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RESUMO
PRODUCAO DE HALOALCALOIDES POR FUNGOS DE
AMBIENTES TERRESTRES: A producdo de metabdlitos secundérios por
microrganismos € uma ferramenta para encontrar novas substancias com
possiveis atividades farmacoldgicas de interesse humano. Desta forma, a
busca por ambientes mais extremos ou at€¢ mesmo a exposi¢ao dos isolados
em condicoes extremas levam a produgdo de novos produtos naturais. O fungo
Penicillium chrysogenum foi capaz de produzir alcaloides contendo atomo de
bromo derivados da rota biossintética dos alcaloides dicetopiperazinicos. Em
condi¢des naturais, o fungo produz a roquefortina C e quando ao meio de
cultura foi adicionado brometo de amonio, o microrganismo produziu a 11-
bromoroquefortina D, 11-bromoroquertina C e 17-oxi-11-bromoroquefortina
C. Estes metabdlitos tem origem biossintética através da condensacdo do
triptofano com a histidina e o grupo trimetilalil. H4 relatos na literatura que a
primeira etapa biossintética de alcaloides halogenados derivados do triptofano
seria a halogenacdo deste aminoicido. A sintese do bromotriptofano foi
realizada e foi verificada a formacdo de trés regioisomeros. O extrato
contendo os isomeros foi adicionado ao meio de cultura durante o crescimento
do fungo e por andlises de LC-HRMS/MS observou-se a formacdo da 11-
bromoroquefortina C. A sintese da roquefortina C com hipobromito de sédio
também levou a formagdo da 11-bromoroquefortina C. Na busca do gene
responsdvel pela expressdo da halogenase em Penicillium chrysogenum foi
obtido um fragmento do gene compativel com halogenases depositadas em
bancos de dados. De Talaromyces wortmannii, fungo isolado de Mallus
domestica, produtor de alguns alcaloides halogenados conhecidos como
rugulovasinas, isolou-se um fragmento de gene compativel com halogenases

fungicas. Linhagens pertencentes aos géneros Penicillium e Aspergillus
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isoladas e depositadas na micoteca do LaBioMMi foram cultivadas em meio
sOlido e analisadas por MALDI-TOF para construcdo de um banco de dados a
partir do perfil obtido. Todos os organismos foram separados por género e
agrupados em dendrogramas para a verificacdo da similaridade entre as
espécies. Constatou-se também que a modificagdo do meio de cultura nao

influencia diretamente no perfil obtido dos microrganismos.
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ABSTRACT
HALOALKALOIDS PRODUCTION BY TERRESTRIAL FUNGI: The
production of secondary metabolites by microorganisms is a tool to find new
substances with potential pharmacological activities of human interest. Thus,
the search for more extreme environments or even exposure of isolated in
extreme conditions lead to the production of new natural products. The fungus
Penicillium chrysogenum was able to produce the containing bromine atom
alkaloid derived from the biosynthetic pathway of dicetopiperazinic alkaloids.
Under natural conditions, the fungus produces roquefortine C, when the
culture medium was added ammonium bromide, the microorganism produced
I1-bromoroquefortine D, 11-bromoroquertine C and 17-oxy-11-C
bromoroquefortine. These metabolites have biosynthetic origin by
condensation of tryptophan with histidine and trimethyalil group. There are
reports in the literature that the first biosynthetic step of halogenated alkaloid
derivatives of tryptophan would be halogenation of this amino acid. The
synthesis of bromotryptophan was performed and the formation of three
regioisomers were detected. The extract containing the isomers was added to
the culture medium during the growth of the fungus and analysis of LC-
HRMS / MS observed the formation of 11-bromoroquefortine C. Synthesis of
roquefortine C with sodium hypobromite has also led to the formation of 11-
bromoroquefortine C. During the search of the gene responsible for the
expression of halogenase in Penicillium chrysogenum a gene fragment
compatible with halogenases deposited in databases was detected and isolated.
In Talaromyces wortmannii, fungus isolated from Mallus domestica, producer
of some halogenated alkaloid known as rugulovasins, a gene fragment
compatible with fungal halogenases was also detected and isolated. Strains

belonging to Penicillium and Aspergillus isolated and deposited in mycology
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collection of LaBioMMi were grown on solid medium and analyzed by
MALDI-TOF to build a database. All the microorganisms were separated by
gender and grouped into dendrograms for checking the similarity between
species. It was also found that the modification of the culture medium does not

influence directly the profile obtained from microorganisms.
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1.1 Metabdélitos Secundarios Halogenados e sua importancia

Produtos naturais contendo 4tomos de halogénio em suas
estruturas sdo produzidos por muitos organismos diferentes, entre eles
bactérias, fungos, algas, liquens e organismos superiores. Relatos destes
metabdlitos sdo encontrados facilmente na literatura, especialmente oriundos
de organismos marinhos. Ao se comparar a quantidade de produtos naturais
reportados, uma pequena parcela destes estd relacionada a presenca de
metabdlitos secunddrios halogenados, sendo encontrados na literatura,
aproximadamente, mais de 4000 compostos halogenados. A importincia
destas substincias € observada nas atividades farmacoldgicas associadas as
mesmas. (KONIG, et. al. 2009)

A ocorréncia destes estd relacionada ao ambiente em que se
encontram, uma vez que dependem da disponibilidade dos ions. Sendo assim,
a maioria dos produtos naturais halogenados € encontrada em ambientes
marinhos ja que a concentracdo de halogénios ¢ alta e facilita a incorpora¢ao
dos mesmos na rota biossintética das substancias. A Tabela 1.1 mostra a
ocorréncia dos fons halogénios encontrados na natureza e suas concentracoes
(GRIBBLE, 2010).

TABELA 1.1: Abundancia natural de haletos na natureza em mg/kg

Rochas Polpa de
Haletos Oceanos Fungos Plantas
Sedimentares madeira
F 1,4 270 - 740
200 —
Cr 19.000 10 - 320 70 - 2100
10.000
Br 65 1,6 -3 100

I 0,05 0,3




A formacdo de compostos organohalogenados foi desenvolvida
em procariotos em resposta evolutiva a geracdo de espécies reativas de
oxigénio. Similarmente as algas, os compostos halogenados sdo capazes de
eliminar estas espécies, sendo responsiveis por mecanismos de defesa nestes

organismos.

1.2 Influéncia dos halogénios nas propriedades fisico,

quimicas e biologicas nos metabdlitos secundarios
A presenca de dtomos de halogénios em vérios produtos naturais
influencia diretamente nas atividades bioldgicas dos mesmos. Exemplos de
compostos bioativos sdo os antibidticos vancomicina, clorofenicol,
aureomicina e salinosporamida A e o antitumoral rebecamicina. Alguns destes
metabdlitos sdo mostrados na Figura 1.1. Observa-se uma variancia
relacionada aos tipos de substratos/substancias e a quantidade de atomos de

halogénio nos quais os mesmos se encontram presentes (BUTLER, et. al.,

2009).
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FIGURA 1.1: Exemplos de metabdlitos secundarios halogenados
(ADAPTADO DE BUTLER, et. al., 2009).

A procura por moléculas contendo dtomos de halogénio ou até
mesmo a sintese de substiancias bioativas halogenadas ocorre, pois os haletos
quando substituem atomos de hidrogénio nas moléculas tornam as moléculas
mais lipofilicas e hidrofébicas, fazendo com que os farmacos em estudo
consigam permear as membranas lipidicas mais facilmente e entrem nas
células. O resultado negativo desta permeabilidade seria o acimulo dos
farmacos em tecidos adiposos (GRIBBLE, 2010).

A eficdcia dos farmacos pode ser influenciada pela orientagao dos
substituintes e o tamanho dos d4tomos, uma vez que o efeito estérico causado
por estes, evita a rotacdo e fornece a orientagdo correta para a acdo do

farmaco. A droga clonidina, prescrita como anti-hipertensivo mostra que a



posicdo dos dtomos de halogénio em sua estrutura influenciam diretamente no

mecanismo de acdo da droga (Figura 1.2).

LD LD

ED, = 0,01 mg/kg ED,, = 3,0 mg/kg

FIGURA 1.2: Mecanismo de acdo da droga clonidina € diretamente
influenciado pela posicao dos dtomos de cloro presentes em sua estrutura.

Em um levantamento realizado pela empresa Novartis em 2013,

os compostos halogenados sdo uma fonte importante de farmacos que sdo

vendidos atualmente no mercado. Os dados sdo mostrados no Esquema 1.1.

(Novartis, 2013)
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ESQUEMA 1.1: Porcentagem de farmacos vendidos atualmente contendo

atomos de halogénio.



1.3 Inducao de novas rotas metabélicas

Metabdlitos secunddrios geralmente sdo produzidos em algumas
poucas variedades de meios de cultura. No sentido de observar a produgdo dos
mesmos, 0s requisitos essenciais sao: a presenca de algumas enzimas ativas;
presenca de precursores € a capacidade de excrecdo celular. Os controles
observados para a produgcdo dos metabdlitos secundarios sdo basicamente os
mesmo observados para os metabdlitos primérios e sao agrupados nos
seguintes grupos: regulados pelo meio de cultura, regulados bioquimicamente
e regulados geneticamente. (BUNCH, et. al. 1986)

Por meio de modificagdes do meio de cultura, os mais utilizados
sdao a mudanca de pH, temperatura, fontes de carbono, nitrogénio, fosforo e
micronutrientes. Com relagdo a regulamentacdo bioquimica, estudos mostram
que a repressao de rotas catabdlicas, a presenca de agentes quelantes podem
influenciar na expressdo de algumas enzimas envolvidas no metabolismo
primério, levando a producdo de novas substincias. A regulacdo génica esta
relacionada a expressdo ou inibicdo das enzimas diretamente ligadas a rota
biossintética do metabdlito secundario em questdo e genes envolvendo a
permeabilidade da substadncia nas células. (VOURNAKIS, ef. al. 1983;
BUNCH, et. al. 1986)

Novos metabolitos secundarios isolados de microrganismos sdo
encontrados em pequenas quantidades. Quando existe uma atividade bioldgica
relatada para tal composto, a necessidade da producdo da mesma em maior
quantidade é requerida. O cultivo em volumes maiores, as vezes, nao €
suficiente, sendo necessdria uma alternativa para driblar este processo. A
modificagdo do meio de cultura pode levar a producdo do produto natural em

questdo e até mesmo a producdo de novos metabdlitos secundarios.



