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RESUMO

Este trabalho apresenta o estudo dos efeitos de modificadores epigenéticos e eliciadores quimicos na
diversificacdo metabolica de Curvularia lunata e Fusarium fujikuroi, fungos isolados de
Paepalanthus chiquitensis (Eriocaulaceae). Os fungos foram cultivados em PDB (caldo batata
dextrose), e as seguintes condi¢bes foram investigadas: (PDB + SAHA) é&cido hidroxamico
suberoilanilida, (PDB + AZA) 5-azacitidina, (PDB + AA) 4cido anacardico, PDB + Cu?* e PDB +
Mg?*. Essas condigdes foram comparadas com o controle PDB. O estudo quimico de C. lunata,
resultou no isolamento das novas y-lactamas espirociclicas C3 e C4, e outros cinco compostos
conhecidos: triticonas E (C1) e F (C2), acido 5-O-metilcurvulinico (C5), acido curvulinico (C6) e
curvulina (C7). As estruturas foram elucidadas por andlises espectroscopicas e pela comparacdo com
dados da literatura. Além disso, um estudo computacional foi realizado para determinar a configuracéo
absoluta do C-3' de C3 e C4. As triticonas C1 e C2 apresentaram boa atividade antibacteriana para
Escherichia coli, com CIM de 62,5 pg/mL. Dos eliciadores quimicos utilizados, a suplementacdo com
Mg?* foi a condicdo que apresentou as diferencas mais significativas no perfil metabolico de F.
fujikuroi. O extrato PDB + Mg?* preparado do cultivo em escala ampliada foi purificado por métodos
cromatograficos e resultou no isolamento e identificacdo das substancias: acido indolacético (F3) e
seus derivados F4, F8 e F17, assim como a auxina acido fenilacético (F2) e seus derivados F6, F11,
F12, F15 e F18. Os compostos F2, F3 e F4 apresentaram os melhores valores de CIM para todas as
leveduras do género Candida avaliadas. As analises quantitativas por CLAE-DAD dos metabolitos
isolados acido fusarico, AIA, acido acético-2-(4-butilpicolinamida) e terpestacina foram quantificadas
nos extratos obtidos dos cultivos, e o método desenvolvido foi validado. Paralelamente, em
colaboragdo com a Universidade de Oklahoma, foram estudados os seguintes fungos de solo:
Aspergillus arcoverdensis que resultou no isolamento da verruculogena, fumitremorgina e;
veriditoxina, apresentou potente atividade contra Trichomonas vaginalis (1,0 puM). O estudo
bioguiado de Cylindrocarpon pauciseptatum possibilitou o isolamento da fujikurina B, responsavel
pela atividade antituberculose, ndo apresentando citotoxicidade em células J774. Por fim, os estudos
de Talaromyces verruculosis, resultou em fracGes e substancias que exibiram atividades biolégicas
frente as cepas de T. vaginalis, M. tuberculosis e C. albicans na formacédo de biofilme, sendo ndo
citotoxicas em células J774 e HepG2. O estudo bioguiado de T. verruculosis resultou no isolamento
de metabolitos com potente atividade inibitoria na formacédo do biofilme de C. albicans: duclauxina,

bacillisporina F e 1-epi-bacillisporin F.

Palavras-chave: Eriocaulaceae, Paepalanthus chiquitensis, Fusarium fujikuroi, Curvularia lunata,
fungo endofitico, epigenética



ABSTRACT

This work presents the studies of the effects of epigenetic modifiers and chemical elicitors on the
metabolic diversification of Fusarium fujikuroi and Curvularia lunata, isolated of Paepalanthus
chiquitensis (Eriocaulaceae). The fungi were grown in PDB (potato dextrose broth) and the
following conditions were investigated: (PDB +SAHA) suberoylanilide hydroxamic acid, (PDB
+AZA) 5-azacitidine, (PDB +AA) anacardic acid, PDB +Cu?" and PDB + Mg?*. These conditions
were compared with the PDB control. The chemical study of C. lunata, resulted in the isolation of
new spirocyclic-y-lactams C3 and C4, and five known compounds: triticones E (C1) and F (C2),5-
O-methylcurvulinic acid (C5), curvulinic acid (C6) and curvulin (C7). The structures were
elucidated by spectroscopic analysis and by comparison with data from the literature. In addition, a
computational study was carried out to determine the absolute configuration in the C-3' (C3 and
C4). The extract and compounds were tested against bacteria and yeasts. The C1 and C2 showed
good antibacterial activity for E. coli, with a minimum inhibitory concentration of 62.5 pg/mL. The
supplementation with Mg?* into PDB medium was the condition that showed the most significant
differences in the metabolic profile of F. fujikuroi. The chemical study of extract PDB + Mg?
resulted in the isolation and identification of the metabolites: indoleacetic acid (F3) and its
derivatives F4, F8 and F17, as well of the phenylacetic acid class (F18) the derivatives F2, F6, F11,
F12 and F15 and F18. The compounds F2, F3 e F4 have showed interesting MIC values against all
yeast strains tested. The quantitative analysis by HPLC-DAD of the metabolites fusaric acid, indole
acetic acid, acetic acid-2-(4-butylpicolinamide) and terpestacin were quantified in the extracts
prepared of the cultured studied, besides the method was validated. In collaboration with Oklohama
University, others activities were studied the following soil fungi: Aspergillus arcoverdensis,
resulted in isolation of verruculogen, fumitremorgin and veriditoxin that demonstrated potential
activity against Trichomonas vaginalis (1.0 pM). The bioguided study of Cylindrocarpon
pauciseptatum made it possible to isolate fujikurin B, responsible for anti-Mycobacterium
tuberculosis activity and non-cytotoxicity in the J774 cell line. Finally, the studies of Talaromyces
verruculosis, result in fractions and substances that exhibit several biological activities against T.
vaginalis, M. tuberculosis and C. albicans in the biofilm formation, besides showed non cytotoxic
in J774 and HepG2 cells. The bioguided study of T. verruculosis resulted in the isolation of potent
metabolites able to inhibit the formation of C. albicans biofilm, named: duclauxin, bacillisporin F

and 1-epi-bacillisporin F.

Keywords: Eriocaulaceae, Paepalanthus chiquitensis, Fusarium fujikuroi, Curvularia lunata,
endophytic fungi, epigenetics.
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1. INTRODUCAO

Estima-se a existéncia de 1,5 a 5,1 milhGes de espécies de fungos no planeta, entretanto
menos de 10 % desses micro-organismos foram descobertos e descritos na literatura (AMEND
etal., 2019). Em vista disto, pesquisadores de diversas areas envolvidos no estudo com fungos
ficaram intrigados com o seguinte questionamento: onde poderiam existir os demais fungos do
planeta? Tal questionamento instigou cientistas nas décadas passadas dando inicio as pesquisas
com plantas, na tentativa de descobrir um reservatério de organismos conhecidos por
endofiticos (STROBEL, 2018, 2003).

Dentre as vérias descri¢Ges para endofiticos na literatura, o termo pode ser definido por
bactérias e fungos que colonizam os tecidos vegetais intercelulares e/ou intracelulares, e
também compartimentos que existem no exterior da membrana plasmatica, o apoplasto
(NEWMAN; CRAGG, 2020a, 2020b; STIERLE; STROBEL, 1993).

Esses micro-organismos séo considerados uma importante fonte de novas substancias
bioativas (NEWMAN; CRAGG, 2016, 2020b; STROBEL, 2018), sendo também capazes de
produzir muitas classes de metabdlitos, com varias aplicabilidades na medicina (NEWMAN;
CRAGG, 2020a; STROBEL, 2018) . Além disso, trabalhos de relevancia destacam que
aproximadamente 47% das substancias isoladas de fungos sdo biologicamente ativas (BILLS;
GLOER, 2016).

Estudos recentes envolvendo o isolamento de importantes substancias provenientes de
fungos endofiticos com atividade anticarcinogénica, tém chamado atencdo evidenciando a
potencialidade destes micro-organismos como fonte de metabdlitos secundarios
anticarcinogénicos. Entre os exemplos de sucesso que merecem destaque estdo o paclitaxel
(Taxol®) identificado de Taxomices e de muitas espécies de Pestalotiopsis, assim como a
camptotecina, podofilotoxina, vimblastina e vincristina. Todos estes agentes anticarcinogénicos
tém como caracteristica em comum o fato de serem produzidos em pequena quantidade pelos
fungos endofiticos. Tem sido demonstrado que esses compostos ndo sdo artefatos, e que a
identificacdo e controle dos genes envolvidos na expressdo das proteinas responsaveis pela
biossintese dos metabdlitos secundarios podem contribuir significativamente aumentando sua
producéo pelos micro-organismos (CRAGG; NEWMAN, 2013).

Os endofiticos podem ser manipulados geneticamente e fisico-quimicamente, tanto para
aumentar a produtividade de metabdlitos desejados quanto para produzir novos analogos de
metabdlitos bioativos (KHARWAR et al., 2011; SHARMA et al., 2017).
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Infelizmente, os métodos de fermentagdo usuais tais como modo estatico, agitagdo
orbital e os meios de cultura artificialmente definidos sdo op¢6es limitadas para mimetizar o
habitat natural de um fungo endofitico. Consequentemente, apenas um subconjunto dos genes
responsaveis pela producdo de metabolitos secundarios sdo sempre expressos no ambiente
artificial de laboratorio, limitando assim o potencial desses micro-organismos (SHARMA et
al., 2017; WILLIAMS et al., 2008).

O termo epigenética é definido como alteracBes herdaveis na expressdo génica que
ocorrem sem que haja mudancas na sequéncia de DNA (CHERBLANC et al., 2013). O
epigenoma representa uma promissora oportunidade para a obtencdo de novos metabdlitos
secundarios de fungos endofiticos e outros micro-organismos.

O uso de modificadores epigenéticos pode ser explorado como uma ferramenta efetiva
para promover a expressdo das vias biossintéticas silenciosas responsaveis por produzir
metabdlitos secundarios com caracteristicas Unicas (AKONE et al., 2019; LIU et al., 2014).
Além disso, tem sido descrito na literatura que oligossacarideos, ions metalicos e solventes
organicos como etanol e dimetilsulfoxido sdo capazes de atuar como eliciadores quimicos, isto
é, sdo capazes de induzir a producéo e diversificacdo de metabolitos pelos fungos (AUCKLOO
etal., 2017; MAFEZOLI et al., 2018a; PETTIT, 2011). Diferente dos modificadores quimicos
epigenéticos, os eliciadores quimicos induzem a producao de metabdlitos secundarios por meio
de mecanismos inespecificos ou ainda nao determinados (CHAGAS, 2014).

H& diferentes mecanismos epigenéticos envolvidos nas alteragdes do epigenoma,
controlando a acessibilidade transcricional dos genes que codificam as enzimas biossintéticas.
Dos mecanismos epigenéticos, os mais estudados e conhecidos sdo a metilagdo do DNA e as
modificagcbes das histonas (CICHEWICZ, 2010; FISCH et al., 2009). Assim, a presenca de
inibidores quimicos epigenéticos das enzimas HDAC e DNA-metiltransferase pode promover
0 aumento potencial na producdo e diversificacdo dos metabdlitos produzidos pelos micro-
organismos (CHUNG et al., 2013).

As vantagens em usar inibidores de pequenas moléculas que tém como alvo o
epigenoma reside no fato dessa técnica apresentar baixo custo, sendo de facil implantacdo na
maioria dos laboratorios de pesquisa, ndo requerendo o conhecimento prévio sobre sequéncias
gendmicas dos fungos (CICHEWICZ, 2010). Adicionalmente, verificou-se que a incorporagédo
de metais pesados nos meios de cultura melhora também a produgdo de metabdlitos fingicos
(MAFEZOLI et al., 2018a; PARANAGAMA; WIJERATNE; GUNATILAKA, 2007).



29

Em vista do exposto, é necessaria a execugdo de projetos que caracterizem o potencial
da associacdo planta-endofitico e que busquem novas abordagens que sejam mais efetivas na
producéo de compostos ativos produzidos por fungos endofiticos.

Para tanto, usamos como critério de selecdo as espécies de plantas da Serra do Cipé de
Minas Gerais. Essa regido é privilegiada para o estudo de fungos endofiticos, visto que, as
espécies vegetais sdo endémicas e de habitat extremo (altitude elevada, solo arenoso com
poucos nutrientes, alta incidéncia de raios ultravioleta e temperaturas elevadas durante o dia e
baixas durante a noite). Dessa forma, o estudo de micro-organismos associados as espécies
vegetais existentes nessas regides pode proporcionar metabdlitos ativos Unicos.

A espécie hospedeira escolhida para o desenvolvimento desse trabalho é Paepalanthus
chiquitensis Herzog tem como sinonimia Paepalanthus giganteus Sano (TROVO; SANO,
2010), e representa uma das 1200 espécies pertencentes a Eriocaulaceae. Paepalanthus é o
maior género dessa familia, contendo cerca de 400 espécies, das quais mais de 300 existem
apenas no Brasil (ANDRINO; COSTA; SANO, 2015);: TROVO; SANO, 2016).

Portanto, considerando que a espécie é endémica na regido possuindo uma grande
diversidade quimica e biologica, e que existem poucos estudos na literatura de micro-
organismos associados com espécies da familia, neste trabalho foram estudados os extratos
acetato de etila dos fungos endofiticos isolados de Paepalanthus chiquitensis que previamente
mostraram-se mais promissores, visando a producdo de novos metabdlitos secundarios com
atividade antimicrobiana.

Paralelamente, durante o estagio BEPE-FAPESP, Processo n°. 2018/01620-6, uma
triagem quimica dos extratos acetato de etila de trés cepas pertencentes ao Banco de Fungos da
Universidade de Oklahoma (OU) denominadas Aspergillus arcoverdensis, Cylindrocarpon

pauciseptatum e Talaromyces verruculosis, foram estudadas neste trabalho.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fusarium fujikuroi

O Fusarium fujikuroi € um membro do complexo de espécies Gibberella fujikuroi
(VON BARGEN et al., 2015a), sendo este fungo ascomiceto patogénico do arroz F. fujikuroi é
um conhecido produtor de metabolitos secundarios de varias classes de compostos (BROCK et
al., 2013). O F. fujikuroi é causador de uma doenca conhecida como bakanae devido & sua
capacidade de produzir os horménios das plantas, as giberelinas. O fungo é também conhecido
por produzir micotoxinas nocivas (por exemplo, acido fusarico e fusarinas) e pigmentos (por
exemplo, bikaverina e fusarubinas) (ARNDT et al., 2015).

Outros metabolitos produzidos pelo F. fujikuroi estdo emonisinas, acido fusarico e
moliniformina. Terpenoides incluem o fito-horménio giberelina (GBA3) e véarios dos seus
derivados (BROCK et al., 2013).

Um estudo realizado por VON BARGEN et al., (2015) na qual sdo discutidos
sequenciamento do genoma, revelou que o fungo tem o potencial genético de produzir muito
mais metabdlitos secundarios do que os relatados. Por exemplo, os produtos do cluster do gene
PKS19 criptico e silencioso que foram recentemente identificados, forneceram os compostos
denominados de fujikurinas A — D (Figura 01).

No trabalho de Hilario e colaboradores (2017), foi realizada a triagem da atividade
antimicrobiana de vinte e cinco fungos endofiticos isolados das partes aéreas de Paepalanthus
chiquitensis (Eriocaulaceae) que também foram testadas contra as bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus, bactérias Gram-negativas Escherichia coli e Salmonella sp., e a
levedura Candida albicans resistente ao fluconazol. O extrato acetato de etila produzido por
Fusarium fujikuroi foi o mais bioativo, sendo escolhido para o estudo quimico, proporcionando
o isolamento do alcaloide inédito &cido acético-2-(4-butilpicolinamida), além do ja mencionado
acido fusarico, do acido indolacético e da terpestacina (HILARIO et al., 2017). Esta mesma
cepa esta sendo estudada no presente trabalho. Na Figura 01 estd sendo apresentado os

principais metabolitos isolados do meio de cultivo de F. fujikuroi.



Figura 01. Metabolitos secundarios produzidos por F. fujikuroi
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2.2 GENERO Curvularia

O género Curvularia é composto por fungos filamentosos ascomicetos (Filo
Ascomycota), Subfilo Ascomycotina, Classe Pezizocomycotina, Ordem Pleosporales e Familia
Pleosporaceae (KRIZSAN et al., 2015) . Este género apresenta mais de 80 espécies, sendo em
sua maioria principalmente patdgenas do solo ou planta. Recentemente, tém sido relatado por
varios estudos que a dificuldade encontrada para a distin¢ao entre as espéecies pertencentes as
espécies de Curvularia sdo decorrentes também da ndo correlagédo da identificacdo morfologica
com a identificacdo molecular (MANAMGODA et al., 2014)

As espécies pertencentes do género Curvularia incluem espécies anteriormente
classificadas como Bipolaris spp. (KRIZSAN et al., 2015) . O género inclui vérias espécies
patdgenas de plantas e algumas outras patdgenas emergentes oportunistas de humanos
(MADRID et al., 2014).

Os conidios das espécies de Curvularia tendem a ser curtos (na maioria das espécies
sdo menores de 100 um) e geralmente retos ou curvos. Quando curvados, os conidios t€m
células intermédias excessivamente aumentadas, contribuindo para a sua curvatura.
Diferentemente, os conidios das espécies de Bipolaris sdo geralmente maiores e mais septados
que os de Curvularia (geralmente mais de 100 um) e podem ser retos ou suavemente curvos
(MANAMGODA,; CAI; MCKENZIE, 2012).

Curvularia faz parte do grupo de fungos dematiaceos, também chamados de fungos
negros. Formam um grupo de micro-organismos que possuem coloracdo escura, devido a
presenca do pigmento melanina na sua parede celular (DE HOFFMANN, 2011).

A melanina presente nos fungos dematidceos é formada a partir do polimero
diidroxinaftaleno (DNH), produzido no citoplasma e excretado na parede celular. A interacdo
do polimero DNH com macromoléculas como lipideos, proteinas e carboidratos resultam na
formacdo do complexo melaninico, considerado um fator de viruléncia associado aos fungos
do género Bipolaris (CALIGIORNE et al., 1999).

As espécies C. australiensis, C. geniculata, C. hawaiiensis, C. lunata e C. spicifera sdo
as especies mais frequentemente isoladas em amostras clinicas, causadoras de infecgdes locais,
afetando principalmente o sistema respiratorio, a cornea e a pele (KRIZSAN et al., 2015).

Os fungos dematidceos tém importancia médica por serem causadores de
feohifomicoses em humanos e animais (ANTONIASSI et al., 2010). A infeccdo pode ser
cuténea, subcutanea e também sistémica (REVANKAR et al., 2002). As apresentacdes clinicas

mais comuns sdo a sinusite alérgica, ceratite, endoftalmite, onicomicose, peritonite peritoneal
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associada a diélise, infecgdes de pulmao e pele, e, menos frequente, as infec¢bes do sistema
nervoso central (DA CUNHA et al., 2012).

Muito embora sejam responsaveis por infeccdes, fungos dematiaceos dentre os quais
incluem as diversas espécies de Curvularia, sdo capazes também por produzir vasta gama de
metabdlitos secundarios bioativos.

Entre outros compostos de relevancia estdo os macrolideos curvulona A (1) e B (1)
produzido por Curvularia sp., endofitico isolado da alga marinha Gracilaria folifera que
apresentou atividade antimicrobiana contra Microbotryum violaceum e Septoria tritici (DA et
al., 2010). Outro trabalho bastante relevante na area de quimica de produtos naturais, publicado
em 1967, apresentou um estudo comparativo com 13 espécies pertencentes ao género Curvaria,
onde foram descritos o isolamento da curvulina (IV) e do acido curvulinico (I11) (COOMBE;
JACOBS; WATSOW, 1968), metabolitos estes que desde entdo vém sendo citados em uma
série de outros manuscritos recentes.

Dentre os representantes da classe dos alcaloides isolados das espécies pertencentes ao
género Curvularia estdo o antimicrobiano curvulamina (V) e o seu derivado (V1) curindolizina
que tém atividade antibacteriana e anti-inflamatoria (HAN et al., 2016).

A descoberta de curvularida B (IX) a partir do cultivo de Curvularia geniculata, isolado
de Catunaregam tomentosa, mostrou atividade contra a levedura Candida albicans ATCC
90028, além disso ndo apresentou citotoxicidade (MARTINEZ-KLIMOVA; RODRIGUEZ-
PENA; SANCHEZ, 2017).

O glicosideo curcubitacina E é um triterpeno tetraciclico isolado de espécies da familia
Cucurbitaceae, esse metabolito foi biotransformado por Curvularia lunata fornecendo os
derivados (VIII e IX) que apresentam as atividades anti-inflamatoria e antipirética, comparadas
com a dos farmacos acetaminofeno/paracetamol e da indometacina (ABDELKHALEK et al.,
2017).

Outros metabdlitos de relevancia isolados do fungo endofitico Curvularia sp., isolado
das folhas de Murraya koenigii, cultivado em meio sélido (arroz) estdo os seguintes compostos:
murranofurano A (X), murranolida A (XI), pirenolide A (XVI), modiolida A (XV) e 8-hidroxi-
6-metoxi-3-metilisocumarina (XVI1I). (MONDOL et al., 2017).

As estruturas quimicas dos metabolitos secundarios supramencionados estdo sendo

apresentados na Figura 02a.



Figura 02a. Metabdlitos secundarios produzidos por Curvularia spp.
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2.3 ANALISES QUANTITATIVAS E VALIDACAO ANALITICA POR CLAE-DAD

Podemos definir validacdo analitica como sendo a coleta e avaliacdo de dados gerados
a partir de um determinado processo/método podendo ter aplicabilidade tanto comercial quanto
cientifica. Desta forma, a validagdo analitica estabelece evidéncias experimentais de que
processo/método/estudo forneca consistentemente resultados reprodutiveis, precisos e exatos e
em conformidade com metodologias aceitas e estabelecidas (MCMILLAN, 2016).

Os conceitos e definicdes para validacdo analitica podem ser acessados em diferentes
guias técnicos regulatérios e compéndios oficiais, dentre os quais podemos listar, por exemplo:
as Farmacopéias Brasileira, Americana e Europeia; guias do FDA (Food and Drug
Administration), da IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), e ndo menos
importante os guias e diretrizes de agéncias regulatorias como por exemplo o ICH (International
Conference on Harmonization) (PALLASTRELLI, 2013)

Mais especificamente no Brasil, a legislacdo vigente para a validacdo de métodos
analiticos é a resolucdo da ANVISA RE n° 899, datada em 29 de maio de 2003 e a ANVISA
RDC 27 de 17 de maio de 2012 responsaveis por estabelecer um conjunto de parametros de
desempenho analitico. No caso de metodologia analitica ndo descrita em farmacopeias e
formularios oficiais, devidamente reconhecidos pela ANVISA, a metodologia seréa considerada
validada, desde que sejam avaliados os parametros especificos: especificidade/seletividade,
linearidade, exatiddo, precisdo, robustez, limites de quantificacdo (AGENCIA...2003;
AGENCIA....2012).

O primeiro parametro de validacdo do método analitico é denominado de especificidade
e pode ser definido como sendo a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto em presenca de outros componentes da amostra, dentre 0s quais estdo inclusos os
interferentes: adjuvantes, impurezas, produtos de degradacdo e até mesmo outra substancia
(AGENCIA...2012). Porém, o termo mais apropriado segundo a IUPAC no lugar de
especificidade é seletividade, ou seja, métodos que respondem a varios compostos quimicos
gue apresentam caracteristica em comum e ndo a um unico (seletivo) (RIBANI et al., 2004).

Segundo a ANVISA, a linearidade € a capacidade de uma metodologia analitica de
demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito
na amostra, dentro de um intervalo especificado (AGENCIA..., 2003). A curva de calibragio
define a relacdo existente entre a resposta do detector com a concentracdo do analito presente
na matriz da amostra (MCMILLAN, 2016). Recomenda-se que a linearidade seja determinada
pela analise de, no mimino 5 concentragdes diferentes (AGENCIA..., 2003; AGENCIA...2012).
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A precisdo pode ser dita como sendo a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos
para uma mesma amostra analisada em uma serie de repeticdes. Podemos dividir a precisdo
em trés diferentes categorias: repetibilidade (precisdo intra-corrida); precisdao intermediaria
(preciséo inter-corrida) e reprodutibilidade (precisao inter-laboratorial). (AGENCIA.., 2003).
A repetibilidade € realizada a partir de analises seguidas, sob mesmas condi¢Bes em um
intervalo de tempo restrito. Enquanto que na precisao intermediaria tem como objetivo o efeito
de determinadas variac6es, como analises feitas em diferentes dias, analistas ou equipamentos.
Por fim, a reprodutibilidade é referida quanto ao uso do procedimento analitico em laboratérios
diferentes. Usualmente, expressa-se a precisdo através do Desvio Padrdo Relativo Percentual
(DPR%), também chamada de Coeficiente de Variacdo (CV). Mais especificamente para
métodos cromatograficos, a avaliacdo da precisdo € feita por meio da injecdo de padrdes
(LANCAS, 2004). O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia
empregada, a concentra¢do do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método,
n&o se admitindo valores superiores a 5% (AGENCIA.., 2003).

O Limite de Deteccdo (LD) corresponde a menor concentracdo da substancia em exame
que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, em um dado procedimento
experimental. J& o Limite de Quantificacdo (LQ) corresponde a menor concentracdo de uma
substancia que pode ser quantificada com precisdo e exatidao aceitaveis (RIBANI et al., 2004).

A robustez do método é definida como sendo a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e proposital variagdes dos parametros analiticos, indicando sua confianga durante o
uso normal. Por meio deste parametro analitico é possivel constatar a susceptibilidade do
método a varia¢Oes nas condi¢des analiticas, por exemplo: porcentagem e pH da fase movel,
temperatura, comprimento de onda, entre outros (AGENCIA..., 2003).

Em suma, os parametros analiticos supramencionados tem grande importancia uma vez
que demonstra a adequabilidade do método para a finalidade pretendida, além do mais assegura
a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados (AGENCIA.., 2003, AGENCIA.., 2012;
IUPAC, 2002; CHAN, 2011; MCMILLAN, 2016).

Estes parametros analiticos foram utilizados neste trabalho, com a finalidade de
verificar a variacdo dos metabolitos secundarios produzidos nos extratos estudados com a

adicdo de eliciadores/modificadores epigenéticos.
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2.4 DIVERSIFICACAO METABOLICA E EPIGENETICA

Para verificacdo da eficacia na producdo de metabolitos secundarios produzidos por
endofiticos, infelizmente, os métodos de fermentacdo usuais tais como modo estatico, agitacao
em “shaker” (agitag@o orbital) e os meios de cultura artificialmente definidos ndo sdo opgoes
satisfatorias para mimetizar o habitat natural de um fungo endofitico. Consequentemente,
apenas um subconjunto dos genes responsaveis pela producdo de metabdlitos secundarios sera
sempre expresso no ambiente artificial de laboratério, limitando assim o potencial desses
organismos (WILLIAMS et al., 2008).

No entanto, o uso de modificadores epigenéticos pode ser explorado como uma
ferramenta efetiva para promover a expressao das vias biossintéticas silenciosas responsaveis
por produzir metabdlitos secundarios com caracteristicas tnicas (LI1U et al., 2014). Além disso,
tem sido descrito na literatura que oligossacarideos, metais pesados e solventes organicos como
etanol e dimetilsulfoxido atuam como eliciadores quimicos, ou seja, sdo capazes de induzir a
producdo de metabdlitos pelos fungos (PETTIT, 2011). Diferente dos modificadores quimicos
e epigenéticos, os eliciadores quimicos induzem a producdo de metabdlitos secundarios por
meio de mecanismos inespecificos ou ainda ndo determinados (CHAGAS, 2014).

Assim, considerando que existem mecanismos epigenéticos envolvidos na alteracdo do
epigenoma, que controla a acessibilidade transcricional dos genes que codificam as enzimas
biossintéticas (CICHEWICZ, 2010; FISCH et al., 2009), o tratamento dos fungos com
inibidores quimicos das enzimas HDAC e DNA metiltransferase pode promover
potencialmente o aumento na producéo e diversificacdo dos metabdlitos produzidos por eles
(CHUNG, 2013).

As vantagens em usar inibidores de pequenas moléculas que tém como alvo o epigenoma
reside no fato dessa técnica ser de baixo custo, sendo de facil implantacdo na maioria dos
laboratorios de pesquisa ndo requerendo o conhecimento prévio sobre sequéncias genémicas
dos fungos (CICHEWICZ, 2010). Verificou-se recentemente que a incorporacdo de metais
pesados nos meios de cultura melhora a producao de metabdlitos fungicos (PARANAGAMA
etal., 2007).

A incorporacdo de Cu®** no meio PDB aumentou tanto a producdo de metabdlitos
produzidos por Anteaglonium sp. FL0768 quanto afetou drasticamente sua via biossintética,
resultando na producdo de dimeros de pentacetideos: palmarumicina CP4 (1), palmarumicina
CP1 (11), além do novo metabdlito palmarumicina CE4 (111) (MAFEZOLI et al., 2018).
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O fungo de solo Doratomyces microsporus teve a produgcdo de compostos
antimicrobianos induzidos pela incorporagéo de acido valprdico durante o seu cultivo em meio
liquido, dentre os metabdlitos estdo o acido indol-3-acético (AlIA) (1V), acido indol-3-
carboxilico (V) e o &cido fenilacético (VI) (ZUTZ et al., 2016).

Quatro novos acidos tetrameros denominados de cladosinas H e | (VII), e J e K (VIII)
foram isolados do fungo Cladosporium sphaerospermum L3P3 do cultivo com o inibidor de
histona desacetilase SAHA (ZHANG et al., 2018).

Um estudo com o Fusarium fujikuroi envolvendo a ativacdo do cluster de genes que
codificam as enzimas conhecidas como policetideo sintases (PKS19) possibilitou induzir a
producdo das fujikurinas B-D (IX-XI), novos metabdlitos de origem natural (VON BARGEN
etal., 2015).

O cultivo do fungo marinho Leucostoma persoonii com modificadores epigenéticos
resultou em maior producao das conhecidas citosporonas B (X11), C (XI11) e (XIV), bem como
a inducéo resultou na producao da citosporona R (XV), que exibiu promissora atividade contra
o Plasmodium falciparum, baixa citotoxicidade na linhagem celular A549, e um indice
terapéutico de inibi¢do de 90% (BEAU et al., 2012)

A suplementacgdo de um inibidor da DNA metiltransferase, 5-azacitidina (5-AZA), ao
meio de cultura de Penicillium funiculosum, alterou dramaticamente os perfis metabdlicos,
fornecendo o isolamento de dois novos diterpendides prenileudesmano 1 (XVI) e 2 (XVII)
(LIU et al., 2014).

