendleri | Antimicrobiana BUNBAMRUNG;

Fendleril A

Fendleril B

Fendleril C

DRAMAE, 2017)
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H. fendleri

Antimicrobiana

Fendleril D Fendlerinina A

i 3 4
Fendlerinina C: R= —E-(I':HCHECHQCOOH
COOH
&
L. - 4"
Fendlerinina D: R= —E—II3H(3H2(}I|—r3H3
COOH CHs
g

- vy
Fendlerinina E: R= —g—a::HCHZCHzcor::c
COOH
o

o @
R= —E—CIHCH;CHE

COOH

c

Fendlerinina F

&
COOH

(INTARAUDOM,;
BUNBAMRUNG;
DRAMAE, 2017)
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Antimalarica

Antimicrobiana

Fragiformina B

.
H4CO

Fendleral A
(R'=CHO, R2=H, R3= OCHa)

(INTARAUDOM

H. fendleri
e Fendleral B etal.,, 2019)
Antifungica
(R'= CHO, R?= OCHjs, R3=H)
Citotoxica
Nematicida
H. (STADLER et
Antimicrobiana
fragiforme o = R al., 2006)
3
OH
Antifungica Oy, 0! -0
_. =~ i HO 0
Al ey
H o OAc < YoH

Citocalasina H

OH
Acido Mitorubrinico
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(QUANG et al.,
H. fuscum Antioxidante
2004a)
Daldinina E Daldinina F
OH
H.
hypomiltum
(HELLWIG et al.,
2005)
H.
intermedium Hypomiltina
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H.

investiens

Anti-NO e

Citotoxica

8-metodxinaftalen-1-ol

1,8-dimetodxinaftaleno

Hypoxyloamida

HO 14

Hypoxypropanamida

Hypoxylonol A

0]
18 )_k
’ ﬁ o~
H
Investiamida

Investienol

(CHANG et al.,
2014)




H.

investiens

? 6 8 10 12
= NH,
2-heptilfurano N/
Nicotinamida

(3R)-5-hidroximetilmeleina:

HO
@)
\O\/\ )_]\ (3S)-5-metil-8-O-metilmeleina:
N
H

(3R)-8-O-metilmeleina:
N-acetiltiramina (3R)-5-metilmeleina:

O

OMe
MeO

0 I\

Ac N

H

(4R)-O-metil-sclerona:
Monascuspirrol (-)-Regiolona:

Xylarenona:

(CHANG et al.,
2014)
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H.

investiens

CHO
N\

NH
N
H

H
0

Indol-3-carbaldeido  Xylaranol B

O OH
OH
OH | |
O O O

Epi-guaidiol A Ciclo(L-Pro-L-Tyr)

Alcool 3-hidroxi-2- 4-hidroxi-6-
2-hidréxifenetil metil-4H-piran- metil-2H-
4-ona piran-2-ona

: Peréxido de Ergosterol

Ir; e \\‘
.

Ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona

(CHANG et al.,
2014)
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! N 0 vootion B 0 (YUAN et al.,
- otien ypotien
yp 2019)
20
H. OH
investiens
Hypotien D
Anticolinestera ) (ZHANG et al.,
Huperzina A
sica 2015)
0 @)
. . HN Vermelhotina: HN X Hypoxyvermelhotina B:
Antimicrobiana = =
A X Ri=H N Rz=H (KUHNERT et
. lechatii
- O g O o al., 2014)
Citotoxica 1 Hypoxyvermelhotina A: Hypoxyvermelhotina C:
™ R1= CHs R20 R2= CHa
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H.

lenormandii

Lenormandina E

Lenormandina D

5 4 10 12
0 X _
9 x L0 OH
00

13
28
041‘\/\/\/\/\/\/\/\

Lenormandina F

Lenormandina G

(KUHNERT et
al., 2015a)
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@)
_ o) yZ 0] Z @)
H. (MUHLBAUER
- OH OH OH
macrocarpum et al., 2002)
@) O @)
OH OH O OH O OH
Macrocarpona A Macrocarpona B Macrocarpona C
OH OMe
Citotoxica
OO 8-Metodxi-1-naftol
H
. N (STADLER,
H. nicaraguense
\ 2011)
Antibidtica Q

Cochliodinol
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H. notatum

Daldinina C Daldinina E

Binaftalenotetrol (BNT)

(HASHIMOTO
etal., 1994)
(QUANG et al.,
2004a)
(STADLER et
al., 2001)

H.

novemexicanum

OH

Mitorubrina

(STADLER et
al., 2008)

Antioxidante

HO @ Acido orselinico
HO OH

(MALIK et al.,
2020)
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H.

perforatum

Antioxidante

Acido orselinico

(MALIK et al.,
2020)

Antimicrobiana

citotoxica

Phomopsidina

KOBAYASHI et
al., 2003

Citotoxica

10-hidréxiphomopsidina

POURMOGHA
DDAM et al.,
2020

OH

Hypomiltina

Daldinona B

HELLWIG et
al., 2005

QUANG et al.,
2002
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(@)
HO OH
HO @
HO™ 7 oH o) Qo
. . STADLER;
Acido orselinico Binaftalenotetrol (BNT) L ESSOE:
H. piceum ,
VASILYEVA,
HO OH O OH 2005
O OH
COOH
Hypomiltina Macrocarpona A
OH
H. HELLWIG et
pilgerianum ) ] al., 2005
O Mitorubrinol
HO OH
+ Acido orselinico, Acetato de mitorubrinol, BNT e Mitorubrina
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OH OMe
H STADLER;
' - , FOURNIER,
placentiforme 8-Metoxi-1-naftol
2006
Daldinona A + BNT
H.
porphyreum Daldinona B
*BNT | STADLER et
al., 2008
(@)
H. retpela Antioxidante HO

OH

Acido orselinico
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H. rickii

KUHNERT et
Antioxidante al., 2015b
Rickenil D Rickenil E
(3aS)-7-hidroxi-3a, 5,5,8- (3aS)-6-hidroxi-3a,
tetrametil-3,3a, 4,5-tetra- 5,5,8-tetrametil-3,3a,
hidro-1H-ciclopenta [de] 4 ,5-tetra-hidro-1H-
isocromen-1-ona ciclopenta [de]
Citotdxica isocromen-1-ona KUHNERT et
al., 2015c¢

(1S)-7-[(2E)-but-2-enail] -
1,3,3,6-tetrametil-2,3-di-
hidro-1H-indeno-1-

carbaldeido

15

Hypoxylano A
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Antibacteriana

9
OH
11 12 Hypoxylano A
< OH Ypoxy
15 13

O\
OH
KUHNERT et
al., 2015b
H. rickii - : : . .
Rickenil B Rickenil C Hypoxylano B
KUHNERT et
al., 2015c¢
O\
Hypoxylano C
OH YpPOXy
0O
H. Antimicrobiana /—/—{OH HALECKER et
rubiginosum citotdxica al., 2020

Fomopsidina
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HO
QUANG et al.,
OH 2004b
Rubiginosina C
0. OH (HALECKER et
COOH al., 2020)
" g 7 g 3y S Ac. rubiginésico i
H. rubiginosum 14
15 LN - (QUANG et al,,
o) E- U 2004b)
,.-"%I_.f"mml-.'-“ e
HOY ™ T
Viridiol OH
10-hidroxifompsidina




58

. HO (QUANG et al.,
H. rutilum
2005c)
Rutilina A Rutilina B
@)
PPN O
(STADLER,
H. salicicola O
% 0O Acetato de mitorubrinol 2011)
@)
HO OH
HO
HO (BODO et al.,
H. sclerophaeum Hypoxylona 1083)
OH
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H OH
subcrocopeplum HELLWIG et
H. subgilvum Al 2009
. STADLER et
H. subrutiloides R al., 2001, 2008
H. subrutilum BUCHI;
b subtic Mitorubrina WOGAN;
. Subticinense WHITE, 1965
H. ticinense + Acido orselinico, acetato de mitorubrina e mitorubrinol
OH  OMe NADEAU:
Citotoxica 8-Metdxi-1-naftol SORENSEN,
2011
H. symphyon O
OH O =
HASHIMOTO;
~ O O\
Anti-NO ASAKAWA,
Daldinal A
1998

OH




60

H. trugodes

Hypomiltina

OH

)

"G
HO OH

Acido orselinico

HELLWIG et
al., 2005
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Trabalhos realizados anteriormente em nosso grupo levaram ao isolamento e
cultivo de sete linhagens (AT-01 — AT-07) de fungos endofiticos isolados da alga
Asparagopsis taxiformis; as linhagens foram preservadas em meio sélido BDA (batata,
dextrose e agar) em frascos contendo agua estéril (MilliQ® ou do mar) (MEDINA,
2016).

A linhagem codificada como AT-01 foi identificada como Hypoxylon investiens
e foi estudada anteriormente. Neste trabalho foi possivel isolar duas substancias
inéditas derivadas do naftaleno: 5-metoxi-1,2,3,4-tetraidro-1,1’-binaftaleno-2,4,4’,8-
tetrol (I) e 8'-metoxi-1,2,3,4-tetraidro-1,1'-binaftaleno-2,2',4,8-tetrol (ll) (SILVA, 2016).

>0  OH OH

OH 05

HO

OH

Figura 5 — Binaftalenos inéditos isolados de Hypoxylon investiens.
Fonte: SILVA, 2016

Algumas substéncias similares e com importantes bioatividades foram
encontradas na literatura através da ferramenta SciFinder®. Um exemplo é o
Cladosporol C (lll), que apresenta capacidade de inibir a germinagcao de esporos do
Uromyces appendiculatus, o fungo causador da ferrugem em feijoeiros (NASINI et al.,
2004). Outro exemplo € o Nodulisporin D (IV), que apresentou atividade antifungica,

antialgal e antibacteriana (DAI et al., 2009).
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H ! OH
O
O OH ™~

Figura 6 — Exemplos de estruturas semelhantes aos binaftalenos descritos na literatura.
Fonte: NASINI et al., 2004. DAI et al., 2009

OH \Y

O presente estudo visa dar continuidade a busca por metabdlitos bioativos a
partir do extrato do fungo H. investiens (AT-01). Com o objetivo de aumentar o
rendimento e quimiodiversidade de compostos derivados de naftaleno e outros
metabdlitos, serdo realizados experimentos usando ferramentas de analise fatorial e

epigenética.
1.2 EPIGENETICA

Estudos de metaboldmica com fungos isolados de organismos marinhos sao
relativamente novos e apresentam desafios a serem superados, um deles é o
silenciamento de genes quando esses microrganismos sao cultivados em laboratério.
Para despertar possiveis genes adormecidos, os fungos investigados neste trabalho
foram cultivados com moduladores epigenéticos e em diferentes condi¢des fisico-
quimicas. O uso de moduladores epigenéticos para estimular a produgado metabdlica
de micro-organismos € um meétodo emergente da ultima década e representa uma
nova maneira de compreender e estimular a maquinaria biossintética de fungos.

Quando um fungo esta em seu ambiente natural, ele esta sujeito a diversas
interacdes bidticas e abidticas. Devido a essas interacdes, os fungos ativam rotas
biossintéticas que irdo produzir metabdlitos secundarios importantes para

sobrevivéncia do organismo como, por exemplo, substancias antifungicas que
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poderao afastar outros fungos que competem pelos mesmos nutrientes. As enzimas
que produzem os metabdlitos secundarios sdo codificadas por genes que estao
aglomerados no genoma. Em condigbes laboratoriais esses genes podem estar
silenciados devido a auséncia do estresse biotico e/ou abidtico (PFANNENSTIEL,;
KELLER, 2019).

O método mais comum utilizado para estimular a producdo metabdlica em
fungos é a variagédo de propriedades fisico-quimicas do meio de cultivo, como pH,
temperatura e concentragédo de nutrientes (FRISVAD, 2012). Outro método bastante
utilizado é a co-incubagdo de um fungo com outro micro-organismo, o que leva a
ativacao de rotas biossintéticas devido a presenca de substancias sinalizadoras que
sdo produzidas por esse segundo micro-organismo (MARMANN et al., 2014). A
aplicacao dessas estratégias costuma ser referida pelo acronimo OSMAC (One Strain
Many Compounds), que visa aumentar a diversidade de metabdlitos de uma espécie
por meio de variagdes nas condi¢des de cultivo.

Mesmo utilizando os dois métodos citados, eventualmente diversos genes do
fungo ndo serdo expressos. Um outro método que pode ser utilizado para induzir a
expressao de genes silenciados, € a adigdo de moduladores epigenéticos no meio de
cultivo. Epigenética é o estudo da alteragao de fenétipos herdaveis, como a producao
de metabdlitos secundarios, sem que haja alteracdo no gendtipo (sequéncia de DNA
inalterada). Os principais mecanismos de regulagdo epigenética conhecidos séao:
metilacdo do DNA, modificagdo de histonas e interferéncia de RNA (AGHCHEH,;
KUBICEK, 2015).

A metilacdo do DNA ocorre pela adicao de um grupo metila no C-5 do anel da
citosina catalisada pelas DNA metiltransferases (DNMTs) (Figura 7). Quando o DNA
fica muito metilado, os nucleossomos ficam mais compactos, impedindo o acesso da
maquinaria de transcri¢gao. A regulacao da expressao dos genes também pode ocorrer
através de modificagdes pos-traducionais em determinados aminoacidos presentes
nas caudas de histonas. As reagdes de acetilagdo e metilacdo de lisinas séo as
modificagdes mais compreendidas. A acetilagdo da lisina neutraliza sua carga
positiva, o que enfraquece a atracdo eletrostatica das histonas com o DNA
negativamente carregado, resultando em uma cromatina com configuragdo mais

aberta e acessivel. A metilagdo do DNA também atrai enzimas envolvidas na



64

modificagao de histonas, portanto os dois mecanismos sao interligados e coordenam,
de forma conjunta, a expressao de genes (JOOSTEN et al., 2018).

O terceiro mecanismo citado é a interferéncia de RNA, no qual a regulagao dos
genes ocorre devido a agdo de pequenos RNAs nao codificantes como, por exemplo,
o emparelhamento de microRNAs com sequéncias complementares do RNA
mensageiro, inibindo a tradugdo em proteinas. A manipulagédo desses mecanismos
em fungos é uma ferramenta inovadora e seu uso pode resultar na descoberta de
novos metabdlitos secundarios, assim como o aumento de rendimento de metabdlitos

de interesse.

HA]
OMethylgmup $ KMls
@ Acetyl group
HDACs KDMs
Chromosome
DNA
] Histone tail Histone
" 4
(f s
v Hlstone' Histone methylation
\\ acetylation
/ DNMTs Chromatin
‘W remodelling
\1

MlI"IM”I"IM“"IMH

ncRNA

S ®

Protein
inhibition

(C)

Transcription L
Post-transcriptional

Transcriptional co-activation or Translational

]
“w interference repression regulation
- [
™ g™
" - W %
| I |
V7 Falrails
Transcription mRNA Translation Protein

Figura 7 — Visao geral da regulagao epigenética da expressao génica. (A): modificacdes nas
caudas de histonas. (B): metilacdo do DNA. (C): interferéncia de RNA.
Fonte: JOOSTEN et al., 2018.

Os chamados moduladores epigenéticos sdo compostos conhecidos por atuar
nos mecanismos epigenéticos, a maioria deles age inibindo enzimas responsaveis
pela transferéncia de grupos metil, acetil ou alquil, no DNA e nas histonas. Moléculas
que inibem as enzimas histona desacetilase (HDAC) e DNA metiltransferase (DNMT)
provaram ser eficientes na modificagdo da produgao metabdlica de fungos, por meio
da indugao de agrupamento de genes biossintéticos silenciosos (TOGHUEO; SAHAL,;
BOYOM, 2020). Algumas HDACs dependem do ion Zn?* enquanto outras dependem
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do NAD* para que tenham atividade. Acido hidroxamico suberoilanilida (SAHA),
tricostatina A, acido valpréico e butirato de sédio (NaBut) sdo conhecidos inibidores
de HDACs dependentes de Zn?*, enquanto a Nicotinamida é o principal representante
dos inibidores de HDACs dependentes de NAD™*. Existem dois tipos de inibidores de
DNMTs: os nucleosideos (5-Azacitidina e zebularina) e aqueles que nao sao
nucleosideos ((—)-epigalocatequina-3-galato, procaina e N-ftaloil-L-triptofano) (LI et
al., 2020).

Pocgas-Fonseca e colaboradores (2020) publicaram um artigo de revisao
reunindo estudos com fungos filamentosos cultivados com moduladores epigenéticos,
evidenciando o potencial de aplicacdo dessas substancias para modificar a producao
metabdlica de fungos. Um exemplo é a aplicagdo de 50 uM de 5-Aza e 100 uM de
SAHA no cultivo de uma espécie de Hypoxylon, o que induziu o fungo a produzir
compostos organicos volateis, terpenos, acidos orgéanicos e derivados de benzeno.
Em um outro estudo, o cultivo de Penicillium brevicompactum com Nicotinamida (100
pM) e NaBut (100 mM) resultou na produgdo de 11 compostos fendlicos inéditos,

sendo que alguns apresentaram atividade citotdxica contra células tumorais.

1.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

A variagao das condi¢cbdes de cultivo de forma univariada e aleatéria, pode
resultar em um aumento da producdo metabdlica. No entanto, se as interagdes entre
as variaveis nao forem analisadas, o resultado pode nao corresponder as condigbes
de cultivo que levam ao 6timo verdadeiro (PERALTA-ZAMORA, 2005). Além disso,
esse meétodo requer um grande numero de experimentos, o que demanda tempo e
gastos desnecessarios. Para diminuir o numero de experimentos e obter o étimo
verdadeiro, € necessario realizar analises multivariadas e utilizar metodologias de
planejamento experimental estatistico (PIMENTA, 2010).

Diversos fatores fisico-quimicos (concentragao de modificador epigenético, pH,
tempo de crescimento, entre outros) podem influenciar no crescimento e produgéo
metabdlica de um fungo. Nos casos em que as informacdes sobre esses fatores sao
pouco conhecidas, € importante realizar um planejamento exploratorio de variaveis
(triagem) para identificar e separar os fatores que tém maior efeito sobre as respostas
desejadas (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).
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A triagem de variaveis desse estudo foi realizada com o planejamento Plackett-
Burman, desenvolvido por R.L. Plackett e J.P. Burman em 1946. Ele é considerado
um planejamento fatorial saturado de dois niveis, onde cada fator é testado em dois
valores distintos (PLACKETT; BURMAN, 1946). Uma caracteristica desse tipo de
planejamento € que o numero de experimentos (n) deve ser um multiplo de 4, mas
nao uma poténcia de 2 (12, 20, 24, 28, 36), uma restricao relacionada a construgao
matematica das matrizes ortogonais.

Essa estrutura permite avaliar até n — 1 fatores em n execugdes experimentais,
maximizando a eficiéncia na estimativa dos efeitos principais com o menor niumero
possivel de experimentos. Uma limitagdo desse planejamento € que os efeitos
principais estdo parcialmente confundidos com outros efeitos, portanto as interagbes
entre fatores devem ser desconsideradas. Isso ndo € necessariamente um problema
nessa etapa do trabalho, ja que o objetivo é avaliar uma grande quantidade de fatores
utilizando o menor numero possivel de experimentos e identificar quais os fatores mais
importantes para serem melhor avaliados posteriormente (ANTONY, 2014).

Com as técnicas de planejamento experimental € possivel obter um modelo
matematico que prevé, com alta confiabilidade, quais os fatores e seus respectivos
valores devem ser utilizados para otimizar a produgao de metabdlitos secundarios a

partir do cultivo de uma determinada linhagem de fungo em condicdes especificas.

1.4 MOLECULAR NETWORKING (REDES MOLECULARES)

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) se
tornou uma ferramenta essencial para a pesquisa em produtos naturais e levou ao
desenvolvimento de novas metodologias para explorar a imensa diversidade dessas
moléculas. Mesmo apds décadas de avangos dos estudos de metaboldémica com MS,
ainda é dificil atribuir estruturas quimicas a maioria dos espectros que podem ser
obtidos em um experimento (QUINN et al., 2017).

Estimativas revelam que somente 1,8% dos espectros obtidos em um estudo
de metabolémica global (untargeted) sdao anotados, ou seja, a maioria da informagao
espectral é desperdigcada. Esses sinais quimicos perdidos podem ser referentes aos
analogos desconhecidos de compostos conhecidos, estruturas quimicas inéditas, ions

resultantes de fragmentagdes na fonte e adutos. Além disso, parte dos sinais que nao
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foram anotados podem ser de estruturas conhecidas que nao sédo caracterizadas
devido a auséncia de seus espectros de referéncia em bancos de dados de MS.
Muitas vezes os espectros sdo comparados manualmente o que demanda muito
tempo do pesquisador e aumenta a probabilidade de erro humano (DA SILVA;
DORRESTEIN; QUINN, 2015).

Todos esses problemas expostos evidenciam a necessidade de solugdes
computacionais para aumentar a eficiéncia das analises por espectrometria de
massas. A partir dessa necessidade, os pesquisadores tém utilizado "redes
moleculares” (molecular networking) como ferramenta computacional em estudos de
metaboldémica. Esse método permite visualizar o conteudo quimico da amostra como
grupos de familias moleculares. As moléculas sdo agrupadas conforme o grau de
similaridade entre os dados da fragmentacdo que é determinado por meio de
correlagdes vetoriais e exibidas como uma rede de espectros de fragmentagdes
(MS/MS) (WATROUS et al., 2012).

1.4.1 Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS)

Os trabalhos com redes moleculares levaram ao desenvolvimento do Global
Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) (http://gnps.ucsd.edu), uma
plataforma online de redes moleculares e compartilhamento de dados. Utilizando a
infraestrutura do Center for Computational Mass Spectrometry (CCMS) da
Universidade da Califérnia em San Diego (UCSD), o GNPS fornece deposicédo e/ou
recuperacao de conjuntos de dados publicos por meio do repositério de dados do
Mass Spectrometry Interactive Virtual Environment (MassIVE). Atualmente, com o
GNPS é possivel realizar desreplicagao online, analise automatizada de rede
molecular e curadoria de espectros MS/MS por colaboragao coletiva (crowdsourcing)
(WANG et al., 2016). Um esquema de funcionamento do GNPS estd ilustrado na

Figura 8.
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Figura 8 — Esquema de funcionamento do GNPS.
Fonte: WANG et al., 2016.

A primeira etapa de geragao de uma rede molecular é a simplificagado dos dados
de MS/MS para reduzir a demanda por processamento computacional, em que os ions
de fragmentos de baixa intensidade e os ions precursores sdo removidos dos
espectros. Além disso, espectros com a mesma razdo massa-carga (m/z) de ions
precursores e que tém espectros MS/MS semelhantes sdo unidos em um unico
espectro de consenso. Apds a filiragem de dados, os espectros de consenso sao
transformados em vetores em um espago n-dimensional, onde cada dimenséao

representa um valor de razdo massa-carga (Figura 9).
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Figura 9 — Representagdo esquematica dos vetores dos espectros A e B.
Fonte: WAN; VIDAVSKY; GROSS, 2002.

Nesse exemplo, os espectros de dois compostos isoméricos (A e B) estdo

representados em vetores (Keﬁ) em um espaco bidimensional pois os picos sao
referentes a dois valores de razdo massa-carga (im/z (1) € imiz 2)). O comprimento (ra e
rb) € a diregdo do vetor sdo determinados pelos valores e intensidades dos picos. A
comparagao quantitativa dos espectros € feita pela analise do angulo (6) formado
entre os vetores, um angulo de 0° significa que os espectros sao idénticos (WAN;
VIDAVSKY; GROSS, 2002). A partir dos valores dos angulos sao feitas pontuagdes
de cosseno que variade 0 a 1, em que o zero indica a maxima diferenciagao entre os
espectros (cos 90° = 0).

Na ultima etapa de geracdo das redes moleculares os resultados das
comparagdes entre espectros sao visualizados como graficos, onde cada no
representa um espectro de consenso MS/MS e as arestas entre os nds indicam a
pontuacgao de cosseno entre os espectros (Figura 10). A pontuagdo minima aceitavel
pode ser definida pelo usuario, no exemplo mostrado foi escolhido 0,7 como limite
(QUINN et al., 2017).
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Figura 10 — Redes moleculares de espectros LC-MS/MS de derivados de triptofano e biotina
(obtidos da biblioteca espectral EMBL MCF do GNPS).

Fonte: QUINN, 2017.

Esse método de construgdo de redes moleculares é muito utilizado desde

quando o GNPS se tornou acessivel ao publico, em 2013, e hoje € chamado de

Molecular Networking “classico”.

1.4.2 Feature-based molecular networking

Mais recentemente foi criado o feature-based molecular networking (FBMN),

um método complementar que utiliza a infraestrutura do GNPS (NOTHIAS et al.,

2020). Nesse método os dados brutos sao pré-processados usando ferramentas como

o MZmine, que podem detectar sinais caracteristicos de MS, como padrdes isotdpicos,

e de LC, como tempos de retencao e areas de pico (SCARPATO et al., 2020). Essas

informagdes obtidas do ion precursor (MS') teriam que ser analisadas separadamente

da rede molecular no MN classico, tornando o processo de unido dos resultados muito

trabalhoso. No método FBMN os resultados obtidos pelas ferramentas de alinhamento

e detecgao de feature de LC-MS (definido como o sinal de um ion detectado para uma

molécula eluida) sao incorporados no fluxo de trabalho de construgdo de redes

moleculares (Figura 11).
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Figura 11 — Dois métodos para a geragado de redes moleculares a partir de dados de MS
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quantificagdo de features (formato .TXT) e sumario espectral MS? (formato .MGF) ou um
arquivo mzTab-M e carregados para a plataforma GNPS para analise por redes moleculares.
Fonte: NOTHIAS et al., 2020.

Uma das vantagens das redes moleculares geradas com FBMN é a capacidade
de visualizagdo e anotagao eficiente de isdmeros dos conjuntos de dados de LC-
MS/MS. Com o FBMN ¢é possivel resolver estereoisdbmeros que apresentam espectros
MS/MS semelhantes e tempos de retencao distintos, o que nao seria possivel com o
MN classico.