Os microrganismos, por serem de organizacdo relativamente
simples, ttm um poder grande de multiplicacdo e adaptacdo a variadas
situacdes nutricionais, modificando seu metabolismo com a caréncia ou com 0
fornecimento de nutrientes ao meio de cultivo. Isso permite uma ampla
flexibilidade em sua utilizacdo, podendo-se dizer que € possivel induzir
microrganismos a produzir determinadas substancias de interesse. De fato,
alguns estudos mostram que as alteracdes das condicoes do meio de cultura
podem alterar completamente o metabolismo de alguns microrganismos. Esta
abordagem pode levar a uma variedade de novos metabdlitos secundarios
interessantes a partir de uma Unica cepa de um microrganismo. Este estudo
vem sendo denominado OSMAC (One Strain Many Compounds) (BJORN et.
al., 2002).

A abordagem OSMAC representa uma ferramenta poderosa para
elucidar o metaboloma dos diferentes microrganismos (deteccdo e
identificacdo do maior numero possivel de metabdlitos secundarios
produzidos por um organismo). Embora uma alteracdo sistemdtica nos
parametros de cultivo possa ser aplicada para as varias cepas selecionadas, a
abordagem OSMAC ¢ aleatéria, ndo permitindo gerar regras que seriam
comuns a todos os microrganismos, ja que cada um terd uma resposta
particular determinada pelo seu genoma.(GROSS, 2007) A continuidade da
abordagem OSMAC seria a identificacdo dos genes que estdo no comando da
indu¢cdo ou modificacdo do padrdo metabdlico. O objetivo dessa etapa seria
avaliar quais sdo os compostos de um determinado meio de cultura induziram
a biossintese dos metabdlitos desconhecidos identificados (BJORN et.al.,

2002)



1.4 Biossintese de Metabdlitos Halogenados

Na natureza existem as mais diversas formas de halogenar um
produto natural. Enzimas sdo capazes de halogenar qualquer tipo de substrato,
sejam eles ricos ou pobres em elétrons, substratos aromaticos ou alifaticos. A
busca por compostos halogenados que ocorrem de forma natural tem atraido a
atencdo de pesquisadores uma vez que reacdoes de halogenacdo in vitro nao
ocorrem de forma trivial, ocasionando produtos sem enantio e
regioseletividade (ZENG, et. al., 2011).

O uso de enzimas microbianas para a transformacao de substratos
organicos tem sido utilizado como uma ferramenta poderosa na obtengdo de
novas substiancias. Com relacdo a halogenac¢do de metabdlitos, a enzima mais
utilizada comercialmente é a cloroperoxidase (CPO, uma haloperoxidase
contendo o grupo heme em seu sitio ativo), isolada de Caldariomyces fumago
capaz de halogenar uma grande variedade de compostos organicos. Sao
relatadas cinco classes de halogenases, e seu mecanismo de agdo ja sdo bem
estabelecidos, tanto quanto a estrutura das enzimas. O ciclo catalitico se d4
através da formacgdo de fon halogeneto (X*) ou a formacgdo do intermedidrio
hipohalogeneto (HOX), ambos agindo como eletr6filos levando a uma
substituicdo eletrofilica em centros ricos em elétrons, ou rea¢des radicalares e
até mesmo os halogenetos agindo como nucleéfilos (ZENG, et. al., 2011). A
Tabela 1.2 mostra algumas enzimas capazes de introduzir 4atomos de
halogénios em produtos naturais (BUTLER, et. al., 2009).

Além da producdo de produtos naturais oriundos de organismos
que possuem em seu genoma a possibilidade de reacdes de halogenagdo,
foram realizados estudos mostrando a formag¢do de metabdlitos halogenados
através de enzimas comerciais. Células de Caldariomyce fumago foram

capazes de halogenar naringenina e hesperetina) nas posi¢des C-6 e C-8 na

7



presenca de fons cloreto e brometo produzindo seus analogos halogenados

(Esquema 1.2). Outras flavonas (flavona, flavanol, 7-hidroxiflavona, 5-7,

dihidroxiflavona, quercetina e 6-cloroflavona) foram testadas, porém nao

foram obtidos resultados satisfatorios. Apesar de serem centros ricos em

elétrons, o sistema aromatico destas substancias € muito estavel devido a alta

conjugacdo com sistemas levando a uma menor interacdo com enzima,

ocasionando um menor rendimento nas reagoes.

TABELA 1.2: Cinco classes de halogenases e suas especificidades. (adaptado

de BLASIAK, 2009)

FORMADO  EXIGENCIAS  EXIGENCIAS DO
HALOGENIO PARA O COFATOR E CO-
ATIVO SUBSTRATO SUBSTRATO
Haloperoxidase xX* aromatico, rico em grupo heme, H,O,;
dependente do elétrons;
grupo heme
Haloperoxidase xX* aromatico, ricoem  vanadato, H,O»;
dependente de elétrons;
vanadio
Halogenase * aromatico, rico em FADH,, O,;
dependente de elétrons;
flavina
Halogenases ndo X alifatico, inativo; Fe(D), O,, o-
dependente do cetoglutarato
grupo Heme
Halogenases X eletrofilico, bom
nucleofilicas grupo abandonador




OR OR
o O : HO 0 :
|
X" (CI' ou Br’)

OH O OH O

Naringenina: R=R'=H
Hesperitina: R= Me, R'= OH

ESQUEMA 1.2. Halogenacao de flavonoides pela enzima cloroperoxidase de
C. fumago.

A busca por organismos vivendo em ambientes extremos, como
altas ou baixas temperaturas e altas concentracdes de sal pode levar a
descoberta de novos organismos capazes de produzir substincias e enzimas de
interesse biotecnoldgico. Os microrganismos se adaptam as mais variadas
situagOes nutricionais, variando seu metabolismo com a caréncia ou com o
fornecimento de nutrientes ao meio de cultivo. Isso permite uma ampla
flexibilidade em sua utilizacdo, podendo-se dizer que € possivel induzir
microrganismos a produzir determinadas substincias de interesse. Estudos
relatam que as alteragdes das condi¢des do meio de cultura podem alterar o
metabolismo de alguns microrganismos. Neste sentido, inimeros estudos
verificaram que a composi¢cdo do meio de cultura tem grande impacto na
producdo de metabdlitos de origem microbiana, com relacdo a produgao de
metabdlitos secundarios halogenados.

Organismos vivendo em ambientes hipersalinos, como oceanos e
lagos com altas concentracdes de sal, sdao conhecidos por acumular
metabdlitos secunddrios halogenados, devido a alta concentracdo de
halogénios presentes no ambiente em que se encontram. Na presenga de fons
brometo, Penicillium chrysogenum cultivado em meio de cultura marinho
produziu ésteres halogenados com atividade antioxidante na concentragdo de

15 M. Fusarium tricinctum, cultivado na presenca de CaBr, levou a formacao



de andlogos halogenados do metabdlito clamidosporol (Figura 1.3). Estudos
relacionados a atividade antibidtica contra S. aureus foi verificado que
bromometilclamidosporol A e B foram mais ativos que clamidospirol.

(NENKERP, et. al. 2010)

OMe

FIGURA 1.3: Estruturas do clamidospirol, bromometilclamidosporol A e B,

respectivamente.

Dentre as halogenases relatadas na literatura, as dependentes de
FADH, foram descritas para a biossintese do antibidtico pirrolnitrina
(WIESNER et. al. 1988). Varias perhidrolases de Pseudomonas, produtoras de
pirrolnitrina foram isoladas e elas foram consideradas como sendo as
responsaveis pelas cloracoes durante a biossintese deste antibidtico (ITOH et.
al. 1992). Todavia, a delecio do gene da perhidrolase de Pseudomona
fluorescens resultava na formac¢dao do produto da mesma maneira, acreditando
que este gene nao seria responsavel pela biossintese do metabdlito. Estudos
bioquimicos revelaram que dois dos quatro genes contidos no cluster
responsavel pela biossintese da pirrolnitrina estdo codificados para a produgao
de halogenases, sugerindo um novo mecanismo de halogenagdo uma vez que a
hipétese de halogenacao via perhidrolases foi descartada (HAMMER et al.,
1999).

A reacdo catalisada pelas halogenases requer FAD na sua forma
reduzida, fons halogenetos e oxigénio molecular como co-substratos. O

FADH, gerado pela flavina-redutase interage com a halogenase, reage com
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O,, ifon halogeneto e o substrato no centro ativo dando origem ao produto

halogenado, conforme observado na Figura 1.4. (KELLER et al., 2000).

R oH
N NYD
j@[ L(NH FADH,
N
H o

flavin hydroperoxide

flavin hydroxide

7-chlorotryptophan

FIGURA 1.4: Mecanismo reacional das halogenases dependentes
de FADH,. (ADAPTADO de WEICHOLD et. al. 2016)

A maioria dos organismos procariotos e eucariotos relatados
como produtores de metabdlitos secunddrios halogenados apresentam
halogenases do grupo das flavino-dependentes ou ndo heme ferro-dependentes

(VAN PEE etr. al. 2006). Algumas enzimas pertencentes a esta familia ja
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apresentam sua estrutura cristalografica resolvida, como para PrnA e a RebH,
responsdveis pela adicdo de dtomos de cloro nos compostos pirrolnitrina e
rebeccamicina (DONG et al., 2005). Essas proteinas sdo diméricas e cada
mondmero apresenta uma regido de ligacdo de flavina no N-terminal com
homologia as monooxigenases € uma regido de reconhecimento de substrato
no C-terminal (BLASIA et. al., 2009).