O modificador quimico epigenético acido hidroxamico suberoylanilida (SAHA) induziu
a producdo de metabdlitos por Penicillium mallochii CCHO1, um fungo isolado do intestino de
Ectropis obliquo, fornecendo o isolamento de dois novos derivados da esclerotioramina:
isocromofilona X1V (XVIII) e isocromofilona XV (XI1X) (ZHANG et al., 2019). Além disso,
a presenca de SAHA no cultivo do fungo Daldinia sp. induziu a producdo de um novo
policetideo pentaciclico clorado, daldinona E (XX) com potente atividade antioxidante (DU;
KING; CICHEWICZ, 2014). Dois novos derivados policetideos a.-pirona (XXI e XXII) foram
produzidos por Penicillium herquei pela adicdo de 5-AZA na cultura fangica (GUO et al.,
2018), Figura 02b.
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Figura 02b. Metabdlitos secundarios induzidos pela adi¢cdo de modificadores epigenéticos e
eliciadores quimicos no cultivo de diversos fungos filamentosos.

v

acido indol-3- carbox111c0

X-)
vh) 0.__0
palmarumicina CE;  palmarumicina CP,  palmarumicina CP, @\/ﬁ\
=
VIIL-) VIIL) OH
OH OH O
AFA fujikurina B
IX-) XI-)
N@ 0._0 0__0
= A
OH O O OH
cladosinas H/I cladosinas J/K fujikurina A fujikurina D
XII-) XIII-) XIV-)

OH O HO o

(CH5)sCH34 0 (CH5)6CH3
HO OH (CHp)6CHs OH  (CHpeCHs MO
o citosporona C

(e} citosporona E

citosporona B citosporona R OH

XVIII-)

XVI-) XVII-)
H

diterpenoide 1

novos policetideos

isocromofilona XV daldinona E



OBJETIVOS



42

3. OBJETIVOS

3.1 Obijetivos gerais:

Realizar estudos quimicos e antimicrobianos de metabolitos secundarios produzidos por
Fusarium fujikuroi e Curvularia lunata, isolados de Paepalanthus chiquitensis (Eriocaulaceae).
Realizar estudos quimicos e bioguiados para obter metabdlitos secundarios
biologicamente ativos contra agentes infecciosos e resistentes produzidos por Aspergillus

arcoverdensis, Cylindrocarpon pauciseptatum e Talaromyces verruculosus (BEPE/FAPESP).

3.2 Objetivos especificos:

— Realizar os cultivos dos fungos endofiticos em escala reduzida em diferentes condicGes
para investigar os efeitos de modificadores epigenéticos e eliciadores quimicos;

— Registrar os perfis cromatogréaficos dos extratos preparados a partir do cultivo dos
fungos endofiticos por CLAE-DAD e CCD;

— Selecionar as condi¢bes promissoras para cultivo dos endofiticos em escala ampliada;

— Fracionar os extratos dos fungos endofiticos selecionados até a purificacdo dos
metabolitos secundarios por diferentes técnicas cromatograficas;

— Elucidar estruturas quimicas por técnicas de RMN de H e $3C, UV, IV e EM.

— Avaliar a atividade antibacteriana e antifingica;

— Desenvolver estudos analiticos de quantificacdo e validacdo por CLAE-DAD de
metabdlitos isolados do extrato produzido por F. fujikuroi;

— Desenvolver estudos quimicos bioguiados para obter bioativos de extratos de fungos de
solos (NPDG-0U);

— Preparar e submeter amostras para a biblioteca de PNs de fungos de solo (NPDG-0OU);

— Avaliacdo da atividade antimicobacteriana frente ao M. tuberculosis de amostras de
fungos de solos (NPDG-OU);

— Determinar citotoxicidade em células HepG2 e J774A de amostras de fungos de solos
(NPDG-0U);

— Avaliar a atividade tricomonicida contra T. vaginalis de amostras de fungos de solos
(NPDG-0OU);

— Auvaliar a atividade antibiofilme de C. albicans de amostras de fungos de solos (NPDG-
Ouv);
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ETAPA QUIMICA E CULTIVO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

4.1.1 Solventes

v' Solventes PA: Acetona, AcOEt, CHCI;, DCM, MeOH, n-BuOH e n-PrOH e
(Synthlab®); DMSO (Sigma-Aldrich®) e EtOH.

v Solventes CLAE: ACN (Tedia®), MeOH (Baker®), agua purificada em sistema Milli Q
(Millipore®) e TFA (Mallinckrodt®);

v" Solventes deuterados. CDCls (Sigma-Aldrich®) e DMSO-dg (CIL®).

4.1.2 Meios para cultivo dos micro-organismos

v' PDA (meio de cultivo solido) - Potato dextrose agar (Acumedia®). 39 g/L de agua.
[fécula de batata (4 g); dextrose (20 g), agar (15 g)];

v" PDB (meio de cultivo liquido) - Potato dextrose broth (Acumedia®). 24 g/L de agua.
[fécula de batata (4 g); dextrose (20 g)].

v" Cereal Cherrios®

4.1.3 Modificadores epigenéticos e ions metalicos

Os efeitos na producéo e diversificacdo dos metabdlitos foram realizados na presenca e
auséncia de modificados quimicos epigenéticos. acido hidroxamico suberoilanilida (SAHA) e
5- azacitidina (AZA) (Sigma-Aldrich®); de ions metélicos Cu?* e Mg?* e do composto fenélico

conhecido como &cido anacérdico (AA) (Sigma-Aldrich®).

4.1.4 Esterilizacdo dos materiais e meios de cultura

A esterilizagdo de todo material utilizado na manipulacdo dos micro-organismos, e
também dos meios de culturas preparados, foi realizada em autoclave do fabricante Quimis®,

sendo mantidos a temperatura de 121 °C por 15 minutos, Pressdo 1 atm.

4.1.5 Manipulacdo dos micro-organismos

O procedimento de esterilizacdo do material vegetal e manipulacdo dos micro-

organismos foram realizados em capela de vazdo laminar (Pachame®) PA 310-Serie 172-99.
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4.1.6 Isolamento dos fungos endofiticos

Esta etapa do trabalho foi realizada em colaboragdo com Dra. Vanessa Mara Chapla,
orientada da Profa. Dra. Angela Regina de Araudjo do Instituto de Quimica da Unesp (2013-
2014). As cepas foram depositadas no Nucleo de Bioensaio, Biossintesis e ecofisiologia de
Produtos Naturais (NuBBE) em Araraquara.

As cepas foram isoladas das partes aéreas da espécie vegetal Paepalanthus chiquitensis
(Eriocaulaceae). A espécie foi coletada na Serra do Cipd, Minas Gerais, Brasil (19°14'58.92"S,
43°31'04.40"W), em fevereiro de 2012 e identificada pelo Prof. Dr. Paulo Takeo Sano. O
voucher (Sano 3402 F) foi depositado no Instituto de Biociéncias, Universidade de Sdo Paulo
(USP), Sdo Paulo-SP, Brasil. O cadastro desta espécie no SISGEN é A95E3A3.

Metodologia para cultivo e isolamento dos endofiticos de P. chiquitensis estdo descritos
em HILARIO et al., (2017).

4.1.7 ldentificacdo dos fungos endofiticos

Os fungos endofiticos estudados neste trabalho, foram enviados para a Genotyping
incubadora, localizada em Botucatu. A identificacdo foi realizada através do sequenciamento
automatico por eletroforese capilar no equipamento ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems®) e alinhamento das sequéncias de nucleotideos produzidas com as sequéncias de
referéncia depositadas no GenBankSanger (MicroID™).

Os dados obtidos das sequéncias ITS de cada uma das cepas foram comparadas com a
pesquisa BLAST permitindo a identificacdo das respectivas espécies e os dados obtidos
depositados no GenBank. O resultado da pesquisa apresentou 99,0 % de similaridade com o
Fusarium fujikuroi (nimero de acesso KJ000432.1 (HILARIO, et al., 2017) e Cadastro no
SISGEN n® AA2B67C), enquanto que para a outra cepa estudada neste trabalho apresentou alta
porcentagem de similaridade com a espécie Curvularia lunata (nimero de acesso HQ631009.1,
e Cadastro no SISGEN n°® AFE19D8)

4.1.8 Micro-organismos

Foi realizado o cultivo com modificadores quimicos epigenéticos de Fusarium fujikuroi,
isolado dos capitulos, e Curvularia lunata, isolado das folhas de P. chiquitensis

(Eriocaulaceae).
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Durante o estagio BEPE (realizado na University of Oklahoma, Norman-Oklahoma,
Estados Unidos) foram estudados os fungos Aspergillus arcoverdensis (190D5) UT6927 RBM-
2, Cylindrocarpon pauciseptatum (171G12) MO6345 TV8-3 e Talaromyces verruculosus
(163A4) FL00859 RBM-3.

4.1.9 Suspensdo de hifas-esporos

Os fungos F. Fujikuroi e C. lunata foram repicados em placa de Petri contendo PDA e
incubados a 28 °C, por um periodo de 7-14 dias. Os micélios foram raspados e colocados em
tubo tipo Falcon contendo agua estéril. As suspensdes foram agitadas em vortex e filtradas em
separador celular (100 um). Em seguida, as suspensbes foram padronizadas em
espectrofotdbmetro (ODeoo = 0.40—0.60). A suspenséo de hifas e esporos foi utilizada no cultivo
em meio liquido PDB (itens 4.1.10 e 4.1.11).

4.1.10 Obtencéo dos extratos AcOEt em escala reduzida

A suspenséo de hifas e esporos preparada como descrita no item 4.1.9 foi utilizada para
inocular os fungos F. Fujikuroi e C. lunata em meio de cultivo liqguido PDB. Ambos esses
fungos foram cultivados em escala reduzida e avaliados em sete diferentes condi¢des de cultivo,
em triplicata. O volume de 750 pL da suspenséo de hifas-esporos (ODeoo = 0,3) foi adicionado
em cada um dos 21 frascos Erlenmeyer (500 mL) preparados com volumes de PDB
apresentados nas Tabelas 01 e 02. As seguintes condi¢fes foram avaliadas: PDB (controle),
PDB +SAHA; PDB +AZA PDB + Cu?*; PDB + Mg?*, PDB +AA (Tabela 01 e 02). Os frascos
foram mantidos em modo estético a 25 °C.

No 32° dia foi verificado a auséncia de glicose (negativo) para o ensaio contendo Mg %*
no cultivo de F. Fujikuroi, e no 34° dia para o ensaio contendo Cu?* no cultivo de C. lunata.
Entdo, para ambos esses dois fungos, o meio liquido aquoso foi separado dos micélios por
filtracdo a vacuo e submetido a parti¢do liquido/liquido com AcOEt (3x 1/3 volume filtrado).
As fases organicas foram reunidas e lavadas com agua destilada (3x 1/5 volume filtrado), sendo
posteriormente secas com Na»SO4anidro, o qual foi removido por filtragéo simples. O solvente
organico foi removido em evaporador rotativo para obtencdo dos extratos brutos. Os perfis

cromatogréficos dos extratos foram registrados.
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Tabela 01. Condigdes de cultivo em escala reduzida de F. fujikuroi

[ ]1final PDB Vol. PDB [ ] Sol. estoque Vol. Sol. estoque

Cddigo  Ensaio

(um) (mL) (mM) (uL)
FH-51 1 PDB - 200 - -
FH-51_2 CuSO, 250 200 100 750
FH-51_3 MgSOs4 250 200 100 750
FH-51_4 SAHA 100 200 5 1000
FH-51_5 AZA 100 200 50 600
FH-51_6 AA 100 200 2 2000

* Solugdes estoque de SAHA e AA em 100 % DMSO

Tabela 02. Condicdes de cultivo em escala reduzida de C. lunata.
[ ]final PDB Vol. PDB [ ]Sol. estoque Vol. Sol. estoque

Codigo Ensaio

(um) (mL) (mM) (uL)
FH-80_1 PDB - 300 - -
FH-80_2  CuSO, 250 300 100 750
FH-80_3  MgSO, 250 300 100 750
FH-80_4 SAHA 2.5 300 5 150
FH-80_5 AZA 100 300 50 600
FH-80_6 AA 4 300 2 600

* Solugdes estoque de SAHA e AA em 100 % DMSO

4.1.11 Obtencédo do extrato AcOEt em escala ampliada:

Para a obtencdo do Ex. AcOEt em escala ampliada, a suspensdo de hifas e esporos
preparada como descrita no item 4.1.9 foi utilizada para inocular os fungos F. Fujikuroi e C.
lunata em meio de cultivo liquido PDB + Mg?*. O volume total de 6,3 L de meio de cultivo
liquido PDB (21 frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 300 mL de PDB + Mg?"). Os frascos
foram mantidos em modo estatico, sob temperatura controlada (25 °C) por 35 dias. Ao final do
periodo de fermentacdo o meio de cultivo foi filtrado. O filtrado aquoso foi submetido a particdo
liquido/liquido com AcOEt (3x volume total do filtrado), que apds a evaporacdo do solvente

resultou nos extratos AcOEt.

4.1.12 Preparo das amostras para as analises por CLAE- DAD

Todos os extratos injetados no cromatografo foram previamente submetidos ao clean-
up em cartucho de SPE de 1000 mg/6 mL (55 um, Strata-X, Phenomenex®) preenchidos com

silica de fase reversa C18, (1 mg da amostra para 10 mg de fase estacionaria silica C18). Os
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cartuchos foram primeiramente ativados com MeOH (100%, 2,0 mL, 3 vezes), 20 mg de cada
um dos extratos foi solubilizado em 2,0 mL de MeOH a 100 %. Apds isso, o extrato foi aplicado
no cartucho de SPE e eluido com a mesma fase movel utilizadas nas etapas de ativagcdo do
cartucho e solubilizacdo da amostra. O eluato foi levado a capela até a secura, solubilizado na
concentracdo de 5 mg/mL (MeOH:H0, 8:2, v/v) e, por fim, filtrados em membrana de PTFE
de 0,22 um (Millex®, Merck Millipore), coletados em vials de 1,5 mL e analisados por CLAE-
DAD.

4.1.13 Andlises por CLAE- DAD no modo analitico

Para registrar os cromatogramas dos extratos e das substancias isoladas dos fungos de
P. chiquitensis, utilizou-se cromatografo liquido de alta eficiéncia (analitico, gradiente
quaternario) modelo PU-2089 (Jasco®), acoplado a detector de arranjo de fotodiodos com faixa
de varredura de 195-650 nm e intervalo minimo de 1 nm, modelo MD-2010 (Jasco®). Para a
aquisicdo e processamento dos dados cromatogréaficos foi utilizado o software EZChrom Elite
Client/Server versdo 3.1.7 (Chromatec®). As analises foram realizadas utilizando uma coluna
de fase reversa RP18, modelo Luna 2 (Phenomenex®) de 250 x 4,6 mm d.i., apresentando
particulas com tamanho médio de 5 um protegida com uma coluna de guarda (Phenomenex®)
de 4 x 3 mm d.i. As substincias foram injetadas por de um injetor Rheodyne® 7125 com um

loop de 100 pL, volume de inje¢do de 20 ul, vazdo de 1,0 mL/min.

4.1.14 Fracionamento do extrato em coluna de permeacdo em gel

O extrato AcOEt produzido a partir do cultivo do fungo endofitico de F. fujikuroi foi
fracionado em coluna de vidro com 85 cm de altura por 2,5 cm de didmetro interno, empacotada
com Sephadex® LH-20 (Pharmacia), acoplada a bomba peristaltica P1 18-1110-91 e a um
coletor automatico de fragdes RedFrac (Pharmacia®), com capacidade para 95 fragdes. Para o
fracionamento, o extrato (1,5 g) foi solubilizado em MeOH (7,0 mL), e em seguida centrifugado
por 10 minutos a 3500 rpm (centrifuga CELM®, COMBATE), separando-se o precipitado do
sobrenadante. O sobrenadante foi filtrado com algodé&o e aplicado na coluna de sephadex LH-
20, eluida com MeOH a 100%. Foram obtidas 49 fracdes de aproximadamente 10 mL cada, as
quais foram submetidas a triagem quimica por CCD.

O extrato AcOEt preparado a partir do cultivo de Fusarium fujikuroi foi fracionado em
coluna de vidro com 60 cm de altura por 1,0 cm de didmetro interno, empacotada com

Sephadex® LH-20 (Pharmacia), eluida com os sistemas de solventes Hex-DCM (1:4, v/v),
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DCM-Acetona (3:4, viv), DCM-Acetona (1:4, viv), DCM-MeOH (1:1, v/v), e finalmente
MeOH, sendo utilizado 50,0 mL de cada um destes sistemas de solventes. Foram coletadas 59
fragbes (10 mL) cada, analisadas por CCD e foram reunidas em conformidade com os seus

perfis quimicos sendo reunidas em 11 outras fracoes.

4.1.15 Isolamento dos metabdlitos secundarios por CLAE- DAD no modo semi-preparativo

As analises preparativas das para purificacdo das substancias isoladas dos fungos
endofiticos isolados de P. chuquitensis por CLAE- DAD foram executadas usando
cromatografo liquido de alta eficiéncia modelo PU-2086 (Jasco®), acoplado a detector de
arranjo de fotodiodos, monitorado nos comprimentos de onda A=270 nm, A=280 nm, 4=305
nm e 4=366 nm, modelo MD-2010 (Jasco®). Para a aquisicdo e processamento dos dados
cromatograficos foi utilizado o software Chromnav (Jasco®). As analises foram realizadas
utilizando uma coluna de fase reversa RP18, modelo Luna 2 (Phenomenex®) de 250 x 10,0 mm
d.i., apresentando particulas com tamanho médio de 10 um protegida com uma coluna de guarda
(Phenomenex®) de 4,0 x 3,0 mm d.i. A fracio estudada foi injetada através de um injetor
Rheodyne® 7125, com um loop de 500 pL, volume de injecdo de 100-500 pl.

Para andlises preparativas para purificacdo das substancias isoladas dos fungos de solos
estudadas em Oklohama foram realizadas por CLAE-DAD modelo Waters 1525 (Waters®),
sistema binario de solventes, acoplado a DAD. As analises foram realizadas utilizando uma
coluna de fase reversa RP18, modelo Kinetex ou Biphenyl (Phenomenex®) de 250 x 10,0 mm
d.i., apresentando particulas com tamanho médio de 10 pm protegida com uma coluna de guarda
(Phenomenex®) de 4,0 x 3,0 mm d.i. A fragdo estudada foi injetada através de um injetor

Rheodyne® com um loop de 500 pL, volume de inje¢do de 75-400 ul, vazao 4,0 mL/min.

4.1.16 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para a analise dos extratos, das fracdes obtidas do fracionamento por sephadex LH-20
e da purificacdo por coluna cromatografica de silica e CLAE-DAD preparativo, foram
utilizadas placas de silica gel, UV 254, marca Sorbent Technologies®, base de aluminio 200
um. Cada fracdo obtida das etapas de fracionamento e purificagédo foi aplicada em uma placa
de silica de 20x5cm. As placas foram eluidas com sistema de solvente quaternario (CHClIs:
MeOH: n-PrOH. H;0, 5:6:1:4 v/v/viv) e com sistema de solvente binario (CHCIs.AcOEt 1/1

v/v). Apos a eluicdo, reveladas primeiro com a luz UV, e em seguida foi borrifada uma solucéo
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de anisaldeido/H2SO4. As placas foram posteriormente levadas a uma estufa a 130 °C. Apo6s
revelacdo das cromatoplacas, as fragdes que apresentaram mesmos Rfs (fatores de retencédo) e
coloragéo foram reunidas e transferidas para 0 mesmo frasco. As reunides foram concentradas
até a secura em evaporador rotativo, as massas medidas em balanca analitica e armazenadas ao

abrigo da luz e umidade.

4.1.17 Andlise dos metabdlitos por ESI-OQTOF-HRMS e UCLAE-DAD/ESI-MS

Para espectrometria em alta resolugédo, os espectros das substancias purificadas foram
obtidos em um espectrometro de massas Q-TOF MaXis Impact™, equipado com um
dispositivo de insercdo direta da amostra via analise por injecdo em vazao continuo a 3 pL/min.
As amostras foram solubilizadas em MeOH:H>0 (1:1, v/v) e foram ionizadas por electrospray
(ESI).

Analise das substancias isoladas dos extratos produzidos por fungos de solos estudadas
em Oklohama foram realizadas em um equipamento de UPCLAE-DAD-ESI/MS Shimadzu
2020. As amostras foram solubilizadas em MeOH 100% e foram ionizadas por electrospray
(ESI). Foi utilizada uma coluna Kinetex (Phenomenex®) C18 75 x 3,0 mm d.i. X 2,6 pm;
Solvente A: H>O + 0,05% &cido formico; Solvente B: ACN. Gradiente de 20-100 % de B em
20 min; vazao de 0,4 mL min-1; Max Plot A 200-600 nm.

4.1.18 ldentificacdo das substancias por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As analises de RMN unidimensional: *H, *C e NOESY-1D, e bidimensional: *H-H-
COSY, HSQC, HMBC, foram realizadas em espectrémetro de Ressonancia Magnética Nuclear
Bruker® Avance 111 HD 600 (14,1 Tesla) com sonda criogénica de 5 mm, com deteccio inversa
de trés canais (H, 3C).

Para as analises de RMN das substancias isoladas dos extratos preparados a partir dos
cultivos de fungos de solos estudadas em Oklahoma foi utilizado o espectrdmetro de
Ressonancia Magnética Nuclear Varian VNMR (400 e 500 MHz para *H; 100 e 125 MHz para
13C)

Os solventes utilizados na dissolugdo das amostras para obtencdo dos espectros foram
CDCl3, CD30D, ou DMSO-ds (CIL®) com pureza > 99,9%, usando como referéncia o sinal do
residuo do solvente ndo-deuterado. O software Mestre Nova foi utilizado na aquisicdo dos

deslocamentos quimicos e interpretacdo de cada espectro.
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4.1.19 POP-NPDG: pré-fracionamento de Exs. AcOEt da escala ampliada em Cheerios:

A metodologia empregada para preparar os extratos brutos AcOEt dos cultivos em
escala ampliada assim como as etapas cromatograficas para realizacdo dos pre-fracionamentos
foram realizados em conformidade com o procedimento operacional padrdo (POP) do Natural
Products Discovery Group (NPDG) da University of Oklahoma: Pré-fracionamento de extratos
AcOEt preparados em escala ampliada em Cheerios. A metodologia para preparo e envio de
amostras para os diferentes bioensaios e encaminhamento para acerto na biblioteca de produtos
naturais foram realizadas conforme descrito nesse mesmo POP do NPDG.

Para a obtencdo do Ex. AcOEt em escala ampliada, foram utilizados trés sacos de cultivo
de fungos em meio sélido Cherrios. Os sacos foram mantidos em modo estatico, sob
temperatura controlada (25 °C) por 3 semanas. Ao final do periodo de fermentacdo o meio
solido contendo a massa micelar foi transferido para béquer de 2L, seguido da adi¢do de AcOEt
até a completa imersdo do contetido transferido ao frasco.

A extracdo dos metabolitos foi realizada mecanicamente com um batedor adaptado,
ap6s homogeneizado foi mantido em repouso por 2 horas. Apos esse periodo, foi realizada a
filtracdo a vacuo através de um tecido de algodéo. O solvente removido em evaporador rotativo.

Os extratos AcOEt preparados ap6s a remocgdo do solvente em evaporador rotativo,
foram submetidos a cromatografia liquida a vacuo (CLV), em coluna de silica gel, eluida com
hexano/DCM (1:1, v/v), DCM (100%), DCM/MeOH (10:1, v/v) e MeOH (100%), fornecendo
quatro subfracdes de 1,0 L cada. A subfragio DCM/MeOH; 10:1, v/v resultante do pré-
fracionamento por CLV em silica gel foi novamente submetida a CLV, utilizando como FE a
resina Diaion HP20ss, eluida com MeOH:H.0: 30%, 50%, 70%, 90%, 100% MeOH e
DCM:MeOH (1:1, v/v), resultando em seis subfragdes, 1L cada. Os solventes foram removidos
em evaporador rotativo.

As amostras submetidas para bioensaio e biblioteca de PNs do NPDG foram preparadas
em DMSO (100%) na concentragdo de 5,0 mg/ml para Ex. AcOEt e 2,0 mg/ml para as fragoes

obtidas em ambas etapas cromatograficas.
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4.1.20 Outros equipamentos

v/ Balangas analiticas (Marte®, AL 200; Shimatzu, AY220) com capacidade para 200g e
precisdo de 0,001g.
v’ Evaporador rotativo (Heidolph®, Laborota 4001. efficient) equipado com bomba a

vécuo (Heidolph®, Rotavac valve control).

4.1.21 Andlise de dicroismo circular

As analises de dicroismo circular eletrobnico foram realizadas em dois
espectropolarimetros, Jasco® J-815 e Jasco® J-810, usando uma cela de quartzo com

comprimento do caminho 6ptico de 1,0 mm.

4.1.22 Andlises infravermelho (1V)

Os espectros por espectroscopia de absor¢éo vibracional na regido do infravermelho (1V)

foram obtidos no espectrometro Thermo Scientific Nicolete iS5 FT-IR 17.

4.1.23Analises de rotacdo Optica

Os espectros de dispersdo de rotacdo optica foram realizados em um Polarimetro
digital a JASCO Dip-370 (Jasco®) usando MeOH como solvente.

4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A avaliacdo da atividade antimicrobiana e determinacdo da Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM) foi realizada no Laborat6rio de Fisiologia de Micro-organismos da FCFAr.

Unesp Araraquara sob a co-orientacdo da Profa. Dra. Tais Maria Bauab.

4.2.1 Padronizacdo da suspensdo bacteriana

Foram preparados cultivos das bactérias E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC
25923) e Salmonella sp (ATCC 19196) em caldo MH, e incubados a 37 °C por 24 horas. Apo6s
o tempo de incubacao, foi feita a padronizacdo das cepas bacterianas. Cada um dos cultivos foi
transferido para solucdo tampao fosfato pH 7,2 e ajustada a turbidez até a escala 0,5 de
McFarland (1,0 x 108 UFC/mL). Em seguida realizou-se a leitura espectrofotométrica a 620 nm

até obtencdo de absorbancia de 0,10 a 0,15. Posteriormente, a suspensdo foi diluida na
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proporcéo 1:10 em caldo MH para atingir a concentragdo de 1,0 x 10’ UFC/mL, mantida em

banho de gelo até 0 momento de ser utilizada nos ensaios.

4.2.2 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A avaliacdo da atividade antibacteriana e a determinacdo das CIM dos extratos
produzidos por fungos endofiticos isolados de P. chiquitensis (Eriocaulaceae) foram realizados
segundo a técnica de microdiluicdo em caldo em conformidade com a norma M7-A6 do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006).

Os ensaios foram realizados em placas de 96 poc¢os (colunas A-H, linhas 1-12) e cada
orificio foi preenchido com 80 uL de caldo MH, seguido de 100 uL de cada um dos extratos,
diluidos em DMSO 20% na concentragdo inicial de 2000 pg/mL. Ap6s a homogeneizagdo, uma
aliquota de 100 pL da mistura foi retirada e transferida para o préximo poco, realizando
diluicBes seriadas na razdo 1.1 sucessivamente da coluna A até a coluna H. Um volume de 20
uL da suspensao bacteriana Padronizada foi adicionada em cada po¢o completando um volume
final de 100 uL, a concentracéo final no pogo A foi de 1000 ug/mL e no poco H de 7,8 ug/mL
(Figura 03).

Como controle positivo foi utilizada solugdo de ampicilina a 50 pg/mL para E. coli e
Salmonella sp. e 5 pg/mL para S. aureus. Também foram realizados o controle de esterilidade
do meio, controle do crescimento do indculo, controles de turbidez dos extratos e controle
negativo (DMSO 20%).

Figura 03. Microplaca para a determinacao da CIM.
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Fonte: Adaptado de (BONIFACIO, 2014).



54

As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C durante 24 horas. Foi observado a
turbidez por meio da leitura visual sem uso de revelador, e posterior avaliacdo colorimétrica
utilizando 30 pL resazurina (100 ug/mL) como indicador (Figura 04). Apds 2 horas de
incubacdo a 37 °C, os pogos que apresentam atividade antibacteriana permanecem corados de
azul, enquanto os pogos onde houve crescimento microbiano se coram em rosa. Assim, a CIM
foi determinada como a menor concentragdo do extrato bruto onde ndo foi observado

visualmente crescimento microbiano. Os testes foram realizados em triplicata.

Figura 04. Reacdo de reducgéo da resazurina

HO 0 ONa* . HO 0 ONa*
NADH/H" NAD
- \_/ o ~
N : y
o

Resofurina
Resazurina

Fonte: Adaptada de FUKUSHIMA et al., 2003

4.2.3 Determinacio da Concentracio Bactericida Minima (CBM)

Antes da adicdo de resazurina, uma aliquota de cada poc¢o foi semeada em placas de
Petri contendo agar Mieller-Hinton (MHA), e incubadas durante 24 h em estufa a 37°C.

Apds esse periodo foram observados 0s pontos onde ocorreu crescimento microbiano,
determinando assim a concentracdo bactericida minima (CBM) que é definida como a menor
concentracdo testada onde ndo ocorreu crescimento microbiano apos a realizagdo da subcultura.

Os testes foram realizados em triplicata.

4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

4.3.1 Padronizacdo da suspenséo flingica

Foi preparado cultivo de levedura C. albicans (ATCC 10231) em caldo sabouraud
dextrose (caldo SD), e incubados a 37 °C por 48 horas. Ap6s o tempo de incubacéo, foi feita a
padronizacao da levedura. O cultivo foi transferido para tampéo fosfato (PBS) pH 7,2 e ajustada
a turbidez até a escala 0,5 de McFarland (5 x 10® UFC/mL). Em seguida realizou-se a leitura
espectrofotométrica a 530 nm até obtencdo de absorbancia de 0,12 a 0,15. Apds isso, a
suspensdo foi diluida na proporcao 1.100, em tampao fosfato (PBS) seguido de diluicdo 1.20
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em meio RPMI (Meio Roswell Park Memorial Institute) para atingir a concentragao de 1,0 x

10" UFC/mL, mantida em banho de gelo até o momento de ser utilizada nos ensaios.

4.3.2 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima

A avaliacdo da atividade antifungica e a determinacdo das Concentracdes Inibitorias
Minimas (CIM) dos extratos produzidos por fungos endofiticos isolados de P. chiquitensis
(Eriocaulaceae) foi realizada segundo a técnica de microdiluicdo em caldo em conformidade
com a norma M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) e Duarte
et al., 2005, com modificagdes.