Outra melhoria do FBMN em relagdo ao MN classico € a capacidade de
quantificar as substancias de maneira mais eficiente. Ao utilizar os dados de
abundancia dos features de LC-MS (area ou altura do pico), Nothias e colaboradores
obtiveram uma resposta mais linear entre concentragdo molecular e abundancia de

ions em relagdo ao MN classico. Isso demonstrou que o método FBMN é capaz de
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quantificar substancias com maior precisao e exatiddo (NOTHIAS et al., 2020). Por
esses motivos, o FBMN sera utilizado para identificagdo e quantificagao relativa das
substancias dos extratos de Hypoxylon investiens. Os valores obtidos pela
quantificacdo dos features serdo utilizados como resposta no planejamento
experimental deste trabalho, portanto serdo fundamentais para escolha das condigées
de cultivo do fungo. O uso combinado de métodos de planejamento experimental,
epigenética e redes moleculares potencializam os estudos metabolémicos com

micro-organismos marinhos.
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2 OBJETIVO GERAL

Realizar analise metabolémica dos extratos do fungo Hypoxylon investiens

e obter substancias inéditas e/ou com atividade biologica.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Avaliar o efeito de diferentes concentracbes dos moduladores
epigenéticos no crescimento e na quimiodiversidade do fungo Hypoxylon investiens;

. Determinar estatisticamente o efeito de variaveis fisico-quimicas, fonte
de nutrientes e adicdo de moduladores epigenéticos na producdo metabdlica de H.
investiens por métodos de planejamento experimental;

o Avaliar o perfil metabdlico dos extratos por métodos de geragao de redes
moleculares na plataforma GNPS;

. Cultivar o fungo em escala suficiente para isolamento e identificacéo de
substancias;

o Isolar e determinar a estrutura dos metabdlitos secundarios isolados por
cromatografia, ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massas;

o Avaliar atividade citotoxica e antifungica dos extratos e fragbes

produzidos pelo fungo;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 SOLVENTES, MEIOS DE CULTIVOS E ELICITORES EPIGENETICOS

Os solventes e moduladores epigenéticos utilizados nos cultivos, analises

cromatograficas e analises espectrométricas estao disponiveis no Quadro 2.

Quadro 2 — Solventes e elicitores epigenéticos utilizados durante a execucdo da pesquisa.

Solvente Especificacao Fabricante
CHsOD Deuterado Sigma-Aldrich®
DMSO-d6 Deuterado Sigma-Aldrich®
CHsOH Grau HPLC Merck®
CHsOH P.A. Synth®
AcOEt P.A. Synth®
Butirato de Saédio 98,0% Oakwood
Acido hidroxamico suberoilanilida (SAHA) 98,0% ChemScene
Cloridrato de procaina (Prc HCI) 97,0% Oakwood
5-Azacitidina (5-Aza) 99,4% Combi Blocks
Nicotinamida 99,0% Combi Blocks

Fonte: proprio autor.

Os meios de cultivo utilizados neste trabalho estdo descritos no Quadro 3.

Quadro 3 — Meios de cultivos utilizados.

Meios de Concentragao . .
Cultura (g/L) Composicao Fabricante
Caldo de Batata Fécula de batata (4 g),
Dextrose (PDB) 24 dextrose (20 g) Neogen®
Extrato de malte 20 Extrato de <_:evada maltada Neogen®
desidratado

Batata Dextrose Fécula de batata (4 g), .

Agar (BDA) 39 dextrose (20 g), agar (15 g) Acumedia®

Fonte: proprio autor.
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3.2 EQUIPAMENTOS PARA CULTIVO FUNGICO E PREPARO DE AMOSTRAS
Os equipamentos utilizados nos cultivos fungicos e no preparo das amostras
estdo descritos no Quadro 4. Os equipamentos usados nas analises cromatograficas,

espectrometria de massas e espectroscopia de ressonancia magnética estao

descritos nas segdes posteriores.

Quadro 4 — Alguns equipamentos usados para o desenvolvimento do projeto

Equipamento

Fabricante e modelo

Autoclave vertical
Balangas Analiticas
Balanga Semi-analitica
Bomba de vacuo
Evaporador Rotativo
Estufa de secagem
Liofilizador
Cémara de fluxo laminar vertical
Ultrapurificador de agua
Incubadora SHAKER
Centrifuga

Ultrassom

Phoenix Luferco AV-137
Mettler Toledo AG245 e AG204
Marconi BG2000 e Bel S 2202
Buchi V-300
Heidolph Laborota 400 efficient
Marconi MA 033
Alpha 1-2 LD Plus
Pachane
Milli-Q Millipore
Solab SL-223
Eppendorf MiniSpin 5452
Elma Elmasonic S 60 H

Fonte: proprio autor.

3.3 COLETA DA ALGA, ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DA LINHAGEM FUNGICA

Essa etapa do trabalho foi realizada pela Dra. Rebeca Previate Medina durante
seu doutorado em 2013 (MEDINA, 2016). A alga e seus microrganismos associados
foram registrados no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob o niumero de cadastro A7TED4AG.

A fase diploide (estado Falkenbergia) de Asparagopsis taxiformis foi coletada
em junho de 2013, no costao direito da praia da Fortaleza em Ubatuba, SP. A alga foi

identificada pela Dr® Nair Yokoya do Instituto de Botanica (Secretaria do Meio
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Ambiente do Estado de Sao Paulo) e uma exsicata foi depositada no Herbario do
Instituto de Botanica (SP 428533). A alga foi lavada cuidadosamente em agua do mar
e armazenada em frascos contendo agua do mar esterilizada e o antibidtico
cloranfenicol (200 mg.L"). Estes frascos foram acondicionados em caixas térmicas e
transportados ao Instituto de Quimica - UNESP/Araraquara. Ja no laboratdrio, a alga
foi esterilizada superficialmente através de imersdo em solugdo de NaOCI 1% por 6
segundos e em etanol 70% por 2 segundos, seguido de lavagem com agua do mar
esterilizada por 10 minutos.

Apos o processo de esterilizagdo, a alga foi fragmentada com uso de pinga e
bisturis cirurgicos estéreis, e transferida para placas de Petri contendo meio de cultivo
de BDA, agua do mar esterilizada e o antibidtico cloranfenicol (200 mg.L"). Para
controle da eficacia do método de esterilizagdo, uma aliquota de agua de lavagem foi
inoculada em BDA em agua do mar.

O crescimento dos fungos foi monitorado e repiques sucessivos foram
realizados até a obtencéo das linhagens puras, que foram preservadas em “slants”
(frascos contendo agua do mar ou agua ultrapura esterilizada e o fungo em meio soélido
BDA), que foram lacrados e mantidos em temperatura ambiente.

A identificacao do fungo foi feita através do sequenciamento Sanger de regides
especificas do DNA (ITS) do micro-organismo. Inicialmente foi feita a extracdo do
material genético kit (ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™), seguido do preparo das
reacbes para o sequenciamento. O sequenciamento das amostras foi feito
automaticamente por eletroforese capilar no equipamento ABI3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) e, em seguida, foi realizado o alinhamento das sequéncias de
nucleotideos produzidas com as sequéncias de referéncia depositadas no GenBank

(banco de dados gendémicos).

3.4 CULTIVO EM PLACA DE 6 POCOS

Esse experimento foi realizado para determinar a melhor concentracédo de cada
modulador, dependendo do crescimento do fungo e também do perfil quimico dos
extratos. Amostras do fungo Hypoxylon investiens (AT-01), preservado em frasco slant
contendo agua do mar, foram transferidos para placas de Petri contendo meio de

cultivo BDA. Apds sete dias de crescimento a 25 °C, foram feitos discos de micélios
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com ponteira de 1 mL (Figura 12) e esses foram transferidos para placas de 6 pogos
contendo meio liquido de malte e moduladores. Foram utilizadas duas placas por

modulador totalizando dez placas (Figura 13).

Figura 12 — Placas de cultivo de Hypoxylon investiens (AT-01) depois de 7 dias de
crescimento em meio BDA e discos de micélios retirados com ponteira de 1 mL.
Fonte: préprio autor.

Figura 13 — Inicio do cultivo fungico em placa de 6 pogos, no qual duas placas foram usadas
para cada modulador.
Fonte: préprio autor.
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Os meios com moduladores em diferentes concentragdes foram preparados por
meio de diluicdo seriada. No pogo numero 1 de cada placa foi adicionado uma solugao
do meio de malte com o modulador em sua maior concentracdo. Em seguida, uma
aliquota deste poco foi transferida para o po¢o seguinte, que continha 2000 pL do
meio sem modulador, e esse processo se repetiu sucessivamente até o pogo 5. O
sexto pog¢o de cada placa foi utilizado para controle (branco analitico) e continha
somente suspensao do fungo com meio de malte. Todos os pogos ficaram com 2000

ML de meio e as concentragcdes dos moduladores estdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Concentracdo dos moduladores epigenéticos em cada pogo da placa utilizada
para cultivo do fungo H. investiens.

[Butirato de sédio] [Nicotinamida], [SAHA], [5-Aza] e [Prc HCI]

Pogo (mM) (M)
1 500 1000
2 50 200
3 5 40
4 0,5 8,0
5 0,05 1,6
6 0,0 0,0

Fonte: proprio autor.

Depois de 11 dias de crescimento o conteudo de cada pogo foi transferido para
frascos de Erlenmeyer de 50 mL, seguido de trés adicoes de 2 mL de acetato de etila
para realizar a extragdo (Figura 14). Os micélios dos pogos (1-5) de mesma
numeracao, de cada par de placas, foram unidos em s6 frasco de Erlenmeyer e o
extrato controle foi feito unindo os dez pogos que nao continham moduladores (pogo
6).



79

2 mL de acetato
de etila (3x) \ i22es 2 i3

& > >
¢ L3 \I gl
50 mL \ N N Qi
. \ 1 |
o
- | .
4 [ e

Figura 14 — Esquema de obtencgao dos extratos fungicos cultivados em placa de 6 pogos.
Fonte: proprio autor.

3.4.1 Cromatografia Liquida com analisador ion trap

Os extratos obtidos com o cultivo em placa de 6 pocos foram submetidos ao
clean up utilizando um cartucho de extragao em fase sélida (SPE) RP18. Os cartuchos
foram ativados com MeOH e equilibrados com MeOH:H20 95:5 (v/v). As amostras
foram aplicadas no cartucho e eluidas com MeOH:H20 95:5 (v/v). Apds secas, as
amostras foram preparadas com concentragdo de 1 mg/mL MeOH e colocadas em
frascos vials de 2 mL para analise.

Os extratos obtidos com o cultivo em placa de 6 pocos foram analisados por
HPLC-MS em baixa resolugdo, usando um cromatografo liquido Shimadzu®,
composto por bombas LC-20AD, desgaseificador DGU-20A3, injetor automatico
SIL-20AHT, detector ultravioleta com arranjo de diodos SPD-M20A, modulo de

comunicagao CBM-20A. Foi utilizada uma coluna cromatografica de fase reversa C18
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(octadecil silano) Phenomenex® LUNA® medindo 250 mm x 4,60 mm e com
particulas de 5 uym. O sistema de solventes consistiu em H20 e Metanol (MeOH),
usando taxa de fluxo de 1,0 mL/min, temperatura de coluna de 40 °C e volume de
injecdo de 2 yL. O método empregado para cada analise consistiu em um gradiente
de 5% a 100% de MeOH em 40 minutos.

O espectrdmetro de massas usado foi o modelo Amazon SL da Bruker®,
equipado com fonte de ionizagao Eletrospray (ESI), analisador lon Trap e software
TrapControl. Amplitude de fragmentagcdo MS/MS: 75%. Faixa de aquisicdo: 50-1200
m/z, operando com o software HighStar. Tensao do capilar de transferéncia: 4,5 kV,
nitrogénio utilizado como gas nebulizador e de secagem (50 psi, 10 L/min, 300 °C).

Os dados foram processados através do software Bruker Compass Data Analysis 4.3.

3.4.2 Analise por rede molecular “classica” no GNPS

Com os espectros de massas desses extratos foram geradas redes
moleculares, utilizando a plataforma GNPS, com objetivo de avaliar a variagdo da
producao metabdlica associada ao uso dos moduladores epigenéticos. Os dados
brutos foram convertidos para o formato mzXML no software MSConvert e inseridos
na plataforma GNPS para gerar as redes moleculares (WANG et al.,, 2016). Os
parametros utilizados estdo mostrados na Figura 15. Todas as redes moleculares

deste trabalho foram visualizadas e organizadas no software Cytoscape 3.10.
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Figura 15 — Parametros utilizados na plataforma GNPS para geracao de redes moleculares
método “classico”.

Fonte: adaptado de https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash.jsp, acesso 31 de janeiro de
2022.

3.6 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTO PLACKETT-BURMAN

Para as analises na etapa inicial de triagem foram selecionados os seguintes
fatores: temperatura (°C), agitacdo (RPM), fotoperiodo (horas), concentragao do meio
de malte (no nivel -1 foi utilizado somente PDB), volume de agua do mar (no nivel -1
foi utilizado somente agua ultrapura), tempo de cultivo (dias), e concentragdo dos
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moduladores epigenéticos: SAHA (uM), nicotinamida (uM), butirato de sédio (mM), 5-
Azacitidina (UM) e cloridrato de procaina (uM) (Tabela 2).

Tabela 2 — Fatores avaliados no planejamento Plackett-Burman e seus respectivos valores.

Fator Nivel baixo (-1) Nivel alto (+1) Ponto central
Temperatura (°C) 23 33 28
Agitacao (RPM) 0 100 50
Fotoperiodo (horas) 0 24 12
% Malte 0* 100 50
% Agua do mar 0** 100 50
Tempo (dias) 14 28 21
[SAHA] (uM) 0 100 50
[Nicotinamida] (uM) 0 100 50
[NaBut] (mM) 0 5 2,5
[5-Aza] (M) 0 100 50
[Prc HCI] (M) 0 100 50

*Somente meio de PDB **Somente agua ultrapura

Fonte: proprio autor.

No planejamento de Plackett-Burman com dois niveis a matriz € construida
com colunas que representam os fatores em seus respectivos niveis (+1) e (-1) e é
gerada a partir de um conjunto de sinais (+) e (-), que sao ordenados conforme o valor
de experimentos n (CALADO; MONTGOMERY, 2003). Para o planejamento com 11
fatores e 12 experimentos utilizou-se o conjunto (++—+++-——+-), que foi escrito como
a primeira coluna. A segunda coluna foi gerada ao deslocar o ultimo sinal da primeira
para o comecgo da segunda, seguindo a ordem do conjunto. Quando todas as 11
colunas foram preenchidas dessa maneira, uma linha com sinais negativos foi
adicionada como 12° experimento. Para finalizar o planejamento, foram adicionadas

4 linhas referentes aos pontos centrais (Tabela 3).
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Tabela 3 — Cultivo fungico seguindo o planejamento Plackett-Burman com 11 variaveis
(fatores) e 4 pontos centrais.
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Fonte: proprio autor.

Esse planejamento foi usado para identificar quais fatores tiveram maior efeito
sobre a resposta “numero de features”. Decidiu-se utilizar somente os features como
resposta no planejamento, ja que os valores de atividade biolégica ndo puderam ser
usados, conforme discutido na Sec¢ao 4.2.1. A quantificagcao dos features foi realizada

por meio do processamento dos dados obtidos por UHPLC-MS no software MZmine
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2.53. Os resultados foram determinantes para o cultivo fungico em escala ampliada

visando o isolamento de substancias.

3.6.1 Cultivo e extragédo dos fungos seguindo o planejamento Plackett-Burman

Para esse cultivo as amostras do fungo foram transferidas para placas de Petri
contendo meio BDA da mesma maneira que foi descrita na segéo 3.4 porém, em vez
da placa de 6 pogos, os fungos foram transferidos para frascos de Erlenmeyer de 500
mL com abertura de 3 cm de didmetro e contendo 200 mL de meio de cultivo. Os
frascos foram colocados nas incubadoras de agitagao orbital (shaker) que possibilitam
o controle de agitagédo e temperatura. Para os experimentos em que o fotoperiodo foi
de 0 horas, os frascos foram cobertos com papel aluminio de maneira a bloquear a

entrada de luz (Figura 16).

Figura 16 — Frascos do cultivo com o planejamento Plackett-Burman dentro da incubadora.
Fonte: proprio autor.
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No total 18 frascos foram utilizados para o cultivo, sendo 16 deles referentes
aos experimentos do planejamento Plackett-Burman, um continha somente o meio de
cultivo PDB e o outro somente malte. Esses frascos, contendo somente os meios de
cultivos, foram usados como branco analitico para evitar que as substancias dos
meios fossem atribuidas como produtos metabdlicos do fungo.

Apods o periodo de incubagao o caldo foi separado do micélio por filtragdo a
vacuo com papel filtro e o micélio foi descartado. O filtrado foi transferido para outros
frascos limpos e aproximadamente 50 mL de acetato de etila (AcOEt) foi adicionado
em cada frasco para inativagdo dos fungos. No outro dia, cada filtrado diferente foi
submetido a particado liquido-liquido em funil de separagdo com AcOEt (3 vezes de
100 mL). O solvente orgéanico foi evaporado no evaporador rotativo e os extratos secos
foram preparados para as analises por UHPLC-MS e atividade biolégica. Um

fluxograma resumindo essa etapa do trabalho esta mostrado na Figura 17.
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Figura 17 — Fluxograma de obtencgéo dos extratos do cultivo realizado com o planejamento
Plackett-Burman e analises realizadas com esses extratos.
Fonte: proprio autor.
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3.6.2 Analise por UHPLC-MS/MS

O preparo das amostras para essa analise seguiu 0 mesmo procedimento
descrito no item 3.4.1, com excegao que a concentracdo da amostra foi ajustada para
0,5 mg/mL, para extratos, e 0,05 para substancias isoladas.

O sistema UHPLC-MS/MS em alta resolugdo constitui de um cromatografo
Acquity H-Class (Waters®) equipado com bomba quaternaria (Quaternary Solvent
Manager), detector de arranjo de diodos (DAD e A Detector), forno de coluna e injetor
automatico (Sample Manager - FTN). Foi utilizada uma coluna de fase reversa (Waters
Acquity UPLCHSS T3 1,8 um 2,1 x 100 mm) e uma pré-coluna (Waters Acquity UPLC
HSS T3 1,8 um VanGuard 2,1 x 5 mm) para a realizagéo das analises.

O sistema cromatografico estava acoplado a um espectrometro de massas
Xevo G2-XS QToF, equipado com fonte de lonizagéo por Eletrospray (ESI), analisador
Q-ToF (Quadrupole-Time of Flight) e soffware MassLynx®. O volume de injegéo foi de
0,80 pL e a vazao aplicada foi de 10 yL/min. A fase movel foi composta por agua
(solvente A) e acetonitrila (solvente B), ambos acidificados com 0,1% de acido formico.
O método cromatografico utilizado foi um gradiente de 5% a 100% de B em 15
minutos.

Os seguintes parametros de espectrometria de massas (MS) foram utilizados
para a aquisicdo dos dados: faixa de massa entre m/z 100—1500 Da; voltagem do
capilar de 2,0 kV; fluxo do gas do cone de transferéncia de 50 L/h; fluxo de gas de
dessolvatagdo de 800 L/h; temperatura da fonte de 120°C; e temperatura de
dessolvatagao de 350 °C. A fragmentagao por MS/MS foi obtida por meio de uma
rampa de energia de colisédo (collision energy, CE), variando de 10 a 40 eV para ions

de baixa razdo m/z, e de 50 a 80 eV para ions de alta razdo m/z.

3.6.3 Geracao das redes moleculares

Os dados obtidos por UHPLC-MS foram processados no software MZmine e
na plataforma GNPS para geracao das redes moleculares. A produgdo metabdlica
desses extratos, obtidos pelo planejamento Plackett-Burman, foram avaliados por
feature-based molecular networking e por rede molecular “classica”. As redes do

método classico foram obtidas como descrito na seg¢ao 3.4.2, com algumas diferengas



88

dos parametros do GNPS (Figura 18), enquanto a metodologia para obtencédo das

redes de features estdo descritas nas se¢des seguintes.

)
|

Spectrum files must be centroided and be in an open spectrum format (mzdML, mzML, or|

maf)
Spectrum Files (Required): |Select Input Files| 1 file and 0 folders are selected See NEre for further documentation about molecular netwurki'lg.l
Spectrum Files G2: 2 files and 0 folders are selected [Ctick Here here to run a demo molecular network |
Spectrum Files G3: 16 files and 0 folders are selected
Specrum Files G
Spectrum Files G5: Select Input Files
Spectrum Files G&: |Select Input Files [For custom group/attribute decumentation click here|
Precursor lon Mass Tolerance: 0a Fragment lon Mass Tolerance: Da
J
Advanced Network Options Hide Fields
Win Pairs Cos: Minimum Matched Fragment lons: El Maximum shift: Da
Hetwark Topk: El Minimum Cluster Size: El Run MSCluster:
Maximum Connected Component Size:
Google Shests Metadata URL {Exparimental): [None |
Metadata File: [Select Input Fileg 1 file and 0 folders are selected
Group Mapping {Legacy): [Select Input Files
Attribute Mapping {Legacy): [Select Input Fileg
J
Advanced Library Search Options Hide Fields
Spectral Library: [Select Input Files 0 files and 1 folder are selected [To import libraries for search click
Library Search Min M.atched Scare Threshold:
Peaks:
Search Analogs: [ Don't Search W Maximum Analog Search Mass
Difference:
J
Advanced Filtering Options Hide Fields
Filter below Std Dev: Minimum Peak Intensity:
Filter Precursor Window: Filter Library:
Filter peaks in 500a Window:
Filter Spectra from G6 as Blanks Before Hetworking: | Don't Filtar %
J
Advanced GHPS Repository Search Options Hide Fields
Find Related Datasets {Temporarily Deprecatsd):
J
Advanced Output Options Hide Fields
Create Cluster Bucksts and qiime2/Biom/PCoA Plots output: [ Create W |
Create Ili Mapping Output: 1lii STL Madel:

—

Figura 18 — Parametros utilizados na plataforma GNPS para geragao de redes moleculares
dos extratos do planejamento Plackett-Burman.

Fonte: adaptado de https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash.jsp, acesso 4 de janeiro de
2023.
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3.6.3.1 Processamento no software MZmine

Os dados brutos do UHPLC-MS/MS foram convertidos para o formato .MZmi
no software msConvert (ProteoWizard) e processados no software MZmine 2.53 (FOR
et al., 2022) até obtencéo dos arquivos necessarios para gerar redes moleculares pelo
método FBMN (Feature-Based Molecular Networking).

Na primeira etapa de processamento no MZmine sdo criadas listas de massas
com os dados de LC-MS/MS. Na segunda etapa, as listas de massas s&o usadas para
construir os cromatogramas de ion extraido (MYERS et al., 2017). Nos EICs (extracted
ion chromatogram) produzidos na etapa anterior, pode ocorrer a presenga de dois ou
mais sinais cromatograficos por feature (informagao produzida pela combinagéo de
um dado de MS e um dado cromatografico). Para separar esses sinais
cromatograficos em features unicos, € realizada a etapa de desconvolugao
cromatografica. A etapa seguinte € o agrupamento de sinais isotopicos, na qual
diferentes features que compdem um perfil isotopico sdo combinados em um unico
feature. Por fim, na quinta etapa, as listas de features de cada amostra sao alinhadas
em uma unica lista.

ApOs a obtencgao da lista de features citada anteriormente, dois arquivos foram
gerados pelo MZmine: uma tabela de integracao dos features (.csv) € um arquivo
contendo todos os dados de MS/MS (.mgf). Os dois arquivos sado necessarios para
construgcédo das redes moleculares pelo método FBMN e a tabela de integragao dos
features permitiu a quantificacdo dos ions para serem utilizados como resposta no
planejamento Plackett-Burman. Os parametros utilizados em cada etapa e seus

valores estido mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Parametros utilizados no software MZmine para o processamento dos dados de

LC-MS/MS.

Etapa Parametro Valor

: . MS1 1.0E3

Mass Detection Noise level MS 2 1.0E1

ADAP Chromatogram Minimum group size number of scans 2
Builder Group intensity threshold 1.0E3
Minimum highest intensity 1.0E3
mi/z tolerance 0.2
Chromatogram Algorithm Baseline cut-off

deconvolution

Isotopic peaks
grouper

LC-MS feature
alignment

m/z range for MS? scan pairing (Da)
RT range f or MS? scan pairing (min)

mi/z tolerance (ppm)
Retention time tolerance (min)
Maximum charge

mi/z tolerance (ppm)
Weight for m/z
Retention time tolerance (min)
Weight for RT

0.2
0.1

20
0.1

20
75
0.1
25

Fonte: proprio autor.

3.6.3.2 Feature-Based Molecular Networking

Os dados brutos de LC-MS e os arquivos gerados pelo MZmine foram inseridos

na plataforma GNPS para geracao das redes moleculares. As configuracdes do GNPS

utilizadas na analise por FBMN est&do mostradas na Figura 19.
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File Selection

| [{e]

82 File MGF/MSP(Progenesis QI)/mzML(MzTab-M): |Select Input Files) 1 file and 0 folders are selected

Feature Quantification Table: |Select Input Files 1 file and 0 folders are selected
Criginal mzML Files: |Select Input Files 19 files and 0 folders are selected

Google Sheets Metadata URL (Experimental): |Ncne

Sample Metadata Table: (select Input Files 1 file and 0 folders are selected

|

Basic Options
Quantification Table Source:
Precursor lon Mass Tolerance: |0,02 |Da Fragment lon Mass Tolerance: Da
J
Advanced Network Options Hide Fields
Min Pairs Cos: Minimum Matched Fragment lons: \:’ Maximum shift between precursors: Da
Network TopK: Maximum Connected Component Size (Beta):
J
Advanced Library Search Options
Spectral Library: |select Input Files 0 files and 1 folder are selected
|To import libraries for search click here|
Library Search Min Matched Peaks: Score Threshold:
Search Analogs: | Don't Search v Maximum Analog Search Mass Difference: ‘100_0 | Da

Top results to report per query: |1 |

~—

Advanced Filtering Options

Hide Fields

Minimum Peak Intensity:
Filter Precursor Window: Filter Library: | Filter Library v
Filter peaks in 50Da Window: | Filter v

—

Figura 19 — Parametros utilizados na plataforma GNPS para geracao das redes de features
(FBMN).
Fonte: adaptado de https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash.jsp, acesso 4 de dezembro
de 2022.