A regioseletividade € observada nas halogenases dependentes de
FADH,. H4 relatos de enzimas capazes de halogenar em diversas posicoes do
anel indolico proveniente do triptofano. As posi¢des mais comuns relatadas
para a halogenacgdo seriam as posi¢des C-5, C-6 e C-7, de acordo com a Figura
1.5. Esta regioseletividade é observada pela orientagcdo e interacdo do

substrato no sitio ativo da enzima.
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FIGURA 1.5: Regioseletividade apresentada pelas halogenases dependentes

de FADH,. (ADAPTADO de WEICHOLD et. al. 2016)

1.5 Biossintese de alcaloides dicetopiperazinicos

Alcaldide inddlicos sao uma das maiores classes de metabdlitos

secundarios contendo dtomos de nitrogénio e uma ou mais unidades inddlicas
em suas estruturas (DUNN, et. al., 2008). Sdo amplamente encontrados em

plantas, bactérias, fungos e animais. Fungos, principalmente ascomicetos, sao

13



relatados como produtores destes metabdlitos e apresentam potentes
atividades bioldgicas. Nos dltimos anos, com o sequenciamento do genoma de
varios microrganismos na identificacdo de genes envolvidos na rota
biossintética destes alcaloides tem facilitado a compreensdo das etapas
enzimaticas envolvidas no processo biossintético. (WIEMANN, et. al. 2014)
(YAEGAHSI, et. al. 2014)

Os fungos utilizam diferentes estratégias para incorporacdo da
unidade indol ao seu metabolismo secundério. O precursor mais encontrado e
relatado € o L-triptofano, o constituinte indol presente nas células em maior
quantidade. A biossintese do triptofano comeca com o corismato do caminho
do 4cido chiquimico e envolve os intermedidrios antranilato e 3-glicerol-indol
fosfato, que € convertido em indol e ao reagir com a serina leva a formacgao do
triptofano. Ao sofrer uma descarboxilagdo, o triptofano forma a triptamina ou
pode sofer uma prenilacio em C-4 levando a formacdo de 4-dimetilaili-
triptofano. Experimentos envolvendo marcagao isotOpica mostraram que estes
sdo os quatros precursores mais utilizados para a producdo de alcaloides

inddlicos encontrados em espécies flingicas, como mostra o Esquema 1.3.
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ESQUEMA 1.3: Precursores derivados do triptofano para formacdo de
alcaloides inddlicos de origem fiingica (ADAPTADO DE XU, et. al. 2009).

Dentro da classe dos alcaloides halogenados, os bromoalcaloides
sdo encontrados em maior quantidade na natureza. Este grupo € encontrado,
predominantemente em organismos eucariotos marinhos, raros em procariotos
e praticamente ndo existentes em plantas terrestres e animais. Alcaloides
contendo atomos de iodo sdo isolados de organismos marinhos, porém ha

poucos relatos para estes metabélitos. (LEIROS, et. al. 2015)

1.6 Producao de alcaloides halogenados por Penicillium

chrysogenum, por modificacao do meio de cultura
As modificagdes no meio de cultura podem levar a inducdo de
novos metabodlitos secunddrios em microrganismos, uma vez que a presenca
de algumas substincias pode levar a expressdo de genes que se encontravam

silenciados, ou até mesmo a inibicdo de rotas biossintéticas naturalmente
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expressas pelos microrganismos em questdo. O estudo envolvendo as
modificacdes no meio de cultura € conhecido como OSMAC (One Strain
Many Compounds) e apresenta diversos trabalhos relatando este tipo de
abordagem (SILVA, 2011).

Outra possibilidade levantada € que durante o crescimento de
microrganismos € a formagdo dos produtos naturais existe a formacdo de
inumeros intermedidrios reativos, entre eles carbocations, carbanions, espécies
radicalares que podem acabar reagindo com algumas espécies presentes no
meio de cultura. Por mais que os metabolitos estejam ligados covalentemente
a complexos enzimditicos, os intermedidrios reativos se encontram mais
acessiveis para que as reacdes possam ocorrer, ndo sendo descartada a
hipotese que alguns metabdlitos podem ter sua rota biossintética modificada
pela interagdo com os constituintes do meio de cultura.

O fungo Penicillium chrysogenum, quando cultivado em meio
liquido Czapek contendo 2% de extrato de levedura produz o metabdlito
secundario roquefortina C, um alcaloide inddlico da classe das
dicetopiperazinas. Quando ao crescimento do fungo é adicionado NH4Br na
concentracdo de 65 g/L, o mesmo produz a 11-bromoroquefortina C que € o
andlogo bromado na roquefortina C. As estruturas da roquefortina C e 11-

bromoroquefortina C sdo mostradas na Figura 1.6 (SILVA, 2011).
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FIGURA 1.6: Estrutura da roquefortina C e 11-bromoroquefortina C,
produzidas por P. chrysogenum
Os dois metabdlitos foram isolados por cromatografia liquida em
escala preparativa e a determinacdo estrutural foi realizada por meio de
andlises espectroscopicas como RMN e MS de baixa e alta resolugao.
Observou-se também em extratos de baixa polaridade do mesmo
experimento citado acima que P. chrysogenum produziu metabdlitos
halogenados detectados por GC-MS. Estes metabdlitos (Figura 1.7),
provavelmente, sdo derivados da rota dos fenilpropandides, devido a presenca
do grupo metilenodioxi pela acdo da enzima fenilalanina amoniliase (PAL)

convertendo a fenilalanina em 4cido cinamico (SILVA, 2011).

Br Br Br

7N

o

OH o OMe o OMe

FIGURA 1.7: Metabdlitos detectados por GC-MS em extratos de baixa

Br

polaridade de P. chrysogenum com NH4Br no meio de cultura.
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1.7 Construcao de bibliotecas de microrganismos por

MALDI-TOF

A presenca de microrganismos € constante na vida humana. Desta
forma, o conhecimento e a classificacio destes se tornam de extrema
importancia. As técnicas para identificar e classificar devem seguir alguns
aspectos gerais: capacidade de identificacdo universal, baixo custo de
operacao e rapido processo de transferéncia de informacoes Tais informacoes
devem ser atualizadas regularmente e compartilhadas por meio de acesso a
bancos de dados nos quais a identificacdo em diversas fontes possa ser
realizada. (ASSIS, et. al. 2011)

Atualmente, novas técnicas de identificacdo e classificacdo de
microrganismos estao surgindo na tentativa de agilizar os resultados, diminuir
os custos e chegar a identificacbes mais detalhadas que métodos
convencionais ainda ndo respondem. Uma destas técnicas € a andlise por
MALDI-TOF. A ionizacdo por MALDI (Matrix-Assisted Laser Dessorption/
Ionization) é uma técnica branda utilizada, geralmente, na andlise de
biomoléculas e grandes moléculas orginicas, que tendem a se fragmentar
durante o processo de ionizagdo. A ionizacdo por MALDI ocorre pela
transferéncia de energia da luz UV (laser) para uma matriz (a maioria das
vezes, um acido organico) e entdo para o analito em questdo. Desta forma
mais amena, as moléculas a serem analisadas ndo sofrem nenhum tipo de
fragmentacdo e podem ser analisadas de forma intacta.

A andlise por MALDI-TOF aplicada na identificacio de
microrganismos analisa-os como uma mistura de biomoléculas que

apresentam massas moleculares diferentes. Essa mistura de moléculas gera um
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espectro de massas que € caracteristico de cada espécie. Desta forma,
diferentes microrganismos apresentam diferentes espectros de massa.

Sendo assim, ja existem alguns bancos de dados contendo
espectros de massas de alguns microrganismos, sendo que a maioria deles é
composto por bactérias patogénicas (HETTICK et al; SHAW et al.; 2004). De
um modo geral, alguns relatos na literatura demonstram que quando se
compara MALDI-TOF com provas bioquimicas automatizadas ou outros
métodos, sejam em andlises intra ou inter laboratorios, a acurdcia obtida foi
entre 98 e 99% para as espécies analisadas (SAUER et al.; BIZZINI et al.;
2010).

Uma das possibilidades para a andlise do perfil de biomoléculas
de microrganismos € de utilizar células intactas de microrganismos que podem
ser retiradas diretamente das colOnias crescidas em placas de cultivo. A
utilizacdo de células intactas para espectrometria de massa (conhecida como
IC-MS, intact cell MALDI-TOF) produz um espectro de proteinas tipicas de
cada espécie, o que funciona como uma impressao digital (“fingerprint”), que
pode ser comparado aos espectros previamente identificados e depositados em
banco de dados (VARGHA et al., 2006). O tempo de andlise da amostra apos
o crescimento em placa é de cerca de 30 segundos enquanto que em outras
metodologias esse tempo pode ser de horas e até dias.

Atualmente, a técnica MALDI-TOF tem apresentado grande
aplicagdo em laboratérios de andlises clinicas e ja € utilizada em laboratérios
para confirmacao de resultados obtidos por andlises clinicas. Esta metodologia
apresenta inimeras vantagens, como o baixo custo, necessita de quantidades
muito pequenas de material biolégico e pode ser aplicada em larga escala.

A andlise s6 se torna confidvel através da comparacao com bancos de

dados disponiveis comercialmente e a maioria dos microrganismos
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depositados sdo patogénicos e de interesse clinico. Quase ndo hd depositado
microrganismos isolados ambientais.