Os ensaios foram realizados em placas de 96 poc¢os (colunas A-H, linhas 1-12) e cada
orificio foi preenchido com 100 uL de RPMI 1640, ajustado a pH 7,0 com tampado MOPS (acido
3-[N-morfolino] propanossulfénico) e esterilizado por membrana filtrante. Seguido de 100 pL
de cada um dos extratos, diluidos em DMSO 20% (dimetilsulféxido) na concentracéo inicial de
2000 pg/mL. Ap6s a homogeneizacdo, uma aliquota de 100 uL da mistura foi retirada e
transferida para o proximo poco, realizando diluigdes seriadas na razdo 1.1 sucessivamente da
coluna A até H (Figura 03). Um volume de 100 uL da suspensao de levedura padronizada foi
adicionada em cada poco completando um volume final de 200 puL, a concentragéo final no
poco A foi de 1000 ug/mL e no poc¢o H foi de 7,8 ug/mL.

Como controle positivo foi utilizado solugcdo de anfotericina B na concentracdo de 16
ug/mL e fluconazol a 128 ug/mL. Também foram realizados o controle de esterilidade do meio,
controle do crescimento do indculo, controles de turbidez das substancias-testes e controle
negativo (DMSO 20 %).

As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C durante 48 horas. Foi observado a
turbidez por meio de leitura visual sem uso de revelador, e posterior avaliacdo colorimétrica
utilizando 20 pL cloreto de 2,3,5- trifeniltetrazolio (TTC) (0,02 g/mL) como indicador (Figura
05). Apds 2 horas de incubacdo a 37 °C, os pogos que apresentam atividade antifungica
permanecem incolores, enquanto 0s pocos onde houve crescimento microbiano se coram em
rosa. Os pocos que apresentaram atividade permanecem incolores, enquanto 0s pogos nNos quais
houve crescimento microbiano se coram de vermelho (Duarte et al., 2005). Os testes foram
realizados em triplicata.
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Figura 05. Reacdo de redugdo do TTC
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2,3,5 trifeniltetrazodlico

Fonte: Adaptada de DUARTE et al, 2005.

4.3.3 Determinacio da Concentracdo Fungicida Minima

Antes da adicdo do indicador TTC nas microplacas, uma aliquota de cada poco foi
semeada em placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose (SDA), e incubadas durante 48
horas em estufaa 37 °C. Apds esse periodo foi observado os pontos onde ocorreram crescimento
microbiano, determinando assim a concentracdo fungicida minima (CFM) que é definida como
a menor concentracdo testada na qual ndo ocorreu crescimento microbiano apés a realizagdo da

subcultura. Os testes foram realizados em triplicata.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE TRICOMONICIDA

A avaliacdo da atividade tricomonicida frente a cepa do parasita T. vaginalis foi
realizado pelo Dr. Jarrod King, pesquisador associado, University of Oklahoma do NPDG
(Norman, Oklahoma-Estados Unidos), a metodologia utilizada para avaliacdo da atividade
contra o parasita foi publicada recentemente, sendo o responsavel pelo desenvolvimento e
padronizacdo do método descrito a seguir (KING et al., 2019).

Foi utilizada a cepa de T. vaginalis Donne (ATCC PRA-98) em meio de cultivo TYI-
S33 a 37 °C em tubos fechados com tampa de rosca. O ensaio foi realizado em microplacas de
96 pocos em condi¢des empregando niveis reduzidos de oxigénio e niveis aumentados de
diéxido de carbono (microaerdéfilo. As amostras foram solubilizadas em DMSO. Os controles
utilizados nos testes foram DMSO 1% (solvente) e o metronidazol 25 uM (positivo).

Para a padronizacdo do indculo foi utilizado o volume de 250 uL de T. vaginalis da
criopreservacao (N2 liquido com 5% DMSO), ap6s o descongelamento a 37 °C, foi transferido
para um tubo com tampa de rosca contendo 12 mL de meio TY1-S-33. Ap0s 24 h de incubacéo

a 37 °C foi realizada a contagem dos parasitas vivos (>3,0 x 107 células por tubo). A cultura
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padronizada foi entdo diluida em TY1-S33 para obtencao de 40,000 células do parasita em 100
uL de meio por poco.

As microplacas foram incubadas por 17 h a 37 °C, apds isso foi pipetado o volume de
100 puL de uma solucéo de fixacdo (PBS, 1% de glutaraldeido, 5 uM de iodeto de propidio, e 5
uM de laranja de acridina), em todos os pocos. Foram entdo agitadas em agitador orbital por
30 s para viabilizar o desprendimento celular, e incubadas por 3 h a 37 °C para viabilizacdo da
fixacdo e coloracao feitos no teste.

Por fim, foram quantitativamente fotografadas usando a Perkin Elmer Operetta e
analisados usando o pacote de software Harmony 3.5.1.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICOBACTERIANA

A avaliacdo da atividade antimicobacteriana e a determinacédo da citotoxicidade (t6pico
4.7) foram realizados pelo Prof. Dr. Kyle Rohde, da University of Central Florida (FELIX et
al., 2017).

Foi utilizada cepa de Mycobacterium tuberculosis (CDC 1551), incluindo outra derivada
de CDC 1551 com plasmideos reporter. As amostras foram testadas em microplacas de 384
pocos, foi usado um dispensador automatico para a preparacdo das microplacas, (Precision
robotic liquid handler-BioTeK). Foram investigados os controles: DMSO a 0,5%, rifampicina
160 uM e isoniazida 10 uM. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Os indculos foram diluidos em caldo Middlebrook 7H9 OADC, e a densidade Optica
ajustada em 0,05 a 600 nm. A leitura foi realizada por fluorescéncia GFP (proteina verde
fluorescente) ap6s incubacédo de 6 dias a 37 °C em leitor microplacas Synergy H4 (BioTek).

Para a avaliacdo da atividade antimicobacteriana frente ao M. tuberculosis latente /
dormente foi usado 0 modelo MSD (Multi-Stress Dormancy). A leitura por fluorescéncia foi
realizada apds 7 dias em leitor de microplacas Synergy™ H4 (BioTeK). Nos ensaios
luminescentes com Mth-Lux a DOsoo foi ajustada em 0,01, e foram utilizadas microplacas de

cultivo na cor branca, demais ensaios microplacas pretas

4.6 DETERMINACAO DA CITOTOXICIDADE

Foram utilizadas as linhagens celulares de macréfagos J774A e HepG2 (células de
carcinoma hepatocelular humano). O meio de cultivo utilizado foi o DMEM (meio de Eagle
modificado por Dulbecc, Gibco), o0 meio foi suplementado com 10 % de soro fetal bovino

(Atlanta Biologicals). Foram utilizadas microplacas de cultivo celular na cor preta.
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No dia anterior a realizagdo do ensaio, foram semeadas na concentragdo de 2,5 x 10*
células/pogo, foi utilizado o volume 30 uL. Apds 6 h de incubacédo, as amostras (20 pug/mL) e
os controles (0,5% DMSO e 2% Triton X) foram adicionados nos pogos das microplacas.

A avaliagao da viabilidade celular foi determinada ap6s 24h, pela redugéo da resazurina.
A cor azul ¢ indicativa de auséncia de multiplicacdo/inviabilidade celular, enquanto que a cor
rosa evidencia viabilidade celular.

A fluorescéncia foi medida ap6s incubacdo de 4 h a 37 °C por excitacdo a 560 nm e
emissdo a 590 nm usando um leitor de microplacas Synergy ™ H4 (BioTeK). As amostras que
tiveram 20% de inibicdo nas células J774 foram consideradas citotdxicas e eliminadas do

estudo.

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME DE Céandida albicans

A avaliacdo da atividade antibiofilme de C. albicans foi realizada pela Profa. Dra.
Jianlan Yoi, University of Oklahoma- NPDG (Norman, Oklahoma-Estados Unidos).

Foi utilizada a cepa de Candida albicans SC5314, cedida por A. Dongari-Bagtzoglou
(University of Connecticut Health Center). Os meios de cultivos utilizados para realizagcdo dos
testes foram o caldo de infuséo cérebro-coragdo (meio BHI, Becton Dickinson) e 0 RPMI-1640
[RPMI-1640 (Sigma), MOPS 0,17 M (0,17 M Sigma)].

A metodologia utilizada no teste foi realizada em conformidade com as diretrizes do
CLSI, norma M27-A3 (2008), com as seguintes modificagdes: a levedura C. albicans SC5314
foi cultivada em meio BHI (Becton Dickinson) a 35 °C durante 12 h. As células foram
sedimentadas por centrifugacdo, lavadas com PBS (solugéo salina tamponada com fosfato, pH
7,4), e ressuspendidas em meio RPMI-1640.

As amostras foram preparadas em DMSO na concentracdo de 2,0 uM, o meio RPMI-
1640 foi utilizado nos ensaios. Aliquotas de 100 uL da suspensdo padronizada do in6culo de
levedura (2,5x102 células por mL™*) foram adicionadas ao meio de cultivo contendo as amostras
diluidas ou DMSO (até 2%, v/v) antes de serem transferidas para placas de 96 pocos. Apos 48
h de incubac¢do a 37 °C, a viabilidade celular foi medida pela leitura da DO (densidade dptica)
em espectrofotdmetro a 600 nm. As microplacas foram lavadas com PBS, sendo entdo realizada
novamente a leitura da DOgoo para avaliar a inibi¢do do biofilme.

Os valores de ICso foram calculadas utilizando a ferramenta de calculo desenvolvida

pela AAT Bioquest (<https://www.aathio.com/tools/ic50-calculator>). O corante colorimétrico
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utilizado foi o reagente branco de calco-flior e as imagens foram obtidas no Operetta High-

Content Imaging System. A e a leitura foi realizada por fluorescéncia.

4.8. METODOLOGIA COMPUTACIONAL: configuracdo absolutaem C—3'de C3 e C4

Para elucidar a configuracdo absoluta no estereocentro C-3’ das substancias C3 e C4
um estudo computacional foi realizado em colaboracdo com grupo de pesquisa do Prof. Nailton
Monteiro do Nascimento Junior (1Q- UNESP, Araraquara) e seu orientado de mestrado Victor
de Souza Batista.

Para elucidar a estereoquimica absoluta do ndcleo de carbono C-3', foi realizado um
estudo computacional seguindo as diretrizes propostas por Willoughby, Jansma e Hoye, com
pequenas modificagdes (WILLOUGHBY et al., 2004). Inicialmente, todas as estruturas
candidatas, 3A, 3B, 4A e 4B (Figura 24a), foram construidas no software Discovery Studio
Visualizer (v.17.0.2.1076) com todos os atomos de hidrogénio explicitados (DASSAULT
SYSTEMES, 2017). Os conférmeros para todas essas estruturas foram gerados usando o
modulo gerador de conférmeros do software CSD Mercury (MACRAE, et 1., 2008). Nesta
etapa, o software foi solicitado a minimizar a geometria de entrada antes de iniciar a busca
conformacional.

O ndmero maximo de conformacdes foi definido como 200, com no maximo duas
tor¢des incomuns, amostrando um maximo de 1.000.000 de conformagdes por molécula e com
uma probabilidade minima de rotdmero de 0,05%. Os conférmeros gerados foram
inspecionados para garantir que todos os rotdmeros e invertdmeros légicos previstos fossem
encontrados, bem como para remover estruturas redundantes. Esta etapa resultou em 16
conférmeros para as estruturas 3A e 4A e 20 conférmeros para as estruturas 3B e 4B.

Todos os conférmeros foram entdo submetidos a otimizacdo geométrica e célculo de
frequéncias vibracionais no Gaussian 09, utilizando o funcional M06-2X com o conjunto de
bases 6-31+G (d,p) ( GAUSIAN 09, 2013; ZHAO, et al., 2008; PETERSSON et al., 1988;
PETERSSON et al, 1991). Uma grade de integracdo refinada foi solicitada durante os calculos.
Os efeitos da solvatacdo do DMSO foram considerados através do formalismo do modelo
continuo polarizado de equacges integrais (IEFPCM) e as cavidades do soluto foram
construidas usando raios padrdo de atomos unidos (UAO) (MENNUCCI, et al., 1997a; 1997b;
TOMASI et al., 1999; BARONE, etal., 1997). As geometrias de saida das estruturas avaliadas
foram inspecionadas para remover conformacfes redundantes. A etapa resultou em 12

conformacdes para a estrutura 3A, 8 para as estruturas 3B, 4A e 4B.
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Apo6s a remocdo das geometrias redundantes, os tensores atdbmicos de blindagem
quimica (o) *H e 3C dos conformeros otimizados foram computados no nivel do funcional da
densidade usando o formalismo do orbital atdmico gauge-independent (GIAO) (LONDON:
1937; DITCHFIELD, 1974; WOLINSKI,1990). Para tal, se utilizaram o funcional B3LYP
BECKE, 1993; LEE, et al., 1988; VOSKO, et al., 1980. STEPHENS, et al., 1994) e o conjunto
de bases 6-311+G (2d,p) e uma grade de integracdo refinada foi solicitada novamente. A
solvatacdo do DMSO foi abordada através do IEFPCM novamente, mas nesta etapa as
cavidades do solvente do substrato foram modeladas por raios atdmicos individuais (BONDI,
1964). Os tensores de blindagem de RMN computados foram convertidos em desvios quimicos
de referenciados, conforme definido na Equacdo 1, onde ¢ é o tensor de blindagem de RMN

computado e é é o deslocamento quimico referenciado (LODEWYK, et al., 2011).

o — intercepto

inclinagao

O intercept e o slope séo fatores de escalonamento empiricamente derivados que sdo aplicaveis
ao nivel de teoria usado neste trabalho e sdo independentes da estrutura em estudo. Os valores
desses parametros, resumidos na Tabela abaixo, foram obtidos a partir da referéncia para o
método e criados pela abordagem proposta por Lodewyk, Siebert e Tantillo (2011).

Fatores de escalonamento para o nivel de teoria B3LYP/6-311+G(2d,p)//M06-2X/6-31+G(d,p).

Fatores de escalonamento

Slop Intercept
H -1,0767 31,9477
3¢ -1,0522 181,2412

Em seguida, os fatores de ponderacdo de Boltzmann para cada conférmero sao
determinados a 25 ° C usando as energias livres obtidas nos célculos de frequéncia vibracional,
resultando em uma contribuicdo da fragdo molar para cada conférmero, yi. Essas contribuicoes
sdo entdo aplicadas aos tensores de blindagem de RMN computados para cada nucleo de cada
conférmero individualmente para fornecer os tensores de blindagem de RMN médios

ponderados por Boltzmann para cada um. As contribui¢des da fragdo molar sdo calculadas
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conforme definido pela Equacdo 2, onde -E*i é a diferenca de energia livre do i-ésimo indicador

menos do que o0 mais estavel, R € a constante universal dos gases e T € a temperatura em Kelvin.

—Ex*i
eCrT)
—Exi
n (57
i=1€" RT

X; =

Os desvios quimicos experimentais (6;"") e computados (6;°""") sdo entdo comparados
entre si através do erro absoluto (|46]) e do erro absoluto médio (MAE) entre eles, conforme
descrito nas Equaces 3 e 4, nas quais N é o nimero de desvios quimicos Unicos usados na
comparacdo. Os tensores de blindagem para nicleos quimicamente equivalentes séo
ponderados antes da analise do MAE, neste caso, isso era necessario para 0s hidrogénios
metilicos de C-9 e C-10. Os desvios quimicos calculados para as estruturas denominadas A e
B também foram ponderadas pela média delas, dado que as moléculas C3 e C4 existem em uma

mistura diastereoisomerica.

N
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i=1
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5. RESULTADOS & DISCUSSAO: Curvularia lunata

5.1 Cultivo em escala reduzida

A espécie C. lunata foi avaliada em seis diferentes condic¢@es de cultivo com o objetivo
de investigar os efeitos na producdo de metabolitos secundarios pelo fungo na presenca de
modificadores epigenéticos (ZAHA, AZA e AA) e de eliciadores quimicos (ions de cobre e
magnésio).

Conforme descrito em material e métodos, a extracdao dos metabolitos foi realizada ap6s
ter sido verificado no meio de cultivo a auséncia de glicose. Ap6s 32 dias de inoculagdo do
fungo em caldo, foi visto nos ensaios contendo SAHA e AA a auséncia de glicose no meio de
cultivo, e entdo foi realizada a extracao dos metabolitos de todos 0s ensaios.

As massas e 0s rendimentos obtidos para os extratos ACOEt séo apresentados na Tabela
03. Os melhores rendimentos foram vistos para os ensaios contendo PDB + Cu?* e PDB + Mg?*,
o rendimento relativo quando comparado com o controle PDB foi de 143 e 151%,
respectivamente.

Considerando a natureza de média polaridade das substancias extraidas pela particéo
com AcOEt, os extratos obtidos em escala reduzida foram submetidos as analises por CLAE-
DAD. Os perfis cromatograficos dos extratos foram comparados possibilitando verificar a
reprodutibilidade e a variabilidade dos metabolitos produzidos pelo endofitico estudado C.
lunata (Figuras 06 e 07).

Os ensaios foram realizados em triplicata: inoculacdo, extragdo e registro dos

cromatogramas por CLAE-DAD.
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Figura 06. Cromatograma representando os perfis dos Ex. AcOEt produzidos em escala
reduzida pelo fungo C. lunata isolado das folhas de P. chiquitensis: PDB (A), PDB + Cu?*(B)
PDB + Mg?* (C) [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ® C18, 250 x 4,60 mm d.i. x 5
mm; Solvente A: H20 + 0,1% TFA; Solvente B: ACN + 0,1 % TFA. Gradiente de 5-100 % de

B em 60 min; vazéo de 1,00 mL min; A= 280 nm]
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Figura 07. Cromatograma representando os perfis dos Ex. AcOEt em escala reduzida
produzido pelo fungo C. lunata isolado das folhas de P. chiquitensis: PDB (A), PDB + SAHA
(B), PDB +AZA (C) e PDB +AA (D) [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ® C18, 250
X 4,60 mm d.i. x 5 mm; Solvente A: H,O + 0,1% TFA; Solvente B: ACN + 0,1 % TFA.
Gradiente de 5-100 % de B em 60 min; vazdo de 1,00 mL min; A= 280 nm]
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Tabela 03. Cultivo em escala reduzida de Curvularia luneta
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Codigo Experimento Vol. PDB glico_se Massaem mgdo Massa total em mg do Rendimento relativo
em mL (32 dias) Ex AcOEt Ex AcOEt ao controle PDB em %

FH-03-01_1A PDB 300 ++ 45,7

FH-03-01_1B PDB 300 ++ 63,8 152,3 -
FH-03-01_1C PDB 300 ++ 42,8

FH-03-01_2A CuSOq4 300 + 86,1

FH-03-01_2B CuSOg4 300 + 75,3 241,4 143
FH-03-01_2C CuSOq4 300 + 80,0

FH-03-01_3A MgSOg4 300 - 19,3

FH-03-01_3B MgSO4 300 - 62,5 161,8 151
FH-03-01_3C MgSOg4 300 - 80,0

FH-03-01_4A SAHA 300 + 62,3

FH-03-01_4B SAHA 300 + 64,5 187,9 123
FH-03-01_4C SAHA 300 + 61,1

FH-03-01_5A AZA 300 + 51,0

FH-03-01_5B AZA 300 + 58,0 162,6 101
FH-03-01_5C AZA 300 + 53,6

FH-03-01_6A AA 300 ++ 42,0

FH-03-01_6B AA 300 ++ 65,0 179,0 108
FH-03-01_6C AA 300 ++ 57,0
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5.2 Perfil cromatogréfico por CLAE-DAD dos Exs AcOEt de Curvularia lunata

Os extratos produzidos em escala reduzida: PDB (controle), PDB + Cu?*, PDB + Mg?**,
PDB + SAHA, PDB + AZA e PDB + AA foram submetidos a analise por CLAE-DAD.

O cromatograma do crescimento em escala reduzida do PDB (controle) foi comparado
com os demais cromatogramas na presenca de ions de cobre e magnésio (Figura 06), e na
presenca dos modificadores epigenéticos SAHA, AZA e AA (Figura 07). Os picos numerados
de 1-6 representam as seis substancias mais representativas vistas nos cromatogramas
registrados.

A avaliacdo dos perfis cromatograficos obtidos, mostrou grande semelhanca qualitativa
entre o PDB (controle) com os demais experimentos cultivados na presenca de ions metalicos,
modificadores epigenéticos e do eliciador quimico AA, portando ndo foi visto significativa
diversificagdo quimica dos metabdlitos secundarios produzidos pelo endofitico C. lunata.

Os picos 2 (tr =11,24 min) e 6 (tr =21,27 min) apresentaram intensidades dos seus sinais
com valores muito proximos em todas as seis condi¢des avaliadas quando comparado com o
controle PDB, ndo havendo aparentemente significativa diferenca entre a quantidade dessas
substancias produzidas pelo endofitico nesses experimentos, porém, os picos 1 (tr = 9,94 min)
e 5 (t- = 18,51 min) quando comparado com o cromatograma do controle PDB  como mostrado
nos cromatogramas das Figuras 06 e 07, apresentaram diminuicdo nas intensidades dos seus
sinais com valores inferiores ao do controle PDB, mostrando assim que tanto os eliciadores
quimicos quanto os modificadores epigenéticos suprimiram parcialmente a producdo desses

metabolitos.

5.3 Obtencédo do extrato bruto em escala ampliada

A incorporacio de fons de Mg?* no meio de cultivo PDB (Figura 06, cromatograma C)
foi a condigdo mais interessante por ter proporcionado aumento na producdo dos metabdlitos
referentes aos picos 4 (tr = 13,86 min) e 5 (tr = 18,51 min), sendo essas substancias de interesse
visto que ndo foram isoladas durante o mestrado devido ao baixo rendimento obtido em sua
purificacdo. Portanto, foi a condicdo escolhida para o cultivo em escala ampliada, conforme a
metodologia descrita no item 3.1.11. Resultando no Ex. AcOEt para dar sequéncia as etapas

quimicas de fracionamentos e isolamento de metabolitos.
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5.4 Fracionamento por CLAE-DAD do Ex. AcOEt (PDB + Mg?")

O Ex. AcOEt preparado do cultivo PDB + Mg?* foi submetido ao fracionamento por
CLAE-DAD resultando em 11 fragdes (F1-11), que foram analisadas por CCD (Figura 08) e
CLAE-DAD em modo analitico e seus cromatogramas estao apresentas nas Figuras 9-11.

Figura 08. Andlise por CCDC das fracdes obtidas do fracionamento por Sephadex LH-20;
Sistema de solventes: CHCIl3/MeOH/n-PrOH/H20 (5:6:1:4,v/viviv); 1) Fr. 1-11, A-) Uv 254nm
e B-) Anisaldeido/H2S045.1.5 Anélises por CLAE-DAD das fragfes 1-11

B-)
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Os perfis cromatogréaficos por CCD (Figura 08) evidenciou que algumas fracdes
apresentaram poucos spots como Fr 05, Fr 06 e Fr 07, aparentemente tornando-se promissoras
para continuidade dos estudos, enquanto Fr 02, Fr 03 e Fr 04 apresentaram maior numero de
spots com substancias de maior polaridade. Considerando-se também a massa obtida dessas
frages, iniciamos o fracionamento pelas Fra¢des denominadas Fr 04 e Fr 05-06.

Pode-se visualizar o perfil cromatografico por CLAE-DAD das fragdes Fr 01-04 (Figura
09); Fr 05- 07 (Figura 10); Fr 09- Fr 11 (Figura 11), evidenciando que as fragdes Fr 05 — Fr 07,
nas condi¢Oes analisadas, encontram-se mais separadas e, portanto, aparentemente mais faceis

de serem purificadas

5.5 Isolamento das substancias C1-C6 por CLAE-DAD

A purificacdo por CLAE-DAD da fragdo Fr 04 resultou no isolamento das substancias
C1+C2 (1,2 mg) e C3+C4 (1,6 mg); da fragcdo Fr 05-06 resultou no isolamento de outras duas
substancias: C6 (0,6 mg) e C7 (0,8 mg). As condic¢Bes experimentais estdo apresentadas no
item 3.1.15 e no Cromatograma de fracionamento e isolamento do Ex. AcOEt (Figura 12). Os
cromatogramas por CLAE-DAD analitico das substancias isoladas e dos respectivos espectros
no UV estdo apresentados nas Figuras 13 (C1-C3) e 16 (C4-C6).



69

Figura 09. Cromatograma representando os perfis do fracionamento por CLAE-DAD Fr 01-04

(A-C) [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ® C18, 250 x 4,60 mm d.i. x 5 um; Solvente
A: H,0 + 0,1% TFA; Solvente B: ACN + 0,1 % TFA. Gradiente de 5-100 % de B em 60 min;
vazdo de 1,00 mL mint; A= 280 nm]
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Figura 10. Cromatograma representando os perfis do fracionamento por CLAE-DAD Fr 05-07
(D-F) [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ® C18, 250 x 4,60 mm d.i. x 5 mm; Solvente
A: H>O + 0,1% TFA; Solvente B: ACN + 0,1 % TFA. Gradiente de 5-100 % de B em 30 min;
vazdo de 1,00 mL min’t; 1= 280
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Figura 11. Cromatograma representando os perfis do fracionamento por CLAE-DAD Fr 09-11
(G-1) [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ® C18, 250 x 4,60 mm d.i. X 5 mm; Solvente
A: H>O + 0,1% TFA; Solvente B: ACN + 0,1 % TFA. Gradiente de 5-100 % de B em 30 min;
vazdo de 1,00 mL min’t; 1= 280

G)
<007 — PDA-280 nm BO 200
1507 r150
1007 r100
g g
507 50
07 ro
-507] r-50
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 125 15,0 175 20,0 22,5 25,0 27,5 30,0
Minutes
H) 7 — PDA-280 nm B10 |
4001 400
300y r 300
E 200 F200 E
100 r100
O-‘W‘J\‘V‘M—_A‘_H’AJ L\AJLM_/N\’__V—._O
-101 . . . . . . . . . . . r-100
0,0 2,5 5,0 75 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5 30,0
Minutes
1)
— PDA-280 nm
40 1 Bl ta0
20 A 20
0 0
g g
-20 1 F-20
-40 1 F-40
-60 r-60

0,0 25 5,0 75 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 225 25,0 27,5 30,0
Minutes



72

Figura 12. Cromatograma do fracionamento e purificacdo do Ex. AcOEt preparado a partir do cultivo em escala ampliada de C. lunata
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Figura 13. Cromatogramas A e B, respectivos das substancias C1+C2 e C3+C4 isoladas por
CLAE-DAD semipreparativo. [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ® C18, 250 x 4,60
mm d.i. x 5 um; Solvente A. H20 + 0,1% TFA; Solvente B. ACN + 0,1 % TFA. Gradiente
exploratdrio de 5-100 % de B em 30 min; vaz&o de 1,00 mL min; A= 280 nm].
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Figura 14. Cromatogramas D, E, F das substancias C5-C7 isoladas por CLAE-DAD
semipreparativo. [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ® C18, 250 x 4,60 mm d.i. X 5
um; Solvente A. H20 + 0,1% TFA,; Solvente B. ACN + 0,1 % TFA. Gradiente exploratério de
5-100 % de B em 30 min; vazdo de 1,00 mL min; A= 280 nm].

D)

2000 ~ PDA-280m 2000
G5
15007 1500
g 10007 -1000 &
5007 500
0 L T T "_ T T T T T T T T T T -0
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5
Minutes
E)
— PDA-280
nm c6
2000 - 2000
g g
1000 - 1000
0 L T T I T T T T T T T T T T 0
0,0 2,5 5,0 75 100 125 15,0 17,5 200 225 25,0 27,5
Minutes
F)
— PDA-280 nm c7
1000 -~ 1000
g g
500 - 500
0 A / - 0

0,0 2,5 5,0 75 10,0 12,5 15,0 175 20,0 22,5 25,0 27,5
Minutes



75

Analise dos espectros no UV para todos os seis experimentos estudados (Figura 15)

mostra dois padrdes distintos com méaximos de absor¢fes. Os picos de 1-3 exibiram duas

bandas, uma com Amax na faixa de 211-217 nm e uma segunda banda com Amax na faixa de 294-

298 nm. Esse dado pode ser interpretado como preditivo de que os trés compostos fazem parte

de uma mesma classe de metabdlitos, os quais possuem 0s mesmos grupos cromdéforos e

consequentemente perfis bastante similares no espectro de UV.

Os picos 4-6 apresentaram padrao distinto de absor¢do no espectro de UV, possuindo

trés bandas: uma primeira com Amax de 222-234 nm, uma segunda com Amax de 269-271 nm e

uma terceira com Amax de 299-303 nm, sugerindo assim, pertencer a uma classe diferente de

metabolitos.

Figura 15. Espectros representativos no UV dos picos 1-7 dos Exs. AcOEt preparados a partir

do cultivo de C. lunata. isolado das folhas de P. chiquitensis; 4 =280 nm.
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5.6 ELUCIDACAO ESTRUTURAL

5.6.1 Substancias Cl e C2

O espectro de UV apresentou maximos de absorcdo em 214 e 295 nm (Figura 15,
cromatograma A), tipicos de carbonila «,f-insaturada e conjugada (MASI et al., 2014).

No experimento de RMN de 'H de C1 (Tabela 04, Figuras 16A-B) foi observado a
duplicidade de sinais por todo o espectro de hidrogénio, sugerindo uma mistura de compostos.
O padrédo de integracdo dos sinais presentes no espectro de RMN de H, indicou que os dois
compostos estavam presentes numa propor¢do de 2:1. A discussao para determinacao estrutural
destes compostos seré realizada mediante os cédigos C1 e C2.

No espectro de hidrogénio (Figura 16B) foram observados seis sinais de hidrogénios
olefinicos (5 7,11 a 5,93). Além disso, sinais de deslocamentos quimicos de hidrogénios
alifaticos na regido de 62,27 a 61,03 referentes aos hidrogénios metilicos, metilénicos e
metinicos para Cle C2.

Os sinais duplicados em 65,98 e 5,93 (1H cada, d, J=9,6 Hz); 7,11 e 67,05 (1H cada,
d, J=9,6 Hz); e 56,36 e 6,18 (1H cada, t, J=7,8 Hz) foram atribuidos aos trés hidrogénios
olefinicos conjugados em H—8, H-9 e H—12 para cada uma das unidades dos dois isbmeros,
em mistura, respectivamente. Sendo H-8 e H-9 ligados em dupla ligag&o no anel cicloexenona.

Os sinais caracteristicos de hidrogénios diastereotopicos de dois grupos metilénicos
foram observados como multipletos em 62,27 e 2,12 (CH,—13) para Cl e 62,22 e 2,09
(CH>—13) para C2. Adicionalmente, outros dois sinais de hidrogénios metinicos foram
observados em 64,00 ¢ 3,85 (H—4) ¢ 64,75 para H-6, respectivamente para Cl e C2. O
espectro apresentou também sinais de hidrogénios metilicos em 61,67 e 1,58 (3H cada, s),
CHs—11, e também em 61,05 e 1,03 (3H, t, J=7,1 Hz) atribuidas aos hidrogénios da posicao
CHs—14, respectivamente. Finalmente foram observados sinais de metoxilas ligadas a
nitrogénio 64,10 e 3,99 (CH3—15).