3.7 CRESCIMENTO FUNGICO EM ESCALA AMPLIADA

A partir das analises dos resultados obtidos no cultivo com o planejamento
Plackett-Burman, foi decidido cultivar o fungo em duas condi¢gbes diferentes: um
cultivo nas condigdes do experimento 1, devido a anotagéao de cliclopeptideos, e outro
nas condi¢cdes do experimento 9, por ter resultado no maior numero de features.
Foram utilizados 12 frascos para o experimento 1 e 60 frascos para o experimento 9
com o objetivo de obter pelo menos 1g de extrato em cada condigdo. Para obter
amostras de branco analitico foi preparado um frasco para cada experimento, nas

mesmas condi¢des, porém sem a adigao dos fungos.
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A metodologia para esse cultivo e extragado foi a mesma descrita na seg¢ao
3.6.1, com a excecao de que os frascos referentes ao experimento 9 ficaram em uma

prateleira envolta com papel pardo para bloquear a entrada de luz.

3.7.1 Analises cromatograficas dos extratos obtidos em escala ampliada

Para poder analisar os dois extratos fungicos (Exp1 e Exp9) por métodos
cromatograficos, foi feito o procedimento de clean up, como descrito na segéo 3.4.1,
com a diferenga do ajuste da concentracao final de 2 mg/mL para as analises por
HPLC-DAD no modo analitico e 0,5 mg/mL para as analises por UHPLC-MS.

As analises por HPLC-DAD no modo analitico foram feitas com um
cromatografo liquido Shimadzu®, composto por bombas LC-20AT, injetor automatico
SIL-20A, detector ultravioleta SPD-M20A baseado em arranjo de diodos, médulo de
comunicagao CBM-20A, desgaseificador DGU-20A3 e software LC-Solution. Também
foi utilizada uma coluna de fase reversa Phenomenex® LUNA® C18, com as
dimensdes de 250 mm x 4,60 mm e particulas com granulacéo de 5 ym.

As analises por UHPLC-MS foram feitas nas mesmas condi¢cdes descritas na
secao 3.6.2, com o objetivo de comparar a produgao metabdlica do fungo cultivado

com o planejamento Plackett-Burman e o cultivo em escala ampliada.

3.7.2 Fracionamento dos extratos

Os dois extratos obtidos no cultivo em escala ampliada tiveram rendimento de
massa e produgdo metabdlica diferentes, por isso foram aplicados métodos de
fracionamento distintos para os dois. Os fracionamentos foram realizados com o

objetivo de facilitar o isolamento de substancias.

3.7.2.1 Fracionamento por cromatografia em coluna

O extrato Exp1 teve o menor rendimento de massa e também menor
variabilidade de metabdlitos, por esses motivos foi decidido fracionar esse extrato por
cromatografia em coluna com octadecil silano (silica C18, fase reversa). Esse € um

método rapido para simplificar o extrato ao excluir os metabdlitos com polaridade
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muito alta ou muito baixa, que provavelmente sao sacarideos e lipidios provenientes
do meio de cultivo, além de possiveis contaminantes.

10 g de silica derivatizada C18 foram adicionados a uma coluna de vidro de 3
cm de didmetro, usando MeOH como eluente e bomba a vacuo para auxiliar a elui¢ao.
Apods 24 h de empacotamento, a altura da silica na coluna foi de 14 cm, permitindo o
calculo de volume morto (50 mL). Apds o condicionamento do sistema, 507,5 mg do
extrato, dissolvido em MeOH, foi cuidadosamente aplicado na coluna. A eluigao
comegou com uma solugado de MeOH:H20 35:65, seguida de MeOH:H20 60:40 e, por
fim, MeOH 100%. Trés fragdes foram obtidas através desse método: Exp1 Fr1, Exp1
Fr2 e Exp1 Fr3.

3.7.2.1 Fracionamento por cromatografia por exclusao de tamanho

O extrato Exp9 foi fracionado por cromatografia por exclusdo de tamanho, no
qual uma coluna de vidro de 3 cm de diametro foi preenchida com Sephadex® LH-20,
uma resina a base de dextrana. A resina foi adicionada com MeOH na coluna e, depois
de 24 h, foi formado o gel empacotado com 43 cm de altura. O extrato (894,5 mg) foi
aplicado na coluna e MeOH foi usado como fase mével para eluicdo. Cada vez que
13 mL de liquido passava pela coluna era feita uma coleta em um tubo de fundo cénico
(tipo falcon) de 15 mL e outro tubo era posicionado na saida da coluna. Dessa maneira
foram obtidas 33 fracbes que foram secas e analisadas por HPLC-DAD em modo
analitico, assim como descrito na sec¢ao 3.7.1. Apds essas analises por HPLC as
fracdes com perfis quimicos semelhantes foram agrupadas, resultando em 5 fragdes
desse extrato: Exp9 Fr1, Exp9 Fr2, Exp9 Fr3, Exp9 Fr4 e Exp9 Fr5.

O presente estudo foi inicialmente planejado de forma que as fragdes dos
extratos fossem purificadas por HPLC-DAD, em modo semi-preparativo, com silica
C18 até o isolamento de substancias. Para aumentar a eficiéncia desse processo foi
utilizada a cromatografia por exclusdo de tamanho para formar um sistema ortogonal
com a cromatografia com silica C18, ou seja, um sistema com mecanismos de
separacao independentes entre si e que possuem diferentes perfis de seletividade.
Esse método foi escolhido para fracionar o extrato Exp9 por ele ser mais complexo
em relagcado ao extrato Exp1, devido a quantidade de massa e variedade de sinais

observados no cromatograma.
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3.7.3 Purificagao das fragdes por HPLC-DAD semi-preparativo

As analises por HPLC-DAD no modo semi-preparativo foram feitas com um
cromatografo liquido Shimadzu®, composto por bombas LC-6AD, injetor manual,
detector ultravioleta SPD-38-M20A baseado em arranjo de diodos, mddulo de
comunicagao CBM-20A, desgaseificador DGU-20A5R e software LC-Solution. Foi
utilizada uma coluna de fase reversa Phenomenex® LUNA® C18, com as dimensdes
de 250 mm x 10,0 mm e particulas com granulagdo de 5 ym. As amostras foram
diluidas em MeOH formando solugbes com concentragdo de 20 mg/mL e foram
injetadas em volumes que variaram entre 50 e 400 pL. MeOH e H20 em diversas
proporcdes foram utilizados como fase movel.

Diversos métodos cromatograficos foram testados nesse HPLC de modo a
obter cromatogramas com picos bem resolvidos no menor tempo de analise. O
método cromatografico para purificagdo da fracdo Exp1 Fr1 constituiu de um
gradiente de 5 a 100% MeOH em 42 minutos, seguindo as etapas:
5-18-40-60-100 % de MeOH em 0-13-15-40—42 min. Para a fracdo Exp9 Fr3 foi
utilizado um gradiente de 5-10-35-75-100 % de MeOH em 0-5-10-50-55 min

3.8 IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS POR RMN E
UHPLC-MS

Todas as substancias isoladas das fragdes Exp1 Fr1 e Exp9 Fr3 foram
analisadas por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e por UHPLC-MS. As analises
por UHPLC-MS das substancias foram feitas no mesmo equipamento descrito na
secao 3.6.2, com a diferenga que a concentragdo das amostras foi ajustada para 0,1
mg/mL.

As analises por RMN foram feitas no equipamento Bruker Avance IIl HD com
campo magnético de 14,1 T, equipado com crio-sonda TCI (Triple Channel Inverse)
de 5 mm. TMS foi usado como referéncia interna e algumas amostras foram
solubilizadas em metanol deuterado (CHsOD), enquanto outras foram solubilizadas
em dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6). Foram realizados experimentos uni e
bidimensionais, sendo eles: 1D 'H, 1D '3C, TOCSY, NOESY, HSQC, COSY e HMBC.
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3.9 ANALISES DE ATIVIDADES BIOLOGICAS

Alguns extratos obtidos através do planejamento Plackett-Burman foram
enviados para analises de atividade citotoxica e antifungica. Posteriormente as
fracdes obtidas em escala ampliada Exp1 Fr1, Exp9 Fr1, Exp9 Fr2 e Exp9 Fr3 foram

enviadas para testes de atividade citotoxica.

3.9.1 Testes de atividade antifungica

O teste de determinacdo da concentragao inibitéria minima (MICgo) para C.
albicans foi realizado de acordo com as diretrizes estipuladas pelo protocolo do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) M27-A3 (2008). Esses testes foram
realizados pela equipe da Profa. Dra. Ana Marisa Fusco Almeida, da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, localizada em Araraquara.

Para o estabelecimento do MIC, um indculo inicial foi preparado em solugao
salina de NaCl a 0,85% contendo de 1 a 5x10°8 células/mL. A partir desse indculo,
foram feitas duas diluicdes subsequentes de 1:100 e 1:20 em RPMI 1640, de modo
que a concentragdo final de células estivesse entre 5x10% a 2,5x103 células/mL. Os
extratos foram preparados a partir de uma concentragao estoque de 500 ug/mL, e 100
ML do in6culo foram pipetados em placas de 96 pogos. Em seguida, 100 pL do extrato
foram adicionados em RPMI 1640, de modo que a concentragao inicial do extrato
variasse de 0,48 a 250 pg/mL.

A esterilidade do meio foi utilizada como controle negativo de crescimento e as
drogas Anfotericina B, Caspofungina e lItraconazol (0,0624 a 32 pg/mL) foram
utilizadas como controle positivo. Para obter os resultados, uma leitura visual do
crescimento foi realizada com e sem a adicdo de 30 uL do corante de viabilidade
celular resazurina a 0,01%, com leitura subsequente em um espectrofotdbmetro em
570 e 600 nm.

3.9.2 Testes de atividade citotdoxica

Esses ensaios foram realizados em colaboracdo com a Profa. Dra. Leticia

Veras Costa Lotufo, do Laboratério de Farmacologia de Produtos Naturais Marinhos
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(LAFARMAR) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo
(USP).

Foram plaqueadas 0,6x10* (0,2x10* para o teste com extratos) células da
linhagem HCT-116 (carcinoma coloretal) por pogo, em placas de 96 pogos (3x104
células/mL sendo 200 puL de meio/pogo) e, para a linhagem MCF7 (adenocarcinoma
de mama), foram plaqueadas 0,6 x 10* células por pogo, em placas de 96 pogos (3x10*
células/mL sendo 200 pL de meio/pogo). Apds 24 horas, os extratos foram
adicionados nas concentragdes de 50 ug/mL ou 5 pg/mL, em duplicatas, e incubados
por 72 horas. A doxorrubicina (0,00064—-10 puM) foi utilizada como controle positivo e
dimetilsulfoxido (DMSO 0,05%) como controle negativo.

Ap0ds 72 horas de incubacéo, o sobrenadante foi substituido por meio de cultura
contendo MTT (0,5 mg/mL). Trés horas mais tarde, o sobrenadante foi removido, e
ap6s secagem da placa, o precipitado contendo azul de formazan de MTT foi
dissolvido em 150 yL de DMSO, e a absorbancia foi medida a 570 nm. Foram
realizados dois experimentos independentes para as linhagens
HCT-116 e MCF7 em duplicata (MOSMANN, 1983).
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4 RESULTADOS

4.1 CULTIVO EM PLACA DE 6 POCOS

Apos 11 dias de cultivo, foi observada visualmente a inibicdo completa do
crescimento do fungo com o uso do modulador epigenético butirato de sédio na
concentracdo de 500 mM e inibicio em menor intensidade com SAHA na
concentracéo de 1000 yM e butirato de sédio 50 mM (Figura 20). Esse experimento
foi importante para entender que esses moduladores epigenéticos nao deveriam ser
utilizados em concentragdes muito altas. Nenhuma mudanga morfoldgica foi
observada em outras concentragdes ou com outros moduladores.

Conforme descrito na secédo 3.4 os extratos com moduladores desse cultivo
foram obtidos ao unir os pogos de mesma numeragao de cada par de placas e o
extrato controle foi feito com os 10 pogos de numero 6 de todas as placas juntas. O
extrato controle rendeu somente 3,0 mg (~0,30 mg por pogo), sendo que a média de
rendimento dos extratos com moduladores epigenéticos foi de 0,83 mg por pogo
(Tabela 5). Isso significa que o uso dos moduladores resultou em um maior
rendimento de extratos, sugerindo que eles estimularam a produgao metabdlica do

fungo.
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5-Azacitidina

Nicotinamida

Procaina

Figura 20 — Hypoxylon investiens apos 11 dias de cultivo em placas de 6 po¢os na presenca
de moduladores epigenéticos em diversas concentragdes. 5-Aza, Nicotinamida, Prc HCI e
SAHA: Pogo 1 =1000 uM, 2 =200 uM, 3 =40 uM, 4 = 8,0 uM, 5 =1,6 uM, 6 = 0,0 uM. NaBut:
1=500 mM, 2 =50 mM, 3=5mM, 4 =0,5mM, 5=0,05mM, 6 =0,0 mM.
Fonte: préprio autor.

Tabela 5 — Massa (mg) dos extratos obtidas do cultivo em placa de 6 pogos na presenga de
moduladores epigenéticos nas concentracdes especificadas da Figura 10.

Pogo SAHA 5-Aza Nicotinamida Procaina NaBut  Controle
1 1,9 1,1 0,9 2,6 0,0
2 1,2 1,3 1,0 1,7 1,0
3 2,3 3,8 0,6 1,7 1,3 3,0
4 3,0 1,6 1,3 1,2 1,9
5 1,6 2,5 1,3 1,7 1,3

Fonte: préprio autor.
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4.1.1 Analise metabolémica por molecular networking “classico” dos extratos

Foram geradas redes moleculares, utilizando a plataforma GNPS, a partir dos
dados de HPLC-MS/MS (baixa resolugao) dos extratos do cultivo em placa de 6 pogos.
O objetivo dessa analise foi avaliar se houve mudanga na produgao metabdlica com

o uso dos moduladores em diferentes concentracdes.

4.1.1.1 Anotagao de substancias dos extratos

A analise com o método de molecular networking “classico”, na plataforma
GNPS, resultou em 51 anotagdes de substancias dos extratos no modo de ionizagao
positivo, porém foram descartadas as estruturas com diferengca de massa maior que
0,5 m/z em relagao a massa tedrica, bem como as substancias encontradas no extrato
controle (branco) e os ftalatos contaminantes. Também foram realizadas
comparagdes dos espectros obtidos das substancias anotadas com os espectros das
bibliotecas espectrais, e aquelas com maior probabilidade de estarem corretas estao

mostradas na Tabela 6.

Tabela 6 — Substancias anotadas a partir do cultivo em placa de 6 pogos e respectivas
relacbes massa/carga (m/z).

m/z do
Substancia Aduto fon
precursor

miz Erro de
tedrica miz (ppm)

(1) 3,5-Dimethoxycinnamic
acid
(2) 4-methoxy-7H-furo[3,2-
glchromen-7-one

[M+H]* 209.024 209.0808 0.05 (271)

[M+Na]*  239.088 239.0314 0.05 (236)

0.38
(1055)

(4) Kaempferol-7-O-hexoside [M+H]* 449.372 449.1078 0.26 (588)

(3) D-(+)-Cellobiose [M+NH4]*  359.77  360.1500

(5) Maltotetraose [M+Na]* 689.427 689.2110 0.21 (313)

(6) N-[2-(3,4-
dimethoxyphenyl)ethyl]-3-(2- [M+H]* 330.34 330.1699 0.17 (515)
hydroxyphenyl)propanamide

(7) Tyrosyl-proline [M+H-H20]* 261.177 261.1233 0.05 (205)

Fonte: proprio autor.
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Tabela 7 — Estruturas e espectros MS/MS das substancias anotadas a partir do cultivo em
placas de 6 pocgos. Espectros obtidos, coloridos de preto, e os da biblioteca, de verde.

Comparacao dos espectros de Pontuagcdo  Picos
Estrutura Lo
massas de cosseno iguais
3,5-Dimethoxycinnamic acid |
-
0]
S 0,84 6
HO
A O/
0]
4-methoxy-7H-furo[3,2-g] |
chromen-7-one
O { : I i :
l 0,82 6
/ A
o 0" o

D-(+)-Cellobiose E:
"ON o = . 3 3
HOQ Ang bowon o LB || 0.76 5
HO:Q "’OJ;J\OH
OH OH e

Kaempferol-7-O-hexoside

O OH £
HO 0 © O O‘ e ) T 0,80 6
HO OH OH
OH OH O

Maltotetraose kS ” \
l

on ;OH oH :
HO, A\ SOH A O, A~ _sOH . o
HO OH  ho o \OH
L,

OH OH

N-[2-(3,4- .
dimethoxyphenyl)ethyl]-3-(2- - l

s

i

0,96 23

—mn
B —Y)
—itl

hydroxyphenyl)propenamide

o

0,87 6

HO
NY\/\©
N
OH
\o/@/\/
O\

Tyrosyl-proline

o OH o
NH
2 OH

Fonte: proprio autor.

na
—mm
—zm

0,86 6
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4.1.1.2 Analise das redes moleculares dos extratos

Cada no (circulo) das redes representa uma molécula que esta conectada com
outras que possuem similaridade de espectros. As linhas que conectam os nés tém
sua largura proporcional ao valor de cosseno (0,7-1,0) e o tamanho dos nés é
proporcional a quantidade de espectros MS/MS agrupados para forma-los.

Na rede molecular mostrada na Figura 21, os nos estédo coloridos conforme o
tipo de modulador epigenético usado para obter o extrato em que tal molécula foi
identificada. Os numeros destacados perto dos nds sao referentes as substancias
anotadas, conforme a Tabela 6. Nessa figura foram excluidos a maioria dos nés que
nao possuem nenhuma conexao (singleton) para simplificar a visualizagao.

A primeira informagao importante que pode ser obtida a partir dessa rede € a
grande quantidade de moléculas obtidas devido ao uso dos moduladores em relagao
as moléculas do extrato fungico sem nenhum modulador. O extrato sem modulador
resultou em 311 nds (Figura 22), incluindo singletons, que representam somente 22,5
% do total de ndés dessa rede (1379).
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Figura 21 — Molecular networking “classico” dos extratos do cultivo em placa de 6 pocos
(modo de ionizagao positivo). Vermelho: SAHA, amarelo: nicotinamida, verde: procaina, ciano:
NaBut, azul: 5-Aza e magenta: sem modulador. Os nés estao rotulados com a massa do ion
precursor e os numeros destacados sao referentes as substancias anotadas.

Fonte: proprio autor.
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Figura 22 — Molecular networking “classico” dos extratos do cultivo em placa de 6 pogos
filtrado para exibir os nés relativos ao extrato fungico sem modulador (cor magenta).
Fonte: proprio autor.

A Tabela 8 mostra a contagem dos noés levando em consideragcdo a
concentracdo e o tipo de modulador utilizado, ou seja, a quantidade de moléculas
encontradas em um extrato especifico. Para essa contagem foram excluidos os nés
do extrato controle, ja que o objetivo dessa analise € identificar a variagdo da produgéo
metabdlica com uso de moduladores em relagado ao extrato sem adicao de modulador.
SAHA, 5-Aza e Nicotinamida foram os moduladores que mais geraram nds nessa
rede, sendo que os outros também resultaram em quantidades maiores de ndés em
relagdo ao extrato controle, ou seja, todos moduladores foram eficientes em aumentar

a diversidade quimica dos extratos.
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Tabela 8 — Quantidade de nds considerando diferentes concentracdes de cada modulador,
epigenético, excluindo aqueles presentes no extrato controle.

Pocgo SAHA 5-Aza Eg Nicotinamida NaBut Controle

202 153 96 139 -
- 148 117 140 171
153 148 147 156 156
138 257 144 159 158 3™

5 148 146 138 158 144

Independente da
concentracao
Fonte: proprio autor.

A WODN -

451 464 387 457 393

As Figuras 23-7 mostram redes reorganizadas para analisar um modulador
epigenético por vez e fazer a contagem dos nés mostrados na Tabela 8. Nessas
figuras o brilho da cor indica a concentragc&o e os numeros destacados s&o referentes

as substancias anotadas (Tabela 6).
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Fonte: proprio autor.
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moduladores estao coloridos em cinza.
Fonte: proprio autor.
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Fonte: proprio autor.
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Figura 26 — N6s obtidos com uso de nicotinamida coloridos em amarelo. Os nés dos outros

moduladores estao coloridos em cinza.
Fonte: préprio autor.
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moduladores estdo coloridos em cinza.
Fonte: préprio autor.
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Como uma mesma molécula pode ser encontrada em diversos extratos €&
importante avaliar quais nés sao exclusivos para uma concentragao especifica de um
determinado modulador, dessa forma é possivel avaliar se algum modulador induz
uma produgao metabdlica mais especifica no fungo. A quantidade de nos exclusivos

estido mostrados na Tabela 9.

Tabela 9 — Quantidade de nds exclusivos nos extratos obtidos com cada modulador em
diferentes concentracoes.

Poco SAHA 5-Aza II_DerCI Nicotinamida NaBut Controle

1 64 5 20 12 -

2 - 3 4 2 9

3 3 14 6 5

4 1 5 1 4 6

5 2 1 12 3 2
Independente da g5 34 129 59 67

concentragao

Fonte: proprio autor.

Com essa analise foi observado que o uso dos moduladores
epigenéticos SAHA e procaina resultaram em extratos com muitas moléculas
exclusivas, sendo a procaina associada a produgao de 129 delas. Houve uma
producao de 64 nés exclusivos quando 1000 uM (poco 1) de SAHA foram utilizados,
sugerindo uma alta indugdo de producédo de metabdlitos do fungo com esse
modulador. De forma complementar, pode-se explicar essa quantidade de estruturas
exclusivas considerando que o fungo teria biotransformado o SAHA em diversas
outras moléculas.

Por fim, foi notado uma inversdo da quantidade de nds observada entre as
tabelas com o uso da procaina e azacitidina. Enquanto a azacitidina foi o modulador
que mais gerou um total de nés nas redes (464), ela foi a que menos produziu nés
exclusivos (34). O oposto ocorreu com a procaina, ou seja, seu uso foi 0 que menos
resultou em variedade de metabdlitos (387), mas foi 0 que mais gerou moléculas
exclusivas (129).

Independentemente do tipo de modulador e concentrac&o utilizada, a adigao
dessas substancias resultou em extratos com maior diversidade de metabdlitos
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quando comparados com o extrato obtido sem uso de moduladores. Devido aos
indicios de que os moduladores epigenéticos podem levar a inibicdo do fungo quando
aplicados em altas concentracbes e também devido ao alto custo de alguns
moduladores, os valores de 100 um (SAHA, procaina, nicotinamida e 5-Azacitidina) e
5 mM (butirato de sddio) foram definidos para os experimentos com planejamento

Plackett-Burman.
4.2 CULTIVO COM PLANEJAMENTO PLACKETT-BURMAN
Os extratos obtidos nessa etapa (Figura 28) foram preparados para as analises

de atividade biolégica e analises com os dados de UHPLC-MS. A massa obtida para

cada extrato estd mostrada na Tabela 10.

Figura 28 — Extratos obtidos seguindo o planejamento Plackett-Burman.
Fonte: préprio autor.
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Tabela 10 — Rendimento de massa de extrato do cultivo com planejamento Plackett-Burman.

= o

o © © 2 © i)
€ 5 o _8 ) £ 3 — 2 rar — = S
2 5 8 2 £ 8 5 £ § 2§ 2 %5

e )
t g &£ & = g © 2 £ % < ¢ of
o E < o 2 > S 25 S Z L o 7
L|>j () LE < c = = @©

= X ) £ =

l_

1 33 0 24 0 0 14 100 100 5 0 100 80,1
2 33 100 0 100 0 14 0 100 5 100 0 23,9
3 23 100 24 0 100 14 0 0 5 100 100 26
4 33 0 24 100 0 28 0 0 0 100 100 53,1
5 33 100 0 100 100 14 100 0 0 0 100 16
6 33 100 24 0 100 28 0 100 0 0 0 15,8
7 23 100 24 100 0 28 100 0 5 0 0 4.6
8 23 0 24 100 100 14 100 100 0 100 0 8,3
9 23 0 0 100 100 28 0 100 5 0 100 7,6
10 33 0 0 0 100 28 100 0 5 100 0 18,8
11 23 100 0 0 0 28 100 100 0 100 100 12,2
12 23 0 0 0 0 14 0 0 0 0 0 7,5
13 28 50 12 50 50 21 50 50 2.5 50 50 12,5
14 28 50 12 50 50 21 50 50 25 50 50 6,2
15 28 50 12 50 50 21 50 50 25 50 50 9,8
16 28 50 12 50 50 21 50 50 2.5 50 50 15,1

Fonte: proprio autor.

4.2 1 Testes de atividades biolégicas

Aliquotas de todos os 16 extratos (PBO1-PB16) obtidos com o planejamento

foram enviadas para realizacdo de teste de atividade antifungica e alguns extratos

foram testados contra células da linhagem HCT-116 (carcinoma colorretal). Como
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alguns experimentos renderam pouca massa de extrato, nem todos puderam ser

avaliados no teste citotoxico.

4.2.1.1 Atividade antifiangica

Os extratos dos experimentos 3 e 12 (PB03 e PB12) apresentaram
concentragdo inibitéria minima de 62,5 uyg/mL (Tabela 11). Esse valor é superior ao
dos compostos de referéncia, porém por se tratar de extratos brutos, foram
considerados ativos para esse tipo de teste. Como os valores de concentragao
inibitéria contra Candida albicans foram quase todos iguais, ndo foi possivel usa-los

como resposta no planejamento Plackett-Burman e realizar um estudo bioguiado.

Tabela 11 — Resultado da avaliacdo antifungica dos extratos e de agentes antifungicos
comerciais para Candida albicans. MIC: concentragdo inibitéria minima 90%, MFC:
concentracao fungicida maxima.

Amostras MIC (ug/mL) MFC (pg/mL)
PBO1 >250 >250
PB02 250 >250
PB03 62,5 >250
PB04 250 >250
PB05 >250 >250
PBO06 >250 250
PBO7 >250 >250
PBO08 >250 >250
PB09 >250 >250
PB10 >250 >250
PB11 >250 >250
PB12 62,5 >250
PB13 >250 >250
PB14 >250 >250
PB15 >250 >250
PB16 >250 >250

Anfotericina B 0,125 0,5
Caspofungina 0,125 0,5
Itraconazol 0,25 0,5

Fonte: proprio autor.
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4.2.1.2 Atividade citotoxica

Sete extratos foram analisados quanto a atividade citotoxica. Os extratos dos
experimentos 1, 2 e 3 (PB01, PB02 e PB03) foram considerados ativos, pois a
porcentagem de inibigdo foi superior a 75% na concentragado de 50 yg/mL (Tabela
12).