Existe a possibilidade da criacdo de bancos de dados préprios
com a variedade infinita de isolados.

Como uma grande parte dos fungos isolados pelo grupo
LaBioMMi e outros grupos de pesquisa associados sdo do género Penicillium
e Aspergillus este trabalho teve como objetivo montar uma biblioteca do perfil
de alguns destes fungos através da técnica IC-MS. Os perfis dos diferentes
fungos em diferentes meios de cultura obtidos pelo espectrOmetro de massa
foram analisados pela ferramenta Biotyper e a juncdo dos espectros de massa
(MSP) levou a criacdo da biblioteca de microrganismos isolados do meio

ambiente.
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2. OBJETIVOS



O principal objetivo deste trabalho foi verificar a producio de
haloalcaloides por fungos de ambientes terrestres submetidos a variacdes no

meio de cultura.

Os objetivos especificos foram:
- Produzir, isolar, identificar e bioensaiar os metabdlitos secundarios

halogenados de Penicillium chrysogenum;

- Investigar a rota biossintética dos alcaloides halogenados produzidos por

Penicillium chrysogenum;

- Adicionar diferentes fontes halogenadas ao meio de cultivo do fungo e
verificar a influéncia destes aditivos no metabolismo secundéario do

microrganismo;
- Detectar os genes que expressam as halogenases de Penicillium
chrysogenum e Talaromyces wortmannii quando ao meio de cultura sdo

adicionados fons halogénios;

- Verificar a produciao de produtos de biotransformagdo halogenados com a

adicdo de brometo de amdnio e compostos aromaticos;

- Estudar o perfil de fungos dos géneros Penicillium e Apergillus por meio de

MALDI-TOF através da técnica IC-MS para constru¢gdo de banco de dados
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3 e EXPERIMENTAL



3.1 Reagentes

v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v

Brometo de amodnio (VETEC®)
Cloreto de amonio (VETEC®)
L-triptofano (Sigma®)

Bromo (VETEC®)

Fosfato de Potdssio (Synth®)
NADH (Sigma®)

FAD (Sigma®)

Agarose (Sigma®)

Brometo de Etidio

EDTA (Mallinckrodt®)

SDS (Sigma®)

3.2 Tampoes

v
v

TAE: Tris-HCI 200 mM pH 8,5 (Sigma®), EDTA (Mallinckrodt®)
Tampdo para extracdo de DNA gendmico: Tris-HCl 200 mM pH 8,5
(Sigma®), NaCl 250 mM, EDTA 25 mM, SDS 0,5%.

3.3 Kit para purificacao das bandas obtidas da PCR

v" Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction Kit #K0691, #K0692

3.4 Meios de Cultura

v" Meio Czapek enriquecido com 2% de extrato de levedura: Em um
Erlenmeyer contendo 1L de dgua destilada foram adicionados: 30 g
de glicose, 3 g de NaNO3, 0,5 g de MgS04x7H20, 0,5 g de KCl,
0,01 g de FeSO4x7H20, 1 g de KH2PO4, 20 g de extrato de
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levedura. Para o cultivo em meio sé6lido, foi adicionado 13g de dgar
para 1 L de dgua destilada.

v’ Meio BDA (batata-dextrose-dgar): Inicialmente 200g de batata
foram cozidas com 1L de dgua destilada. Apds a cocgdo, a mistura
foi filtrada com o auxilio de uma peneira para evitar que fragmentos
sOlidos da batata estivessem presentes no meio de cultura. A esta
mistura filtrada adicionou-se 20g de glicose e 15g de agar.

v' Meio Aveia sélido: Em um Erlenmeyer contendo 1 L de dgua
destilada, adicionar 20 g de aveia e 15 g de agar.

v' Meio Malte sélido: Em um Erlenmeyer contendo 1 L de dgua
destilada, adicionar 10 g de extrato de malte, 5 g de glicose e 15 g de
agar.

v' Meio LB: Em um Erlenmeyer contendo 1 L de dgua destilada,
adicionar 10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura, 10 g de NaCl e
20 g de agar. O pH deve ser ajustado para 7,0.

Todos os meios de cultura foram esterilizados em autoclave vertical

durante 15 minutos a temperatura de 121°C e 1atm de pressao.

3.5 Solucoes para Hibridizacao do DNA (Southern Blot)

v" Solugdo de desnaturagdo: NaCl (87,66 g), NaOH (20 g) por litro de
agua destilada.

v" Solugio de neutralizacdo: NaCl (87,66 g), Tris-HCI (60,5 g) em 1 L
de 4gua destilada. O pH deve ser ajustado para 7,0 com HCI.

v 20% SSC: NaCl (175,32 g), citrato de sédio (88,23 g) em 1 L de
agua destilada em pH 7,0 ajustado com NaOH.

v' Tampdo de Bloqueio 5% I: Reagente de Bloqueio 5% (m/v) em

tampao de 4cido maleico.
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v Tampio de dcido maleico: dcido maleico (11,6g), NaCl (8,76g) em
1L de 4gua destilada em pH 7,5 ajustado com NaOH.

v' 10% Laurilsarcosinato de sédio: Laurilsarcosinato de sédio 10%
(m/v) em 1L de 4dgua destilada.

v' 10% SDS: SDS 10% (m/v) em 1L de dgua destilada.

v" Solugdo de pré-hibridizagdo: 5 mL de 20xSCC, 4 mL de tampdo de
bloqueio I, 200 uLL de 10% laurilsarcosinato de sodio e 40 uL de
10% SDS em 20 mL de 4gua destilada.

v" Tampdo de lavagem I (2XSSC + 0,1% SDS): 10% de 20xSCC e
0,1% de SDS em 20 mL de dgua destilada.

v Tampio de lavagem II (0,5xSSC + 0,1% SDS): 2,5% de 20xSCC ¢
0,1% SDS em 20 mL de dgua destilada.

v Tampdo de lavagem III: 0,3% de Tween 20 em 300 mL de tampéo
acido maleico.

v Tampio de bloqueio II: 3% de leite em p6 em 120 mL de tamp@o
acido maleico.

v" Solu¢do de Anticorpo: 0,005% (v/v) de Anti-DIG-AP em 20 mL de
tampao de bloqueio II.

v Tampio de detecgdo: 0,6 g de Tris-HCI, 0,23 g de NaCl, 0,5 g de
MgCl12x6H20. Completar o volume para 50 mL com dgua destilada.
O pH deve ser ajustado para 9,5 com HCI.

v Tampdo de re-hibridizacdo: 8 g de NaOH e 0,1% (m/v) de SDS em
1 L de 4gua destilada.

3.6 Solventes utilizados
v’ Agua destilada;

v Agua ultra-pura (Purificada em Sistema Milli—Q®)
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v’ Solventes grau P.A. PANREAC®

v" Solventes grau HPLC: acetonitrila, isopropanol, metanol J.T. BAKER®
para andlises cromatograficas

v" Fenol, cloroférmio, dlcool isoamilico, isopropanol e etanol (Sigma®)

v" Solventes destilados no Departamento de Quimica - UFSCar

3.7 Equipamentos

» Rotaevaporadores
Rotavapor R-200 com banho de aquecimento — BUCHI® B-490
Rotavapor R-114 com banho de aquecimento — BUCHI® B-480

» Estufas
FANEM® 315-SE

Estufa incubadora com demanda bioquimica de oxigénio (D.B.O) FANEM®
347 CD

» Autoclaves
Autoclave vertical Phoenix AV 75 e Soc. FABBE® 103

» Camara de Fluxo Laminar

VECO® VL FS-12M

» Espectrometro de Massas

Espectrometro BRUKER MALDI-TOF/TOF ULTRAFLEX

» Cromatografo acoplado a espectrometro de massas
Cromatégrafo liquido de alta pressdo (HPLC) - Alliance 2695-WATERS®
combinado ao médulo WATERS® 2696 (DAD) e acoplado ao espectrometro
de massas (MS) QuattroLC- triplo-quadrupolo, ESI - MICROMASS®
Cromatdgrafo liquido de ultra-alta pressao (UHPLC) Accela High Speed LC-

Thermo Scientifc® acoplado ao espectrometro de massas (HRMS) LTQ

Orbitrap Velos, ESI - Thermo Scientifc®
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» Cromatdgrafos
Cromatégrafo liquido de alta pressdo (HPLC) Shimadzu® LC-10AD, auto
injetor SIL-10ADVp, combinado ao modulo SPD-M10A-VP (DAD)

Cromatografo liquido de média pressao (MPLC) - Biotage Isolera combinado

ao modulo UV- Biotage Isolera;

3.8 Suportes Cromatograficos

» Suportes para Cromatografia

Silica Gel 60 (70-230 Mesh) — MERCK®

» Colunas cromatogrdficas para HPLC

- Synergi Fusion _RP 80A (250 x 4.60 mm, 5 um), PHENOMENEX®

- Luna Phenyl Hexyl (250 x 4,60mm, 5pm), PHENOMENEX®

- Luna Phenyl Hexyl Preparativa (250 x 21,20mm, 10 pum), PHENOMENEX®
- Luna IT C18 (250 mm x 10 mm, Spm), PHENOMENEX®

- Luna C18 (150 x 4,60mm, 5um), PHENOMENEX®

3.9 Outros materiais
» GeneRuler 1kb DNA Ladder (Fermentas)
» Enzimas de Restricdo: EcoRI, HindlIII, Ncol, Pstl, BamHI, EcorV,
Notl, Xbal (New England Biolab).