No experimento de 'H-'H gCOSY (Figura 18) é evidente a correlacdo entre os
hidrogénios olefinicos H-9 e 0 H—8. O sistema de spin foi observado em H—12 acoplando com

ambos os hidrogénios do grupo metileno (H2>—13) assim como os do grupo metila CHs—14.
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Os dados do mapa de contorno gHSQC de C1 e C2 confirmaram a presenca de 32
carbonos correspondentes a trés carbonos sp? (C—8, C—9 e C—12), incluindo um carbono sp?
quaternario (C—10), um metileno (C—13), um grupo N—metoxi (C—15), dois grupos metila
(C—11 e C—14) e trés carbonos carbindlicos (C—3, C—4 e C—6). Também foram observados 0s
sinais de dois grupos carbonila (C—1 ¢ C—7), Figura 19.

O mapa de contorno gHMBC (Figura 20) possibilitou verificar as correlacdes a 3J
existentes entre o hidrogénio olefinico H-9 com os carbonos C—5, C—7 e C—10, evidenciando
que o atomo de carbono C—5 possui correlagdes com os dois anéis: a cicloexenona e o anel da
ciclopentanamida. A cadeia lateral 1-propenil foi atribuida em C—10 pelos acoplamentos
observados entre H-9 e C—12. Para estabelecer a posi¢cdo do carbono da carbonila C—1
observou-se uma correlacdo com o hidrogénio em H—6 no espectro gHMBC (Figura 20).

O mapa de contorno gHSQC (Figura 19) permitiu atribuir todos os deslocamentos
quimicos a todos os carbonos e hidrogénios correspondentes (Tabela 04) e C1 e C2 foram
identificadas como sendo 4,6-diidroxi-2,3-dimetoxi-3-metil-10-propilideno-2-
azaspiro[4,5]dec-8-eno-1,7-diona. Suas estruturas quimicas foram confirmada pelos dados da
analise ESI-QTOF-HRMS (Figura 17) exibindo os sinais respectivos do ion da forma dimérica
sodiada [2M+Na]* m/z 617,2318, o ion sodiado [M+Na]® m/z 320,1103; identificando
juntamente com os demais dados de RMN a formula molecular como C14H19NOs, as estruturas
quimicas de C1 e C2 estdo apresentadas na Figura 21.

Os dados espectroscopicos de HRMS, RMN de 'H e BC e UV registrados para 0s
compostos (C1 e C2) foram comparados com os dados da literatura, sendo elas chamadas de
triticonas E e F (HALLOCK; LU; CLARDY, 1993; MASI et al., 2014).

Estes mesmos autores descrevem a dificuldade em purificar esses dois isdmeros, pois
apresentam um dnico spot em CCD e um unico pico quando realizada CLAE-DAD com varias
fases estacionarias e sistemas de solventes, e portanto, os identificam em uma mistura 10:9. A
estereoquimica relativa dos dois epimeros em C-6 foi verificada pelos autores por experimentos
NOESY nos carbons C—3, C—4 e em C—6. Assim para triticona F (Figura 21a), existe
acoplamento entre os hidrogénios CHs-11 com os hidrogénios em H—4 e CH3—15 indicando
que os CHs—11 encontra-se face oposta a hidroxila da posi¢édo C-4. Também né&o foi observado
a correlacdo do hidrogénio em C—6 com os hidrogénios em CHs—11, confirmando que o0s
hidrogénios em CHs—11 e a hidroxila em C—6 estdo na mesma face do anel cicloexenona.
Quanto a estereoquimica relativa da triticona E (Figura 21 a), os autores observaram que houve
novamente uma correlacdio de CHsz—11 com o hidrogénio em C—4, indicando que as

estereoquimicas em C—4 e C—5 eram as mesmas que na triticona F. No entanto, para a triticona
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E houve uma correlacéo dos hidrogénios CHz—11 com o hidrogénio em C—6, evidenciando uma
estereoquimica contraria em C—6, como mostrado na Figura 21 a. Entdo a estereoquimica
relativa da triticona E foi determinada como sendo 3S*4R*5S*6R* enquando da F
3S*4R* 55*,6S* (HALLOCK; LU; CLARDY, 1993).

Ainda na tentativa de explicar a dificuldade em purifica-los, os autores aqueceram a
mistura de triticonas E e F a 70 °C e observaram que ambas as substancias da mistura
permaneceram inalteradas, assim como a relagdo entre elas. Neste caso os autores concluiram
que ndo é viavel uma abertura retro-aldol, como ocorre em outras triticonas que possuem a
carbonila em C-4 (HALLOCK; LU; CLARDY, 1993; SUGAWARA, et al, 1988).

Nas triticonas identificadas C1 e C2, neste trabalho, ndo foi realizado o experimento
NOESY por ndo haver mais sutstancia para realizar o experimento, portanto nao foi
determinada a configuracao relativa dos centros estereogénicos C—3, C—4 e C—6.

A triticona E foi também identificada no extrato acetato de etila do fungo endofitico
Bipolaris, isolado de duas espécies de macrophytes aquaticas: Eichhornia azurea (Kunth) e
Eichhornia crassipes (Mart.) e o extrato apresentou atividade antileishmanial com CI de 70—
84.2 ug.mL—1. (ALMEIDA, et. Al., 2018). Outros autores como Wang et al. (2018) isolaram
as triticonas E e F do extrato de um derivado marinho, 0 fungo Cochliobolus lunatus
SCSI041401.



Tabela 04. Dados de RMN de H e *C das substancias C1 e C2 e comparagio com os respectivos valores publicados na literatura
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Isolados de C. lunata [CDCIs 600 MHz] (HILARIO, et al., 2020)

(HALLOCK; LU; CLARDY, 1993) [CDCl3, 400 MHz]

POSICAO ‘C1 ‘c2 “C1 (Triticona E) “C2 (Triticona F)
#513CC SH (m, J) #513¢C SH (m, J) 513 SH (m, J) 513¢C SH (m, J)

1 |167,6(C=0) - 167,6 (C=0) - 166,5 (C=0) 167,4 (C=0) -
3 866(C) - 86,5 (C) - 86,4 (C) - 86,4 (C) -
4  |73,5(CH) 4,0 () 73,5 (CH) 3,85 (s) 73,1 (CH) 3,80 (s) 73,1 (CH) 3,85 (s)
5 568 (C) - 56,8 (C) - 56,5 (C) - 56,6 (C) -
6  |735(CH) 4,75 (s) 73,5 (CH) 4,75 (s) 73,3 (CH) 4,73 (s) 73,3 (CH) 4,73 (s)
7 |1961(Cc=0) - 196,6 (C=0) - 1952 (C=0) - 196,9 (C=0) -
8  |1199(CH)  595(d 10,2) |121,1 (CH)  5,93(d,10,2) |119.9(CH)  595(d,9,9) |120,7(CH) 5,91 (d, 9,9)
9  |1530(CH)  7,11(d, 10,2) |1531(CH)  7,05(d,10,2) |1527 (CH)  7,08(d,9,9) |152,9(CH) 7,04 (d,9,9)
10 [127.8(C) - 128,9 (C) - 127,2 (C) - 1285 (C) -
11 [231(CHs)  167(s) 18,8 (CHs) 1,58 (s) 237 (CHs) 1,66 (s) 18,7 (CHs) 1,56 ()
12 |1544(CH)  636(t7.8) |151,0(CH)  618(t 7,8) |154 (CH) 6,35 (t, 7,5) |150,6 (CH) 6,17 (t, 7.5)
13 30,9 (CH2) gg gm; 23,8 (CHy) géé gmg 309 (CHz) 2,25 (m) 234 (CHz) 2,10 (m)
14  |135(CHs)  1,05(t84) |135(CHs)  103(t7,8) [131(CHs)  105(t71) |133(CHs)  1,02(t 7.1)
15  |65,0 (N-OCHs) 3,99 (s) 65,0 (N-OCHs) 4,10 (s) 64,7 (N-OCH3) 3,99 (s) 68,6 (N-OCHs) 4,07 ()

“ sem ppm e J em Hz; ** valores atribuidos pelas analises dos experimentos gHSQC e gHMBC
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C2 (HILARIO, et al., 2020)

Figura 16A. Espectro de RMN de *H (600 MHz, DMSO-d6) dos compostos C1
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C2 (HILARIO, et al., 2020)

Figura 16B. Espectro de RMN de ‘H (600 MHz, CDCls) dos compostos C1
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Figura 17. ESI-QTOF-HRMS dos compostos C1-C2 (HILARIO, et al., 2020)

Analysis Info Acquisition Date B8/3/2017 3:09:18 PM
Analysis Name D:\Data\Analises'2017\Analises Agosto\Profa Lourdes\Felipe Hilario\FH11_2_(4-2)000002.d

Method Tune_pos_Standard.m Operator BDAL@DE

Sample Name FH11_2 (4-2) Instrument maXis impact 282001.00121
Comment

Acquisition Parameter

Source Type Esl lon Polarity Paositive Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Active Set Capillary 4500V Set Dry Heater 180 *C
Scan Begin 50 mfz Set End Plate Offset -RO0 W Set Dry Gas 5.0 Ifmin
Scan End 1000 m/z Set Charging Voltage 2000V Set Divert Valve Source
Set Corona 0nA Set APCI Heater 0°C
|nten55._ FH11_2_(4-2]000002.d: +MS, 0.0-0.2rmin £1-11
%10
] 370.1103
3-.
2-.
617.2318
1 125.9862
280.1177
84,9595
1_
208.0952
ABS. 6620
J 400.0807 l
7343146741.7575 914.3521
0 Llﬂlﬂj.-. T W VY PRI Y PRI ot it o
100 200 300 400 500 600 700 800 300 miz



Figura 18. Espectro de gCOSY dos compostos C1-C2 (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 19. Mapa de contorno gHSQC dos compostos C1-C2 (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 20. Mapa de contorno gHMBC dos compostos C1-C2 (HILARIO, et al., 2020)
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5.6.2 Substancias C3 e C4

O espectro de IV dos compostos C3 e C4 (Figura 22) evidenciou a presenca uma banda
larga em 3355 cm™ devido ao estiramento OH, carateristico grupo funcional hidroxila, além
disso foi observado em 1655 cm™ a sobreposicéo das bandas intensas de carbonila de cetona a-

f-insaturada e de uma amida.

Figura 22. Espectro de 1V da substancia C3 (HILARIO, et al., 2020)
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No espectro de RMN de 'H das substancias C3 e C4 (Tabela 05, Figura 25) foram
observados sinais aos pares por todo o espectro, a integragdo indicou a presenca de 32
hidrogénios, sendo atribuidos os sinais de 16 hidrogénios para C3 e de 16 hidrogénios para C4,
devido estarem na razao de 2:1. Foram observados trés sinais de hidrogénios olefinicos que
foram atribuidos para cada estrutura C3 e C4, respectivamente: oJun 7,52 e 7,48 (d, J=12 Hz,
H-3); 5,84 ¢ 5,82 (d, J = 12 Hz, H-4); 5,65 ¢ 5,57 (t, J=7.5 Hz, H-7). Os hidrogénios H-3 e
H—4 estdo ligados em dupla ligacdo no anel ciclohexanona, indicando que esses hidrogénios
estdo em cis.

Os sinais caracteristicos de hidrogénios diastereotopicos de dois grupos metilénicos
foram observados em ou 2,14 (m, H>—4'a) 1,82 (m, H>—4'b); 1,86 (m, H>-8a) e 1,79 (m, H>—
8b). Adicionalmente, dois sinais de hidrogénios metinicos foram observados em Jn 4,11 € 3,91
(t, H-3"); outros dois sinais de hidrogénios metinicos oxigenados foram observados em Jy 4,47
e 4,46 (d, J=6,5 Hz, H-6). A presenga de grupos metoxila foi observada em on 3,86 e 3,84 (s,
N—-OMe—10). Por fim, dois grupos metilas em Jn 0,96 € 0,95 (t, J=7,5 Hz, H3-9).
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Tabela 05. Dados RMN de 'H (600 MHz) e *C (150 MHz) das substincias C3-C4

c3* C42b
Posicédo = =
Sc Sum (J)° Sc Sum )
1 59,9 (C) - 60,6 (C) -
2 130,0 (C) - 131,5 (C) -
3 142,8 (CH) 7.52d (12,0) 143,1 (CH) 7.48d (12,0)
4 124,0 (CH) 5,84 d (12,0) 124,2 (CH) 5,82 d (12,0)
5 198,6 (C) - 199,1 (C) -
6 73,1 (CH) 4,47 d (6,5) 73,2 (CH) 4,46 d (6,5)
7 141,0 (CH) 5,65 t (7,5) 142,8 (CH) 5,57 t (7,5)
1,86 m 1,86 m
8 22,4 (CHy) 79m 22,4 (CH,) 179 m
9 14,2 (CH3) 0,96 t (7,5) 14,3 (CHs) 0,95t (7,5)
2 152,4 (C) - 152,7 (C) -
3 58,8 (CH) 4,11t (13,2) 58,8 (CH) 3,91t (13,2)
4 |283(CH,) 2,14m 28,3 (CHy) 214 m
! 1,82 m ! 1,82 m
5 200,7 (C) - 200,8 (C) -
6 130,0 (C) - 130,1 (C) -
7 166,1 (C) - 167,6 (C) -
10 650 (0CHs) 3,86 653 (OCHs) 3,845
6-OH |- 7,92 sL - 7,92 sL

26 em ppm (ref. TMS); P solvente deuterado utilizado DMSO-d6; ¢J em Hz. (HILARIO, et
al., 2020)

No experimento de 1H—1H gCOSY (Figura 27) é evidente a correlagdo entre os
hidrogénios olefinicos H-3 e H—4. O sistema de spin foi observado de H—7 acoplado com
ambos o0s hidrogénios do grupo metileno de H>—8, assim como os do grupo metila de Hz—9.
Além disso, foi observado a correlacdo de H—3' acoplado com os hidrogénios do grupo metileno
de Ho—4', as principais correlagdes estdo apresentadas na Figura 23.

Os dados de RMN de *3C (Figura 26) e gHSQC (Figura 28) de C3 e C4 apresentaram
variedade de sinais, existindo majoritariamente em pares por todo o espectro. Foi possivel
confirmar a presenca de 32 carbonos, sendo atribuido 16 carbonos para cada isémero,
correspondentes a trés carbonos metinicos sp? (C—3, C—4 e C-7), incluindo outros dois
carbonos quaternarios sp? (C—2 e C—6'), um carbono quaternario sp® (C—1), dois metilenos
(C—4' e C-8), um grupo N—metoxi (C—10), um grupo metila (C—9), um carbono carbindlico
(C—6). Também foram observados os sinais de trés grupos carbonilas (C—5, C-5'e C-7").

O mapa de contorno gHMBC (Figura 29) possibilitou verificar as correlacdes a 3J
existentes entre o hidrogénio H-3' com os carbonos C—1 e C—6 evidenciando a jungdo da

ciclohexanona com o anel lactama. A cadeia lateral 1-propenil foi atribuida em C—2 pelos
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acoplamentos observados entre H—3 e C—1 e confirmada a partir das correla¢cbes do H—3 com
C—2 e C—7. Estes resultados permitiram que os deslocamentos quimicos fossem atribuidos a
todos os carbonos e hidrogénios correspondentes (Tabela 05, Figura 23). As estruturas quimicas
foram confirmadas pelos dados da analise ESI-QTOF-HRMS (Figura 31) exibindo um ion em
m/z 320,1137 [M+H]" (calc. 320,1134) identificando juntamente com os demais dados de RMN

a férmula molecular como C1H18NOs.

Figura 23. Principais correlagcdes observadas nos experimentos gCOSY e gHMBC para o0s
compostos C3 e C4 (HILARIO, et al., 2020)

#~ COSY -~ HMBC

A configuracdo relativa do estereocentro em C—6 da substancia C4 foi observada pela
correlacdo no espectro NOESY (Figuras 32-34) entre H-6 com H-3', sendo essa interacdo
ausente para C3. Portanto, a configuracao relativa em C—6 foi determinada como sendo S* em
C4eR*em C3

Figura 24. Principais correlages observadas no experimento NOESY para o composto C3
Adaptado de: (HILARIO, et al., 2020).
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A configuracgéo absoluta do carbono situado na posi¢ao 3' dos compostos C3 e C4 foi
determinada por estudos de analise computacional (item 4.8). As tabelas de correlagdo *H e *C
das estruturas em avaliacdo séo apresentadas nas Tabelas 06 e 07. Esta etapa resultou em 16
conférmeros para as estruturas 3A e 4A e 20 conférmeros para as estruturas 3B e 4B.

A analise do Erro Médio Absoluto (MAE) para o *H esté& apresentada na Tabela 06, onde
foi possivel observar que os desvios quimicos calculados da mistura diastereoisomérica de C3
e C4 apresentaram melhor correlagcdo com as subestruturas do grupo A (Figura 25), 0 que
significa que o hidrogénio ligado ao C—3' esta situado para trds do sistema de anéis biciclicos.
Observa-se também que erro absoluto, para o par B (Figura 24 e Tabela 06) é aproximadamente

1,6 vezes maior para ambos 0s casos.

Tabela 06. Erro absoluto calculado préton (JAd]) e Erro Médio Absoluto (MAE) para as
estruturas candidatas C3 e C4 como calculadas com B3LYP/6-311+G (2d, p)//M06-2X/6-
31+G(d, p) teoria de nivel. (HILARIO, et al., 2020)

H
Aavg Bavg
MAE  []ad |[MAE A
3ep 0,25 277 041 450
dexp 0,26 289 043 4,68

Figura 24A. Estruturas quimicas avaliadas por analise computacional (HILARIO, et al., 2020)

Esta tendéncia é revertida para as correlagdes feitas a partir dos deslocamentos quimicos
para 3C, pois 0 MAE e o erro absoluto para as subestruturas do grupo B sdo as que tiveram os

deslocamentos quimicos de **C calculados a partir desse nivel de teoria, nio s&o entfo Uteis
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para uma distin¢do clara entre estereoisémeros e, portanto, é possivel afirmar com seguranga
que as analises de H sdo mais relevantes para este estudo (WIITALA; CRAMER; HOYE,
2007; WILLOUGHBY; JANSMA; HOYE, 2014). Assim, os desvios quimicos calculados

indicam que o estereocentro C—3' tem configuracdo absoluta como sendo S.

Tabela 07. Erro absoluto calculado para carbono (JAd|) e Erro Médio Absoluto (MAE) para
as estruturas candidatas C3 e C4 calculadas por B3LYP/6-311+G(2d,p)//M06-2X/6-
31+G(d,p) teoria de nivel. (HILARIO, et al., 2020)

13C
Aavg Bavg
MAE IAS] MAE IAd]
3exp 4,38 70,08 4,01 64,19
4exp 4,43 70,95 3,99 63,87

As estruturas quimicas de C3 e C4 foram caracterizadas respectivamente como sendo a
(1S*,22,3Z2,3'S,6R*)- e (1S*,2Z,3Z,3'S,65*)-6,6"-diidroxi-1'-metoxi-2-propilideno-3',4'-diidro-
2'H-espiro[cicloexeno-1,3'-ciclopenta[b]pirrol]-3-eno-2',5,5'(1'H)-triona (Figura 30). As -
lactamas espiro-ciclicas (C3) e (C4) foram publicadas recentemente como novos metabolitos
descritos na literatura (HILARIO et al., 2020).

Semelhantemente as triticonas E (C1) e F (C2), os compostos C3 e C4 foram obtidos
como uma mistura de formas interconvertiveis (2:1). Mesmo apds o extenso trabalho
cromatografico, ndo foi possivel o isolamento dos isdmeros. As duas novas y-lactamas
espirociclicas C3 e C4 sdo interessantes compostos similares as triticonas e possivelmente
podem compartilhar semelhancas biogénicas com espirostafilotriquinas/triticonas.

Assim como nas triticonas E (C1) e F (C2), nas y-lactamas espirociclicas (C3) e (C4) a
Unica diferenca existente é a configuracdo C-6, sendo também obtidas como uma mistura
epimérica inseparavel. Existem evidéncias de que toda a classe quimica deve ser considerada
biossintética ou intermediaria apenas quando a configuracdo absoluta de C—6 foi caracterizada
(WALSER-VOLKEN; TAMM, 1996).

Controversamente, em trabalhos recentes, outros compostos tém sido descritos como
produtos naturais, mesmo ausente a descricdo de determinagdo da configuragdo absoluta
(GOMEZ et al., 2018; MASI et al., 2014; RAWLINSON et al., 2019). Por esse lado, as duas
novas y-lactamas espirociclicas (C3) e (C4) estdo sendo relatadas como um novo produto
natural devido a sua caracteristica hibrida de um diastereoisomero e um composto semelhante

a triticona devido ao nucleo y-lactamico espirociclico na estrutura.
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Figura 25. Espectro de RMN de H (600 MHz, DMSO-ds) das substancias C3 e C4 (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 26. Espectro de RMN de *C (150 MHz, DMSO-ds) das substincias C3 e C4 (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 27. Espectro de gCOSY (DMSO-ds) das substs. C3 e C4 (HILARIO, et al., 2020)

. ol

Felipe_F]_5_pico_3.2.1.2rr Los
() {2.31,0.92) {2.16,0.89)
{3743,1.03} o
“ / F1.0
@33,1_85); {2.13,1.78} k15
© o ' ® {1.8§
{5.65,2.25} ° S g 093229 _ L2.o
| o F2.5
{1.80,3.30} r3.0
6
@ L35
- S ' ~
s o r4o E
&
> Las &
S
é 5.0
- q
@ {2.25,5.65} [es
{7.49,5.85) _ ")
g -] = =
6.0
i 6.5
3 -] @ M
° )
] @ég © o |‘. k7.0
7 © @ % k7.5
- = @ -8.0
T T T T T T T T T T T T T T T N
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

4.5
2 (ppm)

Figura 28. Mapa de contorno gHSQC (DMSO-ds) de C3 e C4 (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 29. Mapa de contorno gHMBC (DMSO-d6) de C3 e C4 (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 30. Estruturas quimicas das substancias C3 e C4: (HILARIO, et al., 2020)

20

30

40

50

60

F70

80

90

- 100

110

120

130

r 140

150

r 160

170

180

190

200

93

f1 (ppm)



Figura 31. Espectro de massas ESI-QTOF-HRMS (modo positivo) das substancias C3 e C4 (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 32. Dado de RMN de NOESY (sinal em 64,10 ppm) das substancias C3 e C4 (600 MHz, DMSO-ds) (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 33. Dado de RMN de NOESY (sinal irradiado em 65,67 ppm) das substancias C3 e C4 (600 MHz, DMSO-ds) (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 34. Dado de RMN de NOESY (sinal irradiado em 64,48 ppm) das substancias C3 e C4 (600 MHz, DMSO-ds) (HILARIO, et al., 2020)
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5.6.3 Substancias C5 e C6

O espectro de RMN de H das substancias C5 e C6 (Tabela 08, Figuras 36 e 41,
respectivamente) foram observados dois sinais de hidrogénios aromaticos em 66,36 e 6,31 (d,
J=25Hz) paraC5eem 66,27 e 6,12 (d, J = 2,4 Hz) para C6 referentes a hidrogénios meta-
acoplados, que foram atribuidos aos hidrogénios H—4 e H—6, respectivamente.

O deslocamento quimico de hidrogénios metilénicos foi observado em 63,52 (C5)
e 03,49 (C6), correspondente aos hidrogénios na posi¢cdo H—7. Tanto no espectro de RMN de
'H de C5 como no de C6 foi visto um singleto respectivamente em 62,49 e 2,38
correspondentes a uma metila (CHs—10). Enquanto C5 apresentou um singleto em 63,71,
correspondente a uma metoxila (OCHz—5) em C6 apresentou um singleto em 610,10, sendo
este sinal atribuido ao hidrogénio do grupo hidroxila (OH-5).

O experimento de *H-'H gCOSY (Figuras 37 e 42) ndo apresentou informag&o estrutural
para nenhuma das substancias C5 e C6.

O experimento gHSQC (Figuras 38 e 43) possibilitou atribuir os hidrogénios a seus
respectivos carbonos e estdo demonstrados na Tabela 08.

No espectro de gHMBC (Figuras 39 e 44) pode-se observar sinais de carbonos referentes
as carbonilas de cetonas em ¢ 203,0 e 202,3 e de &cidos carboxilicos em ¢ 172,7 e 172,6 em C9
e C8, respectivamente. Estes deslocamentos quimicos puderam ser observados pela correlacdo
a 3J existente entre os hidrogénios em Hz—10 com o carbono do grupo cetona em C=0-9.
Também foi observado a correlacéo a 3J entre os hidrogénios em H,—7 com a carbonila acido
carboxilico em COOH-8.

A correlacdo dos hidrogénios arométicos de C5 foi observada respectivamente entre o
hidrogénio em ¢ 6,36 (H—4) com os carbonos em ¢ 109,0 (C-6), 121,0 (C-1), 135,0 (C-2),
157,0 (C—3) e 165,0 (C-5), e entre 0 hidrogénio em ¢ 6,31 (H—6) com os carbonos ¢ 39,0 (C-7),
100,0 (C-3), 121,0 (C-1), 157,0 (C—3) e 165,0 (C—5). Como mostrado na Tabela 08, as
correlacBes observadas para os hidrogénios aromaticos de C6 em 6 6,27 (H-4) e 6,12 (H-6)
foram semelhantes de C5. Portanto, pode-se verificar pelas analises do experimento gHMBC

que tanto para C5 quanto como para C6, o padréo de substituicdo do anel aromatico € 0 mesmo.
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O espectro de HRMS de C5 (modo negativo, Figura 40) evidenciou o ion da molécula
desprotonada em m/z 223,0608 [M — H] (calculado 223,0606). Observa-se ainda a perda de
44 Da que foi atribuida a uma molécula de CO2 [M — 44 — H] fornecendo o ion em m/z
179,0712. Seguido da perda de um grupo metila [M — 44 — 15 — H], ion em m/z 164,0477 e a
partir deste a perda de CO [M — 44 — 15 — 28 — H], m/z 136,0524 (Figura 35) confirmando que
esta molecula possui a formula molecular C10H120s. Portando esta molécula foi identificada
como sendo acido 5-O-metilcurvulinico (Figura 46). Estudos realizados por Guarantini et al.,
(2006) evidenciam que eliminagdo em compostos aromaticos ocorre em modo positivo
(moléculas protonadas e sodiadas) e em ioniza¢do no modo negativo (moléculas desprotondas).
Foi observado que as reacdes de eliminacdo podem ocorrer com ions moleculares radicalares
(M™) em sistemas IT conjugados gerados por ESI (DEMARQUE et al., 2016).

As reacdes de deslocamento sdo também um processo de fragmentacdo comum que leva
a eliminagdo de CO e CO> de estruturas ciclicas. Nestes casos, a rea¢do de deslocamento é
precedida pela clivagem da ligacdo acilica. A figura 35 traz uma proposta de fragmentacéo

para a substancia C5.

Figura 35. Proposta de fragmentagéo por ESI-MS de C5 (HILARIO et al., 2020)
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A andlise ESI-QTOF-HRMS de C6 (modo positivo, Figura 42) evidenciou o ion da
molécula protonada em m/z 211,0602 [M + H]* (calculado 211,0608), sendo observado também
0 fon da molécula cationizada com s6dio em m/z 223,0422 [M + Na]* (calculado 223,0426),
confirmando que esta substancia possui a formula molecular C11H120s. Portando esta molécula
foi identificada como sendo acido curvulinico (Figura 46). Os dados de RMN de H e *C de
C6 sdo bastante similares com os registrados para C5, sendo analogas e tendo como diferenca
estrutural a presenca de um grupo hidroxila na posicdo C-5 (C6) enquanto que nesta mesma
posi¢do ha um grupo metoxila em C5, como confirmado pelos dados de HRMS.

Neste trabalho, esta sendo descrito pela primeira vez a elucidacdo estrutural detalhada
da substancia C5. Poucos trabalhos foram realizados e estdo disponiveis nos bancos de dados
relatando estudos com C5, dentre eles podemos destacar os trabalhos publicados entre 0s anos
de 1957-1980. (BOLLER et al., 1957; CLAYDON; ELGERSMA; GROVE, 1980; GROVE;
POPLE, 1979; HARDEGGER et al., 1966).

Os espectros no UV de C5 (Amax 223, 269 e 300 nm) e de C6 (Amax 233, 269 e

300 nm) é caracteristico de um composto aromatico.
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Tabela 08. Dados de RMN de tH (600 MHz) e 13C (150 MHz) em DMSO-ds -mono e bidimensionais das substancias C5 e C6

Posicédo £2 £o
*6 BC¢ 5 'H(m, JHz) HMBC *5 13¢C 0'H (m, JHz) HMBC

1 121,0(Cq) - - 119,8 (Cq) - —
2 1350 (Cq) - - 136,6 (Cq) - —
3 1570 (Cq) - - 159,1 (Cq) - —
4 100,0 (CH) 6,36 (d,2,5) 109,0; 121,0; 135,0; 157,0; 165,0 101,2 (CH) 6,27 (d, 2,4)  110,2; 119,8; 159,1
5 165,0 (Cq) - - 159,6 (Cq) - -
6 109,0 (CH) 6,31(d,2,5) 39,0; 100,0; 121,0; 157,0; 165,0  110,2 (CH) 6,12 (d, 2,4)  39,5;101,2; 119,8; 159,1
7 39,0 (CH2) 3,52 (s) 109,0; 121,0; 135,0 39,5 (CH>) 3,49 (s) 110,2; 136,6; 172,6
8 172,7 (C=0) — - 172,6 (C=0) - —
9 203,0 (C=0) - 118,4; 127,2 202,3 (C=0) - 119,8; 127,2
10 31,8 (CH3) 2,49 (s) 203,0 31,8 (CHs) 2,38 (s) 203,0

5-OCHs 54,9 (CHs) 3,70 (s) 165,0 - - -

5-OH - - - - 9,81 (s) 101,2; 119,8; 159,6

* Sinais atribuidos pela analise HSQC e HMBC
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Figura 36. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) da substancia C5 (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 37. Espectro de 'H-'H gCOSY (600 MHz, DMSO-dg) de C5 (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 38. Mapa de contorno gHSQC (600 MHz, DMSO-ds) de C5 (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 39. Mapa de contorno gHMBC (DMSO-ds) de C5 (HILARIO, et al., 2020)
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Figure 40. ESI-QTOF-HRMS (modo negativo) da substancia C5 (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 41. Espectro de RMN H (600 MHz, DMSO-ds) da substancia C6 (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 42. ESI-QTOF-HRMS (modo positivo) da substancia C6 (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 43. Espectro de 'H-'H gCOSY (600 MHz, DMSO-ds) de C6 (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 44. Mapa de contorno gHSQC (600 MHz, DMSO-ds) de C6 (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 45. Mapa de contorno gHMBC (DMSO-ds) de C6 (HILARIO, et al., 2020)
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5.6.4 Substancia C7

O espectro de RMN de H da substancia C7 (Tabela 09, Figura 47) apresentou dois
sinais de hidrogénios aromaticos meta-acoplados (d, J = 2,5 Hz) 66,32 e 6,28 que foram
atribuidos a H-4 e H-5, respectivamente. E também evidente um tripleto em 51,26 (J= 7,0
Hz), correspondente a uma metila CHs-8. Os deslocamentos quimicos de hidrogénios
metilénicos foram observados em 64,17 (2H, q, J= 7,2 Hz), 63,87 (2H, s), correspondentes
aos OCH,—C8 e CH,—7 respectivamente. Ainda foi observado um singleto em 62,60 (3H, s)
correspondente a uma outra metila, que foi atribuida CHs-10.