Tabela 12 — Teste de inibicdo de HCT-116 (carcinoma colorretal) de extratos selecionados
em duas concentragdes (50 pyg/mL e 5 pg/mL).

Concentragao
Amostras 50 pyg/mL 5 ug/mL

% Inibicéo SD N % Inibicéo SD N
PBO1 91,32 9,82 4 572 9,43 4
PB02 83,80 6,88 4 15,22 577 4
PBO3 86,07 4,71 4 52,45 9,47 4
PB0O4 42,44 11,03 4 6,41 5,02 4
PBO05 54,14 4,85 4 7,96 9,21 4
PB10 22,45 4,76 4 9,15 4,77 4
PBO06 11,92 10,28 4 5,36 10,26 4

Fonte: proprio autor.

4.2.2 Analise do planejamento Plackett-Burman

Os dados de UHPLC-MS/MS dos extratos foram processados no software
MZmine com o qual foi obtido uma lista de features. Nessa analise foram excluidos os
features presentes nas amostras do branco de solvente e dos brancos de meio de
cultivo. Foi realizada uma contagem das médias das intensidades dos features e um
valor proximo da média foi escolhido (10000 UA) para filtrar features minoritarios.
Inicialmente os extratos continham entre 900 e 1700 features, com a remogao dos

features minoritarios os numeros reduziram para 150-350 features (Tabela 13).
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Tabela 13 — Quantidade e média das intensidades dos features dos extratos obtidos com o
planejamento Plackett-Burman.

Experimento Quantidade total de . Médig das Quantid’adg de features
features intensidades apos filtragem
1 1228 46407 321
2 1036 13348 198
3 958 11457 189
4 915 11567 161
5 1082 11451 199
6 1024 9197 154
7 1497 13187 283
8 1272 16648 231
9 1684 29024 347
10 1187 13366 234
11 1376 10802 239
12 1092 8668 151
13 1333 10185 224
14 1375 9920 227
15 1434 14103 251
16 1325 11801 244

Fonte: proprio autor.

A quantidade dos features foi entdo usada como resposta no planejamento
Plackett-Burman e foram realizados os calculos de efeito principal de cada fator para
essa resposta (Tabela 14 e Figura 29). Com os valores dos efeitos foram obtidos os
valores t e p, que testam a significancia de um determinado fator. Se um fator tiver um
valor p menor que o nivel de significancia escolhido, nesse caso 5% (a = 0,05), quer

dizer que ele tem significancia estatistica ao nivel de confianga de 95%.
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Tabela 14 — Valores dos efeitos principais para cada fator do planejamento Plackett-Burman.

Fator Efeito Valor t Valor p
Temperatura -28,83 -3,82 0,032
Agitacéo -30,50 -4,04 0,027
Fotoperiodo -4,83 -0,64 0,568
% Malte 21,83 2,89 0,063

% Agua do mar 0,17 0,02 0,984
Tempo 21,50 2,85 0,065
[SAHA] 51,17 6,78 0,007
[Nicotinamidal] 45,50 6,03 0,009
[NaBut] 72,83 9,65 0,002
[5-Aza] -33,83 -4,48 0,021
[Prc HCI] 34,17 4,53 0,020

Fonte: proprio autor.
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Figura 29 — Graficos de média de efeito principal para cada fator nos niveis -1, +1 e ponto

central.
Fonte: proprio autor.

O grafico de Pareto mostrado na Figura 30 mostra quais fatores tiveram um
efeito significativo no numero de features obtidos, sendo eles: [NaBut], [SAHA],

[Nicotinamida], [Prc HCI], [5-Aza], Agitacdo e Temperatura.
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Figura 30 — Grafico de Pareto dos efeitos padronizados. As barras que ultrapassam a linha
vermelha estao associadas aos fatores significativos (a = 0,05).
Fonte: proprio autor.

Uma outra maneira de visualizar esses dados é através do grafico normal
(Figura 31), no qual os efeitos significativos estdo destacados com um quadrado azul.
Os fatores a direita da linha vermelha sao aqueles que resultaram em um aumento da
resposta no nivel +1 ([NaBut], [SAHA], [Nicotinamida], [Prc HCI]) e os fatores a
esquerda sdo os que aumentaram a resposta no nivel -1, ou seja, 0 aumento da

temperatura, agitagéo e [5-Aza] diminuiu a quantidade de features.
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Figura 31 — Gréfico normal dos efeitos padronizados (a = 0,05).
Fonte: proprio autor.

A analise do planejamento de experimento indicou que as melhores condi¢des
para maximizar o numero de features sao: temperatura = 23 °C, agitagcao = 0 RPM,
fotoperiodo = 12 h, % malte = 100, % agua do mar = 50, tempo = 21 dias, [SAHA] =
100 uM, [Nicotinamida] = 100 uM, [NaBut] = 5 mM, [5-Aza] = 0 uM e [Prc HCI] = 100
MM (Figura 29). Essas condi¢cdes sdo muito proximas daquelas utilizadas no
experimento 9 e por isso foi decidido realizar um cultivo em escala ampliada nas
condi¢cbes exatas desse experimento com o objetivo de obter extrato em quantidade

suficiente para isolar substancias.

4.2.3 Analises metaboldmica com os dados de UHPLC-MS/MS

Todos os extratos obtidos nesse cultivo foram analisados por UHPLC-MS/MS
gerando os cromatogramas mostrados na Figura 32. A maior diferenca observada
entre esses cromatogramas foram os sinais intensos na ordem de m/z 1000, com

tempo de retencao proximos de 10,5 min, encontrado no extrato do experimento 1.
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Com esses dados foram geradas redes moleculares com o método classico e redes

moleculares baseadas em features usando a plataforma GNPS.
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Figura 32 — Cromatogramas de pico base obtidos por UHPLC-MS/MS dos extratos
PB01-PB16 e dos brancos, modo de ionizagao positiva. Acetonitrila e H.O como fase moével.
Gradiente de 5-100% de Acetonitrila em 10 minutos.
Fonte: proprio autor.
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Experimento 6
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Figura 32 — Continuacao.
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4.2.3.1 Redes moleculares baseadas em features (FBMN)

Os dados de UHPLC-MS/MS (alta resolugdo) e os arquivos gerados pelo
MZmine foram inseridos na plataforma GNPS para geracdo da rede de features
(Figura 33). Nessa rede, o tamanho do né é proporcional a intensidade do feature,
permitindo uma visualizacdo mais confidvel das concentragbes desses ions no
extrato, em comparagdo com as redes moleculares classicas. Foi observado nas
redes moleculares uma alta quantidade de nés referentes as substancias encontradas
no extrato do experimento 9, sugerindo uma maior produgdo metabodlica nestas
condigoes.

Considerando todos os extratos analisado, foi possivel anotar 24 substancias
(Tabela 15), das quais 9 (8, 10, 16, 18, 19, 20, 21, 28 e 29) ndo foram detectadas nos
extratos dos meios de cultivo (brancos), indicando que elas sao metabdlitos
produzidos pelo fungo H. investiens ou sao relacionadas com os moduladores
epigenéticos adicionados. Os espectros de massas (MS/MS) dessas nove
substancias anotadas a partir dos extratos fungicos foram comparados com os

espectros da biblioteca e o resultado esta mostrado na Figura 34.
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Figura 33 — Feature-Based Molecular Networking dos extratos do cultivo com planejamento
Plackett-Burman (modo de ionizagao positivo). Cores diferentes para cada extrato. Os nds
estdo rotulados com a massa de ion precursor e 0os numeros destacados sao referentes as
substancias anotadas.

Fonte: proprio autor.
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Tabela 15 — Substancias anotadas com FBMN (alta resolucéo) do cultivo com planejamento
Plackett-Burman e respectivas rela¢cbes massa/carga (m/z).

Tempo de m/z do ion miz Erro de
Substancia ~ Aduto - miz
retencao precursor tedrica (ppm)

(8) N-acetyltryptamlne

@J\A /g 4,03 [M#H]*  203,1172 203,1179 3.4

(9) Cyclo(L-Trp-L-Pro)

HN HN)H““ 3,65 [M+H]*  284,1386 284,1393 2,6
@l ~H(N
o)

(10) Suberoylanilide
hydroxamic acid

o /@ 3,88 [M+H]"  265,1540 265,1546 2,5

N
HO™ \H/\/\/\)J\N
H

(0]

(11) Adenosine

N:\ OH
HZNWNﬁ) 0.71 [M+H]*  268,1038 268,1040 0.8

(12) Cyclo(L-Tyr-L-Pro)

- OH
NH 2,41 [M+H]"  261,1232 261,1233 0,6

o

(13) Prolylphenylalanine

d]\ [ : 3,50 [M_Hl_]%o-l- 245,1282 245,1284 1,0



(14) Cyclo(Leu-Phe)
O

NH
HNM

O

(15) (S)-3-amino-4-(((S)-1-
methoxy-1-oxo-3-
phenylpropan-2-yl)amino)-4-
oxobutanoic acid

O, NH O

N
~o OH

(16) N-Butyrylphenylalanine

@)
/\)J\N OH

"0

(17) 4-quinolinecarboxylic acid
O OH

X

~=

N

(18) 4-hydroxymellein
OH O

O

OH

4,32

4,57

4,45

1,02

2,88

[M+H]"

[M+H]*

[M+H]"

[M+H]*

[M+H]"

261,1592 261,1597

295,1435 295,1288

236,1276 236,1281

174,0550 174,0549

195,0647 195,0651
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2,1

49,6

2,2

0,2

2,5



(19) Anhydrobrazilic acid

_0 @) | o
OH
@)
(20) N-(2-
Phenylethyl)pentanamide
O

N)W
H

(21) N-(2-Phenylethyl)
acetamide

DU

Ir=z

(22) 6”-O-Acetyldaidzin

3,27

5,62

3,86

3,79

2,99

[M+H]"

[M+H]"

[M+H]*

[M+H]*

[M+H]"

235,0600 235,0601

206,1541 206,1539

164,1065 164,1070

459,1275 459,1285

4171177  417,1180
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0,4

0,8

3,0

2,3

0,7



(24) Genistein 7-glucoside

3,46
(25) 3-(4-hydroxyphenyl)-7-
methoxy-5-[(3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-
ylJoxychromen-4-one
OH
3,06
4,30

(27) Genistein

OH
OH O O
O | 408
HO 0

(28) Procaine
O

o >N 219

[M+H]"

[M+H]"

[M+H]*

[M+H]*

[M+H]"

433,1128 433,129

447,1275 447,1285

255,0648 255,0651

271,0596 271,0601

237,1593 237,1597
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0,3

2,4

1,5

1,8

1,9



(29) (3-hydroxypentadecanoyl)
lysine

OH O OYOH

(30) Glycitein

4,45 [M+H]*

4,30 [M+H]*

387,3216  387,3217

285,0752 285,0757

475,1230 475,1235

0,3

1,9

1,0
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Fonte: proprio autor.
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Figura 34 — Espectros MS/MS das estruturas exclusivas dos extratos fungicos (PB01-PB16).
Espectros obtidos, coloridos de preto, e os da biblioteca, de verde.

Fonte: proprio autor.
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Figura 34 — Continuacao.

Os moduladores epigenéticos acido hidroxamico suberoilanilida (SAHA) e
procaina foram anotados nas redes de features. Provavelmente eles n&do foram
diluidos completamente na agua e ficaram parcialmente na fase organica que gerou
o extrato. Os nds proximos dos moduladores podem ser de estruturas resultantes de
biotransformacao desses moduladores ou produtos de degradacgao.

N-acetil-triptamina (8) foi encontrada majoritariamente no extrato PB10 e, em
menor quantidade, no extrato PB09. A N-butirilfenilalanina (16) foi anotada em
diversos extratos, principalmente no extrato PB15 e no extrato PB03. O né referente
a essa estrutura esta conectado em uma familia de moléculas que contém diversas
substancias encontradas nos extratos do meio de cultivo. Portanto, esse derivado de
fenilalanina pode ter sido produzido pelo fungo, mas também pode ser s6 o resultado
de biotransformacao dos aminoacidos contidos nos meios de cultivo.

A isocumarina 4-hidroximeleina (18) foi encontrada em maior concentragédo no
extrato PB03. As isocumarinas sdo compostos fendlicos encontrados em extratos do
fungo Hypoxylon investiens e em outros fungos. O resultado desse experimento
mostra que determinadas condigdes de cultivo podem estimular a producéo
de substancias desta classe de produtos naturais.

De maneira semelhante a 4-hidroximeleina, o &cido 2-(7-metoxi-4-oxo-4H-
cromen-3-il)acético (acido anidrobrasililico) (19) foi anotado em varios extratos, mas

foi encontrado em maior concentracdo em um extrato especifico (PB07). Essa
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substancia pertence a classe das cromen-4-onas que podem possuir atividade
antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana (GASPAR et al., 2024).

A N-(2-Feniletil)acetamida (21) foi identificada em varios extratos analisados,
porém a N-(2-Feniletil)pentanamida (20) foi encontrada exclusivamente no extrato do
experimento 9 (PB09). Os nods referentes a essas amidas pertencem a um grupo
molecular constituido de nds praticamente exclusivos do extrato PB09. Por fim, uma
outra amida (29) também foi anotada em um grupo molecular de nds quase exclusivos
do experimento 9.

A analise dessa rede de features demonstrou que o experimento 9 foi o que
mais resultou em estruturas exclusivas, o que pode ser um indicio de que as condi¢des
aplicadas neste experimento ativaram alguma rota metabdlica biossintética especifica
no fungo. Esse resultado, em conjunto com o resultado obtido na analise do
planejamento Plackett-Burman, foi decisivo para a definigcdo de realizar um cultivo em
escala ampliada nas mesmas condigcbes do experimento 9. O conjunto de dados
utilizado para essa analise foi inserido no repositério MassIVE sob o identificador

MSV000093521, podendo ser acessado publicamente.

4.2.3.2 Rede molecular “classica”

Com o FBMN nao foram gerados nés com m/z préximo de 1000, sendo que
sinais de alta intensidade com essa massa foram observados no cromatograma do
extrato PB01 (Secao 4.2.3). Por esse motivo decidiu-se gerar outra rede molecular
(Figura 35), mas usando o método classico e filtros mais permissivos para obter
alguma sugestao de estrutura para esses sinais com relagdo massa/carga mais alta.

Nessa rede molecular classica foram encontrados grupos de nés que possuiam
mi/z na faixa de 739-1058, sendo quase todos exclusivos do experimento 1. Foi
possivel anotar algumas estruturas dessa rede, destacando-se aquelas com m/z
proximos de 1000 mostradas na Tabela 16. Essas estruturas foram anotadas como
sendo derivados de surfactina, um biossurfactante produzido principalmente por
bactérias do género Bacillus.

As surfactinas sao constituidas por um heptapeptideo ligado a uma cadeia
lipidica formando um lipopeptideo ciclico. Como a producao dessas substancias so foi

observada naturalmente em bactérias, foram consideradas trés possiveis explicacoes
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para sua anotacao nesse extrato. A primeira € que as anotagdes estejam incorretas,
ja que o erro de m/z é alto (150 ppm), e esses features poderiam corresponder a outros
peptideos ciclicos. Um exemplo de peptideo naturalmente produzido por fungos € a
iturina, que também é constituida por um heptapeptideo ligado a uma cadeia lipidica.
Outra possibilidade seria a eventual contaminagdo por bactérias durante o
crescimento fungico, apesar de nao ter sido observado crescimento bacteriano no
frasco do experimento 1. Por fim, podemos considerar que o fungo tenha produzido a
surfactina e/ou outros peptideos ciclicos, devido a agdo dos moduladores epigenéticos
e as condigoes fisico-quimicas utilizadas no experimento 1.

Devido a obtencdo desses sinais exclusivos do extrato PB01 e sua alta
atividade citotoxica, decidiu-se realizar um cultivo em escala ampliada nas condi¢coes
do experimento 1 com o objetivo de realizar o fracionamento do extrato e purificagdo
visando isolar substincias em quantidade suficiente para a realizagdo de

experimentos de RMN para determinagao estrutural.
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Figura 35 — Rede molecular classica dos extratos do cultivo com planejamento
Plackett-Burman (modo de ionizagao positivo). Cores diferentes para cada extrato. Os nds
estao rotulados com a massa de ion precursor e os numeros destacados sao referentes as
substancias anotadas.

Fonte: proprio autor.
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Tabela 16 — Substancias anotadas com rede molecular classica (alta resolugédo) do cultivo
com planejamento Plackett-Burman e respectivas relacdes massa/carga (m/z).

Substancia Aduto

m/z do ion

miz

precursor tedrica

Erro de
mlz

(ppm)

(32) Surfactina C12

[M+H]"

wi HNIY o
K oy
;% M

(34) Surfactina B (C14)

x

:: HNﬂ
/i /\/\/\/Y

[M+Na]*

g fj

994,799 994,6434

1022,84  1022,6747

1044,83  1044,6567

156

161

165



(35) Surfactina C (C15)

\Tj: ;[AT/' (M
I < /\/\/\/\)\
wrkv/\r

(36) Surfactina C (C15)

A
/'YO

NH HN
xIr (MNal*
I /CO /\/\/\/\)\

“f

o ngi

1036,86

1058,85

1036,6904

1058,6723

163

167
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Fonte: proprio autor.

4.3 CRESCIMENTO EM ESCALA AMPLIADA

Apos analise dos dados obtidos, decidiu-se realizar um cultivo em escala

ampliada (EA) sob as condi¢des do experimento 1, bem como outro cultivo seguindo

as condicdes do experimento 9. Dois frascos contendo apenas os meios de cultivo e

os moduladores foram utilizados como controle. As massas obtidas desses extratos

estdo apresentadas na Tabela 17, juntamente com os rendimentos dos extratos do

cultivo PB realizados anteriormente.
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Tabela 17 — Extratos obtidos em escala ampliada do crescimento do fungo H. investiens.

Amostras Frascos Massa Massa por Massa por
total (mg) frasco EA (mg) frasco PB (mg)
Experimento 1 12 713 59,4 80,1
Experimento 9 56 1674 29,9 7,6
Malte + moduladores 1 12,9 12,9 8,5
PDB + moduladores 1 7,0 7,0 14,2

Fonte: proprio autor.

4.3.1 Analise por HPLC-DAD

Os dois extratos fungicos e os dois extratos brancos (controle, apenas meio de
cultivo com moduladores) foram analisados por HPLC-DAD, em modo analitico, para
avaliacao do perfil cromatografico por meio da absor¢ao dos compostos na regiao do
ultravioleta-visivel (UV-Vis).

As corridas cromatograficas foram realizadas com eluicdo em gradiente
exploratério de H20:MeOH (95:05 — 0:100, v/v) durante 30 minutos e com fluxo de 1,0
mL.min-'. Foi utilizada uma coluna analitica preenchida com silica C18 (fase reversa),
e foram injetados 5,0 yL de cada amostra.

A Figura 36 mostra os cromatogramas obtidos nessa analise com detecgéo em
A =254 nm. Os cromatogramas das amostras de branco apresentaram maior parte dos
picos cromatograficos na regido de maior polaridade, com tempo de retencéo (tr) entre
2 e 10 minutos, provavelmente referentes as substancias glicosiladas normalmente
encontradas nos meios de cultura com malte e batata. Muitos desses picos
encontrados nas amostras de branco foram detectados com menor intensidade nos
extratos fungicos ou até mesmo nao apareceram nesses extratos, indicando que
houve consumo dessas substancias pelo fungo durante seu crescimento.

Os picos cromatograficos dos extratos fungicos distribuiram-se em regides
menos polares, entre 7 e 26 minutos, em relagao as amostras dos meios de cultivo. O
extrato Exp9 apresentou uma maior quantidade de picos cromatograficos quando
comparado ao extrato Exp1, indicando uma producdo mais variada de metabdlitos
com grupos cromoforos, indicativa de maior quimiodiversidade. Os cromatogramas

dos extratos fungicos apresentaram alguns picos exclusivos, como o pico majoritario
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do extrato Exp1 em tr= 17,0 min e os picos do extrato Exp9 em tr= 9,5 min, tr=11,5

min e tr= 25,5 min.

uv

200000+
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100000

75000

50000

25000

0,

o R O A L L U B BN B
00 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 200 225 250 215 300 325 350 min

Figura 36 — Cromatograma em gradiente exploratério do extrato Exp1 (preto), Exp9 (rosa),
branco do malte (azul) e branco do PDB (marrom). Eluigdo em gradiente de 5-100% MeOH
em 30 min e deteccdo em A = 254 nm.

Fonte: proprio autor.

4.3.2 Analise por FBMN dos extratos Exp1 e Exp9

Os extratos obtidos foram analisados por UHPLC-MS para geragao das redes
de features e anotacao de substancias. No total foram anotadas 20 substéncias com
erro de massa inferior a 5 ppm (Tabela 18), das quais 6 (16, 21, 37, 41, 43 e 45)
podem ser consideradas metabdlitos do fungo ou produtos de biotransformagéo dos
compostos dos meios de cultivo. Os espectros MS/MS obtidos dessas 6 substancias
estdo mostrados na Figura 37. A anotagdo das substancias oriundas do meio de
cultivo também €& importante para evitar que uma substéncia isolada seja

erroneamente atribuida como sendo um metabdlito do fungo.
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Tabela 18 — Substancias anotadas com FBMN (MS de alta resolugao) do cultivo em escala
ampliada e respectivas relacbes massa/carga (m/z).

Tempo m/z do ion mlz Erro de
Substancia de Aduto . mlz
~ precursor tedrica
retencao (ppm)

(17) 4-quinolinecarboxylic acid

Os_OH

N 1,45 [M+H]* 174,0544 174,0549 2,8

=

N

(37) L-Phenylalanine

)

OH 5,25 [M+H]* 166,0860 166,0862 1,5
NH,

(38) 7,8-Dimethylalloxazine

H
(0] N N
%‘/ | AN
HN\H;[NII 4 56 [M+H] 243,0873 243,0876 1,4
o]

(26) Daidzein

5,06 [M+H]"  255,0646 255,0651 1,9

(11) Adenosine

N— OH
X 1,24 [M+H]*  268,1038 268,1040 0,8
N __N
MY Ho oH



(39) B-Carboline

N \ / 3,51
N
H

(40) Riboprine

HO/B‘ Né\lN /\)\
N =
w NMN 410
HO 7 \=nN H
OH

(41) N-Acetylserotonin

HN
\ /g
N @)
H 3,69
HO

(21) N-(2-Phenylethyl)acetamide
©\/\ i
N )k 4,67
H

(24) Genistein 7-O-glucoside

HO oH o O OH

HO/,' 0 O |

HO” > Yo o) 4,13 [M+H]* 433,1125 433,1129 0,9
OH

[M+H]"

[M+H]"

[M+H]*

[M+H]"

169,0757

336,1664

219,1125

164,1068

169,0760

336,1666

219,1128

164,1070

1,9

0,7

1,4

1,2
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(13) Prolylphenylalanine

X

(42) N-(1-Oxodecyl)-

phenylalanine

0 [:
/\/\/\/\)J\ O
N
H' on

(16) N-Butyrylphenylalanine

/\)J\

(43) Tryptophol

HO

Iz

OH

(44) N-(1-Oxooctyl)-

Phenylalanine

O
ey
H

OH

4,25

4,82

[M—=H,O+

H* 245,1283 245,1284

[M+H]*  320,2220 320,2220

[M+H]*  236,1275 236,1281

[M—-H,0+

HT* 144,0807 144,0807

[M+H]*  292,1905 292,1907
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0,8

0,1

2,5

0,5

0,7



(45) Emodin

OH O OH

L,

(23) Daidzin

(9) Cyclo(L-Trp-L-Pro)

N

(12) Cyclo(L-Tyr-L-Pro)

O
HN HN)S‘\\\
LA
O

OH

(14) Cyclo(Leu-Phe)

O

NH
HNM

o)

6,19

3,64

4,39

2,41

5,06

[M+H]"

[M+H]"

[M+H]*

[M+H]"

[M+H]"

271,0593 271,0601

4171177  417,1180

284,1386 284,1393

261,1232 261,1233

261,1593 261,1597

140

2,9

0,7

2,6

0,6

1,5

Fonte: proprio autor.
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As substancias 41, 43 e 45 foram encontradas exclusivamente nos extratos
fungicos, evidenciando que sao produtos do metabolismo do fungo. A
N-Acetilserotonina (41), um intermediario na biossintese da melatonina, pode se tornar
um agente terapéutico importante devido as suas propriedades neuroprotetoras. Essa
protecao celular ocorre devido a inibicdo de processos inflamatérios e dos
mecanismos relacionados ao estresse oxidativo (KANG et al., 2023).

O ftriptofol (43) é um alcool aromatico derivado do triptofano que atua como
molécula de sinalizagdo quorum sensing em fungos e leveduras. Esta molécula
influencia a morfogénese fungica e pode provocar apoptose celular, atuando como um
agente antifungico contra diversas espécies (PALMIERI; PETRINI, 2019).

A emodina (45) é uma antraquinona presente em diversos organismos,
incluindo fungos. Diversos estudos evidenciaram seu potencial terapéutico por meio
de ensaios in vitro e in vivo, destacando suas atividades antioxidante, anti-inflamatéria,

anticancerigena e neuroprotetora (SHARIFI-RAD et al., 2022).
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Figura 37 — Espectros MS/MS das estruturas anotadas nos extratos fungicos Exp1 e Exp9,
obtidos de cultivos em escala ampliada. Espectros obtidos, coloridos em preto, e os da
biblioteca em verde.

Fonte: proprio autor.
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Figura 37 — Continuacao.
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Figura 37 — Continuacao.
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A rede molecular obtida nessa analise esta mostrada na Figura 38, sendo que
essa rede foi filtrada para excluir os features que foram detectados exclusivamente
nos extratos brancos (meio de cultivo mais moduladores). Em vermelho estdo os
features detectados no extrato Exp1, no qual PDB foi usado como meio de cultivo. Os
nos coloridos em azul sdo referentes aos features do extrato Exp9, obtido com uso de

malte como meio de cultivo.