3.10 Primers degenerados
» J1 _for: 5 GGC GGC GGC ACS GCS GG 3°
» J2 rev: 5 CST SGA CTC CAG CGG YTC 3’
» J3 for: 5 GAC TGC WCS GGC TTC CGC 3’
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» J4 rev: 5 CGG GAT CKT CCA SRT CCA SCC 3’

» J5_for 5'-GTGGTTGGTGGTGGCCCTGGAGGG-3'

» J6_rev 5'-TCG ACC GCT GGC ATC GAC CAA-3'

» J7_for 5'- TGG GCA TGG TTC ATT CCT CTC CAC AAC-3’
» J8_rev 5'- CCC AGA TGA GAA GAA TGG GTC AAT GAA-3’

3.11 Parte Experimental

3.11.1 Reativacdo dos microrganismos utilizados nos

experimentos

Os fungos Penicillium chrysogenum, isolado de frutos
verdes de Coffea ardbica, e Talaromyces wortmannii, isolado de Mallus
domestica, foram reativados por meio da inoculagdo de recortes dos fungos
crescidos em placas contendo meio BDA. Apés sete dias de crescimento em
placas contendo o mesmo meio de cultura suspensdes de esporos foram
preparadas para posteriores experimentos com estes microrganismos. Para a
inoculagdo dos microrganismos nos experimentos utilizou-se 100 ul das

suspensdes de esporos.

3.11.2 Cultivo do fungo Penicillium chrysogenum para a
deteccao de metabolitos halogenados contendo atomos

de cloro
Para a deteccao dos metabdlitos contendo dtomos de cloro
em suas estruturas, o fungo Penicillium chrysogenum foi cultivado em meio
Czapek enriquecido com 2% de extrato de levedura. O meio foi suplementado

com cloreto de amo6nio (NH4CI) na concentragdo de 65 g/L.. Ap6s quinze dias
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o crescimento do microrganismo foi interrompido através da filtracdo do meio
liquido e ao filtrado adicionou-se 50 mL (2x 25 mL) de acetato de etila
(AcOE?t) para parti¢ao liquido-liquido. O micélio foi extraido com 50 mL de
etanol (EtOH) e apos 24h o mesmo foi filtrado a vacuo para a obtencao dos

extratos.

3.11.3 Analise por HPLC-MS/MS do experimento de
producao de metabdlitos clorados por Penicillium

chrysogenum
Para as analises dos extratos obtidos no item 3.11.2, foi
utilizada uma coluna de fase reversa Phenomenx Luna Phenyl-Hexyl
250x4,6mm (5 mm de diametro de particula) com eluicdo gradiente e uma
vazao de 0,5 mL/min.
O método de analise utilizado no LC é mostrado na Tabela
3.1 e as condi¢des do espectrometro de massas sao mostradas na Tabela 3.2.

TABELA 3.1: Condi¢des utilizadas no cromatdgrafo liquido.

Tempo (minutos) % H,0 % ACN
0 90 10
20 50 50
25 0 100
35 0 100
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TABELA 3.2: Condi¢des do espectrometro de massas utilizado nas andlises

da clororoquefortina C.

Tonizag@do ESI*

Capilar 3,70 kV
Cone 25V
Extrator 5V

Lentes RF 0,66 V
Temperatura do bloco da fonte 80°C
Temperatura de dessolvatacao 250°

3.11.4 Experimentos para estimativa de producao da

roquefortina C e bromoroquefortina C

Para verificar a producdo de roquefortina C e
bromoroquefortina C, o fungo foi cultivado em Erlenmeyer de 250 mlL,
contendo 50 mL de meio Czapek enriquecido com extrato de levedura e
brometo de amonio (NH4Br) na concentracdo de 65 g/L.. A cada 5 dias o
crescimento do fungo era interrompido por meio da filtragdo do micélio. Ao
meio liquido obtido adicionou-se 50 mL de AcOEt (2x25 mL) para uma
parti¢do liquido-liquido e obtencdo do extrato. Como os metabdlitos a serem
detectados se encontram na fase aquosa, o micélio foi devidamente
descartado. Foram obtidos sete pontos em triplicata (5, 10, 15, 20, 25, 30 e 40
dias) para posteriores andlises por LC-MS/MS.

Para as andlises da  possivel formagdo da
bromoroquefortina Cutilizou-se uma coluna de fase reversa Phenomenx Luna
Phenyl-Hexyl 250x4,6mm (5 mm de didmetro de particula) com eluicao

gradiente e uma vazao de 0,5 mL/min.
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As condi¢Oes utilizadas para a andlise sdo mostradas nas Tabelas 3.3 e
3.4.
TABELA 3.3: Condig¢des utilizadas no cromatdgrafo liquido.

Tempo (minutos) % H,0 % ACN % MeOH
0 95 5 0
7 90 10 0
15 70 30 0
20 40 30 30
21 0 30 70
24 0 30 70

TABELA 3.4: Condi¢des do espectrometro de massas utilizado nas andlises

da clororoquefortina C.

Ionizacgao EST

Capilar 3,43 kV
Cone 35V
Extrator 5V

Lentes RF 0,72V
Temperatura do bloco da fonte 95°C
Temperatura de dessolvatacao 300°

3.11.5 Isolamento da roquefortina C e bromoroquefortina C
Para  realizar andlises da roquefortina C e
bromoroquefortina C por meio de LC-MS/MS, foi necessario isolar uma
maior quantidade das mesmas como padrdes. Desta forma, o fungo
Penicillium chrysogenum foi cultivado em 8 litros de meio de cultura Czapek
enriquecido com 2% de extrato de levedura e NH4Br 65 g/L durante 20 dias.

32



Ap6s o crescimento do microrganismo, o micélio foi filtrado e extraido com
1L de EtOH por 24h. Apés este periodo, o micélio foi filtrado e o extrato
concentrado e armazenado. O meio de cultura no qual houve o
desenvolvimento do fungo foi utilizado para as etapas de purificacdo das
substancias de interesse. A fase aquosa foi extraida com AcOEt (para cada
500 mL de fase aquosa extraia-se 2x 500 mL de AcOEt). A fase orginica foi
adicionado Na,SO, e, sem seguida, concentrada.

O extrato proveniente do meio liquido foi purificado inicialmente em
coluna a véacuo utilizando silica flash como fase estaciondria, e modo de
eluicdo gradiente. A Tabela 3.5 mostra a composi¢do da fase movel e os
codigos dados as fragdes apods a eluicdo dos extratos. A quantidade utilizada

para cada eluente foide 1 L.

TABELA 3.5: Composi¢cdo da fase movel utilizada na separacdo do extrato

em larga escala.

Eluente Proporcao Codigo
Hex:DCM I1:1 A
DCM 100% B
DCM:AcOEt 7:3 C
AcOEt 100% D
AcOEt:MeOH 7:3 E
AcOEt:MeOH 3:7 F
MeOH 100% G

Como descrito por SILVA, 2011 a roquefortina C e seu
andlogo bromado estavam presentes nas fragdes D e E. Dessa forma, os

extratos foram reunidos e os metabdlitos de interesse foram analisados por
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HPLC-UV em escala preparativa utilizando uma coluna ODS, Shim-Pack
(250 x 21,20 mm e 10 um), H20:ACN 1:1 com vazdo de 5 mL/min e deteccao
em A 325nm. As bandas eluindo em 23,5 e 38,2 minutos foram coletadas para
posteriores andlises espectroscopicas, como RMN 'H, COSY, HMBC e HSQC
e LC-MS/MS.

3.11.6 Parametros para experimentos de deteccio de outros
metabolitos halogenados derivados dos alcaloides
dicetopiperazinicos = produzidos por  Penicillium

chrysogenum

As andlises iniciais para a detec¢do de outros possiveis
metabolitos halogenados foram realizadas por HPLC-HRMS/MS. O método
utilizado na Tabela 3.6 foi utilizado em todas as andlises cromatogréficas para
os extratos contendo substincias com perfil de metabdlitos halogenados. A
coluna utilizada para as andlises foi Phenomenex Luna Phenyl-Hexyl
250x4,6mm (5 mm de diametro de particula) com eluicao gradiente e uma
vazao de 0,5 mL/min.

O método de analise utilizado no LC é mostrado na Tabela

3.6 e as condi¢des do espectrometro de massas sao mostradas na Tabela 3.7.

TABELA 3.6: Condig¢des utilizadas no cromatdgrafo liquido.

Tempo (minutos) % H,0O % ACN
0 90 10
20 50 50
25 0 100
35 0 100
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TABELA 3.7: Condicdes utilizadas no espectrometro de massa.

Tonizag@do ESI*

Capilar 3,70 kV
Cone 25V
Extrator 5V

Lentes RF 0,66 V
Temperatura do bloco da fonte 80°C
Temperatura de dessolvatacdo 250°

3.11.7 Sintese in vitro do bromo triptofano a partir do

hipobromito de sodio

Para a sintese do triptofano bromado, foi necessério,
inicialmente, produzir o hipobromito de sédio através da adi¢do de lg de
NaOH em 3mL de dgua destilada em um baldo. Esta mistura foi resfriada em
banho de gelo e 600uL. de Br, foram adicionados, gota a gota, a solugdo que
se encontrava resfriada até adquirir coloracdo amarelada. O NaOBr formado
foi adicionado lentamente a uma solugdo contendo 100 mg de triptofano em 1
mL de MeOH em pH 2,0 (acidificado com &4cido férmico). A reagdo foi
interrompida apds a solu¢do adquirir coloragdo escura e andlises por CCD
indicarem que o triptofano teria sido consumido totalmente. A reagdo foi

interrompida por meio da evaporacdo do solvente.

3.11.8 Reacao in vitro do triptofano com diferentes volumes
de NaOBr

Outro experimento foi realizado com a variagcdo de volume de

NaOBr utilizado na reacdo com o triptofano. O mesmo procedimento descrito
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acima foi realizado, porém volumes de 1, 10, 50, 100 e 500 pL, 1,5 e 10 mL
foram adicionados em diferentes baldes contendo o triptofano em meio
acidificado. A obten¢do dos extratos procedeu da mesma forma descrita no
item 3.11.7.