No experimento gCOSY (Figura 48) observa-se a correlagéo entre os hidrogénios 64,17
OCH,—C8 com os hidrogénios em 61,26 CHs—C8.

Os experimentos gHSQC (Figura 49) possibilitaram atribuir os hidrogénios a seus
respectivos carbonos e estdo demonstrados na Tabela 09.

No espectro de gHMBC (Figura 50) pode-se observar sinais de carbonos referentes a
carbonila de cetona em ¢ 203,4 e de éster em ¢ 170,9. Estes deslocamentos quimicos puderam
ser observados pela correlacio a 2J e a 3J existente entre os hidrogénios 63,87 e 4,17 com 0
carbono do grupo éster em ¢ 170,9 (COO-8). Também foi observado a correlagdo a 2J entre 0s
hidrogénios em ¢ 2,60 com a carbonila do grupo cetona em ¢ 203,4 (C=0-9). A correlacdo dos
hidrogénios aromaticos foi observada respectivamente entre ¢ 6,32 (H—4) com os carbonos em
0 112,4 (C-6) e entre o hidrogénio em ¢ 6,28 (H-6) com os carbonos ¢ 103,1 (C—4), 115,7 (C—
2), 41,5 (C-7).

O espectro de ESI-QTOF-HRMS (full scan-modo negativo), (Figura 52) evidenciou o
ion da molécula desprotonada em m/z 237,0769 [M—H]" (calculado 237,0763), confirmando que
esta molecula possui a formula molecular C12H140s. Portando esta molécula foi identificada
como sendo acetato de etila-2-(2-acetil-3,5-diidroxifenil) ou também conhecida como curvulina
(VARMA et al., 2006), Figura 51.



Tabela 09. Dados de RMN de *H (300 MHz) e C (150 MHz) da substancia C7 (CDCIs) e comparagdo com dados da literatura (CDCls)

111

POSICAO

C7 (HILARIO, et al., 2020)

Curvulina (VARMA et al., 2006)

513cC SH(m,J)  COSY HMBC =51ce SH (m, J)
1 137,4 (C) 137,4 (C)
2 1157 (C) 119,0 (C)
3 161,3 (C) 161,3 (C)
4 103,1 (CH) 6,32 (d, 2,5) 112,4 102,3 (CH) 6,30 (d, 2,3)
5 160,9 (C) 161,2 (C)
6 112,4 (CH) 6,28 (d, 2,5) 41,5; 103,1; 115,7 111,9 (CH) 6,35 (d, 2,3)
7 41,5 (CHy) 3,87 (s) 112,4; 115,7; 137,4; 170,9 |40,1 (CH,) 3,76 (s)
8 170,9 (C=0) 171,3 (C=0)
9 203,4 (C=0) 203,3 (C=0)
10 31,9 (CHa) 2,60 (s) 203,4 31,7 (CHa) 2,51 (s)
C-8 (OCHy) | 61,4 (CH,) 4,17 (q, 7,0) 1,26 60,6 (CH2) 4,10 (q, 7,1)
C-8 (-CHs3) |13,9 (CH3) 1,26 (t, 7,0) 61,4 14,0 (CH3) 1,19 (t, 7,1)

“ sem ppm e J em Hz; ** valores atribuidos pelas analises dos experimentos HSQC e HMBC
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Figura 47. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) da substincia C7 (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 48. Espectro de 'H-'H gCOSY (300 MHz, CDCls) de C7 (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 49. Mapa de contorno gHSQC (300 MHz, CDCl3) de C7 (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 50. Mapa de contorno gHMBC (300 MHz, CDClz) de C7 (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 51. Estrutura quimica da substancia C7 (HILARIO, et al., 2020)
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Figura 52. ESI-QTOF-HRMS da substancia C7 (HILARIO, et al., 2020)
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5.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A avaliacdo da atividade antimicrobiana e a determinagcdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM) foram testadas contra quatro micro-organismos patogénicos humanos: S. aureus
(bactéria Gram-positiva), Salmonella sp. E. coli (bactérias Gram-negativas) e a levedura C.
albicans resistente ao fluconazol (Tabela 10).

A literatura ndo fornece um consenso em termos de valores especificos de CIM para
produtos de origem natural tanto para extrato bruto quanto para produtos isolados. Por exemplo,
extratos com valores de CIM inferiores a 500 pg/mL podem ser considerados como sendo
inibidores potentes, enquanto que valores de CIM entre 600 e 1500 ug/mL sao tidos como
inibidores moderados e por fim, valores de CIM superiores a 1600 ug/mL sdo descritos como
inibidores fracos (ALIGIANNIS et al., 2001). Outro trabalho descreve que extratos com valores
de CIM inferiores a 1000 pug/mL podem ser considerados como tendo boa atividade
antimicrobiano e para substancias isoladas, valores inferiores de 1000 pg/mL (WEBSTER et
al., 2008).

Tabela 10. Atividade antimicrobiana do extrato AcCOEt e compostos isolados

Amostra CIM (CBM)? CIM (CFM)?
E. coli Salmonella sp. S. aureus C. albicans

Ex AcOEt 1000 (1000) — 1000 (-) -

Cl-Cc2 62,5 (1000) - 1000 (-) -

Q _ _ _ _

g _ _ _ _

(+)P 7,8 12,5 0,15 NA

(+)° NA NA NA 8,0

(+)2 NA NA NA R

“Valores em pg/mL; Pampicilina para bactéria, “'anfoterecina B e “*fluconazol para
levedura; (—) CIM/CBM/CFM > 1000 pg/mL; NA: ndo aplicdvel; R: resistente.

No geral, o extrato AcOEt e 0s compostos testados apresentaram baixa atividade
antimicrobiana contra o quatro micro-organismos avaliados com excecéo das substancias C1-
C2 que apresentaram atividade para E. coli. A faixa de valores de CIM encontrada para o ensaio
antibacteriano foi de 1000-62,5 pg/mL, porém nenhuma das amostras apresentaram atividade

antifingica contra a levedura C. albicans resistente ao fluconazol.
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O extrato AcOEt apresentou baixa atividade antibacteriana, sendo o valor da CIM de
1000 ug/ml contra E. coli e S. aureus. Os metabdlitos secundarios C1-C2 apresentaram o valor
da CIM de 62,5 pug/mL para E. coli, sendo considerado este valor como bom para a atividade
antibacteriana de metabolito secundario isolado. Por outro lado, os compostos C5 e C7
apresentaram valores da CIM superiores as concentracOes testadas para estes dois compostos e
portando ndo tiveram resultados significativos quanto ao ensaio antimicrobiano.

A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) para o Ex. AcOEt e para 0s compostos
C1-C2 foi de 1000 pg/mL, alem disso C1-C2 apresentou comportamento bacteriostatico para
E. coli até a concentragdo de 62,5 mg/mL.

Na Figura 53 esta sendo ilustradas as substancias isoladas de F. fujikuroi e que foram

ativas para E. coli.

Figura 53. Crescimento em PDA de C. lunata e metabolitos isolados

E. coli
MIC 62.5pg/mL

Curvularia lunata

Fonte: Hilario et al, (2020)

Obs.: em vermelho os metabdélitos inéditos do trabalho publicado por HILARIO et al., 2020
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6. RESULTADOS & DISCUSSAO: Fusarium fujikuroi

6.1 Efeitos da adicdo de moduladores epigenéticos e eliciadores quimicos em F. fujikuroi:

O fungo F. fujikuroi foi cultivado em seis diferentes condi¢des de cultivo com o objetivo

de investigar os efeitos na producao e diversificagdo de metabolitos secundarios pelo fungo na
presenca de moduladores epigenéticos (ZAHA, 5-AZA e AA), e de eliciadores quimicos
metalicos (ions cobre e magnésio) em meio de cultura PDB. Portanto, foram estudadas as
seguintes condi¢des: PDB (controle), PDB + Cu?*, PDB + Mg?*, PDB + SAHA, PDB + AZA
e PDB + AA. Além disso, essas Ultimas cinco condi¢des foram comparadas com o controle
PDB (apenas meio de cultura
Todo o trabalho desenvolvido com os moduladores quimicos e epigenéticos foi padronizado da
inoculacdo (mesmo volume da suspensdo de hifas-esporos) até o fim do cultivo, dando
seguimento com etapas de extracdo dos metabdlitos produzidos pelo fungo por particdo L/L
com AcOEt. Conforme descrito em material e métodos, a auséncia de glicose no meio de cultivo
foi o pardmetro utilizado para dar seguimento com as demais etapas quimicas para obtencao
dos extratos ACOEt para cada uma das condigOes avaliadas.
Como estamos investigando um estudo comparativo de perfis quimicos, é importante evitar que
o fungo tenha como fonte de energia os proprios metabdlitos secundarios. Complementarmente,
sabe-se que o maior rendimento na producdo de metabolitos ocorre quando o nivel de glicose
no meio é o0 mais baixo ou até ausente (MAFEZOLI et al., 2018; WIJERATNE et al., 2014).

A extracdo dos metabolitos ocorreu no 31° dia, ap6s inoculado em PDB, sendo
verificado o nivel de glicose negativo nos ensaios contendo ions de cobre e magnésio e baixa
concentragdo nos frascos com SAHA, 5-AZA, AA e PDB (controle).

A massa e o rendimento obtidos para os extratos AcCOEt estdo apresentados na Tabela
11. Os melhores rendimentos foram vistos para os ensaios com SAHA e AA, quando
comparados com o controle PDB, tiveram rendimentos de 159 % e 16 1%, respectivamente.

Considerando a natureza de média a alta polaridade das substancias extraidas pela
particdo com AcOEt, os extratos obtidos em escala reduzida foram submetidos as analises por
CLAE-DAD. Os perfis cromatograficos dos extratos foram comparados possibilitando verificar
a reprodutibilidade e a variabilidade dos metabolitos produzidos por Fusarium fujikuroi
(Figuras 54-55).



Tabela 11. Cultivo em escala reduzida de F. fujikuroi
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Cédigo Experimento Vol. PDB glicqse Massa em mg Massa total em mg Rendimento relativo ao
em mL (32 dias) Ex AcOEt do Ex AcOEt controle PDB em %

FH-02-54_1A PDB 200 ++ 18,2

FH-02-54_1B PDB 200 ++ 15,2 42,2 ]
FH-02-54_1C PDB 200 ++ 8,

FH-02-54_2A CuSO4 200 + 16,5

FH-02-54 2B CuSOy4 200 + 14,4 43,8 104
FH-02-54_2C CuSO4 200 + 12,9

FH-02-54 3A MgSOa 200 + 19,3

FH-02-54 3B MgSOa 200 + 21,1 50,3 119
FH-02-54_3C MgSOa4 200 + 9,9

FH-02-54_4A SAHA 200 + 20,6

FH-02-54 4B SAHA 200 - 27,2 67,3 159
FH-02-54_4C SAHA 200 - 19,5

FH-02-54 5A AZA 200 - 3,6

FH-02-54 5B AZA 200 + 12,0 29,9 71
FH-02-54 5C AZA 200 + 14,3

FH-02-54_6A AA 200 - 21,3

FH-02-54_6B AA 200 - 33,4 68,1 161
FH-02-54_6C AA 200 - 13,4

Obs.: ensaios realizados em triplicata (A, B, C);
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6.2 Perfil cromatogréfico por CLAE-DAD dos Exs AcOEt de F. fujikuroi

Os metabdlitos presentes nos extratos AcOEt preparados em escala reduzida: PDB
(controle), PDB + Cu?*, PDB + Mg?, PDB + SAHA, PDB + AZA e PDB + AA foram
analisados por CLAE-DAD analitico.

A avaliacdo dos perfis cromatograficos (Figuras 54 e 55) mostrou grande semelhanca
qualitativa entre o controle (PDB) com os experimentos: PDB + Cu?*, PDB + SAHA, PDB +
AZA e PDB + AA. Entretanto, PDB + Mg?* quando comparado com o controle (PDB) induziu
diferencas significativas no metabolismo secundario de F. fujikuroi (Figura 54).

Nas figuras 54 e 55 sdo apresentados os perfis cromatograficos do crescimento em
escala reduzida das seis condi¢cOes estudadas, e a sobreposicdo do controle com os demais
experimentos. Os picos representativos foram numerados nos cromatogramas de 1 a 31, os
dados referentes aos tempos de retencéo séo apresentados na Tabela 12.

Na Figura 54 evidencia também a presenca de 16 novos picos cromatograficos que
surgiram em decorréncia da adi¢do de jons Mg*? no meio de cultivo PDB.

Para o melhor entendimento e comparacao dos dados quanto a producéo e diversificacao
quimica, foi realizado estudos analiticos de quantificagdo por CLAE-DAD analitico, visando a

complementariedade dos dados.
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Figura 54. Cromatograma representando os perfis dos Ex. AcOEt em escala reduzida
produzido pelo fungo F. fujikuroi isolado dos capitulos de P. chiquitensis: PDB, PDB + Mg?*,
PDB +Cu?" [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ® C18,250 x 4,60 mm d.i. x 5 mm;
Solvente A: H20 + 0,1% TFA,; Solvente B: ACN + 0,1 % TFA. Gradiente exploratorio de 5-
100 % de B em 60 min; vaz&o de 1,00 mL mint; A= 270 nm]
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Figura 55. Cromatograma representando os perfis dos Ex. AcOEt em escala reduzida
produzido pelo fungo F. fujikuroi isolado dos capitulos de P. chiquitensis: PDB, PDB + SAHA,
PDB +AZA e PDB +AA [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ® C18, 250 x 4,60 mm
d.i. x 5 mm; Solvente A: H2O + 0,1% TFA,; Solvente B: ACN + 0,1 % TFA. Gradiente de 5-
100 % de B em 60 min; vaz&o de 1,00 mL mint; A= 270 nm]
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Tabela 12. Identificagdo de substancias presentes nos cromatogramas (CLAE-DAD) nos
Cultivos em escala reduzida do extrato de F. fujikuroi

Pico tr Controle | Mg?* Cu® SAHA AZA AA
1 3,19 X X X X X
2 3,98 X X X X X
3 4,21 X
4 5,27 X
5 7,83 X X X X
6 8,35 X X X X
7 9,32 X
8 10,01 X
9 10,95 X X X X

10 13,13 X X X X

11 13,28 X X X X X
12 13,7 X X X X X
13 15,15 X

14 15,57 X

15 15,75 X

16 16,17 X X X X
17 17,72 X X

18 18,45 X

19 20,35 X X X
20 21,67 X X X

21 21,85 X X X

22 23,07 X

23 24,13 X

24 21,67 X X X X X
25 24,71 X X X X

26 28,85 X X

27 30,23 X X X X

28 35,87 X X X X X
29 37,97 X

30 41,49 X X X X X
31 44,15

Obs. Experimento realizado em triplicata
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6.3 Andlise quantitativa dos metabdlitos secundarios de F. fujikuroi por CLAE-DAD

A quantificacdo por CLAE-DAD de quatro metabdlitos secundarios isolados e
identificados do Ex. AcOEt preparado a partir do cultivo de F. fujikuroi em meio liquido PDB
(HILARIO et al., 2017b), foi realizado empregando o método de padronizacdo externa, que
consiste na construcdo de curva analitica de padrdo externo em diferentes concentragdes.

As quatro curvas analiticas foram construidas a partir de cinco a seis dilui¢ces partindo
de suas respectivas solucdes estoque. Sendo assim, as diluicGes seriadas foram realizadas
obedecendo aos seguintes intervalos de concentragdo: &cido fusérico 1000-62,5 ug mL; AIA
500-31,25 pg mL; alcaloide indolico (&cido acético-2-(4-butilpicolinamida)) 100-6,25 e para o
sesterterpeno chamado de terpestacina de 2000-62,5 ug mL.

O sistema de solventes utilizados nas diluigdes foi H.O/ACN (8:2, v/v), as solucdes
resultantes foram injetadas no CLAE-DAD em triplicata, sendo padronizado o volume de
injecdo de 20,0 uL para todas as amostras. O comprimento de onda empregado na quantificacéo
foi em 270 nm (Figura 54-55), devido a seletividade deste comprimento de onda para 0s
compostos estudados.

Nos cromatogramas correspondentes (Figuras 56-57), a area de um pico de interesse,
registrada pelo detector DAD em funcéo das solugdes em diferentes concentra¢des conhecidas,
foram os dados correlacionados para serem plotadas em um gréfico

As curvas analiticas A-B e C-D sdo apresentadas nas Figuras 58 e 59, respectivamente.
Como pode ser visto, todas as quatro curvas analiticas apresentaram boa linearidade em seus
intervalos de concentracdo estudados. Os coeficientes de correlagdo (r) com valores superiores
a 0,99 (Tabela 13) indicam que ha uma boa correlagdo linear entre as areas e as concentracdes
estudadas neste trabalho.

O método CLAE-DAD foi validado para a determinacdo do acido fusarico (1), acido
indolacético (2), acido 2- (4-butilpicolinamida) acético (3) e o sesterterpene terpestacina (4)
pela analise dos seguintes parametros: linearidade , sensibilidade, especificidade, precisao intra-
ensaio e inter-ensaio, exatiddo, LOD e LOQ (Tabela 13). Esses metabdlitos foram isolados do
extrato de acetato de etila preparado a partir de F. fujikuroi em meio PDB (HILARIO et al.,
2017).
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Figura 56. Cromatograma representando os perfis do Ex. AcOEt PDB (controle) e
sobreposicdo com os metabolitos isolados e quantificados por CLAE-DAD: A-) JBCS, 2017;
B-) PDB; C-) PDB + 4cido fusarico [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ® C18, 250 x
4,60 mm d.i. x 5 mm; Solvente A: H.O + 0,1% TFA; Solvente B: ACN + 0,1 % TFA. Gradiente

de 5-100% de B em 60 min; vazdo de 1,0 mL mint; 1 =270 nm
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Figura 57. Cromatograma representando os perfis do Ex. AcOEt PDB (controle) e
sobreposicdo com os metabolitos isolados e quantificados por CLAE-DAD: A-) PDB + AlA,;
B-) PDB + alcaloide; C-) PDB + terpestacina [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ®
C18, 250 x 4,60 mm d.i. x 5 mm; Solvente A: HO + 0,1% TFA; Solvente B: ACN + 0,1 %
TFA. Gradiente de 5-100% de B em 60 min; vazdo de 1,0 mL min’!; A= 270 nm
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Figura 58. Curvas analiticas dos metabolitos A-B de F. fujikuroi
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Figura 59. Curvas analiticas dos metabolitos C-D de F. fujikuroi
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A equacdo da curva resultante permitiu calcular as concentracGes de acido fusarico,
AlA, do alcaloide inddlico e também da terpestacina nos seguintes extratos AcOEt: PDB
(controle), PDB + Mg?*, PDB +Cu?", PDB +SAHA. PDB +AZA e PDB +AA (Figuras 58 e 59,
Tabela 13).

Os valores dos limites de detecgéo (LD) e quantificagdo (LQ) foram calculados a partir
dos parametros analiticos obtidos das curvas (Tabela 13), em conformidade com os

preconizados pela IUPAC, sendo assim, as seguintes formulas foram utilizadas:

- Para o célculo do limite de deteccdo (LD):

DpP
LD =33x—
a

- Para o célculo do limite de quantificagdo (LQ):

1Q = 10 x 22
Q=10x—

Onde, DP é o desvio padrdo da resposta e a. é a inclinacdo da curva analitica (RIBANI

et al., 2004).

Tabela 13. Dados de calibragdo dos metabdlitos de F. fujikuroi

Compostos Eq/lia(:;é:cdf he cor?;e a{gzg; ) (ugLnE)L'l) (ngISL-l) DP”
Ac. fusdrico | 29104C — 607589 0,999 29,9 90,6 293656
AIA 65748C + 729681 0,999 27.4 82,9 545335
Alcaloide  |20704C—16133 0,999 4,52 1759 28380
Terpestacina |1766C —55536 0,999 28,9 8743 15440

“DPR = Desvio Padrio Relativo da resposta

Os resultados obtidos para os LD e de LQ estdo apresentados na Tabela 13, como pode
ser visto, 0s valores obtidos para ambos parametros revelam uma boa sensibilidade do método
para 0s quatro metabdlitos analisados, apresentado portando boa detectabilidade frente ao PDA,
podendo assim ser aplicado para quantificacdo dos metabolitos secundarios produzidos pelo F.

fujikuroi presentes nos extratos AcOEt.
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A exatiddo do meétodo foi avaliada por meio do ensaio de recuperacdo. Conforme
apresentado na Tabela 14, para cada um dos quatro metabdlitos secundarios isolados de F.
fujikuroi, diferentes concentragdes das substancias isoladas estudadas foram adicionadas
separadamente nos extratos ACOEt (5mg.mL). Além disso, foi injetado no CLAE o branco, que
consistiu na adi¢do do sistema de solvente utilizado nas analises, ACN:H20 (8:2, v/v) ao extrato

AcOEt, na proporcdo de 1:1 (v/v), 20mL foram injetados no CLAE-DAD em triplicata.

Tabela 14. Recuperacédo exatidao

Concentracao Recuperacao

Composto (ng mL'%) (% %) ¢
250,0 103,95
Ac. fuséarico [125,0 118,86
62,5 119,06
500,0 90,34
AlA 250,0 104,70
125,0 90,56
100,0 114,65
Alcaloide 25,0 107,78
6,25 93,41
1000,0 97,61
Terpestacina |250,0 112,41
125,0 119,70

A porcentagem de recuperacdo foi dada a partir da concentracdo média obtida
experimentalmente e a concentragao tedrica correspondente apds a adicao da substancia isolada,
multiplicada por 100, sendo assim, a seguinte formula foi utilizada:

C
B x100

Exatidao = A

Onde Ca é a concentracdo calculada para cada um dos metabolitos isolados de F. fujikuroi,
extrato mais analito (dopado, “spiked”), Cg € a concentracdo calculada para o extrato nédo
dopado (branco) e Ct a concentracao teorica utilizada na recuperagéo.

De acordo com Ribani e colaboradores (2004), valores de recuperagdo devem estar entre
70-120% (RIBANI et al., 2004). Os valores de recuperacdo obtidos, conforme mostrados na
Tabela 14, estdo entre 90 e 119%, estando, portanto, dentro do intervalo aceitavel para os

valores de recuperacao.
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A seletividade do método foi avaliada por meio da comparacdo do tempo de retengéo e
de espectro no UV para cada substancia estudada nas analises quantitativas por CLAE-DAD,
sendo esses dados comparados com 0s seus respectivos picos registrados nos cromatogramas
dos seis extratos estudados (PDB, PDB +Cu?*, PDB + Mg?*, PDB +SAHA, PDB +AZA e PDB
+AA).

Tabela 15. Quantidade de metabdlitos nos Exs AcOEt de F. fujikuroi*

Anei -1
EXPERIMENTO Substancia (ug mL™)

Ac. Fuséarico AlA Alcaloide Terpestacina
PDB (Controle) 27,93 + 0,66 ND ND 558,89 + 11,82
PDB +Cu? 33,79+ 0,20 41,19+0,35 ND 257,83 £ 2,07
PDB + Mg?* 28,87 + 0,33 21,07 + 0,09 48,46 £1,76 592,83 + 10,86
PDB +SAHA 23,28 £0,70 41,92 £ 0,86 ND 885,84 + 9,53
PDB +AZA 34,59 + 0,56 24,50 + 1,01 ND 622,28 + 42,30
PDB +AA 34,76 £ 0,37 17,47 + 0,23 ND 553,40 + 10,12

ND = Néo Detectado
*Cada valor representa a média £ DP para trés experimentos independentes (n=3).

A determinacdo da concentracdo de acido fusarico (1), &cido indolacético (2), 2-acido
acetico-(4-butilpicolinamida) (3) e terpestacina (4) foi estabelecida nos experimentos: PDB
(controle), PDB +Cu?*, PDB + Mg?*, PDB +SAHA, PDB +AZA e PDB +AA. Assim, foi
possivel estabelecer quantitativamente as concentracdes de quatro metabdlitos secundarios
isolados de F. fujikuroi nos seis extratos AcOEt preparados na presenca e na auséncia de
modificadores epigenéticos e eliciadores quimicos

Quando comparamos o controle (PDB) com os demais extratos AcOEt foi visto que a
concentracdo de &cido fusarico nos seis extratos AcOEt ndo teve grandes alteracGes
quantitativamente, por exemplo, enquanto a concentracéo de &cido fusarico no controle foi de
27,93 £ 0,66 ug/mL, o menor valor quantificado foi para o PDB + SAHA (23,28 £ 0,70 ug/mL)
e 0 maior para (PDB + AA) 34,76 + 0,37 ug/mL. Sendo assim, os modificadores epigenéticos
e eliciadores quimicos utilizados ndo tiverem téo significativas influéncias na via metabdlica
responsavel pela producdo de acido fusarico.

Diferentemente do acido fusérico, o AIA teve maior variacdo na sua producao, e que
muito embora seja uma toxina bem conhecida como metabolito isolado de Fusarium spp., no
experimento realizado em escala reduzida, esse metabolito secundario foi ausente no controle
(PDB), estando na faixa de 17,47-24,50 £ 0,23-1,01 pg/mL para os experimentos PDB +AA,
PDB + Mg?* e PDB +AZA. Enquanto isso, as concentracdes de 41,19 + 0,35 pug/mL foi obtida
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para PDB + Cu®" e 41,92 + 0,86 pug/mL para PDB + SAHA. A presenca de SAHA e ions de
cobre no meio de cultivo PDB levaram a um aumento de quase 50% na produgdo de AlA.

N&o foi possivel realizar a quantificacdo nos extratos AcOEt para o acido acético-2-(4-
butilpicolinamida). Somente para o extrato PDB + Mg?*, 0 que sugere que a presenca ions Mg*?
no meio de cultivo favorece por algum mecanismo ndo conhecido a sua produgéo.

O sesterterpeno terpestacina é o0 metabdlito majoritario nitidamente em todos os seis
extratos AcOEt estudados, obedecendo faixa de concentrago entre 257,83 + 2,07 (PDB +Cu?*)
e 885,84 + 9,53 (PDB +SAHA), valores minimos e maximos, respectivamente. Quando
comparado com os demais metabolitos secundarios é possivel notar que a tespestacina pode
estar presente no extrato ACOEt em até 38 vezes quando comparado com os demais metabolitos,
como visto no experimento contendo PDB +SAHA, a concentracdo desse alcaloide foi de
885,84 + 42,30 enquanto que a de acido fusarico foi de 23,28 ug/mL + 0,70.

Portanto, diante dos resultados obtidos nessa etapa do trabalho, envolvendo analise
quantitativa de quatro metabdlitos presentes em seis diferentes extratos AcCOEt produzido a
partir do cultivo em meio liquido de F. fujikuroi, foi possivel confirmar quantitativamente a
resposta deste fungo endofitico isolado dos capitulos de P. chiquitensis (Eriocaulaceae). A
presenca de ions Mg*2 e alterou significativamente o perfil quimico, e assim como descrito
anteriormente, em linhas gerais a presenca de SAHA, AZA, AA e Cu?" sio capazes de
modificar também os metabdlitos secundarios produzidos pelo referido micro-organismo,

principalmente em maiores concentragoes.

6.4 Obtencdo do extrato bruto em escala ampliada (PDB + Mg?")

As analises dos perfis cromatograficos por CLAE-DAD registrados para cada um dos
seis Exs AcOEt, preparados em escala reduzida a partir do cultivo de F. fujikuroi em meio
liquido possibilitou averiguar e comparar 0s metabolitos secundarios produzidos por este fungo
endofitico em funcdo de diferentes condi¢des de cultivo, sendo elas: PDB (controle), PDB
+Cu?*, PDB + Mg?*, PDB + SAHA, PDB + AZA ¢ PDB + AA.

Quando comparamos o controle (PDB) com os demais experimentos, a presenca de ions
Mg*? (PDB + Mg?") foi a condicdo que apresentou melhor resultado quanto a diversificagio
de metabdlitos produzidos pelo endofitico F. fujikuroi, tendo também bom rendimento em
massa do seu respectivo extrato AcOEt, e por isso foi o escolhido para o crescimento em escala

ampliada, seguindo a metodologia descrita no item 4.1.11.
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6.5 Fracionamento do Ex. AcOEt por Sephadex LH-20

O Ex. AcOEt produzido em escala ampliada de F. fujikuroi (PDB + Mg?*) foi fracionado
por Sephadex LH-20 resultando em 11 fragdes, nomeadas A-K (Tabela 16). As fracdes foram
analisadas por CCD (Figura 60), mostrando que o método de fracionamento foi eficiente

exibindo boa separagdo dos constituintes quimicos presentes no Ex. AcOEt (PDB + Mg?").