BMExp. 1 BMExp. 9 BrancoPDB M Branco Malte
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Figura 38 — Feature-Based Molecular Networking dos extratos do cultivo em escala ampliada
(modo de ionizagao positivo). Cores diferentes para cada extrato. Os nos estao rotulados com
a massa de ion precursor € 0os numeros destacados sao referentes as substancias anotadas.
Fonte: proprio autor.
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4.3.3 Fracionamento dos extratos

Apoés analise de perfil cromatografico dos extratos, foi decidido fracionar o
extrato Exp1 por cromatografia em coluna com silica C-18 e o extrato Exp9 por
cromatografia por exclusdo de tamanho com Sephadex® LH-20. Os cromatogramas
foram visualizados em diversos comprimentos de onda, sendo 220 nm o comprimento
escolhido para prosseguir com as analises por HPLC-DAD, pois permitiu detectar um
numero maior de picos cromatograficos presentes no extrato. As fragdes foram
purificadas em HPLC-DAD em modo semi-preparativo visando ao isolamento de

substancias.
4.3.3.1 Fracionamento e purificagao do extrato Exp1

Aproximadamente 500 mg desse extrato foi fracionado por cromatografia em
fase reversa em coluna aberta de vidro de bancada com silica C-18. Como fase movel
foram usadas 3 solu¢des de MeOH e H20, resultando em 3 fra¢des (Tabela 19) que

foram analisadas por HPLC-DAD com coluna analitica (Figura 39 e 40).

Tabela 19 — Fracdes obtidas por cromatografia em coluna do extrato Exp1.

Amostras % MeOH Massa (mg)
Exp1 Fr1 35 271,6
Exp1 Fr2 60 67,4
Exp1 Fr3 100 127,5

Fonte: proprio autor.
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Figura 39 — Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD analitico das fragées Exp1 Fr1 (preto),
Fr2 (rosa) e Fr3 (azul). A = 254 nm. 5-100 % de MeOH em 35 min.
Fonte: proprio autor.
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Figura 40 — Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD analitico das fragbes Exp1 Fr1 (preto),
Fr2 (rosa) e Fr3 (azul). A = 220 nm. 5-100 % de MeOH em 35 min.
Fonte: proprio autor.

Como maior parte da massa do Exp1 e dos picos cromatograficos ficaram na
fracdo 1, foi decidido realizar o isolamento de substancias com essa fragéo. Ela foi
analisada por HPLC-DAD com coluna analitica, em que diversas proporgdes de fase
mével (MeOH e H20) foram testadas visando otimizar a separacdo e obter maior
resolugcdo possivel entre os picos cromatograficos. Os cromatogramas dessas

analises, com deteccdo em 220 nm, estdo disponiveis na Figura 41. Essa fragcéo
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também foi analisada por UHPLC-MS nos modos de ionizagao positiva e negativa
(Figura 42).
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Figura 41 — Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD analitico da amostra Exp1 Fr1 (A = 220
nm). Cromatograma de cima (preto): Gradiente exploratério 5-100 % de MeOH em 40 min.
Cromatograma de baixo (azul escuro): 5-18-40-60-100 % de MeOH em 0-13-15-40-42

min, método escolhido para realizar o isolamento.
Fonte: proprio autor.
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Figura 42 — Cromatograma de pico base de UHPLC-MS da fracdo Exp1 Fr1. Modo de
ionizagdo negativa na parte superior e modo positivo na inferior. Eluigdo com acetonitrila e
H20 como fase moével. Gradiente de 5-100% de Acetonitrila em 10 minutos.

Fonte: proprio autor.
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Figura 43 — Cromatograma de pico base de UHPLC-MS do branco do sistema (somente
solvente). Modo de ionizagédo negativa na parte superior e modo positivo na inferior.
Fonte: proprio autor.

Ao usar o método cromatografico otimizado, foi possivel coletar 12 picos
cromatograficos da fracdo 1 do extrato Exp1 (Figura 44) com o uso do equipamento
de HPLC-DAD com coluna semi-preparativa e detecgao em 220 nm. O rendimento de

cada pico esta disponivel na Tabela 20.
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Figura 44 — Cromatograma de HPLC-DAD semipreparativo da fragdo Exp1 Fr1 (A =220 nm).
Gradiente: 5-18-40-60-100 % de MeOH em 0-13-15-40—-42 min. Injecdo: 100 L.
Fonte: proprio autor.
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Tabela 20 — Massas das subfracdes referentes picos cromatograficos isolados da fracéo 1
do extrato Exp1.

Tempo de retencéo

Picos (min) Massa (mg)
P1 6,29 1,5
P2 9,69 1,1
P3 11,90 1,3
P4 14,43 0,9
P5 22,99 3,2
P6 23,78 2,3
P7 26,19 2,1
P8 26,68 1,4
P9 27,82 1,6
P10 28,64 0,9
P11 29,11 1,1
P12 30,13 57

Fonte: proprio autor.

4.3.3.2 Fracionamento e purificagdao do extrato Exp9

Aproximadamente 890 mg desse extrato foi fracionado por cromatografia por
exclusao de tamanho em coluna preenchida com Sephadex LH-20 eluida com MeOH
100% como solvente. Foram feitas coletas a cada 13 mL passados pela coluna,
resultando em 33 fracbes (Tabela 21).

Essas 33 amostras foram analisadas por HPLC-DAD analitica para
visualizagao de seus perfis cromatograficos (Figura 45, 47, 49, 51 e 52). Misturas de
MeOH e H20 foram usadas como eluentes nesse sistema cromatografico. As
amostras Sx1-Sx6 apresentaram muita similaridade entre os cromatogramas, por isso
elas foram agrupadas formando a amostra chamada Exp9 Fr1 (107,1 mg) (Figura 46).
Da mesma forma, as amostras Sx7—-Sx13 foram reunidas em Exp9 Fr2 (Figura 48)
(395,6 mg), Sx14-Sx20, em Exp9 Fr3 (Figura 50) (214,6 mg), Sx21-Sx26, em Exp9
Fr4 (22,6 mg) e as subfragdes Sx27-Sx33 foram reunidas em Exp9 Fr5 (13,3 mg).
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Tabela 21 — Fracgdes obtidas por cromatografia por exclusdo de tamanho do extrato Exp9.

Fracao Massa (mg) Fracao Massa (mg)
Sx1 5,0 Sx18 16,6
Sx2 9,1 Sx19 12,5
Sx3 11,4 Sx20 8,6
Sx4 13,8 Sx21 6,8
Sx5 34,1 Sx22 4.4
Sx6 33,7 Sx23 3,1
Sx7 21,2 Sx24 4,6
Sx8 30,0 Sx25 2,1
Sx9 47,0 Sx26 1,6

Sx10 75,3 Sx27 1,7
Sx11 96,1 Sx28 1,5
Sx12 116,9 Sx29 1,8
Sx13 98,4 Sx30 0,7
Sx14 70,0 Sx31 2,0
Sx15 52,5 Sx32 1,2
Sx16 31,8 Sx33 4,4
Sx17 23,1 Total 843

Fonte: proprio autor.

uv

250000 ‘
fav
225000-]
200000-]
/,J“‘
175000
“ \ /
150000 I
1250001 | / /
L | \/
A
100000
75000
5000O—M
25000
U D v T T B B
0.0 25 50 75 10.0 125 15.0 175 200 25 250 275 300 325 min

Figura 45 — Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD analitico das amostras Sx1-Sx6 (A =
220 nm). Gradiente de eluicdo: 5-100 % de MeOH em 30 min.
Fonte: proprio autor.
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Figura 46 — Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD analitico da amostra Exp9 Fr1 (rosa: A
=220 nm, azul: A = 254 nm e marrom: A = 320 nm). Gradiente de elui¢do: 5-100 % de MeOH
em 30 min.

Fonte: proprio autor.
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Figura 47 — Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD analitico das amostras Sx7-Sx13 (A =
220 nm). Gradiente de eluicdo: 5-100 % de MeOH em 30 min.
Fonte: proprio autor.
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Figura 48 — Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD analitico da amostra Exp9 Fr2 (rosa: A
=220 nm, azul: A = 254 nm e marrom: A = 320 nm). Gradiente de elui¢do: 5-100 % de MeOH
em 30 min.

Fonte: proprio autor.
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Figura 49 — Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD analitico das amostras Sx14-Sx20 (A =
220 nm). Gradiente de eluicdo: 5-100 % de MeOH em 30 min.
Fonte: proprio autor.
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Figura 50 — Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD analitico da amostra Exp9 Fr3 (rosa: A
=220 nm, azul: A = 254 nm e marrom: A = 320 nm). Gradiente de elui¢do: 5-100 % de MeOH
em 30 min.

Fonte: proprio autor.
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Figura 51 — Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD analitico das amostras Sx21-Sx26 (A =
220 nm). Gradiente de eluicdo: 5-100 % de MeOH em 30 min.
Fonte: proprio autor.
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Figura 52 — Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD analitico das amostras Sx27-Sx33 (A =
220 nm). Gradiente de eluigdo: 5-100 % de MeOH em 30 min.
Fonte: proprio autor.

A fragdo Exp9 Fr3 rendeu uma quantidade suficiente para isolamento de
substancias e foi a que apresentou uma maior variedade de picos cromatograficos,
por isso foi escolhida para purificacao e obtencao de substancias isoladas. O método
de eluicdo foi otimizado para fornecer a melhor resolugdo entre os picos, sendo
utilizado um gradiente 5-10-35-75-100% de MeOH em 0-5-10-50-55 min.

A separacao realizada por HPLC-DAD, no método semi-preparativo, permitiu a
coleta de 16 subfragdes associadas aos picos cromatograficos (Figura 53). O tempo

de retencdo e a massa obtida de cada subfracdo estdo mostrados na Tabela 22.
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Figura 53 — Cromatograma de HPLC-DAD semipreparativo da fragdo Exp9 Fr3 (A = 220 nm).
Gradiente: 5-10-35-75-100 % de MeOH em 0-5-10-50-55 min. Injegédo: 100 pL.
Fonte: proprio autor.
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Tabela 22 — Massas das subfracdes relativas aos picos cromatograficos obtidas da fragao 3
do extrato Exp9.

Tempo de retencéo

Picos (min) Massa (mg)
P1 6,28 1,1
P2 12,21 1,7
P3 15,75 1,3
P4 17,01 1,0
P5 17,76 1,5
P6 19,06 2,3
P7 21,45 2,7
P8 22,18 1,3
P9 28,30 2,0
P10 32,41 0,9
P11 35,21 1,5
P12 37,00 1,1
P13 44,89 0,7
P14 48,69 0,4
P15 49,32 0,8
P16 57,04 0,6

Fonte: proprio autor.

As analises espectrométricas e espectroscopicas visando a identificagao das

substancias isoladas foram discutidas na secéo 4.4 (pag. 141).

4.3.4 Testes de atividade citotoxica

No ensaio de atividade citotdéxica frente as linhagens celulares HCT-116
(carcinoma de colorretal) e MCF7 (adenocarcinoma de mama), as fragoes Exp9 Fr1
e Exp9 Fr3 se destacaram, especialmente na concentracdo de 50 ug/mL. Para
HCT-116, Exp9 Fr3 e Exp9 Fr1 apresentaram as maiores inibicdes médias, de
91,39% (SEM = 2,36) e 86,90% (SEM = 1,86), respectivamente. Em geral, as fragdes
apresentaram uma reducdo acentuada da atividade em menor concentragao
(5 pg/mL), com destaque para Exp9 Fr3, que manteve 35,99% (SEM = 9,72) de
inibicao (Tabela 23).
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Nos testes com a linhagem MCF7 (Tabela 24), a fragdo com melhor atividade
foi a Exp9 Fr1 com 62,34% (SD = 6,15) de inibicdo. Nas demais amostras os
percentuais de inibicao foram inferiores, indicando uma seletividade das fragcdes para
células de carcinoma de colorretal. Esses resultados indicam que as fragdes Exp9 Fr1
e Exp9 Fr3 exibem potencial atividade citotoxica principalmente contra a linhagem
HCT-116.

Tabela 23 — Teste de inibicdo da linhagem HCT-116 (carcinoma colorretal) de algumas
fracdes em duas concentragdes (50 pg/mL e 5 pg/mL).

Amostras D 50 bg/mL I 5 Wg/ml-

% Inibicéo SD N % Inibicéo SD N
Exp1 Fr1 22.13 17.08 4 22.03 12.32 4
Exp9 Fr1 86.90 1.86 4 18.51 8.09 4
Exp9 Fr2 69.30 5.51 4 26.80 8.05 4
Exp9 Fr3 91.39 2.36 4 35.99 9.72 4

Fonte: proprio autor.

Tabela 24 — Teste de inibicdo da linhagem MCF7 (adenocarcinoma de mama) de algumas
fracbes em duas concentragdes (50 pyg/mL e 5 yg/mL).

Amostras o 50 bg/mL I 5 Hg/ml-

% Inibicéo SD N % Inibicéo SD N
Exp1 Fr1 17.81 8.77 4 0 - 4
Exp9 Fr1 62.34 6.15 4 10.49 10.58 4
Exp9 Fr2 31.89 13.52 4 16.56 8.13 4
Exp9 Fr3 46.55 8.70 4 11.53 6.98 4

Fonte: proprio autor.

4.4 IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

Os picos isolados da fracdo Exp1 Fr1 foram solubilizados em CD3OD e
analisados por RMN de 'H, enquanto os isolados da fragdo Exp9 Fr3 foram
solubilizados em DMSO-d6. Todos os isolados também foram solubilizados em MeOH
e analisados por UHPLC-MS para determinagado da razdo massa/carga dos ions das
substancias. As amostras com boa resolucdo dos sinais nos espectros, e que
indicavam alta pureza de substancia, foram submetidas aos experimentos
bidimensionais de RMN.
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As substancias isoladas da fracdo Exp1 Fr1 foram identificadas como
dicetopiperazinas. Alguns desses peptideos ciclicos foram anotados, pelo GNPS, nos
extratos dos meios dos meios de cultivo (batata e malte), indicando que eles ndo séo

produtos do cultivo fungico.
4.4.1 Exp1 Fr1 P5

A substancia Fr1 P5 (3,2 mg) foi identificada como ciclo(Pro-Tir), uma 2,5-
dicetopiperazina, a partir da analise se seus dados espectroscopicos,
espectrométricos e comparagao com dados da literatura. Seu espectro de UV-Vis
(Figura 54) apresentou uma banda de absorgdo em Amax = 274 nm, que € esperada
para uma estrutura com grupo fendlico e condizente com os espectros encontrados
na literatura para essa substancia (SUGIYAMA et al., 2009).
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Figura 54 — Estrutura e espectro UV-Vis da substancia Fr1 P5.
Fonte: proprio autor.

O espectro de RMN de 'H (Figura 55) apresentou um singleto em d+ 7,85 (4-
NH, 1H), um multipleto em &1 7,04 (AA'BB’; H-12 e H-16, 2H), outro multipleto em &n
6,63 (AA'BB’; H-13 e H-15, 2H), um duplo dubleto em &n 4,24 (J3-10a 5,0 Hz; J3-100 5,0
Hz; H-3, 1H), um duplo dubleto em &1 2,90 (J10a-100 14,2 Hz; J10a-3 5,0 Hz; H-10a, 1H)
e outro duplo dubleto em &+ 2,93 (J10b-10a 14,2 HZ; J10b-35,0 Hz; H-100, 1H); todos esses
sinais sdo referentes aos hidrogénios do aminoacido tirosina que possui um anel

aromatico para-dissubstituido.
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Figura 55 — Espectro de RMN de 'H da substancia Fr1 P5 (CDs;OD, 600 MHz).
Fonte: proprio autor.
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Figura 56 — Espectro de RMN de '*C (DEPTQ) da substancia Fr1 P5 (CD;OD, 150 MHz).
Sinais negativos referentes aos carbonos quaternarios e metilénicos.
Fonte: proprio autor.
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No espectro 2D de COSY (Figura 57) foram observadas praticamente todas as
correlagbes 3JH-H possiveis, o que permitiu a atribuicdo do duplo dubleto em dH 4,04
(Jo-7a 10,0 Hz; Js-7b 6,8 Hz; H-6, 1H), do duplo duplo duplo dubleto em dn 2,00 (J7a-7b
11,9 Hz; J7a6 6,8 Hz; Jra-8a 5,1 HZ; J7a-80 5,1 Hz; H-7a, 1H), do dddd em &1 1,39 (J7b-7a
12,0 Hz; J7v-6 9,8 Hz; J7b-8a 9,4 HZ; J7b-8b 9,4 Hz; H-7b, 1H), do multipleto em &n 1,74—
1.68 (H-8, 2H), do duplo duplo dubleto em &n 3,25 (Joa-9b 11,9 Hz; Joa-8a 6,1 Hz; Joa-sb
6,1 Hz; H-9a, 1H) e outro ddd em &+ 3,39 (Job-9a 11,6 Hz; Job-8a 8,1 Hz; Job-8b 8,1 Hz; H-

9, 1H), como sinais referentes ao aminoacido prolina.
]
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Figura 57 — Mapa de contorno de COSY da substancia Fr1 P5.
Fonte: proprio autor.

No espectro HSQC (Figura 58) foram observadas todas as correlagdes 'Jc-He
também foi possivel identificar os quatro carbonos metilénicos em &c 44,5 (C-9), &c
34,7 (C-10), dc¢c 27,8 (C-7) e &¢c 21,8 (C-8) (sinais negativos, em vermelho).

O espectro HMBC (Figura 59) mostrou as correlagbes 2JcH e 3JcH do
hidrogénio 4-NH com o carbono quaternario em d¢c 165,0 (C-2) e com os carbonos a-
amidicos em 0c 56,0 e oc 58,4. Foi possivel observar praticamente todas as
correlagdes 3Jc-He 2Jc-H, permitindo atribuir corretamente os sinais para as carbonilas

amidicas e confirmando a estrutura proposta.
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Tabela 25 — Sinais de RMN de "H e '*C da substancia Fr1 P5 e correlagdes observadas nos
experimentos 2D de RMN.

5+ (ppm), multiplicidade e J (Hz) | cosy (p?)jn ) HMBC
139 dddd (12.0, 9.8, 9.4, 94) 1 200 1.72 404 278 218 58.4 1688
1.74-1.68 m 2 139 325339 218  27.8 445 584
2.00 dddd (11.9,6.8,51,5.1) 1 139 404  27.8 44.5
2.90 dd (14.2, 5.0) 1 4.24 347  127.0 130.8 165.0
2.93 dd (14.2, 5.0) 1 4.24 347  127.0 130.8 165.0
3.25 ddd (11.9, 6.1, 6.1) 1 172 44.5 27.8
3.39 ddd (11.6, 8.1, 8.1) 1 172 44.5 21.8
4.04 dd (10.0, 6.8) 1 139200 584 27.8 168.8
4.24 dd (5.0, 5.0) 1 2.91 56.0 127.0 165.0
6.63 m (AA'BB) 2 7.04 1147 1147 127.0 1559
7.04 m (AA'BB’) 2 6.63 1308 47 1471908
7855 1 i ; 56.0 58.4 165.0

Fonte: proprio autor.

Tabela 26 — Dados de RMN de 'H e '*C para Fr1 P5 (600 e 150 MHz, CDs;0D) e para

ciclo(L-Pro-L-Tir).

Fr1 P5 Ciclo(L-Pro-L-Tir)*
Posigéo
Oc OH (ppm) e J (mult. e Hz) Oc OH (ppm) e J (mult. e Hz)

2 165.0 - 166.9 -

3 56,3 4,24 (dd; 5,0; 5,0) 57,9 4,36 (m)

4 - 7,85 (s; NH) - -

5 168,8 - 168,8 -

6 58,4 4,04 (dd; 10,0 e 6,8) 60,0 4,04 (m)

1 ma GRUANEONINEN we 20

8 21,8 1,74—-1,68 (m) 22,7 1,80 (m)

O M5 ladiisedier 459 335 (m)

o wr RREEEE we 3B

11 127,0 - 127.,6 -
12e16 130,8 7,04 m (AA'BB’) 132,1 7,04 (d; 8,0)
13e15 114,77 6,63 m (AA'BB’) 116,2 6,70 (d; 8,0)

14 155,9 - 157,7 -

*500 e 125 MHz, CDs0D.
Fonte: adaptado de Sugiyama et al., 2009.
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Os cromatogramas de pico base, obtido por UHPLC-MS/MS (Figura 60),
apresentaram um pico majoritario no tempo de retengdo de 3,09 minutos com m/z
259,1083 [M-H] e 261,1242 [M+H]*. Esse valor obtido tem um erro de 3,4 ppm em

relacdo a massa teorica da Ciclo(Pro-Tir) protonada (261,1233).
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Figura 60 — Cromatograma de pico base de UHPLC-MS da amostra Fr1 P5. Modo de
ionizagcdo negativa na parte superior e modo positivo na inferior. Eluicdo com acetonitrila e

H>O como fase movel. Gradiente de 5-100% de Acetonitrila em 10 minutos.
Fonte: proprio autor.

4.4.2 Exp1 Fr1 P9

A substancia Fr1 P9 (1,6 mg) (Figura 61) foi identificada como ciclo(Phe-Pro),

uma dicetopiperazina que difere da ciclo(Pro-Tir) (Fr1 P5) somente pela auséncia da
hidroxila fendlica.
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Figura 61 — Estrutura e espectro UV-Vis da substancia Fr1 P9.
Fonte: proprio autor.

Os dados de RMN de 'H (Figura 62) e de '3C (Figura 63) para Fr1 P9 foram
quase idénticos aos da substancia ciclo(Pro-Tir) (Fr1 P5), com excegao da presenca
de hidrogénio aromatico em &n 7,22-7,24 (AA'BB’C; H-14, 1H), do leve aumento no
deslocamento quimico dos outros hidrogénios aromaticos e da auséncia do sinal do

hidrogénio amidico.
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Figura 62 — Espectro de RMN de 'H da substancia Fr1 P9 (CDsOD, 600 MHz).
Fonte: proprio autor.
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Figura 63 — Espectro de RMN de '*C (DEPTQ) da substancia Fr1 P9 (CDs;OD, 150 MHz).

Sinais negativos referentes aos carbonos quaternarios e metilénicos.
Fonte: proprio autor.

Foram observadas correlagdes Ju-H € Jc-H nos espectros 2D de COSY (Figura

64), HSQC (Figura 65) e HMBC (Figura 66), que permitiram confirmar os sinais

referentes aos aminoacidos prolina e fenilalanina.
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Figura 64 — Mapa de contorno de COSY da substancia Fr1 P9.
Fonte: proprio autor.
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Figura 65 — Mapa de contorno de HSQC da substancia Fr1 P9. Carbonos metilénicos nas
correlacées em vermelho.
Fonte: proprio autor.
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Figura 66 — Mapa de contorno de HMBC da substancia Fr1 P9.
Fonte: proprio autor.

Tabela 27 — Sinais de RMN de 'H e '3C da substancia Fr1 P9 e correlagdes observadas nos
experimentos 2D de RMN.

COSY Sc HMBC
(ppm)

2.09 407 293 22.7 60.0 170.9
1.22 354  22.7 29.3 459 60.0

1.22 407 293 45.9

57.6 131.0 137.3
4.45 38.2 166.9

57.6 131.0 137.3
4.45 38.2 166.9

1.80 45.9 22.7 293
1.80 45.9 22.7 293
1.22 209 60.0 29.3 170.9
3.16 57.6 38.2 137.3 166.9
- 128.1 131.0
- 131.0 38.2 128.1
- 129.4 129.4 137.3

oH (ppm), multiplicidade e J (Hz)

1.22 dddd (12.0, 10.8, 10.8, 8.6)
1.77-1.83 m
2.09 dddd (12.2,6.1, 6.1, 3.3)

3.15 dd (14.0, 4.7)

= N | -

—

3.18 dd (14.1, 5.0)

3.37 ddd (12.2, 7.7, 5.0)
3.54 ddd (11.9, 8.5, 8.1)
4.07 dd (10.8, 6.4)
4.44 ddd (4.8, 5.2, 1.9)
7.22-7.24 (AA'BB'C)
7.24-7.25 (AABB'C)
7.26-7.30 (AA'BB'C)

—

NN D A

Fonte: proprio autor.
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Tabela 28 — Dados de RMN de 'H e '*C para Fr1 P9 (600 e 150 MHz, CDs;0D) e para
ciclo(Phe-Pro).

Posico Fr1 P9 Ciclo(Phe-Pro)*
Oc OH (ppm) e J (mult. e Hz) Oc OH (ppm) e J (mult. e Hz)
> 1669 i 170,9 ]
3 576 444(ddd:52:48,19) 57,6 4,41 (t; 5,5)
4 i i - ;
5 1709 i 166,8 i
6 600  407(dd:10,8e64) 60,0 4,00-4,08 (m)
2,09 (dddd; 12,2; 6,1: 6,1;
T893 49 (ddd3:'31)2,0; 108 293 ?:?gﬁ:;; E%
10,8: 8,6)
8 227 1,77-1,83 (m) 22,7 1,72-1,80 (m)
o e MEBEY w0
10 382 g:lg Eg’g’; ]j:?; g:g; 38,0 3,15 (d: 5,5)
11 1373 i 1294 :
12616 1310 7,24-7.25m (AANBB'C)  130,9 7.19-7,29 m
13¢15 1294  7,26-7,30 m (AABB'C)  128,0 7,19-7,29 m
14 1281  7,22-724m (AABBC) 1374 7.19-7,29 m

*500 e 125 MHz, CDsOD.
Fonte: adaptado de GAIDUKEVICH et al., 2018.

O cromatograma de pico base do modo positivo (Figura 67) apresentou um
pico majoritario no tempo de retencao de 4,24 minutos em m/z 245,1289 [M+H]*, um

erro de 1,4 ppm em relagao a massa tedrica da ciclo(Phe-Pro) protonada (245,1285).
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Figura 67 — Cromatograma de pico base de UHPLC-MS da amostra Fr1 P9. Modo de
ionizacdo negativa na parte superior e modo positivo na inferior. Eluicdo com acetonitrila e
H>O como fase mével. Gradiente de 5-100% de Acetonitrila em 10 minutos.

Fonte: proprio autor.

4.4.3 Exp1 Fr1 P6

A substancia Fr1 P6 (2,3 mg) foi identificada como ciclo(Pro-Val), um peptideo
ciclico constituido pelo aminoacido prolina e valina. Sua estrutura e espectro de

UV-Vis estéo disponiveis na Figura 69.

mAU
3000*: 23.78/1.00
2500-
O 2000
9 3 10 1500
N~ 2 ?
12 1000
8 z
5 NH 500 0
7 | s
0
T T T
O 200 250 300 350 nm

Figura 68 — Estrutura e espectro UV-Vis da substancia Fr1 P6.
Fonte: proprio autor.