As condi¢des para andlise por LC-MS/MS sao mostradas a seguir:

TABELA 3.8: Condig¢des utilizadas no cromatdgrafo liquido.

Tempo (minutos) 9% H,0 % ACN % MeOH
0 95 5 0
7 90 10 0
15 70 30 0
20 40 30 30
21 0 30 70
24 0 30 70

TABELA 3.9: Condi¢des do espectrometro de massas utilizado nas andlises

da clororoquefortina C.

Ionizacgao EST

Capilar 3,43 kV
Cone 35V
Extrator 5V

Lentes RF 0,72V
Temperatura do bloco da fonte 95°C
Temperatura de dessolvatacao 300°
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3.11.9 Reacao in vitro da roquefortina C com NaOBr
Ap6s a sintese do NaOBr de acordo com o item 3.11.7, a
roquefortina C isolada como padrio foi colocada em um baldao de fundo
redondo contendo MeOH em uma solucdo final de pH 2 com 4cido férmico. O
NaOBr formado foi adicionado, gota a gota, a solugdo até que a solugdo final
adquirisse uma coloracdo escura. A solu¢do foi concentrada em

rotaevaporador rotativo, € os isomeros da bromoroquefortina C foram

analisados por LC-HRMS/MS.

3.11.10 Experimentos com adicio de bromotriptofano ao

meio de cultura para producao da bromoroquefortina C

Para este experimento, S5mg da mistura reacional de
bromotriptofano proveniente do item 3.11.7 foi adicionado ao meio de cultivo
do fungo Penicillium chrysogenum contendo meio liquido Czapek. Entretanto,
algumas modificagdes foram realizadas no meio de cultura para estudar a
influéncia de algumas fontes na producdo da bromoroquefortina C. As
condi¢des sdo mostradas a seguir:
- 3 Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio liquido Czapek com 5
mg da mistura de bromotriptofano;
- 3 Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio liquido Czapek e 2% de
extrato de levedura com 5 mg da mistura de bromotriptofano;
- 3 Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio liquido Czapek com 2%
de uma mistura de aminoacidos encontrados no extrato de levedura, com
excecao do triptofano com S5mg da mistura de bromotriptofano;

Como controle positivo, foram inoculados 3 Erlenmeyers

contendo o meio liquido Czapek com 2% de extrato de levedura e NH4Br 65

37



g/L. e para controle negativo do experimento, 0 mesmo meio com excec¢do da
adicdo de NH4Br.
Para todos os experimentos de verificacdio da producdo de
bromoroquefortina C em LC-HRMS/MS as condi¢bes sao mostradas a seguir:
A coluna utilizada para as andlises foi1 Phenomenx Luna Phenyl-Hexyl
250x4,6mm (5 mm de diametro de particula) com eluicdo gradiente € uma
vazao de 0,5 mL/min.
O método de andlise utilizado no LC € mostrado na Tabela

3.10 e as condi¢Oes do espectrometro de massas sao mostradas na Tabela 3.11.

TABELA 3.10: Condicoes utilizadas no cromatégrafo liquido.

Tempo (minutos) % H,0 % ACN
0 90 10
20 50 50
25 0 100
35 0 100

TABELA 3.11: Condi¢des do espectrometro de massas utilizado nas andlises

da bromoroquefortina C.

Tonizagdo ESI*

Capilar 3,70 kV
Cone 25V
Extrator 5V

Lentes RF 0,66 V
Temperatura do bloco da fonte 80°C
Temperatura de dessolvatacao 250°
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3.11.11 Cultivo do fungo Penicillium chrysogenum em meio

liquido contendo triptofano e NH,Br

Para verificar a incorporagao do triptofano durante o crescimento
de Penicillium chrysogenum na presenga de ions brometo, o experimento foi
proposto da seguinte maneira: o fungo foi inoculado em um Erlenmeyer de
250 mL contendo 50 mL de meio liquido Czapek com 2% de extrato de
levedura e NH4Br 65 g/ durante 40 dias. A cada 5 dias o crescimento do
fungo era interrompido pela filtracdo a vdcuo do micélio que era extraido com
50 mL de EtOH e o meio liquido era particionado com 50 mL de AcOEt (2x

25 mL) para a formacao dos extratos.

3.11.12 Preparo do extrato enzimatico para detecciao da

atividade da halogenase

Para a obtencdo do extrato enzimditico, o fungo P.
chrysogenum foi cultivado em meio Czapek’s enriquecido com 2% de extrato
de levedura e NH4Br 65 g/L. durante sete dias em modo estatico. Apos este
periodo, o Erlenmeyer contendo o microrganismo em crescimento foi
colocado em banho de gelo por 15 minutos e rapidamente o micélio filtrado
com gaze. O meio liquido foi colocado em tubos Falcon em banho de gelo,
enquanto ao micélio foi adicionado nitrogénio liquido para posterior
trituragao.

Ap6s a obtencdo do micélio congelado em pd, foram
adicionados 50 mL de tampao fosfato de potassio 10 mM pH 7,2 para cada 10
g de micélio, que foi centrifugado a 12000 rpm em centrifuga refrigerada

obtendo-se, o extrato enziméatico proveniente do micélio.
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O meio liquido foi concentrado em speed vac para obtencdo do extrato

enzimdtico proveniente do meio liquido.

3.11.13 Ensaio de atividade para deteccao da halogenase

Os ensaios para deteccio da atividade enzimdtica da
halogenase foi realizado de acordo com o seguinte protocolo: 100 uL dos
extratos obtidos no item 3.11.12 foram adicionados em um Eppendorf
contendo FAD (10 uM), NADH (2,4 mM), NH4Br (25 mM), L-triptofano (0,6
mM) e tampao fostato de potdssio 10 mM pH 7,2 em um volume total de 200
ul.. A reacdo foi mantida a 30°C por 90 minutos, 2 e 6 horas para testes
iniciais. ApoOs os periodos estipulados, a reacdo foi interrompida por fervura
em banho maria a 95°C por 5 minutos. As proteinas eram removidas por

centrifugacdo e o extrato analisado por LC-MS/MS.

3.11.14 Extracaio do DNA genomico de Penicillium

chrysogenum e Talaromyces wortmannii

Inicialmente, os fungos utilizados no estudo foram inoculados e
cresceram por 7 dias em meio liquido Czapek em mesa rotatoria para a
formacdo de pellets. Os pellets obtidos foram colocados em almofariz,
previamente limpo com SDS e EtOH, para posterior adicdo de nitrogénio
liquido. Apés o congelamento, os pellets foram completamente triturados com
o auxilio de um pistilo. O micélio macerado foi transferido para tubos de
microcentrifuga estéreis (eppendorfs) de 2 mL. Em cada eppendorf foi
adicionado 150mg de micélio para 500 uL de tampao de extracio de DNA.

Em seguida, adicionou-se 500 ul de uma mistura de

fenol:cloroférmio (1:1) para a extragdo por 10 minutos com o auxilio de um
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agitador rotativo. A mistura foi centrifugada por 15 minutos a 12000 rpm e
4°C.

O sobrenadante foi transferido para novos tubos de
microcentrifuga e a este foi adicionado RNAse A (0,2 ug/uL). A solucao foi
colocada a 37°C por 15 minutos. Em seguida, adicionou-se 500 uL de
1sopropanol com posterior agitagdo por inversdao. A nova soluc¢ao foi colocada
em refrigerador a -20°C por 12 horas e posteriormente centrifugada a 12000
rpm por 5 minutos a 4°C.

O sobrenadante foi retirado e o precipitado contendo o DNA
gendmico foi lavado com etanol 70% refrigerado (2x 500 uL). Ao final do
processo, o DNA obtido foi seco a 37°C por 2 horas. Para estudos utilizando o
DNA gendmico de Penicillium chrysogenum e Talaromyces wortmannii, 0s
mesmos foram solubilizados em 20 ul. de 4dgua destilada e armazenados em
refrigeracdo a 4°C.

Os eppendorfs contendo gDNA dos fungos foram analisados por
eletroforese em gel de agarose, conforme descrito no item 3.11.15. Ao gel
adicionou-se 2 ulL da mistura contendo gDNA e corante e submetidos a tensao
de 110V por 50 minutos. Em seguida permaneceram por 10 minutos em

solucdo contendo brometo de etidio e visualizados em luz UV.

3.11.15 Eletroforese em gel de agarose
As andlises de DNA gendmico, fragmentos de DNA, produtos de
PCR e digestdo de plasmideos foram separados de acordo com seus tamanhos
por eletroforese em gel de agarose 1%. Para isso, agarose foi aquecida com
tampao IXTAE até sua completa fusdo e adicionados em recipientes

apropriados para a formagdo do gel. Os substratos a serem analisados foram
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misturados com DNA Gel Loading Dye 6X (Thermo Scientific) e a separacdo
ocorreu em tampdo 1XTAE com voltagem e tempo especificos para cada

substrato.

3.11.16 Construcao dos oligonucleotideos e amplificacio dos

genes

Todos os oligonucleotideos utilizados neste estudo foram
sintetizados pela Eurofins Genomics (Ebersberg, Alemanha).

As sequéncias dos genes utilizados para construcdo dos
primers degenerados foram obtidas a partir de busca em bancos de dados
(NCBI) com as halogenases expressas em organismos procariotos e
eucariotos. Através do programa Multialin
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/), as sequéncias foram alinhadas para
verificacdo de regides conservadas para o desenho dos oligonucleotideos.
Foram desenhados quatro primers pela comparacdo de halogenases de
organismos procariotos (J1_for, J2_rev, J3_for, J4_rev) e quatro primers pela
comparacdo de halogenases expressas por organismos eucariotos (J5_for,
J6_rev, J7_for e J8_rev).