Figura 60. Anélise por CCD das fracGes obtidas do fracionamento por Sephadex LH-20;
Sistema de solventes: CHClz: AcOEt (7:3, v/v); A) iodo e B) Uv 254 nm
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Tabela 16. FracGes obtidas do fracionamento por Sephadex LH-20 e rendimento em mg

Codigo Reuni&o Massa
FH-A 1-8 100
FH-B 9-10 200
FH-C 11-13 47
FH-D 14-15 52
FH-E 16-19 125
FH-F 20-24 48
FH-G 25-32 32
FH-H 33-45 65
FH-1 46-52 35
FH-J 53-58 10
FH-K 59-lavagem 15

6.6 Anélises por CLAE-DAD das fracoes A-K

Os perfis cromatogréficos das fragcdes Fr A-K obtidos do fracionamento por Sephadex
LH-20 estdo apresentados nas Figuras 61-63, cromatogramas A-C, D-F, G-I e J-K. Os perfis
cromatograficos das fracdes evidenciam eficiéncia no fracionamento por meio de coluna de

permeacao em gel.
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Figura 61. Cromatograma representando os perfis do fracionamento por Sephadex LH-20
fraces A-C [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ® C18, 250 x 4,60 mm d.i. X 5 um;
Solvente A: H20 + 0,1% TFA; Solvente B: ACN + 0,1 % TFA. Gradiente de 5-100 % de B em
30 min; vazéo de 1,00 mL min; A= 221 nm].
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Figura 62. Cromatograma representando os perfis do fracionamento por Sephadex LH-20 Fr
D-F [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ® C18, 250 x 4,60 mm d.i. x 5 um; Solvente
A: H20 + 0,1% TFA; Solvente B: ACN + 0,1 % TFA. Gradiente de 5-100 % de B em 30 min;
vazdo de 1,00 mL min; A= 221 nm].
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Figura 63. Cromatograma representando os perfis do fracionamento por Sephadex LH-20
Fracdes G-1 [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ® C18, 250 x 4,60 mm d.i. X 5 um;
Solvente A: H20 + 0,1% TFA; Solvente B: ACN + 0,1 % TFA. Gradiente de 5-100 % de B em
30 min; vazéo de 1,00 mL min; A= 221 nm].
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Figura 64. Cromatograma representando os perfis do fracionamento por Sephadex LH-20
Fracdes J-K [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ® C18, 250 x 4,60 mm d.i. X 5 um;
Solvente A: H2O + 0,1% TFA; Solvente B: ACN + 0,1 % TFA. Gradiente de 5-100 % de B em
30 min; vazéo de 1,00 mL min; A= 221 nm].
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6.7 Isolamento das substancias F1-F18 por CLAE-DAD:

A purificagdo por CLAE-DAD das fragdes B (200 mg), C (47 mg), E (125 mg), | (10 mg) e K
(15 mg) do fracionamento por Sephadex LH-20, resultou no isolamento de 18 substancias F1-
F18, Cromatograma representativo esta sendo mostrado na Figura 65. Os cromatogramas por
CLAE-DAD das substancias estdo apresentados nas Figuras 66-71.

A fase mdvel consistiu em H20 (Eluente A) e ACN (Eluente B), ambos contendo 0,05%
de TFA. O modo isocratico foi usado para purificar os compostos que produzem Fr B (46% B,
221 nm) (F8, 3,0 mg); Fr C (37% B, 221 nm) produzindo compostos (F11, 17,5 mg), (F15, 5,0
mg) e (17, 4,4 mg) e (F10, 0,8 mg) e (F16, 0,4 mg); Fr 1 (37% B, 221 nm) produzindo composto
(F12, 0,4 mg) Fr K (45% B, 221 nm) produzindo composto (F18, 0,4 mg). O modo gradiente
foi usado para purificar: Fr E (20-100% B por 30 min, 221 nm) proporcionando 0 composto
(F2, 2,7 mg), (F3, 4,0 mg) e (F4, 5,0 mg). Foram isolados 18 metabdlitos secundarios de F.

fujikuroi, porém 9 estruturas quimicas foram elucidadas.
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Figura 65. Fluxograma do fracionamento e purificacdo do Ex. AcOEt preparado a partir do cultivo de F. fujikuroi
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Figura 66. Cromatogramas das substancias F1-F3 isoladas por CLAE-DAD semi-preparativo [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ® C18,

250 x 4,60 mm d.i. x 5 um; Solvente A. H20 + 0,1% TFA,; Solvente B. ACN + 0,1 % TFA.
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Figura 67. Cromatogramas das substancias F4-F6 isoladas por CLAE-DAD semi-preparativo [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ® C18,
250 x 4,60 mm d.i. x 5 um; Solvente A. H20 + 0,1% TFA,; Solvente B. ACN + 0,1 % TFA.
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Figura 68. Cromatogramas das substancias F7-F9 isoladas por CLAE-DAD semi-preparativo [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ® C18,
250 x 4,60 mm d.i. x 5 um; Solvente A. H20 + 0,1% TFA; Solvente B. ACN + 0,1 % TFA.
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Figura 69. Cromatogramas das substancias F10-F12 isoladas por CLAE-DAD semi-preparativo [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ®
C18, 250 x 4,60 mm d.i. x 5 um; Solvente A. H.O + 0,1% TFA, Solvente B. ACN + 0,1 % TFA.
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Figura 70. Cromatogramas das substancias F13-F15 isoladas por CLAE-DAD semi-preparativo [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ®
C18, 250 x 4,60 mm d.i. x 5 um; Solvente A. H.O + 0,1% TFA, Solvente B. ACN + 0,1 % TFA.
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Figura 71. Cromatogramas das substancias F16-F17 isoladas por CLAE-DAD semi-preparativo [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ®
C18, 250 x 4,60 mm d.i. x 5 um; Solvente A. H,O + 0,1% TFA, Solvente B. ACN + 0,1 % TFA. Gradiente
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6.8 ELUCIDACAQO ESTRUTURAL das substancias isoladas de F. fujikuroi

O F. fujikuroi foi submetido ao cultivo em escala ampliada em meio PDB incorporado
com fons Mg?*, forneceu o Ex. AcOEt utilizado para o fracionamento por coluna
cromatogréafica empacotada com Sephadex LH-20. As fragdes obtidas foram submetidas a um
segundo passo para o isolamento dos metabdlitos secundarios por CLAE-DAD fornecendo o
isolamento de acido acetico-2-(4-hidroxifenil) (F2), acido acético-2-(1H-indol-6-il) (F3), metil
2-(1H-indol-3-il)acetato (F4), 4-(1H-indol-3-il)butan-2-ona (F8), 2-fenilacetamida (F11),
acido acético-2-(4-aminofenil) (F12), &cido acético-1-(4-aminofenil) (F15), 1H-indole-6-
carbaldeido (F17) e acido acético-2-(3-hidroxifenil) (F18), Figura 72,

Figura 72. Estrutura quimica dos compostos isolados produzidos por F. fujikuroi (PDB + Mg?*)

0 HO
F2
OH F12
HO
F11
F18

6.8.1 Substancia F3:

O espectro de RMN de 'H da substancia F3 (Tabela 17, Figura 73A) apresentou sinais
caracteristicos de hidrogénios indélicos, sendo quatro sinais de hidrogénios aromaticos com
deslocamentos quimicos em 67,53 (dd, J=7,9 e 1,8 Hz), 7,01 (dt, J=7,9 e 1,2 Hz), 7,10 (dt,
J=7,9,1,2e 1,0 Hz) e 7,34 (dd, J=7,9, 1,2 Hz). Estes sinais foram atribuidos aos hidrogénios
H-4, H-5, H-6 e H-7, respectivamente. O sinal com deslocamento em 67,16 (d, J=2,4 Hz)
foi atribuido ao hidrogénio H-2 pertencente ao anel ind6lico. O deslocamento quimico de
hidrogénio metilénico foi observado em & 3,73 (2H, s), correspondente aos hidrogénios na

posicao H—S.
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No experimento *H—'H gCOSY (Figura 73B) foram observadas as correlagdes entre 0s
hidrogénios aromaticos com deslocamento quimico em 67,53 (H—4) e 67,01 (H-5), e também
entre os hidrogénios 67,10 (H—6) com o 67,34 (H-7).

Os experimentos gHSQC (Figura 73C) possibilitaram atribuir os hidrogénios a seus
respectivos carbonos e estdo demonstrados na Tabela 17.

No espectro de gHMBC (Figura 73D) pode-se observar sinais de carbonos referentes a
carbonila da fungdo acido carboxilico em 6 176,2 (C-9). Este deslocamento apresentou
correlagdo a 3J com o hidrogénio em & 3,73 (CH2—8), possibilitando atribui-lo na estrutura. As
correlagdes dos hidrogénios aromaticos foram observadas respectivamente entre 6 7,53 (H—4)
com os carbonos 6 107,7 (C-3), 6 121,1 (C-6) e 6 136,7 (C—7a), e entre ¢ 7,34 (H-7) com 0s
carbonos ¢ 118,4 (C-5) e 6 127,2 (C—3a). As correlacdes a 3J do hidrogénio do anel indélico
foram observadas entre ¢ 7,16 (H—2) com os carbonos ¢ 107,7 (C—3), 6 127,2 (C—3a) e 6 136,7
(C—7a). Também foi observado a correlacio a 3J entre os hidrogénios em H>—8 com a carbonila
acido carboxilico em COOH-9, e com os carbonos ¢ 127,2 (C—3a) e ¢ 136,7 (C—7a).

A andlise dos espectros de RMN !H e 3C bem como comparagio com os dados
espectroscépicos da literatura (CHIMATADAR; BASAVARAJ; NANDIBEWOOR, 2007,
SUN etal., 2010), permitiu identificar a estrutura quimica dessa substancia como sendo o Acido
indolacético (AlA), Figura 73E.

Tabela 17. Dados de RMN de *H e *C (600 e 150 MHz, em CD3;0D) mono e bidimensionais
da substancia F3

POSICAO  *§13C SH COSY HMBC

1 - - - -

2 123,2 (CH) 7,16, (d, J=2,4 Hz) 107,7; 127,3; 136,7
3 107,7 (Cq) - - -

3a 1272 (Cq) - - -

4 118,0 (CH) 7,53 (dd, J=7,9 e 1,8 Hz) 7,01;7,34 107,7;121,1; 136,7
5 118,4 (CH) 7,01 (dt, J=7,9 e 1,2 Hz) 7,36 110,8; 127,3

6 121,1 (CH) 7,10 (dt, J=7,9,12e 1,0 Hz) 7,23;7,48 1184;136,7

7 111,4 (CH) 7,34 (dd, J=7,9, 1,2 Hz) 6,98 118,4; 127,2; 127,3
7a 136,7 (Cq) - - -

8 30,5(CHz2) 3,73 (s) - 107,7; 127,3; 176,2
9 176,2 (C=0) - - -
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Figura 73A. Espectro de RMN H (600 MHz, CDs0D) da substancia F3
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Figura73B. Espectro de RMN de gCOSY (600 MHz, CDs0D) da substancia F3
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Figura 73D. Mapa de contorno HMBC (600 MHz, CD30D) da substancia E3
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6.8.2 Substancia F4:

O espectro de RMN de H da substancia F4 (Tabela 18, Figura 74A) apresentou
majoritariamente sinais de hidrogénios muito semelhantes aos da substancia F2. Essas duas
estruturas diferem no substituinte na posi¢do (C—3a). Na substancia F2 observa-se carbonila
de acido carboxilico em 6 176,2 (C—9) enquanto que F4 ha carbonila de éster.

No experimento 'H-'H gCOSY (Figura 74B) foram observadas as mesmas
correlagdes do composto F2.

Os experimentos gHSQC (Figura 74C) possibilitaram atribuir os hidrogénios a seus
respectivos carbonos e estdo demonstrados na Tabela 18.

No espectro de gHMBC (Figura 74D) pode-se observar sinal de carbono referente a
carbonila da funcio éster em ¢ 174,9 (C—9). Este deslocamento apresentou correlagdo a 3J
com os hidrogénios em 6 3,67 (CHz—10), possibilitando atribui-lo na estrutura.

A anélise dos espectros de RMN *H e 3C bem como comparacdo com os dados
espectroscopicos da literatura (LIU; JUNG; ZHANG, 2006), permitiu identificar a estrutura
quimica dessa substancia como sendo o metil 2-(1H-indol-3-il)acetato, Figura 74E.

Tabela 18. Dados de RMN de *H e 3C (CD3OD) mono e bidimensionais substancia F4

Posicdo  *5 13C 5'H (600MHz) CoSsY HMBC
1 - - -
2 122,2 (CH) 7,16, (s) 108,2; 127,9; 137,4
3 108,2 (Cq) - - -
38 1279 (Cq) - - -
119,1 (CH) 7,50 (dd, J=8,0e 1,0 Hz)  7,01;7,34 121,8; 137,4
5 119,7 (CH) 7,01 (dt, J=8,0, 6,9, 1,0 Hz) 7,34 111,6; 127,9
6 122,2 (CH) 7,10 (dt, J=8,0, 6,9, 1,0 Hz) 7,01 119,1; 137,4
7 112,1 (CH) 7,34 (dd, J=8,0e1,0Hz) 6,98 119,1; 127,9
7a 1374 (Cq) - - -
8 31,6 (CHy) 3,77 () - 108,2; 123,9; 127,9;174,9
9 174,9 (C=0) - - -

10 52,1 (CHs) 3,67 (s) - 174,9
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Figura 74A. Espectro de RMN H (600 MHz, CD3s0OD) da substancia F4
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Figura 74B. Espectro de RMN de COSY (600 MHz, CD30D) da substancia F4

Jo

Felipe_4.3.1.2rr

I P

{7.50,7.01} .107.02}
& d7.3571070) 7.0
& N
= €
&
) =
) 75 H4.5

e
T =y 76 75 74 73 72 71 7.0 69 F5.0
f2 (ppm)
£
= tss &
® =
L6.0
Le.s
{7.107.02) ___-~C
@ 2. 7.0
H7.5

T T T T T T T T T T T T

T T T T T T T T T T T T
78 76 74 72 70 68 66 64 6.2 6.0 58 5.6 5.31 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 34 3.2
m

Figura 74C. Mapa de contorno HMBC (600 MHz, CDs0D) da substancia F4

Lﬁelpe‘h‘t.l.zrr F20
{3.75,31.53@ L3

r40

{3.31,40.00}

{3.67,52.11} Lso

60

1 (ppm)

80
a0
r100

{7.35,11?_06} F110

{7.51,118.07}_17.00,119.66} .
@. 12430} (7

r120

r130

8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.0 4.5 4.0 35



153

Figura 74D. Mapa de contorno HMBC (600 MHz, CD30D) da substancia F4
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6.8.3 Substincia F17:

O espectro de RMN de 'H da substancia F17 (Tabela 19, Figura 75A) apresentou
majoritariamente sinais de hidrogénios muito semelhantes aos da substancia F2 e F4. No
entanto o grupo metilénico é ausente em F17. Além dessa diferenga no substituinte na posicao
(C—3a). Na substancia F17 observa-se carbonila de aldeido em ¢ 187,3 (C—8) enquanto que F4
ha carbonila de éster e em F2 de &cido carboxilico.

O experimento *H-'H gCOSY (Figura 75B) foram observadas similares correlaces
observadas para os compostos F2 e F4.

Os experimentos gHSQC (Figura 75C) possibilitaram atribuir os hidrogénios a seus
respectivos carbonos e estdo demonstrados na Tabela 19.

A andlise dos espectros de RMN !H e ¥C bem como comparagio com os dados
espectroscépicos da literatura (EVIDENTE; SURICO, 1986; YANG; CORDELL, 1997),
permitiu identificar a estrutura quimica dessa substancia como sendo o 1H-indol-3-carbaldeido,
Figura 75E.

Tabela 19. Dados de RMN de *H (600MHz) e 3C (CDsOD) mono e bidimensionais da
substancia F17

Posicdo *6 13C oH COSY HMBC
1 - - -

2 1222 (CH) 7,16, (5) 108,2; 127,9; 137,4
3 1082 (Cq) - - -

3a 1279 (Cq) - - -

4 122,1(CH) 8,16 (dd, J=8,0e 1,0 Hz) 7,01,7,34 121,8;137,4

5 119,7 (CH) 7,01 (dt, J=8,0,6,9, 1,0 Hz) 7,34 111,6; 127,9

6 1222 (CH) 7,10 (dt, J=8,0,6,9, 1,0 Hz) 7,01 119,1; 137,4

7 112,1 (CH) 7,34 (dd, J=8,0e 1,0Hz) 6,98 119,1; 127,9

7a 1374 (Cq) - - -

8 187,3 (C=0) 9,89 (s) - -
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Figura 75A. Espectro de RMN *H (600 MHz, CD30D) da substancia F17
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Figura 75B. Espectro de RMN de COSY (600 MHz, CD30D) da substancia F17
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Figura 75D. Mapa de contorno HMBC (600 MHz, CDs0D) da substancia S17

|

Fdipe_17.5.1.2rr

niﬁlw N L

W\

|I I\Wﬁw-"wﬂ

{7.24,112.58)
e

N

{5.91,119.55} {811119.55)
— {9\5912;.64}\ {8.11,125.45) ¥ {7.2415.5)

1'1 I
Wl

0|
f
fl|

[ WPV W

{8.16,13883}  {7.25136.56)

i
Il
I

[8.11,13855}

11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5

{728,122.25)

18.16,125,13) {748, 12401}

Lo
Lo
Fso
foo
-— 100

110

157

F1 (ppm )



158

6.8.4 Substancia F2:

O espectro de RMN de H da substancia F2 (Tabela 20, Figura 76A) apresentou sinais
caracteristicos de hidrogénios aromaticos com deslocamentos quimicos em 67,09 (d, J=8,5
Hz) orto-acoplado com o hidrogénio 66,73 (d, J=8,5 Hz). Estes sinais foram atribuidos aos
hidrogénios H-2/H-6 ¢ H-3/H-5, respectivamente. O deslocamento quimico do hidrogénio
metilénico foi observado em 63,51 (2H, s).

No experimento gCOSY (Figura 76B) foram observadas as correlacBes entre os
hidrogénios com deslocamento quimico em 67,09 H-3/H-5com o ¢ 6,73 H-2/H-6

Os experimentos gHSQC (Figura 76C) possibilitaram atribuir os hidrogénios a seus
respectivos carbonos e estdo demonstrados na Tabela 20.

No espectro de gHMBC (Figura 76D) pode-se observar sinais de carbonos referentes a
carbonila da funcdo acido carboxilico em ¢ 174,3 (C-8). Este deslocamento apresentou
correlagdo a 3J com o hidrogénio em & 3,51 (CH2-7), possibilitando atribui-lo na estrutura. As
correlagBes dos hidrogénios aromaticos foram observados respectivamente entre ¢ 7,09 (H-
2/H—6) com os carbonos ¢ 131,0 (C-2 ou C-6), 6 156,9 (C—4) e 6 41,0 (C-7), e entre 0 6,73
(H-3/H-5) com os carbonos ¢ 115,8 (C-3 ou C-5) e 0 126,6 (C—1) e 6 156,9 (C4).

Os dados de RMN de *H e °C de F2 foram comparados com os publicados na literatura
(MILNE et al., 2011) e a molécula foi identificada como sendo acido 4-hidroxifenilacético

(Figura 76E), formula molecular CgHgOs.

Tabela 20. Dados de RMN de *H (600 MHz) e **C (CD3OD) —mono e bidimensionais da
substancia F2

Posigdo *§13C SH (m, J Hz) gCosY gHMBC
1 1266(Cq) - - -
2 1310(CH)  7,09(d,85) 6,73 41,0; 131,0; 156,9
3 1159(CH)  6,73(d,85) 7,09 115,8; 126,6; 156,9
4  1569(Cq) - - -
5  1159(CH)  6,73(d,85) 7,09 115,8; 126,6; 156,9
6  131,0(CH)  7,09(d 85) 6,73 41,0; 131,0; 156,9
]

41,0 (CHz) 3,51 (9) - 121,6; 131,0; 174,3
8 174,3 (C=0) - - _
* Sinais atribuidos pela analise gHSQC e gHMBC
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Figura 76A. Espectro de RMN H (600 MHz, CDsOD) da substancia F22
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Figura 76B. Espectro de RMN de gCOSY (600 MHz, CDs0D) da substancia F2
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Figura 76D. Mapa de contorno gHMBC (CDs0D) da substancia F2
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6.8.5 Substancia F6

O espectro de RMN de 'H da substancia F6 (Tabela 21, Figura 77A) apresentou sinais
caracteristicos de hidrogénios aromaticos com deslocamentos quimicos em 67,09 (d, J=8,5
Hz) orto-acoplado com o hidrogénio 66,73 (d, J=8,5 Hz). Estes sinais foram atribuidos aos
hidrogénios H-2/H-6 ¢ H-3/H-5, respectivamente. O deslocamento quimico do hidrogénio
metilénico foi observado em 63,51 (2H, s).

No experimento gCOSY (Figura 77B) foram observadas as correlacdes entre os
hidrogénios arométicos em 6 7,24 H-3/H-5 com 0 66,73 H-2/H-6

Os experimentos gHSQC (Figura 77C) possibilitaram atribuir os hidrogénios a seus
respectivos carbonos e estdo demonstrados na Tabela 21. A substdncia E6 possui cinto
hidrogénios aromaticos enquanto F2 possui um grupo hidroxila na posi¢do C—4.

No espectro de gHMBC (Figura 77D) pode-se observar sinais de carbonos referentes a
carbonila da fungdo acido carboxilico em ¢ 175,4 (C-8). Este deslocamento apresentou
correlagdo a 3J com o hidrogénio em & 3,60 (CHo—7), possibilitando atribui-lo na estrutura. As
correlagdes dos hidrogénios aromaticos foram observados respectivamente entre 6 7,09 (H—
2/H-6) com os carbonos ¢ 131,0 (C-2 ou C-6), 6 156,9 (C—4) e 6 41,0 (C-7), e entre 6 6,73
(H-3/H-5) com os carbonos ¢ 115,8 (C-3 ou C-5) e 6 126,6 (C-1) e 6 156,9 (C-4).

Os dados de RMN de *H e *C de F6 foram comparados com os publicados na literatura (ZHOU;
ZHANG,; PAN, 2005) e a molécula foi identificada como sendo acido fenilacético (Figura 77E),

formula molecular CgHgO..

Tabela 21. Dados de RMN de *H (600 MHz) e *C (CD3OD) —mono e bidimensionais da
substancia E6

Posicédo *6 13C S'H (m, J Hz) gCoSsY gHMBC
1 1357 (Cq) - - -
2 127,6 (CH) 7,24 (m) 7,29 131,0
3 129,6 (CH) 7,29 (m) 7,24; 7,28 135,7; 129,6
4 1294 (CH) 7,28 (m) 7,29 -
5 129,6 (CH) 7,29 (m 7,24 135,7; 129,4
6 131,0 (CH) 7,24 (m) 7,29 127,6
7

41,7 (CH2) 3,60 (s) - 129,6; 135,7; 175,4
8 175,4 (C=0) - - —
* Sinais atribuidos pela anélise gHSQC e gHMBC
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Figura 77A. Espectro de RMN H (600 MHz, CD3OD) da substincia F6
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Figura 77B. Espectro de RMN de gCOSY (600 MHz, CD30D) da substancia E6
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Figura 77D. Mapa de contorno gHMBC (600 MHz, CDs0D) da substancia S6
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6.8.6 Substincia F11

O espectro de RMN de 'H da substancia F11 (Tabela 22, Figura 78A) apresentou cinco
sinais de hidrogénios aromaticos, similares aos observados para E6, enquanto que em F2 sdo
observados apenas quatro desses sinais. O deslocamento quimico do hidrogénio metilénico foi
observado em 63,51 (2H, s). O experimento gCOSY (Figura78B) nédo foi possivel observar
claramente as correlagGes esperadas.

Nos espectros de gHSQC (78C) juntamente com o espectro de gHMBC (Figura 78D)
pode-se observar que o sinal de carbono C-4 para F2 em ¢ 156,9 enquanto que para F11 em ¢
126,6. Este deslocamento apresentou correlagdo a J com o hidrogénio em §7,22 (CH-4),
possibilitando atribui-lo na estrutura.

Como mostrado na Tabelas 20 e 22, as correlacdes observadas para os hidrogénios
aromaticos de F2 foram diferentes aos de F11. Portanto, pode-se verificar pelas analises do
experimento gHMBC que em F2 e F11 o padrdo de substitui¢cdo do anel aromatico é diferente,
sendo esta a diferenca existente entre as duas estruturas.

Os dados de RMN de *H e *3C de F11 foram comparados com os publicados na literatura
(ALLEN; BUREL; WILLIAMS, 2010) e a molécula foi identificada como sendo 2-

fenilacetamida (Figura 78E), formula molecular CgHgO:s.

Tabela 22. Dados de RMN de *H (600 MHz) e *C (CD3OD) —mono e bidimensionais da
substancia F11

Posigdo *§13C SH (m, J Hz) gCosY gHMBC
1 1347(Cq - - -
2 1286(CH) 7,27 (m) - 126,6; 40,6
3 1266(CH) 7,22 (m) - 128,6
4  1266(CH) 7,22 (m) - -
5  1266(CH) 7,22 (m) - -
6  1286(CH)  7,27(m) - -
7 406(CH)  358() - 129,1; 134,6; 174,3
8  1743(C=0) - - -

8-NH, - 5,02

* Sinais atribuidos pela anélise gHSQC e gHMBC
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Figura 78B. Espectro de RMN de gCOSY (600 MHz, CD30D) da substancia F11
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Figura 78D. Mapa de contorno gHMBC (CDs0D) da substancia F11
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6.8.7 Substancia F12

O espectro de RMN de *H da substancia F12 (Tabela 23, Figura 79A) apresentou quatro

sinais caracteristicos de hidrogénios aroméaticos com deslocamentos quimicos em 67,10 e
o 6,78. Estes sinais foram atribuidos aos hidrogénios H-2/H-6 ¢ H-3/H-5, respectivamente.
O deslocamento quimico do hidrogénio metilénico foi observado em 63,51 (2H, s).

No experimento gCOSY (Figura 79B) foram observadas as correlacdes entre os
hidrogénios com deslocamento quimico em 67,09 H-3/H-5com 0 66,73 H-2/H-6

Os experimentos gHSQC (Figura 79C) possibilitaram atribuir os hidrogénios a seus
respectivos carbonos e estdo demonstrados na Tabela 23.

No espectro de gHMBC (Figura 79D) pode-se observar sinais de carbonos referentes a
carbonila da funcdo amida em § 174,3 (C-8). Este deslocamento apresentou correlagio a 3J
com o hidrogénio em ¢ 3,55 (CH2—7), possibilitando atribui-lo na estrutura

Os dados de RMN de *H e 13C de F12 foram comparados com os publicados na literatura
(WANG; PAN; WU, 2007) e a molécula foi identificada como sendo acetamida-2-(2-
hidroxifenil) (Figura 79E), formula molecular CsHgNO3.

Tabela 23. Dados de RMN de *H (600 MHz) e $3C (CD3OD) —mono e bidimensionais
da substancia F12

Posicdo *6 13C 0'H (m, JH2) gCOoSY gHMBC

1 124,0 (Cq) - - -

2 157,6 (Cq) - - -

3 116,5 (CH) 6,78 (M) 7,10 120,3; 157,6

4 128,7 (CH) 7,10 (m) 6,76 131,7

5 120,3 (CH) 6,76 (m) - 128,6

6 131,7 (CH) 7,10 (m) 6,76 128,7; 39,5

7 39,5 (CH>) 3,55 (s) - 124,0, 131,7; 178,6
8 178,6 (C=0)  — _ _

Sinais atribuidos pela analise gHSQC e gHMBC
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Figura 79A. Espectro de RMN *H (600 MHz, CD30D) da substancia F12
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Figura 79B. Espectro de RMN de gCOSY (600 MHz, CDs0D) da substancia F12
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Figura 79D. Mapa de contorno gHMBC (CDs0D) da substancia F12
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6.8.8 Substincia F15

O espectro de RMN de *H da substancia F15 (Tabela 24, Figura 80A) apresentou quatro
sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos com deslocamentos quimicosem 67,91 (d, J=
7,5 Hz) orto-acoplado com o hidrogénio 66,84 (d, J=7,5 Hz). Estes sinais foram atribuidos aos
hidrogénios H-2/H-6 e H-3/H-5, respectivamente. O deslocamento quimico do hidrogénio do
grupo metila foi observado em 6 2,53(3H, s).

No experimento gCOSY (Figura 80B) foram observadas as correlacdes entre 0s
hidrogénios com deslocamento quimico em 67,09 H-3/H-5com 0 66,73 H-2/H-6

Os experimentos gHSQC (Figura 80C) possibilitaram atribuir os hidrogénios a seus
respectivos carbonos e estdo demonstrados na Tabela 24.

No espectro de gHMBC (Figura 80D) pode-se observar sinais de carbonos referentes a
carbonila da fungdo cetona em ¢ 198,1 (C-8). Este deslocamento apresentou correlagdo a 3J
com os hidrogénios em 62,53 (CHz-7), possibilitando atribui-lo na estrutura.

Os dados de RMN de *H e *3C de F15 foram comparados com os publicados na literatura
(O’YCONNOR et al., 1987) e a molécula foi identificada como sendo 1-(4-hidroxifenil) etan-
1-ona (Figura 80E), formula molecular CgHgOo.

Tabela 24. Dados de RMN de *H (600 MHz) e *C (CDs0OD) —mono e bidimensionais
da substancia E15

Posicéao *5 13C 6H (m, J Hz) gCosy gHMBC
1 128,7 (Cq) - - -

2 131,9 (CH) 7,91(d,J75Hz) 6,84 131,9; 163,0

3 116,5 (CH) 6,84 (d, J7,5Hz) 7,91 -

4 163,0 (Cq) - - -

5 116,5 (CH) 6,84 (d,J75Hz) - 128,7

6 131,9 (CH) 7,91(d,J7,5Hz) 6,84 128,7; 39,5

7 198,1 (C=0) - - -

8 26,1 (CH3) 2,53 (3) _ 198,1

Sinais atribuidos pela analise gHSQC e gHMBC



Figura 80A. Espectro de RMN H (600 MHz, CDsOD) da substancia F15
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Figura 80B. Espectro de RMN de gCOSY (600 MHz, CDs0D) da substancia F15
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Figura 80D. Mapa de contorno gHMBC (CDs0D) da substancia E15
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6.8.9 Substincia F18

O espectro de RMN de *H da substancia F18 (Tabela 25, Figura 81A) apresentou sinais
caracteristicos de hidrogénios aromaticos com deslocamentos quimicos em 67,09 (d, J=8,5
Hz) orto-acoplado com o hidrogénio 66,73 (d, J=8,5 Hz). Estes sinais foram atribuidos aos
hidrogénios H-2/H-6 ¢ H-3/H-5, respectivamente. O deslocamento quimico do hidrogénio
metilénico foi observado em 63,51 (2H, s).

No experimento gCOSY (Figura 81B) foram observadas as correlacdes entre 0s
hidrogénios com deslocamento quimico em 67,09 H-3/H-5com 0 66,73 H-2/H-6

Os experimentos gHSQC (Figura 81C) possibilitaram atribuir os hidrogénios a seus
respectivos carbonos e estdo demonstrados na Tabela 25.

No espectro de gHMBC (Figura 81D) pode-se observar sinais de carbonos referentes a
carbonila da fungdo acido carboxilico em ¢ 174,3 (C-8). Este deslocamento apresentou
correlagdo a *J com o hidrogénio em & 3,51 (CH2-7), possibilitando atribui-lo na estrutura. As
correlagBes dos hidrogénios aromaticos foram observados respectivamente entre ¢ 7,09 (H-
2/H-6) com os carbonos ¢ 131,0 (C-2 ou C-6), 6 156,9 (C—4) e 6 41,0 (C-7), e entre 6 6,73
(H-3/H-5) com os carbonos ¢ 115,8 (C-3 ou C-5) e 6 126,6 (C-1) e 6 156,9 (C-4).