Os hidrogénios metilicos e metinicos, referentes a valina, foram identificados
pelo dubleto em 6+ 0,93 (J11-10 6,9 Hz; H-11, 3H), o dubleto em &n 1,09 (J12-10 7,2 Hz;
H-12, 3H), o gqqd em &H 2,49 (J10-11 7,0 Hz; J10-12 7,0 Hz; J10-32,5 Hz; H-10, 1H) e 0 dd
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em OH 4,03 (J3-10 2,4 Hz; Js-nH 2,0 Hz; H-3, 1H) (Figura 70). Os carbonos amidicos e

outros sinais referentes aos aminoacidos prolina e valina foram confirmados com os

experimentos 2D (Figura 71-73).
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Fonte: proprio autor.
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Figura 69 — Espectro de RMN de 'H da substancia Fr1 P6 (CDs;OD, 600 MHz).
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Figura 70 — Espectro de RMN de "*C (DEPTQ) da substancia Fr1 P6 (CDs;OD,
Sinais negativos referentes aos carbonos quaternarios e metilénicos.

Fonte: proprio autor.
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Figura 71 — Mapa de contorno de COSY da substancia Fr1 P6.

Fonte: proprio autor.
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Figura 72 — Mapa de contorno de HSQC da substancia Fr1 P6.

correlacdes em vermelho.
Fonte: proprio autor.
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145.0000000
-0.5000000
0.00000300
1.50000000

.00344828

.00172414

.03000000

.00020000

.00333333

0.00166667

0.00001540

0
0
2

cocooo

1
600.1351011
1H

7.75
15.50

0
7.00000000
150.9178993
13¢

garp

14.00
500.00
2000.00
1730.00

Current Data Parameters

NAME
EXPNO
PROCNO

Expl-Frl_P6
5
1

usec

usec
w
MHz

usec
usec

F2 - Acquisition Parameters

Date_
Time
TINSTRUM
PROBED
PULPROG
D

SOLVENT
S

SPARSELI
TDav
SFOl
NUC1
Pl
P2
PLWL
SFO2
Nucz
P3
PLW2

20240508
13.48

spec
Z117768_0028 (
hinbegpl3ndgE
2048

MeOD

94

16
1201%.230
11.737530
0.0851968

41.600
30.00

298.1
120.0000000
180.0000000
§.0000000
0.00000300
1.00000000
0.06250000
0.00020000
0.00001440
L]

1
600.1351011
1H

7.75

.50
7.00000000
150.9154083

14.00
86.00000000

Figura 73 — Mapa de contorno de HMBC da substancia Fr1 P6.

Fonte: proprio autor.
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usec
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PCPD2 60.00 usec
PLWO ow
PLW2 86.00000000 W
PLW12 4.68219995 W
SPNAM([3] Crp60,0.5,20.1
SPOAL3 0.500
SPOFFS3 0 Hz
SPW3 25.75399971 W
SPNAM[7] Crp60comp. 4
SPOAL7 0.500
SPOFFS7 0 Hz
SPW7 25.75399971 W
SPNAM([18 Crp60 xfilt.2
SPOAL18 0.500
SPOFFS18 0 Hz
SPW18 7.44339991 W
GPNAM[1] 8MSQ10.100
GPZ1 80.00 %
PNAM[2] SMSQ10.100
z2 .10 %
GPNAM([3] SMSQ10.100
GPZ3 11.00 %
GPNAM([4] $MSQ10.100
GPZ4 -5.00 %
P16 1000.00 usec
P19 600.00 usec
Fl1 - Acquisition parameters
TD 32
SFO1 150.9179 MHz
FIDRES 2029.220825 Hz
W 215.134 ppm
FnMODE Echo-Antiecho
F2 - Processing parameters
sI 4096
SF 600.1300098 MHz
WOW QSINE
SSB 2
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.40
sing parameters
I 1024
Mc2 echo-antiecho
SF 150.9025918 MHz
WDW
SSB 2
LB 0 Hz
GB 0

Carbonos metilénicos nas

GPNAM[1] SM5Q10.100
GPZ1 50.00 %
GPNAM[2] SMSQ10.100
cPz2 30.00 %
GPNAM[ 3] SMSQ10.100
GPZ3 20.10 %
GPNAM[4] SMSQ10.100
GPZ4 14.00 %
GPNAM[ 5] SMSQ10.100
GPz5 -8.00 %
GPNAM[ 6] SMSQ10.100
GPZE -4.00 %
GPNAM[7] SMSQ10.100

P27 -2.00

P16 1000.00 usec
Fl - Acquisition parameters
™ 32
sFol 150.9194 MHz
FIDRES 2170.138916 Hz
W 230.071 ppm
FnMODE oF
F2 - Processing parameters
sI 4096

SF 600.1300115 MHz
WOW SINE

SSB 0

LB 0 Hz
GB 0

PC 1.40
F1 - Procassing parameters
ST 1024
MC2 oF

SF 150.9025947 MHz
WDW SINE

SSB 0

LB 0 Hz
GB 0
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Tabela 29 — Sinais de RMN de "H e '*C da substancia Fr1 P6 e correlagdes observadas nos

experimentos 2D de RMN.

oH (ppm), multiplicidade e J

oc

(H2) [ COSY (opm) HMBC
0.93 d (6.9) 3 2.48 16.6 18.8 29.8 61.5
1.09 d (7.2) 3 2.48 18.8 16.6 29.8 61.5
1.91-1.97 m 1 4.20 29.5 172.6
1.91-1.97 m 1 355 232 23.2 29.5
1.99-2.04 m 1 3.55 23.2 29.5
229-235m 1 194 420 29.5 46.1
2.49 qqd (7.0, 7.0, 2.5) 1 0'92_013'09 20.8 16.6 11687'% 61.5
3.50 ddd (11.5,8.5,3.1) 1 1.94 46.1 232 295
3.55 ddd (11.6,8.0,80) 1  2.03 1.94 46.1 23.2
4.03 dd (2.4, 2.0) 1 2.48 61.5 16.6 11687?5 29.8
4.20 dd (8.2, 6.9) 1 1.93 60.0 295 172.6

Fonte: proprio autor.

Tabela 30 — Dados de RMN de 'H e '*C para Fr1

ciclo(Pro-Val).

P6 (600 e 150 MHz, CDsOD) e para

Posicio Fr1 P6 Ciclo(Pro-Val)*
dc oH (ppm) e J (mult. e Hz) oc oH (ppm) e J (mult. e Hz)

2 167,5 - 170,1 -
3 61,5 4,03 (dd; 2,4; 2,0) 60,4 3,96 (sl)
4 - - - 5,99 (sl)
5 172,6 - 165,0 -
6 60,0 4,20 (dd; 8,2; 6,9) 58,9 4,07 (t)
ST B RN e S
o B2 Jegoam 2T 2oiteo(m
o 46,1 g:gg EZZZ; Hg’ g:g’; 2:8 45,4 3,61-3,48 (m)
10 29,8 2,49 (qqd; 7,0; 7,0; 2,5) 35,3 2,42-2,31 (m)
11 16,6 0,93 (d; 6,9) 12,0 0,92 (¢)
12 18,8 1,09 (d; 7,2) 15,7 1,05 (d)

*300 e 75 MHz, CDCls.
Fonte: adaptado de FDHILA et al., 2001.



174

O cromatograma de pico base do modo positivo (Figura 74) apresentou um
pico majoritario em tr = 3,21 min e m/z 197,1292 [M+H]*. O valor é proximo da massa

tedrica da ciclo(Pro-Val) protonada (197,1285), com erro de 3,8 ppm.

VictorHugo_Exp1Fr1_P6_DDA_NEG 1: TOF MS ES-
2.96 11.54;116.9277 BPI
338.1467 8.18e5
10.94;116.9280 12.37
116.9280

9.80;311.2009
12.74
116.9277

9.63
3.256 7.27 116.9285
0.68 2.80 215.0830 " 293.1750 8.33

53 58
248.9594 117.0547 4333159 ?61 ‘586 265.1475
A

AN\

13.05;116.9279

0

100 | 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
VictorHugo_Exp1Fr1_P6_DDA_POS 1: TOF MS ES+
3.21;197.1292 BPI
2.14e6
N 9.37
° 365.1370
3.32 11.14
Wo.wze 469.3145
0 T T T T T T T T 7 7 T T T T T T T T T T T T u T T Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11,00 12,00 13.00

Figura 74 — Cromatograma de pico base de UHPLC-MS da amostra Fr1 P6. Modo de
ionizacado negativa na parte superior e modo positivo na inferior. Eluicdo com acetonitrila e
H20 como fase moével. Gradiente de 5-100% de Acetonitrila em 10 minutos.

Fonte: proprio autor.

4.4.3 Exp1 Fr1 P7 e P8

As substancias Fr1 P7 (Figura 75) e Fr1 P8 (Figura 76) sdo isbmeros
constitucionais e foram identificadas como ciclo(Pro-lle) e ciclo(Pro-Leu),
respectivamente. Ambas possuem um derivado de prolina e se diferenciam somente
pela posicao de uma metila no outro residuo de aminoacido, leucina e isoleucina. Seus

dados de RMN e espectrometria de massas sdo quase idénticos e estdo mostrados a

seguir.
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mAU
126.19/1.00
2500+

201

2000
1500
1000

500

274

0]

N R
200 250 300 350 nm

Figura 75 — Estrutura e espectro UV-Vis da substancia Fr1 P7.
Fonte: proprio autor.

mAU
3000 26.68/1.00
2500-
O 2000
9 10 1 :
3 11 1500
N~ 2 1
8 1000
5 NH ]
6 13 500~
7 1
0
O 200 250 300 nm

Figura 76 — Estrutura e espectro UV-Vis da substancia Fr1 P8.
Fonte: proprio autor.
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Current Data Parameters

NAME, Expl-Frl P7
EXPNO 1
PROCNOQ 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20240515
Time 11.23 h
INSTRUM spect
PROBHD Z117768_0028 (
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT MeOD

NS 64

DS a

SWH 12019.230 Hz
FIDRES 0.366798 Hz
AQ 2.7262976 sec
RG 64

DW 41.600 usec
DE 30.00 usec
TE 298.2 K
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 600.1351011 MHz
NUC1 1H

Pl 7.75 usec
PLW1 7.00000000 W
F2 - Processing parameters
81 131072

SF 600.1300115 MHz
WDW EM
5SB [}

1B 0 Hz
GB [}

PC 1.00

600 MHz).

Current Data Parameters

NAME, Expl-Frl P8
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20240515
Time 20.51 h
INSTRUM spect
PROBHD Z117768_0028 (
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT MeOD

NS 128

DS a

SWH 12019.230 Hz
FIDRES 0.366798 Hz
AQ 2.7262976 sec
RG 71.8

DW 41.600 usec
DE 30.00 usec
TE 298.2 K
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 600.1351011 MHz
NUC1 1H

Pl 7.75 usec
PLW1 7.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 131072

SF 600.1300116 MHz
WDW EM

SSB 0

1B 0 Hz
GB [}

PC 1.00

Figura 78 — Espectro de RMN de 'H da substancia Fr1 P8 (CDs;OD, 600 MHz).

Fonte: proprio autor.
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Current Data Parameters
Expl-Frl_P7

EXPNG 2
PROCNO 1
F2 - Rcquisition Parameters
Date 20240515
Time 13.23 h
INSTRUM spect
PROBHD  Z117768_0028 (
BULEROG deptggpsp
TD 32768
SOLVENT MeOD
NS 4700
Ds 8
SWH 36231.883 Hz
FIDRES 2.211419 Hz
0.4521984 sec
RG 203
bW 13,800 usec
DE 30.00 usac
TE 298.2 K
CNST2 145.0000000
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
l D12 0.00002000 sec
Dle 0.00020000 ses
. s by TDO 1
o - | r Al SFQl 150.9194083 MHz
NUC1 13c
Bl 14.00 usec
P13 2000.00 usec
BLWO 0
BLW1 £6.00000000 W
SPNAM[5] Crp60comp. 4
SPOALS 0.500
SPOFFSS 0 Hz
SPWS 25.75399971 W
sFoz 600.1324005 MHz
Nuc2 1H
CNST12 1.5000000
CPDPRG [2 waltzl6
BO 11.62 uses
B3 7.75 usec
B4 15.50 usec
BCPD2 70.00 usec
PLW2 7.00000000 W
BLW12 0.08580400 W
GPNAM[1] SMSQ10.100
31.00 %
GPNAM[2] SMSQ10.100
GPZ2 31.00 %
GPNAM[3] SMS010.100
31.00 %
P16 1000.00 usec
F2 — Processing parameters
T T T T T T T T T T T T ST 131072
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm égw 150-9‘7259;;{ MHz
ssSB [
LB 2.00 Hz
GB [
BC 1.40

Figura 79 — Espectro de RMN de "*C (DEPTQ) da substancia Fr1 P7 (CDzOD, 150 MHz).
Sinais negativos referentes aos carbonos quaternarios e metilénicos.
Fonte: proprio autor.

Current Data Parameters
NAME Expl-Frl_P3
2

EXPNO
PROCNG 1
F2 - Acquisition Paramsters
Date_ 20240516
Time 1.50 h
INSTRUM spect
PROBHD  Z117763_0028 (
PULPROG deptagpsp
™ 32768
SOLVENT MeOD
NS 11800
Ds 8
SWE 36231.883 Hz
FIDRES 2.211415 H=z
AQ 0.4521984 amec
RG 203
oW 13.800 usec
DE 30.00 usec
TE 298.1 K
CNST2 145.0000000
51 1.00000000 sac
b2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
N bl6 0.00020000 sec
»” " ™00 1
[ SFol 150.9194083 MHz
NOEL 13¢
Pl 14.00 usec
P13 2000.00 usec
PLWO 0
PLWL 86.00000000 W
SPHAM[S] Crpé0eomp. 4
SPOALS 0.500
SPOFFSS 0 Hz
SPWS 25.75359971 W
SFO2 600.1324005 MHz
NUC2 1H
CNST12 1.5000000
CPDPRG[2 waltz16
PO 11.62 usec
P3 7.75 usec
12 15,80 usec
PCPD2 70.00 usec
PLW2 7.00000000 W
PLWIZ 0.08580400 W
GPNAM[1] SM8010.100
Gpz1 3100 %
GPNAM[2] SMsQ10.100
opz2 31,00 %
GPNAM[3] sMsQ1L0. 100
GPZ3 31.00 %
Plé 1000.00 usec
F2 - Processing parameters
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ST 131072
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm vsvgw 15“»902592;2 MHZ
8SB 0
Le 2.00 Hz
= 0
BC 1.40

Figura 80 — Espectro de RMN de "*C (DEPTQ) da substancia Fr1 P8 (CDsOD, 150 MHz).
Sinais negativos referentes aos carbonos quaternarios e metilénicos.
Fonte: proprio autor.
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0.5
Current Data Parameters PO 7.75 usee
NAME Expl-Frl P7 Pl 7.75 usec
. [1.0 Exexo 3 P17 2500.00 usac
, Y proCNO 1 PLWL 7.00000000 W
! PLWL0 0.67269999 W
% a F2 - Acquisition Parameters  GPNAM[1] SMSQ10.100
4 i} [ Data_ 20240515 GPzl .00 %
! i 1.5 pime 13.25 h Bl 1000.00 usac
INSTRUM spect
1
! ) PROBHD  Z117768_0028 ( F1 - Acquisition parameters
,f I PULPROG cosygpppaf ™D 32
2 [ F2.0 T 2048 sFO1 600.1351 MHz
. SOLVENT MeOD FIDRES 751.201304 Hz
j NS 94 sw 20.028 ppm
§ ﬂ b8 16 FnMODE oF
¢ o5 sun 12019.230 Hz
"~ FIDRES 11.737530 Hz F2 - Processing parameters
] AQ 0.0851968 see sI 2096
RG 203 SF 600.1300139 MHz
[30 o¥ 41.600 usec  WDW QSINE
Y pE 30.00 usec  SSB [
TE 298.2 K LB 0 Hz
. | Do 0.00000300 sec €GB 0
7 D1 1.00000000 sec  PC 1.40
3.5 p1u1 0.03000000 sac
3 ‘ 00 D12 0.00002000 sec  Fl - Processing parameters
GF D13 0.00000400 sec  SI
eﬂ D16 0.00020000 sac  MC2 or
4.0 mo 0.00008320 sac SF 600.1299737 MHz
g o SPARSELT [ WDH OSINE
| TDav 1 ssB 0
sFo1 600.1351011 MHz LB 0 Bz
a5 moct 10 GB 0
N X
b
5.0
H
5.5
T T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm
Fonte: proprio autor.
‘ I‘ M
\ W L
B JU.... N N 0. W S ppm
°
Current Data Parameters P1 7.75 usec
NAME Expl-Frl B8 P17 2500.00 usec
a EXBNO 3 PLW1 7.00000000 W
1 PROCNO 1 PLW10 0.67263999 W
f GPNAM[1] SMSQ10.100
1 “ H F2 - Acquisition Parametera  GPZ1 10.00 %
! Date 20240516 Plé 1000.00 usec
Tima 2.00 b
i INSTRUM spact F1 - Acquisition paramsters
] PROBED 2117768 0028 (
PULPROG cosygpppaE sFo1 600.1351 MHz
° ‘ F2 D 2048 FIDRES 751.201904 Ez
SOLVENT MeOD SW 20.028 ppm
0 NS 148 FnMODE QF
d DS 16 .
SWH 12019.230 Hz F2 - Processing parameters
FIDRES 11.737530 Hz I 4096
A 0.0851968 sec SF 600.1300115 MHz
WDW QSINE
RG
I3 DW 41.600 useec SSB 0
DE 30.00 usec 0 Hz
TE 298.2 K GB Q
Do 0.00000300 sac PC 1.40
DL 1.00000000 sec
L7 p11 0.03000000 see Fl - Processing parameters
b D12 0.00002000 sec  SI 1024
D13 0.00000400 sec  MC2 QF
D16 0.00020000 sec SF 600.1300188 MHz
4 NO 0.00008320 sec  WOW QSINE
SPARSELL o SSB 0
TDav 1 1B Q Hz
SFOl 600.1351011 MHz GB o
: e NUC1 1H
PO 7.75 usec
5
-6
T T T T T
5 4 3 2 1 ppm

Figura 82 — Mapa de contorno de COSY da substancia Fr1 P8.
Fonte: proprio autor.
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Figura 83 — Mapa de contorno de HSQC da substancia Fr1 P7.
correlacdes em vermelho.
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Current Data Parameters

NAME Expl-Frl_P7
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Data_ 20240515
Time 14.22 h
INSTRUM spect
PROBHD  Z117768_0028 (
PULPROG hsqeedetgpsisp2.4
a8
SOLVENT MeOD
NS 66
DS 16
SWH 12019.230 Hz
FIDRES 11.737530 Hz
AQ 0.0851968 sec
RG 203
DW 41.600 usac
DE 30.00 usac
TE 298.1 K
CNST2 145.0000000
CNST17 —0.5000000
Do 0.00000300 sec
D1 1.50000000 sac
D2 0.00344828 sac
D4 0.00172414 sec
D1l 0.03000000 sec
D16 0.00020000 sac
D21 0.00333333 sac
D24 0.00166667 sec
INO 0.00001540 sec
Lo [
SPARSELT [
TDO 2
TDav 1
sFol 600.1351011 MHz
Nucl 18
Pl 7.75 usec
p2 15.50 usec
P28 0 usec
PLWL 7.00000000 W
SFo2 150.9178993 MHz
Nuc2 13¢
CPDERG[2 garp
P3 14.00 usec
P14 500.00 usec
P24 2000.00 usec
P31l 1730.00 usec
PCPD2 60.00 usec

Currant Data Parametars
‘NAME Expl-Frl P8
EXFNO 4
PROCNG 1

FZ - Acquisition Parameters

Date_ 20240516
Time 3.31 h
INSTRUM spact
PROBHD 2117768_0028 (
PULPROG hsqcedetgpsisp2.4
TD 2048
SOLVENT MaOD
NS 138
=1} 16
SWH 12019.230 Hz
FIDRES 11.737530 Hz
AQ 0.0851968 sec
RG 203
DW 41.600 usac
DE 30.00 usee
TE 298.1 K
CNST2 145.0000000
CNST17 -0.5000000
Do 0.00000300 sec
Dl 1.50000000 sec
D2 0.00344828 sec
D4 0.00172414 sec
Dpl1 0.03000000 sec
Dlé 0.00020000 sec
D21 0.00333333 sec
D24 0.00166667 sec
INO 0.00001540 sec
Lo 0
SPARSELI 0
TDO 2
TDav 1
SFO1 600.1351011 MHz
NUC1 1H
Pl 7.75 usec
B2 15.50 usec
P28 0 usac
PLW1 7.00000000 W
SFO2 150.9178993 MHz
c2 13
CPDPRG[2 garp
B3 14.00 usac
Bl4 500.00 usec
P24 2000.00 usec
P31 1730.00 usac
BCPD2 60.00 usec

179

PLHO W
PLW2 86.00000000 W
PLW12 4.68219995 W
SPNAM([3] Crp60,0.5,20.1
SPOAL3 0.500
SPOFFS3 0 Hz
SPW3 25.75399971 W
SENAM([7] Crp60comp. 4
SEOAL7 0.500
SPOFFS? 0 Hz
SPWT 25.75399971 W
SENAM[18 Crp60_xfilt.2
SPOALLS 0.500
SPOFFS18 0 Hz
SPW18 7.44339991 W
GPMAM[1] $MS@10.100
GPEL 80.00 %
GENAM[2] SMSE10.100
GPZ2 20.10 %
GPNAM([3] SMSQ10.100
z3 11.00 %
GENAM[4] SMSQL0.100
GPZ4 -5.00
P16 1000.00 usac
P19 600.00 usac

Fl - Acquisition parameters
TD 32

SFO1 150.9179 MHz
FIDRES 2029.220825 Hz
W 215.134 ppm
FnMCDE Echo-Antiecho

F2 - Processing parametars
81 4096

SF 600.1300101 MHz
WDW QSINE

SSE 2

LB 0 Hz
GB 0

BC 1.40

Fl - Processing parametaers
sSI 1024
MC2 echo-antiecho

SF 150.9025976 MHZ
WDW QSINE

4sB 2

LB 0 Hz
GB 0

Carbonos metilénicos nas

PLWO oW
PLW2 £6.00000006 W
BLW12 4.68219995 W
SPNAM[3] Crp60,0.5,20.1
SPOAL3 0.500
SPOFFS3 Hz
sPW3 25.75398971 W
SPNAM[7] Crpé60comp. 4
SPOALT 0.500
SPOFFS? Hz
SPW? 25.75399971 W
SPNAM[18 Crp60_xfilt.2
SPOALlE 0.500
SPOFFS18 0 Hz
sPwls 7.44339991 W
GPNAM[1] SMSQ10.100

PRl 80.00 %
GPNAM[2] SMSQ10.100

cpz2 .10 %
GPNAM[3] SMSQ10.100

cpz3 11.00 %
GPNAM[4] SMSQ10.100

GPzd -5.00

P16 1000.00 usac
P19 600.00 usec

Fl — Acguisition parameters
TD 32

SFO1 150.917% MHz
FIDRES 2029.220825 Hz
S 215.134 ppm
FnMODE Echo-Antiecho

F2 — Processing parameters
ST 4096

SF 600.1300106 MHz
WDW QSINE
SSB 2
LB 0 Hz
GB 3}
BC 1.40

Fl — Processing parameters
1024

MC2 echo-antiecho

SF 150.9026003 MHz
WDW SINE
SSB

LB 0 Hz
GB 3}

Figura 84 — Mapa de contorno de HSQC da substancia Fr1 P8. Carbonos metilénicos nas

correlacées em vermelho.

Fonte: proprio autor.
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I ppm
I pQ Current Data Parametexzs GENAM[1] SMSQ10.100
4 NAME Expl-Fzrl P7 Gpz1 50.00 %
EXPNO 5 GPNRM[ 2] SMSQ10.100
I PROCNO 1 GPZ2 30.00 %
—] CPNAM[3] SMSQ10.100
F 40 r2 - Acquisition Parameters GPZ3 40.10 %
— Data_ 20240515 GPNAM[4] 8MSQ10.100
. Time 15.20 b apz4 14.00 %
INSTRUM spect. GPNRM[5] SMSQ10.100
| I gp ©BROBHD 2117768 0028 ( Gpz5 -8.00
PULPROG  hmbegpl3ndgf GENAM[ 6] SMSQ10.100
™ 2048 z6 -4.00 %
SOLVENT MaOD GPNAM[7] SMSQ10.100
NS 94 P27 -2.00 %
80 bs 16 P16 1000.00 usec
SWH 12015.230 Hz
FIDRES 1.737530 Hz Fl - Acquisition parameters
A 0.0851968 sec  TD 32
100 26 203 SFo1 150.9194 MHz
DH 41.600 usec FIDRES 2170.138916 Hz
DE 30.00 usee SW 230.071 ppm
TE 298.1 K FrnMODE oF
CNST6 120.0000000
120 cwsT7 186.0000000 F2 - Processing paremeters
CNST13 8.0000000 ST 4086
Do 0.00000300 sec  SF 600.1300115 MHz
D1 1.00000000 s¢c  WDW SINE
D6 0.06250000 sec  SSB [
F140 s 0.00020000 sec LB 0 Hz
INO 0.00001440 sec  GB 0
SPARSELI L] PC 1.40
TDav 1
160 SFol 600.1351011 MHz Fl - Processing parameters
Nucl 16 ST 1024
. L P1 7.75 usec MCZ oF
. P2 15.50 uses SF 150.9025741 MHz
PLWL 7.00000000 W WDW SINE
F180 sroz 150.9194083 MHz  SSB [
Nuc2 LB 0 Hz
p3 14.00 usae GB 0
PLW2 86.00000000 W
F 200
T T
5 4 ppm
Figura 85 — Mapa de contorno de HMBC da substancia Fr1 P7.
Fonte: proprio autor.
Ly |
JL N AU S ppm
Current Data Parameters PLW2 £6.00000000 W
o F 20 wamE Expl-Frl P38 GPNAM[1] SMsSQ10.100
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Figura 86 — Mapa de contorno de HMBC da substancia Fr1 P8.