A amplifica¢do via PCR foi realizada em um termociclador
e as condi¢Oes sdo descritas a seguir: 100 ng do gDNA previamente isolado,
50 pmol de cada primer, ] mM de MgSO4 e 2U de Pfu DNA Polymerase em
um volume total de 50 uL contendo 2 mM de cada ANTP e 10% de DMSO.

As condicoes de amplificagdo sdo mostradas na Tabela 3.12.
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TABELA 3.12: Condig¢des experimentais para PCR

Etapas Temperatura (°C) Tempo (min)
Denaturagao 95 5
Denaturagao 95 0.5
Anelamento 50 0.5
Elongamento 68 3

Elongamento final 68 5

A reacgdo foi interrompida por resfriamento a 4°C.

Os produtos de amplificagdo foram analisados por eletroforese
em gel de agarose, conforme descrito no item 3.11.15. 2 uL dos produtos
foram misturados com corante e submetidos a tensdo de 110V por 50 minutos.
Em seguida permaneceram por 10 minutos em solucdo contendo brometo de

etidio e visualizados em luz UV.

3.11.17 Purificacao dos substratos separados por eletroforese

em gel de agarose
Todos os produtos separados pela eletroforese em gel de
agarose foram extraidos utilizando o Thermo Scientific GeneJET Gel

Extraction Kit #K0691, #0692 de acordo com as instrucdes do fabricante.

3.11.18 Hibridizacio do DNA genomico de Penicillium

chrysogenum pela técnica de Southern Blot
Para a hibridizagdo do gDNA, inicialmente € necessario

que o DNA dos microrganismos seja obtido em fragmentos menores pela agao
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de enzimas de restricdo. Para o fungo Penicillium chrysogenum, as enzimas
utilizadas foram: Ecorl, HindIII, Ncol e Pstl. Para cada enzima de restri¢do,
utilizaram-se as instrugdes obtidas do fabricante. Para Talaromyces
wortmannii, as enzimas utilizadas foram: BamHI, EcorV, HindIll, Notl, Pstl e
Xbal.

ApoOs a obtencdo do gDNA em fragmentos, a solugdo
contendo os fragmentos foi separada por eletroforese em gel de agarose
(0,7%). Para a separagdo, utilizou-se 50 uL. da solucdo e as condi¢Oes de
separagao foram 50V por 6 horas.

Em seguida, o gel foi colocado em uma solucdo de brometo
de etidio por 15 minutos e visualizado em luz UV. A partir da obteng¢ao dos
fragmentos, o processo de hibridizagdo do DNA foi iniciado da seguinte
forma;

- Lavagem do gel: O gel foi colocado em um recipiente de
vidro contendo o tampao de desnatura¢ao por 30 minutos, seguido de lavagem
com dagua destilada (2x por 15 minutos) e 30 minutos em tampao de
neutralizacao.

- Transferéncia do DNA digerido do gel para a membrana:
A bancada foi limpa com etanol 70% e agua e coberta com plastico filme
seguido de papel filme cortado com o tamanho do gel. O gel de agarose foi
colocado em cima do papel, sendo que o lado do gel contendo DNA estava em
contato com o papel. Em cima do gel, adicionou-se uma membrana de nylon
(o DNA digerido serd transferido para a membrana), seguida de 3 camadas de
papel Whatman, 10cm de papel toalha e peso de vidro uniforme. A
transferéncia do gDNA digerido para a membrana ocorreu por 12 horas. Apds
este periodo, o peso e os papéis foram retirados e a membrana envolta em

plastico filme foi colocada em camara de luz UV por 3 minutos.
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- Marcando o probe: o produto obtido da PCR com primers
degenerados foi escolhido como probe para a busca do gene de interesse. Para
1ss0, adicionou-se 16 uLL de dgua destilada em 1 ug do produto da PCR. Esta
solucdo permaneceu por 10 minutos a 96°C para que a fita dupla do DNA se
desfizesse e em seguida resfriada em banho de gelo. A esta solugdo adicionou-
se 4 uL de DIG-High-Prime (Roche) para a marcacdo do probe. Esta reacao
ocorreu a 37°C overnight. Para interromper a reacdo, a solugdo foi colocada a
65°C por 10 minutos. Para iniciar a pré-hibridizacao, a solu¢do foi colocada a
96°C por 15 minutos e resfriada em gelo.

- Pré-Hibridizacdo: A membrana contendo o gDNA
digerido foi adicionada em um tubo de hibridiza¢do com o lado contendo o
gDNA para cima e ao tubo adicionou-se 20 mL da solugdo de pré-
hibridizacdo. O tubo foi colocado por 3 horas em um forno para que a
hibridizacdo ocorresse. A temperatura selecionada para todas as reagdes de
hibridizacdo do gDNA de Penicillium chrysogenum e Talaromyces
wortmannii foi de 63°C.

- Hibridizacdo e etapas de lavagem: Apds o periodo estipulado
anteriormente, a solu¢do de pré-hibridizagcdo foi removida do tubo e
adicionou-se 20 mL da solucdo de hibridiza¢do contendo o probe marcado e a
hibridizagdo ocorreu em um periodo de 14h (overnight). Ap6s o periodo de
hibridiza¢do a solugdo de hibridizagdo foi retirada (esta solucdo contendo o
probe marcado pode ser reutilizada se armazenado em refrigerador a -20°C) e
adicionou-se ao tubo 100 mL de tampdo de lavagem (2x50 mL por 15
minutos) e 100 mL de tampdo de lavagem II (2x50 mL por 15 minutos). As
duas etapas de lavagem ocorreram no forno de hibridizagdo a 63°C.

- Detecgdo: Aguardar o forno retornar a temperatura ambiente e

adicionar 100 mL de tampdo de lavagem III por 5 minutos. Em seguida, 100
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mL de tampao de bloqueio II por 30 minutos, seguido de 20 mL de tampao de
bloqueio 1T contendo 1 ulL de anticorpo (anti-DIG-AP) por 30 minutos (esta
solucdo contendo o anticorpo pode ser reutilizada se armazenado em
refrigerador a -20°C). Apds as etapas de lavagem da membrana retirou-se a
mesma do tubo de hibridizacdo cuidadosamente, que em seguida foi colocada
em recipiente de vidro com 200 mL de tampao de lavagem III (2x100 mL por
15 minutos) em temperatura ambiente sob agitacdo. Foram preparados 50 mL
de tampao de detecgdo. Entretanto, 500 uL desta solugdo foi armazenado em
eppendorf para posterior utilizacdo. Os 50 mL de tampao de detec¢do foram
adicionados ao recipiente de vidro contendo a membrana de nylon durante 5
minutos em temperatura ambiente sob agitacao.
As etapas posteriores foram realizadas no escuro:

Adicionou-se aos 500 ul de tampdao de deteccdo 5 ul do
substrato quimioluminescente CRP-STAR™. A membrana foi colocada sob
um plastico filme e a solugdo de tampao de detec¢do foi adicionada. Uma
segunda membrana foi colocada sob a membrana para que o tampdo de
detec¢do se espalhasse de maneira uniforme e a mesma foi selada. Um
pequeno corte foi feito no plastico para retirada de bolhas e excesso de
solucdo. Com a soluc@o na membrana, um filme radiogréfico foi colocado por
cima da mesma para incubacdo por 2 horas. Para a detec¢do no filme
radiografico, utilizou-se uma solucdo chamada de developer até o filme
escurecer. Em seguida o filme foi colocado em dgua destilada e em seguida
em uma solu¢do denominada fixer.

- Reutilizar o probe: Caso seja necessdrio realizar o procedimento
de hibridizacdo novamente, a membrana pode ser utilizada novamente. Para
isso, o filme plastico foi retirado e colocado em recipiente de vidro contendo

agua destilada. A membrana foi lavada com a solu¢do de rehibridizacao
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(2x100 mL) no tubo de hibridizacdo a 37°C por 30 minutos. Em seguida,
lavou-se a membrana com uma solucao 2XSCC (100 mL por 30 minutos) e a
mesma estava pronta para o processo de rehibridizacao.

O processo de hibridizagdo de DNA ¢ simplificado no

Esquema 3.1.
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ESQUEMA 3.1: Resumo do processo de hibridizacdo do gDNA utilizado para

deteccdo das halogenases de Penicillium chrysogenum e Talaromyces

wortmannii.
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3.11.19 Clonagem dos fragmentos obtidos pela técnica de
Southern Blot no vetor de clonagem pLITMUS28 -
Reacao de Ligacao

As sequéncias de interesse obtidas no item 3.11.18 foram
inseridas no vetor pLITUMUS?28 através da reacdo de ligacdo. Cada mistura
de ligacdo continha um volume total de 10 uL, sendo eles 2 uLL do fragmento
de gDNA digerido com as enzimas de restricdo escolhidas pelo experimento
de Southern Blot a, aproximadamente, 100 ng/ul, 1 ul. de T4 DNA Ligase
(6U), 5 ulL do tampao T4 DNA ligase (2x) e 1 uL. de solu¢do contendo o vetor
a 50 ng/uL. O volume total da solucdo foi completado com dgua ultra-pura. A
reacao foi mantida a temperatura ambiente por 24h no escuro. As misturas da
reacdo de ligacdo foram utilizadas na transformagdo por eletrochoque de

células eletrocompetentes de E. coli DH10B.

3.11.20 Transformacao da bactéria E. coli DH10B com os
plasmideos recombinantes de pLITMUS28

As suspensdes de células eletrocompetentes, previamente
armazenadas em refrigerador a -80°C foram mantidas em banho de gelo por
15 minutos. Para cada 50 ul. de suspensdo de células adicionou-se 1 ulL. da
reacdo de ligacdo (produto da reacdo do item 3.11.19). Esta mistura sofreu o
tratamento de eletrochoque e seguidamente adicionada a 250 uL. de meio LB.
O meio contendo as células foi mantido a 37°C por 1 hora sob agitacdo (150
rpm). Apds este periodo, as células foram plaqueadas em placas de Petri

contendo meio LB sélido suplementado com 10 uL de antibiético (ampicilina

48



100 mg/mL), 40 uLL de X-Gal (50 mg/mL) e 30 uL de IPTG (0,5 M). As

placas foram incubadas overnight a 37°C.