Os dados de RMN de 'H e $3C de F18 foram comparados com os publicados na literatura
(SCOTT, 1972) e a molécula foi identificada como sendo acido 4-hidroxibenzoico (Figura

81E), formula molecular CgHsOo.

Tabela 25. Dados de RMN de *H (600 MHz) e *C (CDs0OD) —mono e bidimensionais
da substancia E18

Posicao *5 13C 6H (m, J Hz) gCosy gHMBC

1 123,2 (Cq) - _ _

2 156,9 (Cq) - - -

3 115,7 (CH) 6,78 (m) 7,10 120,2

4 128,8 (CH) 7,10 (m) 6,78 131,8; 156,9

5 120,2 (CH) 6,77 (m) - 128,6

6 131,8 (CH) 7,10 (m) 6,77 115,7; 123,2

7 36,8 (CHa) 3,55 (S) - 123,2, 131,8: 176,7
8 176,7 (C=0)  — _ _

Sinais atribuidos pela analise gHSQC e gHMBC
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Figura 81A. Espectro de RMN H (600 MHz, CDs0D) da substancia F18
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Figura 81B. Espectro de RMN de gCOSY (600 MHz, CDs0D) da substancia F18
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Figura 81D. Mapa de contorno gHMBC (CDs0D) da substancia F18
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6.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A avaliacdo da atividade antimicrobiana e a determinacdo da concentragdo inibitéria
minima (CIM) foram testadas contra nove micro-organismos, sendo seis cepas de leveduras: C.
albicans, C. albicans resistente ao fluconazol, C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis; e outras trés cepas de bactérias: S. aureus (Gram-positiva), Salmonella sp. e E. coli
(Gram-negativas), Tabela 26.

Considerando os valores de CIM para extratos discutidos na literatura (WEBSTER et
al., 2008; ALIGIANNIS et al., 2001), os extratos ACOEt testados apresentaram baixa atividade
antimicrobiana contra os nove micro-organismos avaliados com excegdo do controle (PDB)
que apresentou atividade antifingica para as leveduras C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis
com CIM de 500 pug/mL e o extrato preparado da incorporagdo de Mg?* com uma CIM de 250
ug/mL para C. albicans. Foram os Unicos que tiveram alguma atividade antibacteriana para E.
coli e Salmonella sp. e CIM de 1000 pg/mL.

Os compostos isolados e identificados como F2, E3 e F4 foram 0s que apresentaram os
melhores valores de CIM para todas as leveduras do género Candida avaliadas. O composto F2
apresentou o valor de CIM de 31,25 pg/mL para C. krusei e de 62,5 pg/mL para as demais cinco
cepas de leveduras testadas. O composto F3 apresentou valor de CIM de 7,8 ug/mL para todas
as seis cepas de leveduras testadas, apresentando o melhor resultado obtido na avaliacdo da
atividade antifangica frente as seis cepas de leveduras testadas.

A Tabela 26 apresenta os resultados da CIM, CFM e CBM obtidos na avaliacdo da
atividade antibacteriana e antifingica das dezesseis amostras testadas, apds a adicdo do
revelador resazurina e TTC, respectivamente. As CBM e CFM foram analisadas apenas para 0s
pogos que apresentaram atividade frente & CIM, ou seja, apenas foi realizado o subcultivo dos
pocos das microplacas que ndo houveram crescimento em placas de Petri preparadas com AMH
(bactérias) ou ASD (levedura).

A substancia E2 é fungicida para todas as leveduras ndo albicans e apresentou o valor
de CFM encontrada foi de 31,25 ug/mL. A substancia E3 é fungicida para a maioria das
leveduras a faixa de valores de CFM encontrada foi de 31,25-7,8 ng/mL, porém nao apresentou
atividade antifangica contra as leveduras C. albicans testadas.

No geral, os extratos ACOEt e 0s compostos apresentaram valores de CIM variados e de
baixa a boa atividade contra os quatro microrganismos testados. A CIM foi de 1000-62,5 pg/mL

contra as cepas bacterianas testadas, mas ndo houve atividade contra a levedura C. albicans
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resistente ao fluconazol. O metabolito secundario F2 apresentaram CIM de 62,5 pg/mL para E.
coli, demonstrando que sdo bons agentes antimicrobianos naturais contra essa bactéria.

Por outro lado, os compostos F8 e F9 apresentaram CIM superior as concentragdes de
amostra testadas. O extrato ACOEt apresentou baixa atividade antimicrobiana de 1000 pg/mL
contra E. coli e S. aureus. Além disso, os resultados das concentracdes bactericidas minimas
(MBC) para o extrato AcOEt e para os compostos isolados ndo mostraram atividade bactericida,
demonstrando o comportamento bacteriostatico dos compostos em relacdo as trés cepas
bacterianas testadas (Tabela 26).

Os extratos de AcOEt mostraram boa atividade antifngica, com valor de CIM de 500
ug/ml contra C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis e C. albicans resistentes ao fluconazol.
Além disso, ndo mostrou atividade para C. krusei.

A concentracdo fungicida minima (CFM) para o extrato AcOEt foi de 500 pug/mL para
C. albicans e C. tropicalis, mostrando comportamento fungistatico para C. glabrata.

Portanto, o extrato AcOEt teve relevante atividade antifungica para espécies de

leveduras de C. albicans e ndo albicans.



Tabela 26. Atividade antimicrobiana dos Extratos AcOEt das condi¢des avaliadas e compostos isolados do cultivo com Mg?*
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CIM (CFM)? CIM (CBM)?
Amostra  C. albicans® C. albicans  C. tropicalis C. krusei  C. parapsilosis C. glabrata S. aureus Salmonella sp. E. coli
ATCC 10231 ATCC 18804 ATCC750 ATCC6258 ATCC?22019 ATCC?2001| ATCC25922 ATCC 19196 ATCC 25923
PDB - 500 (-) - 500 (-) 500 (-) - 500 (-) 1000 (-) 1000 (-)
PDB + Mg** — 250 (-) - - - — - - 1000 (-)
PDB +Cu?* - - - - - - - 500 (-)
PDB +AZA - - - - - - - - -
PDB +SAHA — - - - - - 1000 (-) 1000 (-) 1000 (-)
PDB +AA - - - - - - - - 1000 (-)
2 62,5 (-) 62,5 (-) 62,5(62,5) 31,25(62,5) 62,5 (62,5) 62,5 (62,5 |- - -
3 7,8 (7,8) 7,8 (15,6) 7,8 (31,5) 7,8 (7,8) 7,8 (-) 78(@315 |- 15,6 (-) -
4 250 (-) 250 () 250 (250) 125 (125) 250 (250) 250 (250) |- 500 (-) -
8 _ _ _ _ _ _ _ _ _
9 _ _ _ _ _ _ _ _ _
11 - - - 250 (250) - - - - -
12 — - - — - — - - -
15 - - - - - - - - -
17 — - - — - — - - -
18 - - - - - - - - -
(+)b2 0,03 0,06 0,12 0,12 0,06 0,12 NA NA NA
(+)p2 R (64) 2,0 8,0 32 4,0 32 NA NA NA
(+)b3 NA NA NA NA NA NA 0,30 25,0 12,5

avalores em pg/mL; btanfotericina B e b? fluconazol para leveduras; e b%ampicilina para bactérias; (—) CIM/CFM/CBM > 1000 pg/mL; NA

resistente; “resistente ao Fluconazol;

: ndo aplicavel; R:
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO: Aspergillus arcoverdensis

7.1 Isolamento dos metabdlitos ativos de Aspergillus arcoverdensis:

Todo o trabalho de pesquisa feito para preparar o0s extratos brutos assim como o pré-
fracionamento realizado em duas etapas em coluna cromatografica a vacuo, sendo o primeiro
em silica e entdo em resina Diaion HP20ss, foram realizados em conformidade com o
procedimento operacional padrdo (POP) do Natural Products Discovery Group (NPDG) da
University of Oklahoma, para a realizacdo do pré-fracionamento de extratos preparados em
escala ampliada em Cheerios. Alem disso, este POP descreve a metodologia padronizada para
0 preparo e de amostras para a realizagdo de bioensaios e submissdo para a biblioteca de
produtos naturais provenientes de fungos do NPDG.

O extrato AcOEt foi fracionado em quatro fracGes obtidas a partir da coluna
cromatografica em silica gel, eluida com quatro sistemas de eluicdo: hexano/DCM (1:1, v/v),
100% DCM, DCM/MeOH (10:1, v/v) e 100% MeOH. A fragdo 151FH05B (100% DCM) foi
fracionada em coluna cromatogréafica em resina de HP20ss, fornecendo seis fragcdes (09E-J)
(Figura 82).

A purificacdo das fragdes resultantes da CLV em HP20ss A subfracdo 091 (100%
MeOH) foi purificada em CLAE semi-preparativo (Biphenyl 5 um, C18, 110 A, 250 x 10.0
mm, modo gradiente 55-100% ACN:H?O em 20 min, 4.0 mL/min), resultou no isolamento de
trés metabolitos: 48A (0.8 mg), 48B (0.9 mg), 48C (1.8 mg), Figura 82. Em modo isocréatico
(70% de ACN em H0O) resultou no isolamento de 49A (0.9 mg).

Os cromatogramas estio apresentados na Figura 83 e 84. Os dados de RMN de *H e 3C,
MS e UV apresentaram similaridade com os dados obtidos para o alcaloide verruculogena
(48A), fumitremorgina A (48C), viriditoxina (49A). O verruculogena (49A) apresentou
interessante atividade anti-T. vaginalis. Os espetros de RMN de *H sdo apresentados nas

Figuras 85 e 86. Cromatogramas das substancias isoladas estdo apresentados na Figura 87.
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Figura 82. Cromatograma do fracionamento e purificacdo da subfracdo 091 por métodos

cromatograficos
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Figura 83. Cromatograma por UCLAE-DAD representando os perfis do extrato ACOEt (05A)
e Fracdes 05B-D obtidas do pré-fracionamento por CLV utilizando silica como FE, [Coluna
Analitica Phenomenex Kinetex C18 75 x 3,0 mm d.i. x 2,6 um; Solvente A: H,0 + 0,05% AF;
Solvente B: ACN. Gradiente de 20-100 % de B em 20 min; vazéo de 0,4 mL min*!; Max Plot A
200-600 nm]
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Figura 84. Cromatograma por UCLAE-DAD representando os perfis quimicos das FracGes
05E-I obtidas do pré-fracionamento por CLV utilizando a resina HP20ss como FE [Coluna
Analitica Phenomenex Kinetex C18 75 x 3,0 mm d.i. x 2,6 um; Solvente A: H,0 + 0,05% AF;
Solvente B: ACN. Gradiente de 20-100 % de B em 20 min; vazéo de 0,4 mL min*; Max Plot A
200-600 nm]
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Figura 85. Cromatograma por UCLAE-DAD das substancias isoladas48A-C obtidas por CLAE-
DAD semi-preparativo [Coluna Analitica Phenomenex Kinetex C18 75 x 3,0 mm d.i. X 2,6 um;
Solvente A: H20 + 0,05% AF; Solvente B: ACN. Gradiente de 20-100 % de B em 20 min;
vazdo de 0,4 mL min’t; Max Plot A 200-600 nm]
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7.2 Avaliacido da atividade Anti-Trichomonas vaginalis:

O extrato AcOEt e as fragdes obtidas do pré-fracionamento em CLV em silica e HP20ss
foram avaliadas na atividade anti-Trichomonas vaginalis e potencial tricomonicida. A maioria
das amostras apresentaram atividade anti- T. vaginalis na concentragdo de 10 pg/mL,
evidenciando potencial na inibicdo do crescimento do parasita quando comparado com o
metronidazol 25 uM (Figura 86). A subfracdo 09I apresentou promissora atividade anti- T.
vaginalis e foi escolhida para o isolamento por CLAE-DAD.

O ensaio anti-Trichomonas vaginalis apresentado neste trabalho foi realizado pelo Dr

Jarrod King, pesquisador associado ao NPDG-OU.

Figura 86. Avaliacdo da atividade Anti-Trichomonas vaginalis
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Figura 87. Isolamento de 49A por CLAE- DAD no modo semi-preparativo
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Figura 88. Cromatograma por UCLAE-DAD das fracGes 21 A-D obtidas por CLAE-DAD
semi-preparativo [Coluna Analitica Phenomenex Kinetex C18 75 x 3,0 mm d.i. X 2,6 um;
Solvente A: H20O + 0,05% AF; Solvente B: ACN. Gradiente de 20-100 % de B em 20 min;
vazdo de 0,4 mL min’t; Max Plot A 200-600 nm]
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7.3 ELUCIDACAO ESTRUTURAL

7.3.1 151FH48A & 151FH48C:

Os espetros de RMN de 'H das substancias 151FH48A e 151FH48C, isoladas de A.
arcoverdensis, foram comparados com os dados publicados por Yamazaki et al. (1980) e
Suzuki et al (1990), sendo entdo confirmada a estrutura quimica dos compostos como sendo
verruculogena e fumitremorgina A, respectivamente (Tabela 27, Figuras 89-90).

O primeiro relato da verruculogena, metabdlito produzido por Penicillium
verruculosum, foi realizado por (FAYOS et al., 1974), enquanto que o a fumitremorgina A foi
isolado pela primeira vez do fungo Aspergillus fumigatus (YAMAZAKI M, FUJIMOTO H,
1980). Ambas sé&o micotoxinas que atuam no sistema nervoso central causando tremores,
convulsbes e até mesmo Obito em animais (COLE et al., 1975; FAYOS et al., 1974,
YAMAZAKI M, FUJIMOTO H, 1980). Controversamente, os metabodlitos secundarios
verruculogena e fumitremorgina A também sao reportados como alcaloides bioativos (FENG
et al., 2015).

O metabdlito secundario verruculogena é o produto final do cluster de genes
biossintéticos para alcaloides do tipo fumitremorginas em Aspergillus fumigatus e Neosartorya
fischeri (MUNDT et al., 2012). Quando comparada a verruculogena a fumitremorgina A possui
um grupo adicional prenila em sua estrutura quimica (MA et al., 2016).

Em nossos esforgcos para encontrar compostos de A. arcoverdensis com atividade anti-
Trichomonas vaginalis, a subfracdo mais promissora foi a 091 (HP20ss, 100% MeOH),
resultando no isolamento das substancias 48A-C. O ferruculogena (48) é inativo contra o

parasita Trichomonas vaginalis.
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Tabela 27. RMN de *H (500 MHz) de 48A e 48C: comparagio com a literatura?

Posicéo

&¢Verruculogena
'H, m (J) CDCls

b151FH48A
'H, m (J) CD;0D

bCFumitrenorgina A
'H, m (J) CDCl3

b151FH48C
'H, m (J) CD30D

1-N

10-N
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

27
28
29
30

31
32
33
34
18-
OMe

6,05, d (10,0)

448, m
1,65-2,55m

1,65-2,55,m
3,63, t

5,65, Ls
7,90, d (8,7)
6,83, dd (2,2, 8,7)
6,59, d (2,2)

6,64, d (8,0)
5,05 (8,0)

1,74,d (1,2)

2.0,d(1,2)
1,65 2,55, m

1,01, s
1,72, s

3,82, s

6,09, dd (2,0, 9,5)

4,43, m
2,47, m
2,12, m
2,08, m
2,03, m
3,62-3,71, m

5,56, s

7,55, d (8,5)

6,82, dd (2,5, 8,5)
6,68, d (2,5)

6,75, d (8,0)
5,13, ddd (1,5, 8,0)

1,78,d (1,5)

2,05, d (1,5)
2,13-2,17, m

1,02, s
1,69, s

3,82, s

6,13, br, d

5,06, t
2,40, m
1,60 —2,20, m

1,60 -2,20, m
3,63, m

5,50, s

7,68,d
6,82, dd

6,59, d

6,62, d
5,02, Ld,

1,71, s
1,81, s
1,60 -2,20, m

0,99, s
2,00, s
4,71, ,

5,60, t,

1,71, s
1,82, s

3,84, s

6,18, d (10,5)

4,67, m
2,43, m
2,12, m
2,09, m
1,98, m
3,55-3,60, m

5,30, s

7,67, d (9,0)
6,75, dd (9,0,2,0)

6,64, s

6,71, d (7,5)
5,08, d (8,5)

1,77, s
2,03, s
1,86, d
1,70, d

1,01, s
1,64, s
501, m
4,71, m
5,64,1(7,5)

1,83,s
1,83,s

3,81, s

aAfiyatullov, Sh. Sh. et al. Chem. Nat. Compd., 2004, 40 (6), 615-617 (Verruculogena)
bYamazaki, M. et al., Chem. Pharm. Bull., 1980, 28, 245- 254 (Fumitremorgin A)
¢sin ppm, Jin Hz
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Figura 89. Espectro de RMN de *H (500MHz) em CD3OD da verruculogena isolada de Aspergillus Arcoverdensis
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Figura 90. Espectro de RMN de *H (500MHz) em CD3OD da fumitremorgina A isolada de Aspergillus Arcoverdensis
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7.3.2 151FH49A:

A substancia 49A, produzida por A. arcoverdensis, foi isolada como um solido amarelo.
Os espectros de RMN de *H (Figura 92, Tabela 28) e ESI-MS e UV (Figura 93) foram
registrados e seus dados comparados com os da literatura, podendo ser confirmada a estrutura
quimica da substancia 49A como sendo a viriditoxina (SUZUKI et al., 1990).

A viriditoxina (Figura 94) é dimero da semiviriditoxina, sendo formado por duas
unidades nafto-o-pirona ligadas nas posicdes C-6/C-6" do anel naftalénico (GOMEZ et al.,
2018). Apresentou no espectro de ESI-MS, modo positivo, o0 ion m/z 663 [M+H]" férmula
C34H31014.

Tabela 28. Dados de RMN de *H da viriditoxina e comparacdo com os da literatura

Posicio 151FH49A (CDCls) Suzuki et al, 1990
J'H, m [ppm] 500MHz J'H, m [ppm] 400MHz
4 2,85, m 2,67, m
5 6,16, s 6,23, s
8 6,85, s 6,80, s
1 2,78, m 2,78, m
3 3,62, s 3,70, s
7-OMe 3,70, s 3,77,s
9-OH 10,04, br 9,76, br
10-OH 13,35, br 13,76 br

A viriditoxina foi isolada pela primeira vez de Aspergillus viridi-nutans (WEISLEDER;
LILLEHQJ, 1971), sendo isolada também de outras espécies do género Aspergillus incluindo
A. brevipes e A. fumigatus (GOMEZ et al., 2018). E neste trabalho como metabdlito isolado de
A. arcoverdensis.

A viriditoxina possui amplo espectro de atividade antibacteriana principalmente para
bactérias Gram-positivos importantes na clinica medica, como o Staphylococcus aureus
resistente a meticilina e Enterococos resistentes a vancomicina, nao é citotoxica em linhagem
celular eucarionte (WANG et al., 2003).

O mecanismo de acdo responsavel pela atividade antibacteriana da viriditoxina é pela
inibicdo da FtsZ, proteina analoga a tubulina eucarionte. FtsZ é fundamental para que possa
ocorrer a divisao celular bacteriana (ANDERSON et al., 2012)

O potencial inseticida da viriditoxina, isolada do fungo Paecilomyces varioti, foi
avaliado contra a mosca-varejeira da espécie Lucilia cuprina, responsavel por consideravel

parte dos casos de miiases em animais, infeccdo também conhecida como bicheira. Foi
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observada a atividade inseticida da viriditoxina contra as moscas em ovelhas, oferecendo

protecdo por meses ndo sendo observado quaisquer efeitos adversos nos animais estudados
(GREEN et al., 1989).

Figura 91. Estruturas quimicas: verruculogena e fumitremorgina A

33

151FH48A 151FH48C
VERRUCULOGENA FUMITREMORGINA A
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Figura 92. RMN de 'H (500MHz) em CDClIs da viriditoxina (49A) isolada de Aspergillus Arcoverdensis
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Figura 93. Cromatograma e espectros de UV e EM obtidos por UCLAE-DAD-MS da
viriditoxina
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7.4 Avaliacdo da atividade Anti-Trichomonas vaginalis:

A avaliacdo da atividade antiprotozoaria contra T. vaginalis dos metabdlitos isolados de
A. arcoverdensis por estudos bioguiados, evidenciou que a fumitremorgina A (48C) néo exibiu
atividade contra T. vaginalis, sendo, portanto, esse composto atdxico aos trofozoitos a 10 uM,

Figura 95.

Figura 95. Avaliacdo da atividade anti-Trichomonas vaginalis de 48C e 49A
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Em contra partida, a viriditoxina (49A), outro metabolito secundério isolada da espécie
fangica estudada, exibiu potente atividade tricomonicida, com valores de atividade semelhante
a do metronidazol (10 uM), esses resultados estdo apresentados na Figura 95. Tanto o controle

positivo metronidazol quanto a viriditoxina inibiram a viabilidade do parasita em 1,0 pM.
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8. RESULTADOS E DISCUSSAQ: Cylindrocarpon pauciseptatum

8.1 Isolamento dos compostos ativos de Cylindrocarpon pauciseptatum:

O extrato AcOEt preparado do cultivo em escala ampliada foi submetido ao pré-
fracionado em duas etapas cromatograficas conforme descrito no POP do NPDG-OU: pré-
fracionamento de extratos preparados em escala ampliada em Cheerios.

O extrato AcOEt (07A) apresentou rendimento de 62,5 g ap6s a remocao do solvente
em evaporador rotativo, entdo submetido a cromatografia liquida a vacuo (CLV), em coluna de
silica gel, eluida com solventes em ordem crescente de polaridades, hexano/DCM (1:1, v/v),
DCM (100%), DCM/MeOH (10:1, v/v) e MeOH (100%), fornecendo quatro subfracbes: 07B-
D, respectivamente (Figura 96).

A subfracdo 07C (DCM/MeOH; 10:1, v/v) resultante do pré-fracionamento por CLV em
silica gel foi novamente submetida a VLC, utilizando como FE a resina Diaion HP20ss, eluida
com MeOH:H;0 30%, 50%, 70%, 90%, 100% MeOH, DCM:MeOH (1:1, v/v), resultando em
seis subfracbes (07E-J), Figura 97.

A subfracdo 07G (70% MeOH:H-0, 60mg) foi purificada em CLAE semi-preparativo
(F55 um, C18, 110 A, 250 x 10,0 mm, modo gradiente 30-100% ACN em HO em 30 min 4,0
mL/min), fornecendo as subfracdes 36 A-H.

A subfracdo 36D foi entdo repurificada em CLAE semi-preparativo (Isocratico 55%
ACN:H-0) resultando no isolamento de 42A (3,7 mg), Figura 98.

Amostras do extrato ACOEt (07A) e das subfra¢des 07B-D (DCM 100%, DCM:MeOH,
10:1 e MeOH 100%) e 07E-1 (30%, 50%, 70%, 90%, e 100% MeOH), foram preparadas e
encaminhadas para avaliar a atividade anti-tuberculose, e submetidas para compor o acervo da
biblioteca de produtos naturais provenientes de fungos do NPDG.

As amostras foram dissolvidas em DMSO (100%), o extrato AcOEt foi preparado na
concentracdo de 5,0 mg/mL, enquanto que as subfracdes obtidas dos pré-fracionamentos em
CLV de silica e HP20ss, na concentracao de 2,0 mg/mL. Conforme descrito no POP do NPDG-

OU: pré-fracionamento de extratos preparados em escala ampliada em Cheerios.
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Figura 96. Cromatograma do fracionamento e isolamento de 42A por métodos cromatograficos
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Figura 97. Cromatograma por UCLAE-DAD do extrato AcOEt (07A) e das fragcdes 07B-D
obtidas do pré-fracionamento por CLV utilizando silica como FE, [Coluna Analitica
Phenomenex Kinetex C18 75 x 3,0 mm d.i. x 2,6 um; Solvente A: H.O + 0,05% AF; Solvente
B: ACN. Gradiente de 20-100 % de B em 20 min; vazdo de 0,4 mL min't; Max Plot . 200-600
nm]
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Figura 98. Cromatograma por UCLAE-bAD representando os perfis das Fra¢des 07E-I obtidas
do pre-fracionamento por CLV utilizando HP20ss como FE, [Coluna Analitica Phenomenex
Kinetex C18 75 x 3,0 mm d.i. x 2,6 um; Solvente A: H20O + 0,05% AF; Solvente B: ACN.
Gradiente de 20-100 % de B em 20 min; vazéo de 0,4 mL min; Max Plot A 200-600 nm]
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8.2 Avaliacdo da atividade antimicobacteriana:

A avaliacdo da atividade antimicobacteriana do extrato AcOEt (07A), das subfragdes
07B-D (DCM 100%, DCM:MeOH, 10:1 e MeOH 100%) e 07E-I (30%, 50%, 70%, 90% e
100% MeOH) foram avaliadas frente cepas latente e replicante de Mycobacterium tuberculosis.

A maioria das subfracdes apresentaram atividade antimicobacteriana para a forma
latente, sendo que a Unica inativa foi a 07E, com valores de CIM entre 5 e 20 ug/mL.

Além disso, foi avaliado o potencial de citotoxicidade in vitro de 07A-1 em células de
macrofagos murinho J774, e verificou-se que, para uma concentracdo de 2 pg/mL, 0 extrato
bruto de acetato de etila (07A) e as subfracdes 07D-I ndo foram toxicas para as células utilizadas

(Tabela 29). Enquanto que 07B-C interferiu na viabilidade celular entre 68-75%.

Tabela 29. Avaliacéo da atividade anti-TB de 07A-I

Amostra Mtb-replicante Mt:fg',?;inte % viiglli‘r dade
151FHO7A - 10 100
151FH07B - 10 75%
151FH07C - 10 68%
151FH07D - 20 100
151FHO7E - - 100
151FHO7F - 5 100
151FHO07G - 5 100
151FHO7H - 10 100

151FHO07I - 10 100




8.3 ELUCIDACAO ESTRUTURAL

8.3.1 151FH42A
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Os dados de RMN de *H e!3C de 151FH49A (Figuras 99 e 100, respectivamente),
isolada de Cylindrocarpon pauciseptatum, foram comparados com os dados publicados na

literatura (VON BARGEN et al., 2015), sendo confirmada a estrutura quimica da fujikurina B
(Figura 102, Tabela 30). Os dados do UCLAE-DAD-ESI/MS estdo aprestados na figura 101.

Tabela 30. Dados de RMN de *H da fujikurina B e comparacdo com os da literatura

151FH42A

Von Bargen et al, 2015

Posicao 5'H, m (J) CD;0D 5H, m (J) CDCls

1

2

3

4 2,59 dq (10,5, 6,2) 2,44 dq (10,3, 6,9)

5 4,24 dq (10,5, 6,2) 4,27 dq (10,3, 6,3)

6

7 3,80 m 4,00-3,94 m

. 1,74'm 1,81-1,61m
1,49m 1,51-1,45m

9 0,91t (7,4) 0,95t (7,4)

10 1,22d (6,7) 127-1,13m
4,58 m B

11 386 m 127-1,13m

12 1,53d (6,2) 1,59.d (6,5)

¢sin ppm, Jin Hz

A fujikurina A foi isolada pela primeira vez em 2000, e descrita como 0 composto
CR377, exibindo atividade antifangica contra Candida albicans (BRADY; CLARDY, 2000).
A estrutura quimica da fujikurina B quando comparada com a fujikurina A, ha a adicéo

de &gua a dupla ligagdo entre C-11 e C-4 da fujikurina A, resultando no padrdo tipico de 1,3-
oxigenacao tipico de policetideos (VON BARGEN et al., 2015).
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Figura 99. Espectro de RMN de H (500MHz) in CD3sOD da fujikurina B isolada de Cylindrocarpon pauciseptatum
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Figura 100. Espetro de RMN de *C (125MHz) em CD30D da Fujikurina B isolada de Cylindrocarpon pauciseptatum
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Figura 101. Perfil quimico por UCLAE-DAD-ESI/MS: Fujikurina B
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9. RESULTADOS E DISCUSSAOQ: Talaromyces verruculosis

9.1. Isolamento dos compostos ativos de Talaromyces verruculosis:

Assim como os outros dois fungos estudados e descritos anteriormente, o extrato ACOEt
preparado a partir do cultivo em escala ampliada de T. verruculosis em Cherrios, também foi
submetido ao pré-fracionamento, realizado em duas etapas cromatogréficas conforme descrito
no POP do NPDG-OU: pré-fracionamento de extratos preparados em escala ampliada em
Cheerios.

O extrato AcOEt 22A (62,5g) foi submetido a cromatografia liquida a vacuo (CLV),
em coluna de silica gel, eluida com solventes em ordem crescente de polaridades, hexano/DCM
(1:1, viv), DCM (100%), DCM/MeOH (10:1, v/v) e MeOH (100%), resultando em quatro
subfracdes.

A fracdo resultante da eluicdo do primeiro sistema de solvente (Hexano/DCM; 1:1, v/v),
ndo foi investigada nesse estudo por conter majoritariamente compostos bastante apolares, além
dos componentes graxos do Cherrios extraidos por esse sistema de solvente. Sendo estudadas
as fracBes 22B-D, obtidas da eluigdo dos outros trés eluentes empregados, respectivamente
(Figura 103). Cromatogramas 104 e 105.

Figura 103. Cromatograma do fracionamento de 22A por métodos cromatograficos
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29.4 mqg 79.9 mg 116.0 mg 196.7 mg 65.4 mqg 65.1 mg
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Figura 104. Cromatograma por UCLAE-DAD representando os perfis quimicos das fraces
22A-D obtidas do pré-fracionamento por CLV utilizando silica como FE, [Coluna Analitica
Phenomenex Kinetex C18 75 x 3,0 mm d.i. x 2,6 um; Solvente A: H,O + 0,05% AF; Solvente
B: ACN. Gradiente de 20-100 % de B em 20 min; vazdo de 0,4 mL min't; Max Plot . 200-600
nm]
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Figura 105. Cromatograma por UCLAE-DAD representando os perfis quimicos das FracGes
22E-I obtidas do pré-fracionamento por CLV utilizando HP20ss como FE, [Coluna Analitica
Phenomenex Kinetex C18 75 x 3,0 mm d.i. x 2,6 um; Solvente A: H.O + 0,05% AF; Solvente
B: ACN. Gradiente de 20-100 % de B em 20 min; vazdo de 0,4 mL min't; Max Plot . 200-600
nm]
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9.2 Avaliacdo da atividade antituberculose de 22A-1

A avaliacdo da atividade antituberculose contra 0 M. tuberculosis (latente e replicante),
assim como a investigacdo da citotoxicidade em linhagem de células Hep-G2 e J774 foram
feitos em colaboracdo com o Prof. Dr. Kyle Rohde, pesquisador da University of Central

Florida, Burnett School of Biomedical Sciences, Florida, Estados Unidos.