Fonte: proprio autor.
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Tabela 31 — Sinais de RMN de "H e '°C da substancia Fr1 P7 e correlagdes observadas nos

experimentos 2D de RMN.

Sn (ppm), multiplicidade e J (Hz) | COSsY Oc (ppm) HMBC
0.93 dd (7.4,7.4) 3 1.44 1.32 12.5 254 37.0
1.06 d (7.2) 3 2.16 15.5 254 37.0 61.3
1.32 ddq (13.4,9.5, 7.3) 1 0.93 25.4 12.5 15.5 37.0 61.3
1.44 dqd (13.4,7.5,4.4) 1 0.93 2.16 25.4 12.5 15.5 37.0 61.3
1.91-1.96 m 1 - 29.5 23.0
1.91-1.96 m 1 2.32 23.0 -
2.00-2.04 m 1 2.32 3.55 23.0 29.5
2.16 dqdd (9.5,7.1, 4.6, 2.4) 1 1.44 37.0 25.4
2.28-2.36 m 1 2.03 29.5 46.1 60.0
3.50 ddd (11.6, 8.9, 2.8) 1 1.94 46.1 29.5 23.0
3.52-3.59 m 1 2.03 46.1 23.0
4.06-4.08 m 1 - 61.3 15.5 25.4 37.0 167.6
417-4.21m 1 1.91-1.96 60.0 29.5 1724

Fonte: proprio autor.

Tabela 32 — Dados de RMN de 'H e '*C para Fr1 P7 (600 e 150 MHz, CDs;0D) e para

ciclo(Pro-lle).
Fr1 P7 Ciclo(D-Pro-L-lle)*
Posicao
dc OH (ppm) e J (mult. e Hz) Oc OH (ppm) e J (mult. e Hz)
2 167,6 - 167,9 -
3 61,3 4,06-4,08 (m) 63,5 3,71 (d; 6,3)
4 - - - -
5 172,4 - 171,6 -
6 60,0 4,17-4,21 (m) 59,8 4,27 (dd; 9,9; 6,4)
1,91-1,96 (m) 2,38 (m)
7 29,5 2.28-2.36 (m) 30,3 2.05 (m)
1,91-1,96 (m)
8 23,0 2100-2.04 (m) 22,9 1,93 (m)
3,50 (ddd; 11,6; 8,9; 2,8) 3,63 (m)
9 46,1 3,52-3,59 (m) 46,8 3.52 (m)
10 37,0 2,16 (dqdd, 9,5; 7,1; 4,6; 2,4) 41,0 1,93 (m)
11 15,5 1,06 (d; 7,2) 15,7 1,03 (d; 6,9)
1,32 (ddq; 13,4; 9,5; 7,3) 1,63 (m)
12 254 1,44 (dqd; 13,4; 7,5; 4,4) 26,1 1,26 (m)
13 12,5 0,93 (dd; 7,4; 7,4) 11,6 0,98 (t; 7,4)

*500 e 125 MHz, CDsOD.

Fonte: adaptado de DING et al., 2023.
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Tabela 33 — Sinais de RMN de "H e '*C da substancia Fr1 P8 e correlagdes observadas nos

experimentos 2D de RMN.

oH (ppm), multiplicidade e J | COSY dc HMBC
(Hz) (ppm)
0.95d (3.5) 3 1.80-1.90 222 25.8 39.5
0.96 d (3.6) 3 1.80-1.90 23.2 222 258 39.5
1.52 ddd (13.4,7.7,5.2) 1 191 412 395 222 258 546 168.9
1.85-1.92 m 1 - 25.8 222 39.5
1.88-1.91m 1 - 395 222 258 546 168.9
1.94-1.99 m 1 - 23.6 46.4
1.99-2.04 m 1 - 29.0 172.8
2.01-2.06 m 1 - 23.6 60.3 23.3-23.6
2.30 dddd (9.6, 7.0,4.8,2.0) 1 1.91-2.04 29.0 46.4
3.49-3.53 m 2 1.8-2.0 46.4 23.6 29.0
4.12 ddd (7.6, 4.6, 1.8) 1 1.52 54.6 25.8 39.5 168.9
4.26 dd (7.4, 7.0) 1 2.0 2.30 60.3 29.0 172.8

Fonte: proprio autor.
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Tabela 34 — Dados de RMN de 'H e '*C para Fr1 P8 (600 e 150 MHz, CDs;0D) e para
ciclo(L-Pro-L-Leu).

Posicio Fr1 P8 Ciclo(L-Pro-L-Leu)*
dc oH (ppm) e J (mult. e Hz) oc oH (ppm) e J (mult. e Hz)
2 168,9 - 168,9 -
3 54,6 4,12 (ddd, 7,6; 4,6; 1,8) 54,6 4,16 (m)
4 - - - -
5 172,8 - 172,8 -
6 60,3 4,26 (dd; 7,4; 7,0) 60,3 4,30 (ddd, 9,3; 7,0; 1,8)
7 290 230 (1c}22d2;2%(,)§; a8 291 1,922;2?0(9”7()”7)
0)
8 23,6 %81:?88 Emi 23,7 1,92-2,09 (m)
9 46,4 3,49-3,53 (m) 46,5 3,55 (m)
0 95 I ) see 1220
11 25,8 1,85—-1,92 (m) 25,8 1,92-2,09 (m)
12 23,2 0,96 (d; 3,6) 23,4 1,00 (d; 6,3)
13 22,2 0,95 (d; 3,5) 22,3 0,99 (d; 6,2)

*500 e 150 MHz, CDsOD.
Fonte: adaptado de DING et al., 2023.

Essas duas estruturas propostas com base nos dados de RMN séao
consistentes com os valores de massas observados no experimento UHPLC-MS/MS.
O pico em tr= 3,83 min (Figura 87) gerou um ion precursor em m/z 211,1451 [M+H]",
um valor com 4,7 ppm de erro em relagao a ciclo(Pro-lle) protonada (211,1441). O
cromatograma de Fr1 P8 (Figura 88) apresentou um pico em tr = 4,00 min e m/z

211,1454 [M+H]*. Essa massa representa 6,1 ppm de erro em relagao a ciclo(Pro-
Leu).
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Figura 87 — Cromatogramas de pico base de UHPLC-MS/MS da amostra Fr1 P7. Modo de
ionizacao negativa na parte superior e modo positivo na inferior.
Fonte: proprio autor.
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Figura 88 — Cromatogramas de pico base de UHPLC-MS/MS da amostra Fr1 P8. Modo de
ionizagado negativa na parte superior e modo positivo na inferior.
Fonte: proprio autor.

4.4.4 Exp9 Fr3 P6

Essa substancia foi identificada como 4-(2-hidroxietil)fenol (2,3 mg) (Figura
89). Seu espectro de RMN de 'H (Figura 90) apresentou um tripleto em &+ 2,59 (J7-8
7,2 Hz; H-7, 2H) e outro tripleto em 61 3,51 (Js-7 7,2 Hz; H-8, 2H). Além disso, foram
detectados hidrogénios aromaticos em &1 6,65 (d; 8,4 Hz; H-2/6, 2H) e em 61 6,97 (0;
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8,4 Hz; H-3/5, 2H). Com as correlagdes observadas no experimento HMBC (Figura
93) foi possivel confirmar essas atribuicoes e as posi¢ées dos carbonos quaternarios

aromaticos.

mAU

20001 19 06/ 1.00

11 &
6 RN
2 1000
3 5 ]
il N
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- T T 1
8 200 250 300 350 nm

Figura 89 — Estrutura e espectro UV-Vis da substéncia Fr3 P6.
Fonte: proprio autor.
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Figura 90 — Espectro de RMN de 'H da substancia Fr3 P6 (DMSO-ds, 600 MHz).
Fonte: proprio autor.
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Figura 91 — Espectro de RMN de *C (DEPTQ) da substancia Fr3 P6 (DMSO-ds, 150 MHz).
Sinais negativos referentes aos carbonos quaternarios e metilénicos.

Fonte: proprio autor.
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Figura 92 — Mapa de contorno de HSQC da substancia Fr3 P6. Carbonos

correlacées em vermelho.
Fonte: proprio autor.
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Figura 93 — Mapa de contorno de HMBC da substancia Fr3 P6.

Fonte: proprio autor.

Tabela 35 — Dados de RMN de "H e "*C da substancia Fr3 P6 e correlagdes observadas nos

experimentos 2D de RMN.

OH

oc

HMBC

]
259 (7.2) 2
3.51¢(7.2) 2
6.65 d (8.4) 2
6.97 d (8.4) 2

38.3
61.6
114.9
129.6

62.6 129.4
38.2 129.4
114.9 129.6 1554
38.2 129.6 155.4

Fonte: proprio autor.

Tabela 36 — Dados de RMN de 'H e "*C para Fr3 P6 (600 e 150 MHz, DMSO-ds) e
comparagdo com dados da literatura para o 4-(2-hidroxietil)fenol*.

o Fr3 P6
Posicao

4-(2-hidroxietil)fenol*

oc OH (ppm) e J (mult. e Hz) oc OH (ppm) e J (mult. e Hz)

1
2e6
3eb
4
7
8

1554
1149
129,6
129,4
38,3
61,6

6,65 (d; 8,4)
6,97 (d; 8,4)
2,59 (t; 7,2)
3,51 (t; 7,2)

156,0
115,4
129,9
130,2
38,8
63,1

6,68 (d; 7,5)
7,01 (d; 7,5)
2,62 (t; 7,2)
3,54 (t; 7,8)

*400 e 100 MHz, DMSO-db.

Fonte: adaptado de SYSOLYATIN et al., 2015.
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O sinal mais intenso observado no cromatograma de pico de base dessa
amostra foi o pico em tr = 2,48 min (Figura 94), com um ion precursor em m/z
181,0494 no modo de ionizagdo negativo. Esse valor de massa € maior do que o
4-(2-hidroxietil)fenol (138,166 g/mol) e ndo confirma a estrutura proposta. Como esses
experimentos de UHPLC-MS/MS foram feitos antes dos experimentos de RMN,
provavelmente a estrutura identificada por RMN é um produto de degradagao da

amostra analisada por LC-MS.

Figura 94 — Cromatogramas de pico base de UHPLC-MS/MS da amostra Fr3 P6. Modo de
ionizag&o negativa na parte superior e modo positivo na inferior. Acetonitrila e H-O como fase
movel. Gradiente de 5-100% de Acetonitrila em 10 minutos.

Fonte: proprio autor.
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Figura 95 — Espectro de massas MS/MS da substancia Fr3 P6. tr = 2,48 min, full scan, modo
negativo.

Fonte: proprio autor.
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4.4.5 Exp9 Fr3 P7

A amostra Fr3 P7 é um derivado de tetralona identificada como (3S,4S)-3,4,8-
trihidroxi-3,4-diidronaftalen-1(2H)-ona, biossintetizada pela via policetidica do acetato
(IBRAHIM et al., 2022). Seu espectro de UV-Vis (Figura 96) apresentou bandas de
absorcao em Amax = 258 nm e 333 nm, consistente com os valores esperados para um
fenol conjugado com uma carbonila.

No espectro de RMN de 'H (Figura 97) foram observados sinais em &x 3,99
(ddd; 7,1; 6,3; 3,8; H-3, 1H) e 4,49 (d; 6,2; H-4, 1H), sendo que a constante de
acoplamento de Jus-+H4 = 6,2 Hz indica uma configuragao frans entre os hidrogénios
H-3 e H-4, consistente com as configuragdes 3S,4S ou 3R 4R.

O hidrogénio em on 3,99 (H-3) foi selecionado para ser irradiado no
experimento NOESY (Figura 98) visando observar seu efeito sobre H-4, H-2a e H-2b.
O espectro gerado evidenciou uma diferenga de intensidade dos sinais referentes aos
hidrogénios metilénicos na posicéo 2 (H-2a e H-2b). Essa observagéo sugere que a
distdncia entre o nucleo H-3 e os nucleos H-2a e H-2b devem ser diferentes. O
software ChemDraw foi utilizado para um calculo qualitativo dessas distancias,
considerando os 4 estereoisémeros possiveis (Figura 99). Essa analise mostrou que
o hidrogénio H-3 deve estar em posicao axial (3S) para que as distancias entre os
nucleos sejam distintas. Apesar de ser necessario realizar outros experimentos para
confirmar a configuragdo absoluta, as informagbes combinadas sugerem que a
estrutura isolada tem configuracao (3S,4S). A comparagao com dados da literatura

(Tabela 38) sao consistentes com esta proposta estrutural.

rpAU
3000- 21.45/ 1.00
OH 2500%0
5 - 2ooo—§a
6 OH 1500 e
] N
1000~ .
7 5001 3
8 ]
0
OH O 200 300 400  nm

Figura 96 — Estrutura e espectro UV-Vis da substéncia Fr3 P7.
Fonte: proprio autor.
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0
1.00

Figura 97 — Espectro de RMN de 'H da substancia Fr3 P7 (DMSO-ds, 600 MHz).

Fonte: proprio autor.

H-4

Current Data Parameters

NAME Victor Exp9-Fr3-P7
EXPNO 5
PRCCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20241010
Time 11.27 h
H 2b INSTRUM spect
= PROBHD z117768_0028 (
PULPROG selnogpzs.2
TD 65536
SOLVENT DMSO
NS 64
DS 4
SWH 12019.230 Hz
H_Za FIDRES 0.366798 Hz
AQ 2.7262976 sec
RG 161
DW 41.600 usec
DE 30.00 usec
TE 298.2 K
Dl 1.00000000 sec
D8 0.80000001 sec
D16 0.00020000 sec
D20 0.77276599 sec
D31 0.80000001 sec
TDO 1
ZGOPTNS —-DCALC_SPOFFS
SFOl 600.1351011 MHz
NUC1 1H
CNST21 3.9320001
Pl 7.75 usec
P12 80000.00 usec
P32 20000.00 usec
P44 200.00 usec
PLW1 7.00000000 W
SPNAM[2] Gausl 180r.1000
SPOALZ2 0.500
spoffs2 -2705.38 Hz
SPW2 0.00000155 W

T T T T
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4

© -

2 ppm

SPNAMI20 Croé0_ 20 20 10

Figura 98 — Espectro NOESY da substancia Fr3 P7. Sinal de referéncia irradiado: x4 3,99

ppm, H-3 (DMSO-ds, 600 MHz).
Fonte: proprio autor.
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Figura 99 — Estruturas dos quatro possiveis estereocisdbmeros da 3,4,8-trihidroxi-3,4-

diidronaftalen-1(2H)-ona. As linhas e numeros em verde mostram a distancia, em angstrons,
entre o nucleo irradiado H-3 e os H-2a e H-2b, conforme calculos preliminares realizados pelo

ChemDraw.
Fonte: proprio autor.
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Current Data Parameters

NAME Victor_Exp9-Fr3-P7
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20240903

Time 21.04 h
INSTRUM spect
PROBHD  Z117768_0028 (
PULEROG deptagpsp

™ 32768
SOLVENT DMSO

NS 3500

Ds 8

SWH 36231.883 Hz
FIDRES 2.211419 Hz
AQ 0.4521984 sec
RG 203

DW 13.800 usec
DE 30.00 usec
TE 298.1 K
CNST2 145.0000000

DL 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
Dl2 0.00002000 sec
D16 0.00020000 sec
TDO 1

SFOL 150.9184083 MHz
NUCL 13¢

PL 14.00 usec
P13 2000.00 usee
PLWO oW
PLW1 §6.00000000 W
SPHAM[5] Crpé0comp. 4
SPOALS 0.500
SPOFFS5 0 Hz
SPWS 25.75399971 W
SFO2 600.1324005 MHz
Nucz 1H
CNST12 1.5000000
CPDPRG [2 waltzl6

PO 11.62 usec
P3 7.75 usec
P4 15.50 usec
PCPD2 70.00 ussc
PLWZ 7.00000000 W
PLW12 0.08580400 W
GPMAM[1] SM$Q10.100

PZ1 31.00 &
GPNAM[2] SMSQ10.100

GPZ2 31.00 %
GPNAM[3] SMSQ10.100
GPZ3 31.00 %
Ple 1000.00 usec
F2 — Processing parameters
ST 131072

SF 150.9028793 MHz
WDW EM

S8B Q

1B 2.00 Hz

L]
1.40

Figura 100 — Espectro de RMN de *C (DEPTQ) da substancia Fr3 P7 (DMSO-ds, 150 MHz).

Sinais negativos referentes aos carbonos quaternarios e metilénicos.
Fonte: proprio autor.
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Current Data Parameters PLW2 86.00000000 W

NAME Victor Exp9-Fr3-P7 PLW12 4.68219995 W

EXPNO 3 SPNAM[3] Crp60,0.5,20.1

PROCNO 1 SPOAL3 0.500
SPOFFS3 0 Hz

F2 - Acquisition Parameters SPW3 25.75399971 W

Date_ 20240903 SPNAM[7] Crp60comp. 4

Time 21.07 h SPOAL7 0.500

INSTRUM spect SPOFFS7 0 Hz

PROBHD Z117768_0028 ( SPW7 25.75399971 W

PULPROG hsqcedetgpsisp2.4 SPNAM[18 Crp60_xfilt.2

™ 2048 SPOAL18 0.500

SOLVENT DMSO SPOFFS18 0 Hz

NS 64 7.44339991 W

DS 16 SMSQ10.100

SWH 12019.230 80.00 %

FIDRES 11.737530 8MSQ10.100

AQ 0.0851968 20.10 %

RG SMSQ10.100

DW 41.600 11.00 %

DE 30.00 SMSQ10.100

TE 298.1 -5.00 %

CNST2 145.0000000 1000.00 usec

CNST17 ~0.5000000 600.00 usec

DO 0.00000300

D1 1.50000000 1 - Acquisition parameters

D2 0.00344828 32

D4 0.00172414 150.9179 MHz

D11 0.03000000 2029.220825 Hz

D16 0.00020000 215.134 ppm

D21 0.00333333 Echo-Antiecho

D24 0.00166667

INO 0.00001540 sing parameters

Lo 0

SPARSELI [} 600.1300037 MHz

TDO 2 QSINE

TDav 1 2

SFO1 600.1351011 0 Hz

NUC1 1H 0

Pl 7.7% 1.40

P2 15.50

P28 0 sing parameters

PLW1 7.00000000 I 1024

SFO2 150.9178993 MHz Mc2 echo-antiecho

NuCc2 13c SF 150.9028865 MHz

CPDPRG [2 WDW QSINE

P3 SSB 2

P14 LB 0 Hz

P24 GB 0

P31

PCPD2

PLWO

Figura 101 — Mapa de contorno de HSQC da substéncia Fr3 P7. Carbonos metilénicos nas

correlacées em vermelho.
Fonte: proprio autor.
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Current Data Parameters GPNAM[3] 5MSQ10.100

NAME Victor Exp9-Fr3-P7 GPZ3 40.10 %

EXPNO 4 GPNAM[4] SMS010.100

PROCNO 1 Z4 .
GPNAM(5] SMSQ10.100

F2 - Requisition Parameters GPZ5 -8.00 %

Date 202403803 GPNAM[6] SM8010.100

Time 22.03 h GPZ§ -4.00 3

INSTRUM spact GENAM[7] 5MSQ10.100

PROBHD 2117768_0028 ( GPZ7 -2.

PULPROG hmbegpl3ndgE P16 1000.00 usec

™D 2048

SOLVENT DMSO Fl - Acguisition parameters

NS 92 ™D

DS 16 SFO1 150.9194 MHz

SWH 12019.230 Hz FIDRES 2170.138916 Hz

FIDRES 11.737530 Hz W 230.071 ppm

AQ 0.0851968 sec FaMODE QF

RG

DW 41.600 usee F2 - Processing parametars

DE 0.00 usec SI 4096

TE 298.1 K SF 600.1299999 MHz

CNSTE 120.0000000 WDW SINE

CNST? 180.0000000 SSE 0

CNST13 8.0000000 1B 0 Hz

DO 0.00000300 sec GB 0

D1 1.00000000 sec PC 1.40

D6 0.06250000 sec

D16 0.00020000 sec Fl - Processing parameters

ING 0.00001440 sec 81 1024

SPARSELI 0 MC2 OF

TDav 1 SF 150.9028981 MHzZ

SFO1 600.1351011 MHz WDW SINE

NUCL 1H SSB 0

Pl 7.75 usec LB 0 Hz

P2 15.50 usec GB 0

PLW1 7.00000000 W

SFO2 150.9194083 MHz

NUc2 13¢c

B3 14.00 usec

PLH2 86.00000000 W

GPNAM[1] SMSQ10.100

GPZl 50.00 %

GPNAM[2] SMSQL0.100

GPE2 30.00 &

Figura 102 — Mapa de contorno de HMBC da substancia Fr3 P7.

Fonte: proprio autor.
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Tabela 37 — Sinais de RMN de "H e '*C da substancia Fr3 P7 e correlagdes observadas nos
experimentos 2D de RMN.

O [ ac HMBC
2.65dd (17.1, 7.3) 1 431 69.7 71.0 115.3 204.0
2.99 dd (17.1, 3.7) 1 431 69.7 71.0 204.0
3.99 ddd (7.1, 6.3, 3.8) 1 69.7 71.0 145.5 204.0
4.49 d (6.2) 1 71.0 43.169.7 115.3 119.4 1455

6.86 m 1 116.0 115.3 119.4 161.0

7.06 m 1 119.4 71.0 115.0 116.0 136.8
7.55 dd (8.2, 7.5) 1 136.8 115.3 145.5 161.0

12.27 s 1 - -

Fonte: proprio autor.

Tabela 38 — Dados de RMN de 'H e "*C para Fr3 P7 (600 e 150 MHz, DMSO-ds) e
comparagdo com dados da literatura para a (3S,4S)-3,4,8-trihidroxi-3,4-diidronaftalen-
1(2H)-ona*.

Fr3 P7 (3S,4S)-3,4,8-trihidroxi-3,4-
Posicdo diidronaftalen-1(2H)-ona*

dc OH (ppm) e J (mult. e Hz) dc OH (ppm) e J (mult. e Hz)
1 204.,0 - 203,7 -
265 (dd: 17,1: 7,3) 272 (dd: 17,2: 8,0)

2 B 999 (dd 171:37) 42,9 311 (dd- 17.2: 4.0)
69,7 3,99 (ddd: 7.1:63:38) 694 4,05-4,11 m

4 710 4,49 (d: 6,2) 70,2 4,63 (d: 7,0)

42 1454 i 144.6 i

5 1160 6,86 m 1622 6,88 (dd: 8,6: 0,6)

6 1368  7.55(dd:8.2:7.5) 1369 7,56 (dd: 8,4: 7.4)

7 1194 7,06 m 119,0 7,14 (dt: 7.4: 0,6)

8 1611 i i i

8a 1153 i 115,6 i

*400 e 100 MHz, CD3OD.
Fonte: adaptado de COUCHE et al., 2009.

O sinal mais intenso observado no cromatograma de pico de base foi o pico em
tr = 2,88 min (Figura 103), com um ion precursor em m/z 175,0388 no modo de
ionizagao negativo. Esse valor representa uma diferenga de 18 unidades de massa
em relagdo a massa da substancia identificada por RMN (194,0584), indicando que

ela é produto de hidratagdo da amostra obtida inicialmente.
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o s
288 _ ol
e 175.0388 <
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116.9272
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3112009
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Figura 103 — Cromatogramas de pico base de UHPLC-MS/MS da amostra Fr3 P7. Modo de
ionizagc&o negativa na parte superior e modo positivo na inferior.
Fonte: proprio autor.
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Figura 104 — Espectro de massas MS/MS da substancia Fr3 P7. tr = 2,88 min, full scan,
modo negativo.
Fonte: proprio autor.

4.4.6 Exp9 Fr3 P10 e Exp9 Fr3 P13

Os experimentos de RMN, UHPLC-MS/MS e HPLC-DAD levaram a
identificacdo da substancia Fr3 P10 como a 6,8-diidroxi-3-metilisocroman-1-ona ou
6-hidroximeleina (Figura 105). Os espectros de RMN mostraram sinais diagnésticos
como um duplo duplo quadrupleto para o H oximetinico H-3, dois dubletos para H
aromaticos em acoplamento meta, e um sinal para carbonila de lactona conjugada

com o anel aromatico, consistentes com a estrutura de um derivado da isocumarina.
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As isocumarinas apresentam ampla ocorréncia como metabdlitos secundarios
fungicos e sado derivadas da rota biossintética do acetato. A substancia Fr3 P13 foi
também identificada como uma isocumarina, a 5-metilmeleina (Figura 106), com base
na analise de seus dados de RMN (Tabelas 40 e 42), e apresentou dados

espectromeétricos e espectroscopicos muito semelhantes aos da substancia Fr3 P10.