Tabela 31 Avaliagéo da atividade anti-TB (22A-I)

Amostra Dormente cdc-lux lumi 10/12/18 Mtb cdc-lux lumi 10/8/18
20 pg/ml 10 pg/ml 5 pg/ml 2.5 ug/ml |20 pg/ml 10 pg/ml - 5 pg/ml 2.5 pg/ml

100,8 89,5 86,2 30,1 0,0 42,8 14,9 36,3

151FH22B 68,5 62,3 7,7 0,0 0,0 0,0 2,4 14,2
81,5 58,2 21,3 0,0 0,0 9,1 0,0 0,0

151FH22D 41,3 7,9 0,0 0,0 0,0 9,7 14,6 13,2
151FH22E 30,3 0,0 0,0 0,0 0,0 3,8 0,0 3,5
92,3 40,1 0,8 0,0 83,8 55,1 0,0 0,0

83,2 59,9 41,9 0,0 11,9 42,8 20,1 16,8

83,2 72,5 59,1 29,6 10,0 8,8 14,1 7,1

82,2 56,3 34,8 0,0 66,3 7,0 0,0 0,0

O extrato AcOEt preparado a partir do cultivo em escala ampliada de T. verruculosis
(22A) apresentou valor de CIM de 5,0 ug/mL o M. tuberculosis na forma latente, esse resultado
evidenciou que no Ex AcOEt existem compostos promissores com atividade antituberculose
com seletividade para a forma latente do M. tuberculosis.

Além disto, as subfracdes que apresentaram atividades promissoras contra o M.
tuberculosis na forma latente foram 22C e as subfragcdes 22F-I, obtidas do fracionamento da
22C feito em CLV utilizando HP20ss como FE.

As subfracdes 22F-1 apresentaram CIM de 20,0 ug/mL, exibindo 80% de inibi¢do do
M. tuberculosis. Enquanto que as subfragbes 22G-1 exibiram 50% de inibicdo desse

microrganismo, com valor de CIM de 10,0 ug/mL (Tabela 31).
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9.3 Avaliacdo da citotoxicidade de 22A-1

O ensaio de citotoxicidade do extrato AcOEt (22A) preparado a partir do cultivo em
escala ampliada em Cherrios de T. verruculosis, e também das fracfes resultantes do
fracionamento em CLV em silica (22B-D) e do subsequente fracionamento de 22C em CLV
feito em resina de HP20ss foi determinado in vitro utilizando as linhagens celulares J774
(células de macréfagos) e HepG2 (células de carcinoma hepatocelular humano), a fim de
investigar o potencial citotoxico das amostras que exibiram promissoras atividade

antituberculose frente a cepa de M. tuberculoses latente e replicante.

Tabela 32. Avaliacdo da citotoxicidade (22A-1)
% células sobreviventes

Amostra 774 HepG2
151FH22A 100,0 100,0
151FH22B 100,0 100.0
151FH22C 100,0 100.,0
151FH22D 100,0 100,0
151FH22E 100.0 83 1
151FH22F 100,0 78.6
151FH22G 100,0 827
151FH22H 100,0 818
151FH22I 100.0 100,0

Observa-se que, de forma geral, as amostras 22A-1 ndo apresentaram citotoxicidade para
as células J744, alem disso exibiram 100% de viabilidade para a célula J774 (Tabela 32). Sendo
esse resultado relevante na avaliacédo da atividade anti- M. tuberculosis intracelular.

As amostras 22A-D e 221 ndo exibiram citotoxicidade em célula HepG2 (Tabela 32),
todavia a porcentagem de sobrevivéncia foi reduzida em 80% para as amostras 22E-H. Como
essa linhagem celular é usada como modelo para estudos de metabolismo de e citotoxicidade
hepatica, pode-se supor que, as amostras apds a metabolizacdo pelas enzimas hepaticas
existentes nas células GepG2, os produtos gerados da metabolizacdo resultaram em diminuicao

da viabilidade celular e, portanto, a citotoxicidade exibida nesse ensaio
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9.4 Avaliacdo da atividade tricomonicida contra T. vaginalis de 22A-1

O extrato AcOEt (22A) e as fragdes obtidas do pre-fracionamento em CLV em silica
(22B-D) e em HP20ss (22E-I) foram avaliados na atividade frente ao parasita Trichomonas

vaginalis e na determinacdo do potencial tricomonicida.

Figura 106. Avaliacao da atividade contra Trichomonas vaginalis de 22A-I
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A fracdo 221 foi a inica amostra que apresentou contra T. vaginalis na concentracgdo de
10 pg/mL (Figura 106). Portanto a fragdo 221 foi a biologicamente promissora para o parasita
testado e foi escolhida para os estudos quimicos e bioguiados até a obtencdo dos metabolitos
secundarios ativos responsaveis pela atividade dessa fracéo.
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9.5 Avaliacdo da atividade antiflingica e antibiofilme de 22A-1

O extrato AcOEt e as fragdes obtidas dos fracionamentos em CLV com as fases
estacionarias silica (22C-D) e com a resina HP20ss (22E-1) foram submetidos para a Dra Jianlan
You para avaliacdo da atividade antifungica frente aos fungos A. fumigatus e C. albicans, sendo
também avaliadas no ensaio antibiofilme de C. albicans. Nenhuma das amostras (22A-1) foram
capazes de inibir a viabilidade celular de A. fumigatus e de C. albicans na concentragdo de 20
uM (CIM > 20ug/mL). Por outro lado, todas o extrato AcCOEt (22A) e as subfragbes 22H-I
foram as mais promissoras em inibir a formacéo de biofilme de C. albicans, apresentando mais

de 90% de inibi¢éo na concentragdo de 20 pg/mL, Tabela 33.

Tabela 33. Avaliacdo da atividade antifungica e antibiofilme de 22 A-I

Amostra/ Crescimento (20ug/ml) Biofilme (20pg/ml)
% inibicdo A. niger A732 C. albicans SC5314
22A 7,58 13,19 96,37
22B 13,25 0,80 16,21
22C 7,30 14,10 80,89
22D 6,38 23,69 40,63
22E 18,86 15,81 67,58
22F 7,55 24,22 68,84
22G 27,89 23,84 71,53
22H 8,01 11,68 90,84
221 14,58 13,61 100,0

Como descrito anteriormente, a subfracdo 221 exibiu interessante atividade frente as
cepas de M. tuberculosis latente, T. vaginalis e ndo apresentou atividade citotoxica para as
linhagens celulares J774 e HepG2. Apresentando também atividade antibiofilme de C. albicans,

Como a fracdo 221 apresentou diversas atividades bioldgicas e foi escolhida para os
estudos quimicos de isolamento e determinacdo estrutural dos compostos responsaveis pelas
atividades bioldgicas vistas nos diversos bioensaios realizados no estudo quimico bioguiado de

T. verruculosis.
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9.6 Isolamento dos metabdlitos ativos da subfracdo 221 por CLAE-DAD

A subfracdo 221 (100% MeOH) resultante do fracionamento por CLV feito usando
resina Diaion HP20ss como FE foi purificada por CLAE-DAD semipreparativo (Kinetex F5 5
um, C18, 100 A, 250 x 4.6 mm, modo gradiente 40-100% ACN:H,0 em 20 min, 4.0 mL/min)
fornecendo o isolamento da substancia 73D (2.6 mg), o Cromatograma de isolamento esta
apresentado na Figura 107 e os cromatogramas de 73A-G podem ser vistos na Figura 108.

Foram necessérias duas etapas de purificacdes para obter as substancias isoladas 73E2
(1,5 mg) e 73F2 (1,3 mg) a partir de 73E e 73F, respectivamente. Ambas foram submetidas a
uma segunda etapa de purificadas por CLAE-DAD semipreparativo em modo isocratico a vazao
de 4.0 mL/min com 64% de ACN em H20 + 0.1% AF (Kinetex F5 5 um, C18, 100 A, 250 x
4.6 mm), como pode ser visto no cromatograma ilustrado na Figura 1009.

Figura 107. Isolamento das substancias 73D, 73E2 e 73F2 por CLAE-DAD
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*1s0. 64% ACN:H,O + 0.1% FA , F5
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Figura 108. Cromatograma por UCLAE-DAD representando os perfis das Fracbes 73A-G
obtidas por CLAE-DAD, [Coluna Analitica Phenomenex Kinetex C18 75 x 3,0 mm d.i. X 2,6
um; Solvente A: H.0O + 0,05% AF; Solvente B: ACN. Gradiente de 20-100 % de B em 20 min;
vazdo de 0,4 mL min’t; Max Plot A 200-600 nm]
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9.7 Atividades anti-Trichomonas vaginalis e antifungica: 73A-G

O fracionamento por CLAE-DAD da fracdo 221 resultou nas subfragbes 73A-G que
tiveram suas atividades bioldgicas avaliadas nos ensaios antifungico frente aos fungos A.
fumigatus e C. albicans, sendo também avaliadas no ensaio antibiofilme de C. albicans.
Nenhuma das sete fracGes testadas (A-G) foram capazes de inibir a viabilidade celular de A.
fumigatus e C. albicans na concentra¢ao de 20 uM (CIM > 20ug/mL). Por outro lado, todas as
fracdes (73A-G) apresentaram atividade no ensaio de inibigdo de biofilme com valores de CIM
entre 20 e 10 pg/mL, Tabela 34.

Tabela 34. Atividades antifungica e antibiofilme de 73A-G

CIM80 C. albicans A. fumigatus
pg/ml crescimento biofilme Crescimento

73A >20 >20 20

73B >20 >20 10

73C >20 >20 20

73D >20 >20 10

73E >20 >20 20

73F >20 >20 10

73G >20 >20 10

Além disso, as subfracBes 73 E-F tiveram atividade contra Trichomonas vaginalis
(Figura 109). Por apresentarem atividades antibiofilme e anti- T. vaginalis, as subfracdes 73D-
F foram escolhidas para o estudo quimico no isolamento e determinacdo estrutural dos

metabolitos ativos.

Figura 109. Avaliacdo da atividade anti- Trichomonas vaginalis de 73A-G
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9.8 ELUCIDACAO ESTRUTURAL

Os dados de RMN de *H dos isolados 73D, 73E1 e 73F2 (Figuras 113, 114 e 115,
respectivamente), foram comparados com os dados descritos no trabalho de Shibata et al (2015)
e Zang et al., (2016), sendo entdo confirmadas suas estruturas quimicas como idénticos a
Duclauxina, Bacillisporina F e 1-epi-Bacillisporina F (Figura 103). Além disso, a determinacao
da configuragdo absoluta para 73D-F2 foi feita pelas analises dos espectros obtidos por ECD
(Figura 95) e pela comparacao dos dados experimentais com os da literatura, (SHIBATA et al.,
1965; ZANG et al.,, 2016). Os valores da rotacdo Optica sdo mostrados na Tabela 36.
Cromatogramas e espectros, Figuras 111 a 112, respectivos 73D-F2.

9.8.1. 151FH73D:

Duclauxina foi isolada como um solido branco, com [«]3° de +20.0 (MeOH, ¢ 0.5). A
formula molecular CzgH2,01: foi deduzida do ion protonado em m/z 547.12 [M + H]* no
ESIMS. Os dados de RMN de *H e °C de 74D em CDClIs estdo apresentados na Tabela 35.

Analise dos dados de RMN de H (Figure 112) do composto 72D possibilitou identificar
as diferencgas estruturais quando comparado aos compostos 72E-F. No anel F do composto 72D
h& uma dupla ligacéo entre C-11 e C-12. Uma segunda diferenca € vista no composto 72D ¢ a
presenca adicional de uma carbonila de cetona em C-9.

Duclauxinas sdo uma familia de produtos naturais, e sdo oxafenalenonas diméricas com
diversas atividades bioldgicas (GAO et al., 2018). As diferentes variagdes estruturais entre
duclauxinas sdo decorrentes dos diferentes monémeros oxafenalenonas e também da
conectividade dessas unidades (GAO et al., 2018).

A duclauxina foi isolada pela primeira vez do fungo Penicillium duclauxi (SHIBATA
et al., 1965). Sendo produzida também por P. herquei (ATCC 34665), um agente antitumoral
(BRYANT; CUTLER; JACYNO, 1993). Existem publicados mais de 10 trabalhos reportando
analogos da familia produzidos por diversas espécies de Penicillium (CAO et al., 2015).

Talaromyces € outro género importante produtor de duclauxinas (YILMAZ et al., 2016).
O composto é conhecido por sua acdo anticancerigena (BRYANT et al., 1993; STIERLE et al.,
2006; CAO et al., 2015).
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9.8.2 151FH73E2:

Bacillisporina F foi isolada como um solido cristalino incolor, com [a]3? de +66.0
(MeOH, ¢ 1.0). A formula molecular C29H22011 foi deduzida do ion protonado em m/z 547.1255
[M + H]" no ESIMS. Os dados de RMN de 'H e **C de 74E em CDCl; (Tabela 35) indicou trés
grupos metila, um grupo metoxila em on 3.47 (3H, s), um metileno, trés metinas, outras duas
oxigenadas em Sy 6.99 (1H, s, H-1). The espectro de RMN de *C evidenciou 18 carbonos
quaternarios sp2, incluindo sete oxigenados sp. assim como um carbono quaternario. Esses
dados relevaram que a estrutura de 74E é bastante similar da bacillisporina A, exceto pela
presenca de um grupo metoxila adicional para a estrutura 74E (ZANG et al., 2016). A
correlacéo observada no HMBC de OCHjs para C-1 evidenciou a posi¢do da metoxila ser no C-
1 (Figure 116).

9.8.3 51FH73F2:

1-epi-bacillisporina F (74F) foi também isolada como um solido cristalino incolor, com
[a]3° de +26.0 (MeOH, ¢ 0.5). A formula molecular C2gH2,011 foi deduzida do fon protonado
em m/z 547.1255 [M + H]* no ESIMS. O dado de RMN de H revelou que as diferengas entre
0s compostos 74E e 74F foram no deslocamento quimico dos grupos metoxilas em CDCl3 (dn
3.80 para 74F verso on 3.74 para 74E) assim como o metina H-1 (on 6.57 para 74F verso on
6.55 para 74E), sugerindo que 74E e 74F sdo epimeros em C-1. (ZANG et al., 2016)
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Tabela 35. Dados de RMN de *H dos compostos 73D-F isolados de T. verruculosis e comparagio com os da literatura
1Duclauxina 151FH73D 2Bacillisporina F 151FH73E 21-epi-Bacillisporina F 151FH73F
Posicao (CDClz) 500MHz | (CD30D)500MHz | (CDCls) 500MHz (CDs0OD) (CDCl3) 500MHz

'H,6m@inHz) |'H,6m@inHz) |'H, 6 m@JinHz) 'H,8,mJinHz) | 'H, 5, m(JinHz) 'H, 6, m (J in Hz)

1 5,10, d (12,0) 5,08, d (12,5) 5,11,d (12,4) 5,05,d (12,0) 5,19,d (12,5) 5,09, d (12,0)
4,83, d (12,0) 4,79,d (12,5) 5,03,d (12,4) 4,95, d (12,0) 5,07,d (12,5) 4,96, d (12,0)

4-OH 11,79, s 11,70, s - 11,59 - 11,60, s

5 6,85, s 6,91, s 6,89, s 6,83, s 6,80, s 6,82, s

6 2,75, s 2,74, s 2,50, s 2,60, s 2,55, s 2,59, s

8 4,17,s 4,14, s 501,s 5,06, s 5,14, s 5,07, s

9 5,22, s 5,20, s 5,80, s 5,79, s 5,84,s 5,80, s

9-CHs 2,12, s 2,12, s 1,97, s 2,04, s 2,05, s 2,05, s

1 7,77, s 7,74,s 6,55, s 6,58, s 6,57, s 6,50, s

1-OMe | - - 3,58, s 3,74,s 3,66, s 3,80, s

4 10,75, s 10,67, s - 11,88, s - 11,87,s

5 6,95, s 6,91, s 6,99, s 6,95, s 6,94, s 6,94, s

6 2,21, s 2,21, s 2,95, s 3,01, s 3,01, s 3,00, s

7-OMe | 3,00,s 2,97, s - - - -

8' 40,s 3,98, s - - - -

IShibata, S. et al., Tetrahedron Lett., 1965, 6, 1287.

27ang, Yi, etal., J. Nat. Prod. 2016, 79, 2991.
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Figura 110. Cromatograma e espectro por UCLAE-DAD-ESI/MS da substancia isolada 73D
por CLAE-DAD semipreparativo [Coluna Analitica Phenomenex Kinetex C18 75 x 3,0 mm
d.i. x 2,6 um; Solvente A: H20 + 0,05% AF; Solvente B: ACN. Gradiente de 20-100 % de B
em 20 min; vazdo de 0,4 mL min™; Max Plot A 200-600].
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Figura 111. Cromatograma e espectro por UCLAE-DAD-ESI/MS da substancia isolada 73E2
por CLAE-DAD semipreparativo [Coluna Analitica Phenomenex Kinetex C18 75 x 3,0 mm
d.i. x 2,6 um; Solvente A: H20 + 0,05% AF; Solvente B: ACN. Gradiente de 20-100 % de B
em 20 min; vazdo de 0,4 mL min'; Max Plot A 200-600
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Figura 112. Cromatograma por UCLAE-DAD-ESI/MS da substancia isolada 73F2 por CLAE-
DAD semipreparativo [Coluna Analitica Phenomenex Kinetex C18 75 x 3,0 mm d.i. X 2,6 um;
Solvente A: H,0O + 0,05% AF; Solvente B: ACN. Gradiente de 20-100 % de B em 20 min;
vazio de 0,4 mL mint; Max Plot A 200-600
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Figura 113. Dado de RMN de 'H (500MHz) em CDClI; da duclauxina isolada de Talaromyces verruculosis
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Figura 114. Dado de RMN de *H (500MHz) em CDCl; da bacillisporina F isolada de Talaromyces verruculosis
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9.9 Configuracido absoluta de 151FH73D-F2:

A configuracdo absoluta desses dois epimeros foi determinada pelas analises dos
espectros de ECD experimental e comparagdo com os dados publicados (ZANG et al., 2016).

Como apresentado na Figura 116: Bacillisporina F (73E) e 1-epi-Bacillisporina F (73F)
apresentaram efeito Cotton em (250, 300 e 320 nm). Os dados da literatura de seus espectros
foram semelhantes, sugerindo as mesmas configuracdes absolutas das respectivas estruturas
publicada (Figura 117). Assim, a configuracao absoluta de 73E e 73F foram respectivamente

estabelecidas como 1S,8'R,9'S,9'aS e 1R,8'R,9'S,9'aS.
Figura 116. Espectro de DC de D-F
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aShibata, S. et al., Tetrahedron Lett., 1965, 6, 1287- 1288
bZang, Yi, et al., J. Nat. Prod. 2016, 79, 2991-2996

Figura 117. Estruturas quimicas: Duclauxina, Bacillisporina F e 1-epi-Bacillisporina F
O OH O OH O OH

Duclauxina (73D) Bacillisporina F (73E2) 1-epi-Bacillisporina F (73F2)
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9.7 Avaliacdo da atividade antibiofilme de 73D, 73E2 3 73F2:

As substancias isoladas duclauxina (73D), bacillisporina F (73E2) e 1-epi-bacillisporina
(73F2) foram testadas quanto a sua capacidade de inibir a formacéo de biofilme de C. albicans.

Como descrito na pagina 209 e apresentado na Tabela 35, nenhuma dessas trés
substancias exibiram atividade antifingica frente as cepas de A. fumigatus e C. albicans na
concentragdo de 20 uM (CIM > 20ug/mL). Por outro lado, todas as trés substancias
apresentaram atividade biol6gica em inibir a formacédo do biofilme de C. albicans com valores
de CIM entre 20 e 10 pg/mL (Tabela 34, pagina 209).

Nenhum dos trés metabolitos isolados de T. verruculosis inibiu a viabilidade celular de
C. albicans em concentrag¢des de até 20 uM. Por outro lado, os trés compostos apresentaram
atividade no ensaio de inibicdo de biofilme com valores de ICso de 15,8 + 0,8 uM para a
duclauxina, I1Cso de 1,4 + 0,2 uM para a bacillisporina F, 1Cso de 20,13 £ 0 ,8uM, e I1Cso de
9,53 £ 0,8uM para a 1-epi-bacillisporina F (73F2) (Figura 119, Tabela 36).

Tabela 36. VValores de 1Cso de 73E2-F2 contra o biofilme de C. albicans SC5314

Concentragéo % de inibicdo
UM 73D 73E2 73F2
40 110,00 112,11 111,51
20 91,67 60,69 112,26
10 28,03 2,84 74,14
5 24,55 26,91 19,43
2,5 2,39 2,39 18,39

O efeito na formacgdo de hifas de C. albicans pela duclauxina foi avaliado por
microscopia de contraste de fase. A formacdo de hifas é um passo importante na viruléncia de
C. albicans que marca a transicdo da colonizacédo inicial da superficie para a crescimento
invasivo na matriz subjacente. A duclauxina ndo foi capaz de inibir a formacéao de hifas de C.
albicans (Figura 118).

Figura 118. Efeito de diferentes concentracdes de 73D em hifas de C. albicans SC5314
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Figura 119. Curvas Concentracdo-Resposta para determinacdo dos valores de 1Cso dos

compostos 73D, E2-F2 contra o biofilme de C. albicans SC5314
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9.11 Avaliacdo da atividade anti-Trichomonas vaginalis dos compostos (73D-E2)

A duclauxina (73D) n&o inibiu o crescimento do parasita T. vaginalis em 10 ug/mL.
Todavia, os compostos 73E2 (Bacillisporina F) e 73F2 (1-epi-Bacillisporina F) apresentaram
atividade anti- T. vaginalis na concentragdo de 10 pg/ml (Figura 120). Metronidazol em10 uM
foi utilizado como controle positivo, DMSO foi o solvente utilizado para preparar as amostras
foi testado como controle também, Figura 121.

Figura 120. Atividade anti-Trichomonas vaginalis de 73D-F
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Novamente as substancias isoladas duclauxina (73D), Bacillisporina F (73E2) e 1-epi-
Bacillisporina F (73F2) foram testadas no ensaio anti-T-vaginalis na concentragdo de 10 uM,
mesma concentracdo do controle positivo utilizado no ensaio bioldgico, que foi 0 metronidazol
(Figura 121). Na concentracdo de 10 uM para os trés compostos avaliados no ensaio
antiparasitario, ndo foram capazes de inibirem o crescimento de T. vaginalis e, portanto, ndo

foram interessantes para prosseguirem nos estudos quimicos e biol6gicos.

Figura 121. Atividade anti-Trichomonas vaginalis de 84D (10uM)

# of Live Trichomonads in Two Fields
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9.12 Isolamento dos metabdlitos ativos da 81D por CLAE-DAD

A subfracdo 22G (70% MeOH) obtida do fracionamento em CLV em HP20ss foi
submetida ao isolamento por CLAE-DAD semi-preparativo (Kinetex F5 5 um, C18, 100 A,
250 x 4.6 mm, modo isocratico 40% ACN em H20, 4.0 mL/min), possibilitou o isolamento do
composto 84D (1.4 mg). O Cromatograma e o perfil quimico de 81A-H estéo apresentados nas

Figuras 122 e 123, respectivamente. Atividade anti-Trichomonas vaginalis de 84D (Figura 123)

Figura 122. Isolamento da 84D por métodos cromatogréaficos
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3.4 mg 10mg  20mg  14mg
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Figura 123. Cromatogramas por UCLAE-DAD as fragdes 81A-H obtidas por CLAE-DAD
semipreparativo, [Coluna Analitica Phenomenex Kinetex C18 75 x 3,0 mm d.i. X 2,6 um;
Solvente A: H20O + 0,05% AF; Solvente B: ACN. Gradiente de 20-100 % de B em 20 min;
vazdo de 0,4 mL min’t; Max Plot A 200-600 nm]
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9.13 Avaliacdo da atividade antifingica das amostras 81A-H

As fracdes 81 A-H do fracionamento por CLAE-DAD foram avaliadas contra células
plancténicas de Aspergillus fumigatus e Candida albicans, sendo avaliado também a formacéo
do biofilme dessa levedura. As fracdes 81 A-H ndo exibiram atividade antifungica nas células
plancténicas de ambas as linhagens fangicas analisadas, porém, todas as fracdes (81A-H)

apresentaram atividade antibiofilme de C. albicans (Tabela 37).

Tabela 37. Atividade antiflngica e antibiofilme de 81A-H

CImM80 A. fumigatus C. albicans

pug/mi crescimento biofilme
81A >20 >20 20
81B >20 >20 20
81C >20 >20 20
81D >20 >20 20
81E >20 >20 20
81F >20 >20 20
81G >20 >20 20
81H >20 >20 20

Uma segunda etapa de purificacdo por CLAE-DAD semipreparativo foi necessaria para
obter a substancia 84D (1,4 mg) a partir de81D, 64% de ACN em H,O + 0.1% AF (Kinetex F5
5 um, C18, 100 A, 250 x 4.6 mm, cromatograma ilustrado na Figura 124.
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Figura 124. Cromatogramas por UCLAE-DAD das fragcdes 84A-D obtidas por CLAE-DAD
semipreparativo, [Coluna Analitica Phenomenex Kinetex C18 75 x 3,0 mm d.i. x 2,6 um;
Solvente A: H,0O + 0,05% AF; Solvente B: ACN. Gradiente de 20-100 % de B em 20 min;
vazdo de 0,4 mL min’t; Max Plot A 200-600 nm]
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9.15 Elucidacio estrutural da 84D:

Os dados de RMN de *H da 84D (Figura 127) foram comparados com os da literatura,
sendo possivel confirmar a estrutura quimica da oxafenalenona SF 226 (Figura 125). Esta
substancia € mondmero das duclauxinas (GAO et al., 2018). Oxafenalenonas sdo uma
importante classe de fenolicos, exibem varias bioatividades e sdo isoladas tanto de fungos
quanto de plantas (LI et al., 2016), Tabela 39.

Tabela 39. Dados de RMN de *H (400 MHz) de 84D e dos da literatura

Literatura acetona d6 Isolada 84D CDsOD
No. onm (Jem Hz) onm (Jem Hz)
]_ _ _
2 _ _
3 6,65 q (0,8) 6,39 s
4 _ _
4a — -
5 - -
6 6,57 s 6,59 s
7 — -
8
82 — -
9 _ _
10 5,62 2H, s 559 2H, s
11 2,823Hd (0,8) 2,813Hs
12 — -
13 - -
2-OH 11,99 s -
5-OH 9,23 brs -
7-OH 9,13 brs —

Figura 125. Estrutura quimica da oxafenalenona (84D)

OO

o
H H
CH; OH
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Figura 126. Cromatograma e espectros por UCLAE-DAD-ESI/MS da substancia 84D isolada
por CLAE-DAD semipreparativo [Coluna Analitica Phenomenex Kinetex C18 75 x 3,0 mm
d.i. x 2,6 um; Solvente A: H20 + 0,05% AF; Solvente B: ACN. Gradiente de 20-100 % de B
em 20 min; vazdo de 0,4 mL min*!; Max Plot A 200-600].
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Figura 127. Espectro de RMN de H (500MHz) em CD3;OD da oxafenalenona SF 226 isolada de Talaromyces verruculosis
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10. CONSIDERACOES FINAIS:

Neste trabalho foi realizado a investigacdo dos efeitos da adicdo de modificadores
epigenéticos e eliciadores metalicos nos cultivos dos fungos C. lunata e F. fujikuroi. Essa
abordagem de manipulacdo quimica possibilita 0 acesso de vias metabdlicas ndo expressas em
condigdes de cultivos usuais.

O estudo epigenético empregado em culturas de C. lunata ndo teve resultados
expressivos quanto a diversificagdo quimica, entretanto, o cultivo em escala ampliada em PDB
com a suplementagdo de Mg?* forneceu o isolamento de duas novas y-lactamas espirociclicas
(C3 e C4), e de outros cinco compostos conhecidos, dentre os quais destacam as triticonas E
(C1) e F (C2) que apresentaram atividade antibacteriana para E. coli, com CIM de 62,5 ug/mL.

A presenca de ions magneésio no cultivo de F. fujikuroi ndo apenas promoveu maior
rendimento em massa como também induziu a producdo de metabolitos ausentes nos demais
cultivos. Fornecendo a producéo das auxinas nitrogenadas F4, F8 e F17, derivadas do acido
indolacético (E3), e de outras derivadas do acido fenilacético, F2, F6, F11, F12, F15 e F18. Os
compostos F2, F3 e F4 apresentaram atividade antifungica para diversas leveduras do género
Céandida.

A avaliacdo quantitativa por CLAE-DAD indicou que o teor de acido fusarico ndo teve

alteragdes significativas, estando presente em todas as amostras em quantidades proximas.
Diferentemente, a presenca de SAHA e ions de cobre no meio de cultivo PDB levaram a um
aumento na producédo de AlA de quase 50%.

O alcaloide acido acético-2-(4-butilpicolinamida) foi possivel ser quantificado apenas
em PDB + Mg?*, e que portando a presenca ions de magnésio no meio de cultivo favorece por
algum mecanismo ndo conhecido a sua producéo.

O serterterpeno terpestacina é o metabdlito majoritario presente em todos os extratos
AcOEt estudados, obedecendo faixa de concentragdo entre 257,83 + 2,07 (PDB +Cu?*) e 885,84
+ 9,53 (PDB +SAHA).

O estudo bioguiado de Aspergillus arcoverdensis possibilitou o isolamento dos
metabolitos verruculogena, fumitrermogina A, e viriditoxina que apresentou potente atividade
contra T. vaginalis.

Os estudos quimicos e antimicrobianos de Cylindrocarpon pauciseptatum resultaram
no isolamento e identificacdo da fujikurina B, sendo o principal metabolito produzido e

responsavel pelas atividades antituberculose e tricomonicida.
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O cultivo em escala ampliada de Talaromyces verruculosis forneceu o extrato acetato
de etila e diversas fracGes que exibiram atividades contra T. vaginalis, M. tuberculosis latente
e formacdo de biofilme de C. albicans. O estudo bioguiado forneceu o isolamento da
duclauxina, bacilisporina F e 1-epi-bacilisporina F que exibiram promissora inibi¢cdo na
formacéo de biofilme de C. albicans SC5314.

Frente aos resultados apresentados, podemos concluir que todas as cepas fungicas
estudadas sdo interessantes para o estudo quimico e biologico. Além disso, a abordagem
epigenética, a eliciacdo quimica, e os estudos bioguiados sdo ferramentas importantes para

explorar e obter metabdlitos bioativos com caracteristicas Unicas.
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