132.41/1.00

HO

L B R B R B
O H O 200 250 300 350 nm
Figura 105 — Estrutura e espectro UV-Vis da substancia Fr3 P10.
Fonte: proprio autor.

mAU

1500; 44.89/1.00

1250
1000
CH3 1
750
3 CH3 ]

500-
1.0 250
0~
OH O 200 250 300 350 400 nm

249

322

Figura 106 — Estrutura e espectro UV-Vis da substancia Fr3 P13.
Fonte: proprio autor.
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Current Data Parameters
i e NAME Victor Exp9-Fr3-FP10
e ) EXPNO 1
g PROCNO 2
r b F2 - Acquisition Parameters
Date 20241010
i Time 14.29 h
f/ ~ INSTRUM spect
r/‘\ N PROBHD Z117768_0028 (
( 1 PULPROG zg30
D 65536
SOLVENT DMSO
NS 128
-~ T~ DS 0
wa oo SWH 12019.230 Hz
p— 28 88 FIDRES 0.366798 Hz
12 o an o0 AQ 2.7262976 sec
N e e RG 64
- W DW 41.600 usec
| DE 30.00 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
DO 1
SFQO1 600.1351011 MHz
. NUCl 1H
A Pl 7.75 usec
/\ [/" ~ PLW1 7.00000000 W
\ F2 - Processing parameters
sI 131072
SF 600.1300049 MHz
WDW GM
SSEB 0
LB -1.00 Hz
A GB 0.4
jl PC 1.00
____.L s A . Lu«.._.ll_w
T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

gls g € g
Figura 107 — Espectro de RMN de 'H da substancia Fr3 P10 (DMSO-ds, 600 MHz).
Fonte: proprio autor.
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P Current Data Parameters
“ NAME Victor Exp9-Fr3-pPl3
EXPNO 1
A PROCNO 1
f
F2 - Acquisition Parameters
Date 20240902
Time 21.18 h
INSTRUM spect
} PROBHD 21177680028 (
PULPROG zg30
— N ™D 65536
J SOLVENT DMSO
NS 128
i = S mo @ Ds 0
= g 2 2% B85 - SWH 12019.230 Hz
pad & & 9 o 5 FIDRES 0.366798 Hz
< [ WA pe B0 2.7262976 sec
H RG 71.8
/'\1 ; DW 41.600 usec
b DE 30.00 usec
TE 298.1 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 600.1351011 MHz
NUC1 1H
Pl 7.75 usec
PLW1 7.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 131072
SF 600.1300050 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00
A I l A . L.II | ]

T T T T T T T T T T T T T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

E 8 e I -1

Figura 108 — Espectro de RMN de "H da substancia Fr3 P13 (DMSO-ds, 600 MHz).
Fonte: proprio autor.
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Current Data Parameters
Victor Exp%Fr3-P10
6

EXPNO
PROCNO 1
F2Z — Acquisition Paramaters
Data_ 20241010
Time 23.30 h
INSTRUM spact
PROBHD  Z117768 0028 (
PULPROG deptgopep
D 32768
SOLVENT DMSC
NS 18000
DS 8
SWH 36231.883 Hz
FIDRES 2.211419 Hz
AQ 0.4521984 sec
RG
oW 13.800 usec
DE 30.00 usec
TE 3.1 K
CNsT2 145.0000000
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
D16 0.00020000 sec
TDO 1
SFOL 150.9194083 MHz
NuUcl 13C
P1 14.00 usec
P13 2000.00 usec
PLWO L)
PLW1 86.00000000 W
SENAM[S] Crp60comp.4
SPOALS 0.500
SPOFFSS 0 Hz
SPW5 25.75399971 W
SFo2 600.1324005 MHz
NUCc2 1H
CNST12 1.5000000
CPDPRG[2 waltzl6
PO 11.62 usec
P3 7.75 usec
P4 15.50 usec
PCED2 70.00 usec
PLW2 7.00000000 W
PLW1Z2 0.08580400 W
GENAM[1] SMSO10.100
GPZ1 31.00 %
GPNAM[2] SMSQ10.100
GPZ2 31.00 %
GPNAM[3] SMSQ10.100
GPEZ3 31.00 %
P16 1000.00 usec
F2 - ing
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ST 131072

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm sF 150.9028795 MHz
WDW EM
SSB o
LB 2.00 Hz
GB a
PC 1.40

Figura 109 — Espectro de RMN de "*C (DEPTQ) da substancia Fr3 P10 (DMSO-ds, 150 MHz).
Sinais negativos referentes aos carbonos quaternarios e metilénicos.
Fonte: proprio autor.

Current Data Parameters
NAME Victor Exp9-Fr3-PL13
EXPNO 2
PROCNC 1

F2 - Acquisitlon Parameters

Date 20240907
Time 0.40 h
INSTRUM spect
PROBHD  z117768_0028 (
PULPROG deptqgpsp
™ 32768
SOLVENT DMSO
NS 13000
DS 8
SWH 36231.883 Hz
FIDRES 2.211415 Hz
RQ 0.4521984 sec
RG 203
DW 13.800 usec
DE 30.00 usec
TE 298.2 K
cnsTZ 145.0000000
D1 1.00000000 sac
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sac
D16 0.00020000 sec
™0 1
SFOL 150.9194083 MHz
nucl 13c
Pl 14.00 usec
P13 2000.00 usec
PLWO ow
PLW1 86.00000000 W
SPNAM[S] Crp60comp. 4
SPOALS 0.500
SPOFFS5 0 Hz
SPWS 2575399971 W
SFO2 600.1324005 MHz
NUC2 1H
cHST12 1.5000000
CPDPRG[2 waltzl6
PO 11.62 usec
B3 7.75 usec
P4 15.50 usec
pCPD2 70.00 usec
PLWZ2 7.00000000 W
PLW12 0.08580400 W
GPNAM[1] SMS010.100
1.00 &
GPNAM[2] SMsSQ10.100
GpI2 31.00 %
GPNAM[3] SMsQ10.100
1.00 %
P16 1000.00 usec
F2 — Processing parameters
T T T T T T T T T T T T ST 131072
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm SF. 150.9028770 Miz
S8B o
LB 2.00 Hz
GB o
pC 1.40

Figura 110 — Espectro de RMN de "*C (DEPTQ) da substancia Fr3 P13 (DMSO-ds, 150 MHz).
Sinais negativos referentes aos carbonos quaternarios e metilénicos.
Fonte: proprio autor.
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Current Data Parameters
Victor Exp9-Fr3-P10
7

EXPNO
PROCNO 1
ppm F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20241010
F 0 Time 23.45 h
INSTRUM spect
PROBHD Z117768_0028 (
PULPROG hsqcedetgpsisp2.4
L og ™ 2048
SOLVENT DMSO
NS 340
Ds 16
SWH 12019.230 Hz
- 40 FIDRES 11.737530 Hz
AQ 0.0851968 sec
RG 203
DW 41.600 usec
- DE 30.00 usec
60 TE 2 K
CNST2 145.0000000
CNST17 =0.5000000
Do 0.00000300 sec
F 80 no1 1.50000000 sec
D2 0.00344828 sec
D4 0.00172414 sec
D11 0.03000000 sec
100 D16 0.00020000 sec
D21 0.00333333 sec
D24 0.00166667 sec
INO 0.00001540 sec
Lo 0
120 SPARSELI 0
TDO 2
TDav 1
SFO1 600,1351011 MHz
NUC1 1H
140 o 7.75
P2 15.50
P28 0
PLW1 7.00000000
160 sFoz 150.9178993
Nuc2 13c
CPDPRG[2 garp
P3 14.00 usec
Pl4 500.00 usec
180 P24 2000.00 usec
P31 1730.00 usec
ppm
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PCPD2 60.00 usec
PLWO W
PLW2 86.00000000 W
PLW12 4.68219995 W
SPNAM[3] Crp60,0.5,20.1
SPOAL3 0.500
SPOFFS3 0 Hz
SPW3 25.75399971 W
SPNAM[7] Crpé0comp. 4
SPOAL7 0.500
SPOFFsS7 0 Hz
SPW7 25.75399971 W
SPNAM[18 Crp60 xfilt.2
SPOAL1B 0.500
SPOFFS18 0 Hz
SPW18 7.44339991 W
GPNAM[1] SMSQ10.100

zZ1 80.00 %
GPNAM[2] SMSQ10.100
GPZ2 20.10 %
GPNAM[3] SMSQ10.100
PZ3 11.00 %
GPNAM[4] SMSQ10.100
GPZ4 -5.00 %
P16 1000.00 usec
P19 600.00 usec
F1 - Acquisition parameters
™D 32
SFO1 150.9179 MHz
FIDRES 2029.220825 Hz
sW 215.134 ppm
FnMODE Echo-Antiecho
F2 - Processing parameters
sI 4096
SF 600.1300056 MHz
WoW QSINE
SSB 2
LB 0 Hz
GB o
PC 1.40
Fl1 - Processing parameters
SI 1024
Mc2 echo-antiecho
SF 150.9028811 MHz
WDW QSINE
ssB 2
LB 0 Hz
GB o

Figura 111 — Mapa de contorno de HSQC da substancia Fr3 P10. Carbonos metilénicos nas

correlacées em vermelho.
Fonte: proprio autor.
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Current Data Parameters

NAME
EXPNC
PROCNO

Victor Exp9-Fr3-pPl
3

1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 2024

Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG

PCPD2

0908
11.54 h
spect.

Z117768_0028 (

hsgeedetgpsisp2.4

2048

DMSC
274

1s
12019.230
11.737530
0.0851968
203
41.600
30.00

Bz
Bz
sec

use.
use.

=

145.0000000
-0.5000000
00000300
50000000
00344828
00172414
03000000
00020000
00333333
Q0166667
00001540
[}

coococoocoko

0
2

1
600.1351011
1H

7.75

15.50

0
7.00000000
150.9178993
13C

garp

3

=]
@

14.
500.
2000.
1730.

a0
oo
o0
00

60.00

sec
sec
sec
sec
sec
sec
sec
sec
sec

MHz

usec
usec
usec

MEz

usec
usec
usec
usec
usec

PLWO

PLW2 86.00000000 W
PLW12 4.68219995 W
SPMAM[3] Crpé60,0.5,20.1
SPOAL3 0.500
SPOFFS3 0 Hz
SEW3 25.75399971 W
SPNAM([7] Crp60comp. &
SPOAL7 0.500
SPOFFS? 0 Hz
SPR7 25.75398971 W
SPNAM[18 Czp60_x£ilt.2
SPOALLS 0.50
SPOFFS18 0 Hz
SPW18 7.44339991 W
GPNAM([1] SMsg10.100
GPE1 80.00 %
GPNAM([2] SMsgl0.100

PL2 20.10 %
GPNAM([3] SMsgl0.100
GPE3 11.00 %
GPNAM([4] SMsQ10.100
GPZ4 -5.00 %
Pl6 1000.00 usec
Pl9 600.00 usec
F1 - Acquisition parameters
TD 32
SFO1 150.9179 MHz
FIDRES 2029.220825 Hz
SW 215.134 ppm
FnMCDE Eche-Antieche

F2 - Processing parameters
SI 4096

SF 600.1300043 MHZ
WDW QSINE
8SB 2

LB 0 Hz
GB 0

PC 1.40

Fl - Processing parameters
SI 1024

Mc2 echo-antieche

SF 150.9028797 MHz
WDW

5SB 2

LB 0 Hz
GB 0

Figura 112 — Mapa de contorno de HSQC da substancia Fr3 P13. Carbonos metilénicos nas

correlacées em vermelho.
Fonte: proprio autor.
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PLW2 £6.00000000 W
GPRAM([1] SMSQ10.100
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Figura 113 — Mapa de contorno de HMBC da substancia Fr3 P10.

Fonte: proprio autor.
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Figura 114 — Mapa de contorno de HMBC da substancia Fr3 P13.

Fonte: proprio autor.
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Tabela 39 — Sinais de RMN de 'H e "*C da substancia Fr3 P10 e correlagdes observadas
nos experimentos 2D de RMN.

S [ Sc HMBC
1.38 d (6.3) 3 20.3 33.7 75.3
2.80 dd (16.3, 11.3) 1 33.7 20.3 75.3 106.8 142.2
2.91 dd (16.5, 3.2) 1 33.7 100.0 106.8 142.2
4.68 dqd (11.3, 6.2, 3.3) 1 75.3
6.18 d (2.1) 1 100.8 100.0 106.8 163.4
6.23 d (1.9) 1 106.8 33.7 100.0 100.8 164.5

Fonte: proprio autor.

Tabela 40 — Sinais de RMN de 'H e '*C da substancia Fr3 P13 e correlagdes observadas
nos experimentos 2D de RMN.

OH [ Sc HMBC
1.44 d (6.3) 3 20.4 31.0 75.5
216 s 3 17.6 125.3 137.8 138.2
2.72 dd (16.8, 11.6) 1 30.9 20.4 75.6 108.0 125.3 138.2
2.91 dd (16.5, 3.2) 1 33.7 108.0 125.3 138.2
4.75 dgd (11.6, 6.3, 3.3) 1 75.5
6.79 d (8.3) 1 114.9 108.0 125.3 159.3
7.38d (8.4) 1 137.8 17.6 138.2 159.3
109 s 1 - 108.0 114.9 159.3

Fonte: proprio autor.

Tabela 41 — Dados de RMN de 'H e ®*C para Fr3 P10 (600 e 150 MHz, DMSO-ds) e
comparagdo com dados da literatura para a 6-Hidroximeleina®.

Posicao Fr3 P10 6-Hidroximeleina*®
dc OH (ppm) e J (mult. e Hz) oc oH (ppm) e J (mult. e Hz)

1 169,5 - 170,5 -

3 75,3 4,68 (dqd; 11,3;6,2; 3,3) 76,2 4,66 (dqg; 6,2; 5,5)
3-CHs 20,3 1,38 (d; 6,3) 20,6 1,51 (d; 6,2)

4 33,7 22,’8901 ((ddi ; 1166,55;;131,,2?3) 34.9 2,5’58?01;(35'?5)

4a 142,2 - 143,0 -

5 106,8 6,23 (d; 1,9) 107,3 6,31 (d; 2,3)

6 164,5 - 165,1 -

7 100,8 6,18 (d; 2,1) 101,8 6,20 (d; 2,3)

8 163,4 - 165,0 -

8a 100,0 - 101,5 -

*500 e 125 MHz, acetona-de.
Fonte: adaptado de SHIMADA et al., 2002.



201

Tabela 42 — Dados de RMN de 'H e 3C para Fr3 P13 (600 e 150 MHz, DMSO-ds) e

*

comparacgao com dados da literatura para a 5-Metilmeleina*.

Posicao Fr3 P13 5-Metilmeleina*
dc OH (ppm) e J (mult. e Hz) oc oH (ppm) e J (mult. e Hz)
1 169,5 - 169.,9 -
3 75,3 4,75 (dqd; 11,6;6,3;3,3) 755 4,75 m
3-CHs 20,3 1,44 (d; 6,3) 20,4 1,45 (d; 6,3)
4 30,9 23:’7024((;; ; 1166,é8;; 131,,36)) 31,0 2%’7035(%;1; 116%8;; 131’15))
4a 138,2 - 138,2 -
5 125,3 - 125,2 -
3-CHs 17,6 2,16 (s) 17,6 2,17 (s)
6 137,8 7,38 (d; 8,4) 137,8 7,38 (d; 8,6)
7 114,9 6,79 (d; 8,3) 114,9 6,79 (d; 8,6)
8 159,3 - 159,4 -
8a 108,0 - 108,1 -
8-OH - 10,9 (s) - 10,9 (s)

*600 e 150 MHz, DMSO-de.
Fonte: adaptado de SHIGEMOTO et al., 2018.

Foi observado um sinal intenso, em tr = 3,84 min, no cromatograma de cada
modo de ionizacédo da isocumarina Fr3 P10 (Figura 115), com ions precursores em
m/z 195,0650 [M+H]*e m/z 193,0495 [M-H]". O valor de massa encontrado representa
um erro de -5,8 ppm em relacdo a massa tedrica da 6-Hidroximeleina [M-H]"
(193,0506), valor proximo da estrutura proposta.

Os dados obtidos por HPLC-MS/MS da substancia Fr3 P13 mostraram um ion
precursor em m/z 193,0858 [M+H]" (tr = 4,89 min) (Figura 117). Esse valor de massa
representa um erro de 0,6 ppm em relacdo a massa teorica da 5-Metilmeleina
(193,0859). Nos espectros MS/MS, de ambas as substancias, foram detectadas
fragmentag¢des com perda de H20 (18 Da) e CO (28 Da) (Figuras 116 e 118).
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Figura 115 — Cromatogramas de pico base de UHPLC-MS/MS da amostra Fr3 P10. Modo

de ionizagao negativa na parte superior e modo positivo na inferior.
Fonte: proprio autor.
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Figura 116 — Espectro de massas MS/MS da substéancia Fr3 P10. tr = 3,84 min, full scan,

modo negativo e positivo.
Fonte: proprio autor.
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Figura 117 — Cromatogramas de pico base de UHPLC-MS/MS da amostra Fr3 P13. Modo
de ionizacao negativa na parte superior e modo positivo na inferior.

Fonte: proprio autor.
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Figura 118 — Espectro de massas MS/MS da substéancia Fr3 P13. tr = 4,89 min, full scan,

modo positivo.
Fonte: proprio autor.
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4.4.7 Exp9 Fr3 P14

A analise dos dados espectroscopicos e espectrométricos da substancia
Fr3 P14 permitiu sua determinacdo estrutural como a 4-hidroxi-3',4",6'-trimetoxi-
[1,14" 1"-terfenil]-2',5'-diona (0,4 mg). Sua estrutura é um derivado de
p-terfenilquinona, uma classe de metabdlitos predominantemente sintetizada por
fungos (XU et al., 2018). Diversos derivados dessa classe ja foram identificados na
literatura, mas nenhuma com o padrdo de substituicdo de metoxilas e hidroxilas da

estrutura proposta.
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Figura 119 — Estrutura e espectro UV-Vis da substancia Fr3 P14.
Fonte: proprio autor.

Seu espectro de '"H RMN é relativamente simples (Figura 120), apresentando
4 multipletos caracteristicos de hidrogénios aromaticos em anéis para-dissubstituidos
e 3 singletos caracteristicos de metoxilas. O espectro de RMN de '3C (Figura 121) foi
também essencial para a elucidagao estrutural, principalmente por permitir identificar

os sinais para duas carbonilas e outros 8 carbonos quaternarios dos anéis.
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Figura 120 — Espectro de RMN de "H da substancia Fr3 P14 (DMSO-ds, 600 MHz).
Fonte: proprio autor.
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Figura 121 — Espectro de RMN de *C (DEPTQ) da substancia Fr3 P14 (DMSO-ds, 150 MHz).
Sinais negativos referentes aos carbonos quaternarios e metilénicos.
Fonte: proprio autor.
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Figura 122 — Mapa de contorno de HSQC da substancia Fr3 P14. Carbonos metilénicos nas
correlacdes em vermelho.
Fonte: proprio autor.

Os dados do experimento de HMBC (Figura 123) foi especialmente importante
para determinar corretamente a posi¢cao dos carbonos quaternarios e aromaticos da
estrutura. Por fim, foi feita a busca dos dados de RMN de terfenilquinonas similares
para comparagao com os dados obtidos. A terfenilquinona Floricolin O (Figura 124),
isolada anteriormente do fungo Floricola striata, apresenta estrutura similar a da
substancia Fr3 P14, com um grupo fenil metoxilado conectado ao anel central, e foi
usada para comparacgao (Tabela 44) e confirmacgéo da estrutura proposta para Fr3
P14.
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Figura 123 — Mapa de contorno de HMBC da substancia Fr3 P14.
Fonte: proprio autor.

Tabela 43 — Sinais de RMN de 'H e '*C da substancia Fr3 P14 e correlagdes observadas
nos experimentos 2D de RMN.

OH [ &c HMBC

3.75s 60.9 154.0

3.77 s 61.0 154.2

3.79 s 55.1 159.2
6.81 m (AA'BB’) 114.6 114.6 120.6 157.5
6.99 m (AA'BB’) 113.2 113.2 122.4 159.2
7.15 m (AA’BB’) 131.9 127.5131.9157.5
7.26 m (AA’BB’) 131.8 127.0 131.8 159.2

Fonte: proprio autor.

NNDNNWWW

Fr3 P14

HO™ 4 3 3 Floricolin O

Figura 124 — Correlagdes Ju.c observadas no experimento HMBC (setas azuis) para Fr3 P14
e estrutura da Floricolin O.
Fonte: proprio autor.
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Tabela 44 — Dados de RMN de 'H e 3C para Fr3 P14 (600 e 150 MHz, DMSO-ds) e
comparagao com dados da literatura para a Floricolin O*.

Posicdo Fr3 P14 Floricolin O*
dc OH (ppm) e J (mult. e Hz) dc oH (ppm) e J (mult. e Hz)
1 120,6 - 132,7 -
2/6 131,9 7,15 m (AA'BB’) 129,4 7,59 m
3/5 114,6 6,81 m (AA'BB’) 128,3 749 m
4 157,5 - 129,7 7,49 m
1 127,0 - 128,2 -
2 183,2 - 187,0 -
3 154,2 - 131,8 6,94 s
4 127,5 - 144,2 -
5 183,4 - 182,6 -
3-CHs 61,0 3,79 s - -
6’ 154,0 - 155,2 -
6-CHs 60,9 3,75 s 60,8 3,84s
1” 122,4 - 122,3 -
2°/6”  131,8 7,26 m (AA'BB’) 131,9 7,27 (d; 8,8)
37157 113,2 6,99 m (AA'BB’) 113,2 7,01 (d; 8,8)
4 159,2 - 159,2 -
4”-CHs 55,1 3,79 s 55,1 3,80 s

*400 e 100 MHz, DMSO-de.
Fonte: adaptado de XU et al., 2018.

Os cromatogramas de pico base apresentaram sinais intensos em tr=4,76 min
nos dois modos de ionizag&o (Figura 125). O fon precursor em m/z = 367,1190 [M+H]*
representa um erro de 3,5 ppm em relagio a massa tedrica da
4-hidroxi-3',4",6'-trimetoxi-[1,1":4',1"-terfenil]-2',5'-diona (367,1176) [M+H]*. No modo
negativo foi detectado um ion em m/z = 365,1033 [M—H]~ com um erro de 0,6 ppm em
relagdo a massa tedrica.

No espectro de segunda ordem (MS/MS) de modo negativo de ionizagao

(ESI-), mostrado na Figura 126, foram observadas perdas de massas referentes as
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fragmentagcdes com perda de radical CHs (15 Da) e de CO (28 Da). Essas

fragmentagdes também foram observadas no espectro ESI+, além de fragmentacgdes

de

radical metoxila OCHs+ (31) e metanol (32).
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Figura 125 — Cromatogramas de pico base de UHPLC-MS/MS da amostra Fr3 P14. Modo
de ionizagao negativa na parte superior e modo positivo na inferior.
Fonte: proprio autor.
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Fonte: proprio autor.
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5 CONCLUSAO

A abordagem de cultivo em placas de 6 pogos revelou que o uso de
moduladores epigenéticos influenciou significativamente a produgdo metabdlica do
fungo Hypoxylon investiens. Altas concentragcées de butirato de sédio (500 mM) e
SAHA (1000 pM) resultaram em inibicdo completa ou parcial do crescimento fungico,
indicando uma necessidade de controle das concentracbes desses compostos
visando ao efeito indutor de atividade metabdlica dos moduladores epigenéticos
selecionados para uso neste trabalho.

As analises dos extratos obtidos em meios de cultivo contendo moduladores
epigenéticos, realizadas com a plataforma GNPS demonstraram que a diversidade
quimica aumentou com o0 uso dos moduladores. Dentre eles, SAHA,
5-Azacitidina e Nicotinamida foram os mais eficazes em gerar um maior numero total
de nds nas redes moleculares, destacando-se SAHA (451 nds), 5-Azacitidina (464
nos) e Nicotinamida (457 nos). Por outro lado, em termos de metabdlitos exclusivos,
a Procaina (129 nés exclusivos) e SAHA, na concentracdo de 1000 uM (64 nos
exclusivos), foram os moduladores mais eficazes.

Os experimentos com planejamento Plackett-Burman reforgaram esses
resultados, além de permitir identificar variaveis fisico-quimicas significativas para o
aumento da diversidade quimica. As melhores condi¢des identificadas foram
temperaturas mais baixas (23°C), auséncia de agitagdo e o uso de moduladores
especificos: SAHA, Nicotinamida, Butirato de sddio (NaBut) e Procaina.

O uso da metodologia de Feature-Based Molecular Networking (FBMN) foi
essencial nessa etapa, permitindo quantificar os features para serem usados como
resposta no planejamento experimental. Nessa etapa, foi possivel anotar substancias
produzidas pela acdo do fungo, destacando-se a 4-hidréximeleina, a N-(2-
Feniletil)pentanamida e o &cido anidrobrasililico, que pode possuir atividade
antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana.

Os extratos selecionados para cultivo ampliado (Exp1 e Exp9) permitiram o
isolamento de diversas substancias, cuja caracterizagao estrutural foi realizada por
analise dos dados de RMN e espectrometria de massas. Do extrato Exp1 Fr1 foram
isoladas e identificadas as dicetopiperazinas ciclo(Pro-Tir), ciclo(Pro-Phe), ciclo(Pro-

Val), ciclo(Pro-lle) e ciclo(Pro-Leu). O extrato Exp9 Fr3 destacou-se especialmente
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pelo isolamento de uma terfenilquinona, possivelmente inédita, identificada como 4-
hidroxi-3',4",6'-trimetoxi-[1,1":4",1"-terfenil]-2',5'-diona. ZTambém foram isolados
derivados fenolicos, como o 4-(2-hidroxietil)fenol, 6-hidroximeleina, 5-metilmeleina e
(3S,4S)-3,4,8-trinidroxi-3,4-diidronaftalen-1(2H)-ona.

Nos ensaios de atividade bioldgica, diversos extratos e fragbes apresentaram
potencial significativo. As amostras PB01, PB02, PB03, Exp9 Fr1 e Exp9 Fr3
demonstraram atividade citotoxica, especialmente contra a linhagem HCT-116,
indicando seletividade relevante frente a células tumorais. Além disso, os extratos
PB03 e PB12 demonstraram atividade antifungica moderada contra Candida albicans,
sugerindo potencial terapéutico dos metabdlitos do fungo.

Os resultados obtidos reforcam a relevéncia dos fungos endofiticos marinhos
como fontes promissoras de novos compostos bioativos. De forma complementar, os
resultados corroboram a premissa de interferéncia no metabolismo fungico, reativando
vias biossintéticas silenciadas, por exemplo, por meio de moduladores epigenéticos,
para incremento na quimiodiversidade. A abordagem multidisciplinar, com destaque
para a quimiometria e ferramentas metabolémicas, adotada neste estudo ndo so6
ampliou o conhecimento sobre o metabolismo especializado de H. investiens, como
também estabeleceu metodologia eficaz para futuros estudos de bioprospecgao, que
podem contribuir significativamente para o desenvolvimento de novos farmacos e
produtos biotecnoldgicos.

Assim, ressaltamos também a importancia do ambiente marinho brasileiro
como um local de grande potencial quimico e biotecnoldgico, que pode providenciar
descobertas inovadoras com impactos socioecondbmicos e ambientais.
Merece destaque ainda, o alinhamento deste estudo aos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel da ONU, especialmente o ODS 3, associado ao bem
estar e melhoria da saude, ODS 14, direcionado a conservagao e uso sustentavel dos
oceanos, dos mares e dos recursos marinhos para o desenvolvimento sustentavel, e
também o ODS 13, que propde agdes voltadas ao enfrentamento das mudancas
climaticas e seus efeitos, considerando que os achados deste trabalho fornecem
informagdes importantes para aprofundar o conhecimento sobre o metabolismo de
fungos e suas interacdes ecologicas que podem contribuir para a conservagao dos

ambientes marinhos.
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