3.11.21 Extraciao e analise dos plasmideos recombinantes

pLITMUS28 de E. coli 10HB

ApOs a incubacdo, algumas colOnias brancas resistentes
(possiveis clones positivos) foram selecionadas para a extracio do DNA
plasmidial. As culturas selecionadas foram repicadas em Erlenmeyers
contendo 25 mL de meio LB liquido e ampicilina (100 mg/mL) e incubadas
por 12h a 37°C a 250 rpm. Ap6s o periodo de incubacao, as células passaram
por extracao do DNA plasmidial utilizando o GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(Thermo Scientific) de acordo com as instru¢des do fabricante.

A primeira andlise realizada foi a digestdao do plasmideo com as
enzimas de restricdo utilizadas para digestdo do gDNA dos microrganismos
em estudo. Para isto, utilizou-se 1 ulL dos DNAs plasmidiais, 1 ulL da enzima
escolhida para cada microrganismo (10U) juntamente com 1 ul. de tampao
caracteristico da enzima (10x). A reacdo a 37°C num periodo de 2 horas. Apds
este periodo, os produtos da digestdo foram analisados por eletroforese em gel
de agarose (1%) e visualizados em luz UV.

O clone identificado como positivo teve seu DNA plasmidial
isolado por meio do kit descrito acima e enviado para sequenciamento na
Eurofins Genomics (Ebersberg, Alemanha). Apds o sequenciamento do
plasmideo, uma busca no banco de dados no NCBI foi realizada para

comparac¢do por meio da ferramenta BLAST.

49



3.11.22 Ensaio biol6gico da roquefortina e

bromoroquefortina C

Os ensaios de avaliacdo da citotoxicidade em células
tumorais foi realizado no Laboratorio Nacional de Oncologia Experimental da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard. As células
utilizadas neste estudo foram células de glioblastoma (SF-295) e de cdlon
(HCT-116) mantidas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro
fetal bovino, 1% de antibidticos a 37°C com 5% de CO2. Para todos os
experimentos, as cé€lulas foram adicionadas em placas de 96 pocos (105
células por pogo). Apds 24h, roquefortina C ou bromoroquefortina C (5,3 uM)
solubilizadas em 1% de DMSO foram adicionadas em cada poco e as culturas
foram incubadas por 69h. Os controles negativos (sem a presenca de
compostos ativos) receberam apenas a mesma quantidade de DMSO. O
crescimento das células tumorais foi quantificado pela capacidade das células
vivas reduzirem o corante MTT (=3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo
de tetrazolina) de amarelo para roxo (Figura 5). Apds o periodo de incubagdo
as placas foram centrifugadas e 150 ulL de meio de cultura recém preparado
foi adicionado juntamente com MTT (0,5 mg/mL). Ap6s 3 horas as placas
foram centrifugadas e o corante reduzido dissolvido em 150 uL de DMSO,
que foi lido em espectrofotdmetro comparado com o controle negativo em 595

nm.

MTT Formazana
MTT  yellow
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FIGURA 3.1: Redugdo do corante MTT para MTT formazana, utilizado na

deteccao da atividade citotoxica de células tumorais.

3.11.23 Experimentos de adicao de substratos aromaticos e
ions brometo para expressao da halogenase produzida

por Penicillium chrysogenum e Talaromyces wortmannii

Para verificar se a presenca de compostos aromdticos podem
sofrer reacoes de halogenacdo, como foi observado para o triptofano, os
fungos foram inoculados em meio liquido Czapek contendo 2% de extrato de
levedura e NH4Br a 65 g/L. Apds autoclavagem dos meios, os substratos
foram adicionados (0,5 mg/mL) e os fungos foram inoculados. Como controle
negativo do experimento foram preparados Erlenemeyers sem adicdo de
substrato. Apd6s 15 dias o crescimento dos microrganismos foram
interrompidos pela filtracdo do micélio e posterior particdo liquido-liquido do
meio liquido com AcOEt (2x50 mL) e o micélio foi extraido com 100 mL de
EtOH por 24h para a obtencdo dos extratos. Os extratos foram analisados por
LC-MS/MS para verificagdao dos possiveis produtos de halogenacao.

Os substratos utilizados no experimento foram: L-triptofano, L-
fenilalanina, L-tirosina, &cido para-hidroxibenzéico, 4cido nicotinico, acido

para-aminobenzdico.
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3.11.24 Condicoes de cultivo e andlises das linhagens e
Penicillium e Aspergillus da biblioteca do LaBioMMi pra
criacao da biblioteca de espectros do MALDI-TOF

Todos os microrganismos listados na micoteca do LaBioMMi
como pertencentes aos géneros Penicillium e Aspergillus foram utilizados na
construgdo da biblioteca de espectros do MALDI-TOF. Estes foram reativados
através da retirada de um pedaco de BDA contendo os microrganismos de,
aproximadamente, lcmxlcm e inoculados em placas de Petri. Apos 7 dias, os
microrganismos foram repicados em placas de Petri e armazenados em BOD a
25°C por 7 dias. Os meios solidos utilizados para as anélises por MALDI-TOF
e a construgdo da biblioteca foram: BDA, Aveia e Malte.

ApOs sete dias de crescimento, o procedimento de andlise dos
microrganismos foi realizado da seguinte maneira: em fluxo laminar estéril,
um bastdo pequeno de madeira, previamente autoclavado, era esfregado no
fungo e colocado na placa utilizada para anélises por MALDI-TOF. Apés a
deposicao do material fungico na placa, aplicou-se 10 uLL de matriz utilizada
para a ioniza¢do por MALDI. A matriz utilizada era HCCA (= acido a-ciano-
4-hidroxicindmico) na concentracdo 5 mg/mL. Apds a secagem da matriz, a
placa estava pronta para andlise. O Esquema 3.2 mostra a sequéncia
experimental para a construcdo da biblioteca de microrganismos do género

Penicillium e Aspergillus.

52



sidade ® latva

Inten

‘Aeromonas caviae |

| T

[ N Y S N, S Ty U |

massa/ carga (mz

ESQUEMA 3.2: Procedimento Experimental para crescimento e analise de
microrganismos por MALDI-TOF.

O perfil dos microrganismos foi observado no modo positivo de
ionizagao utilizando um laser SmartBeam-II de 200 hZ (355 nm). A aquisicdo
ocorreu de modo automdatico no modo linear e controlado pelo software
FlexControl (v. 3.3, Bruker Daltonics). Os espectros foram adquiridos em um
intervalo de massa de m/z 2.000 a 20.000. Em cada spot contendo os
microrganismos, foram realizados 50 disparos do laser de forma aleatéria até a
aquisi¢ao de 500 espectros acumulados com qualidade e resolucdo aceitas pelo
software. Cada spot recebeu os disparos em triplicata e cada microrganismo
foi analisado em triplicata. A somatéria de todos os espectros de cada
microrganismo foi chamada de MSP (main spectrum) os quais foram inseridos
na biblioteca do equipamento e utilizados na constru¢ao dos dendrogramas de

comparacao.
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4. RESULTADOS



4.1 Producao da clororoquefortina C por Penicillium

chrysogenum

Trabalhos relatados na literatura (BUTLER, et.al., 2009;
NENKEP, et. al., 2010) mostram que ao modificar a fonte de halogénios no
meio de cultura, alguns microrganismos sao capazes de inserir o dtomo de
halog€nio presente no meio de cultivo em certos metabdlitos ja produzidos por
ele anteriormente. Este fato € observado devido a ag¢do das enzimas
responsaveis pelas reacoes de halogenacdo em microrganismos, que utilizam
atomos de halogénio (bromo e cloro). Em geral, essas rea¢des prosseguem da
mesma maneira uma vez que os atomos possuem propriedades fisico-quimicas
semelhantes.

Baseado nestas informagdes, o fungo Penicillium chrysogenum
foi cultivado em meio liquido Czapek contendo extrato de levedura e NH,Cl
na mesma concentracdode 65 g/L . Os extratos fungicos obtidos pela extracao
do micélio com etanol e particio do meio liquidoforam analisados por LC-
MS/MS a fim de observar a produ¢do de substancias cloradas.

Através dos experimentos em modo full scan, nao detectou-se a
producdo da clororoquefortina C, entretanto através da busca por ions
selecionados com m/z 424 verificou-se o aparecimento de uma banda
cromatografica referente a tal ifon. Por meio de experimentos de ions
fragmentos no modo MS/MS obteve-se o espectro de massa que ¢ mostrado na

Figura 4.1, juntamente com o espectro de ions fragmentos da roquefortina C.
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FIGURA 4.1: Espectro de ions fragmentos de m/z 424 correspondente a

clororoquefortina C e m/z 390 referente a roquefortina C.

Através da interpretacdo dos espectros de massas obtidos,
observa-se a formacdo do pico base do espectro de fons fragmentos
caracteristico para a roquefortina C (m/z 193). A energia de ionizagdo utilizada
para a fragmentac¢ao da clororoquefortina C ndo foi eficiente, ndo havendo a
formacao de outros ions caracteristicos da fragmentacdo da roquefortina C. A
semelhanga entre os espectros sugere a formagdo da roquefortina clorada,
juntamente com a presenga do fon m/z 426 referente a [M+2+H]" com
intensidade de 33%.

Através destes experimentos ficou evidenciado que o fungo
Penicillium chrysogenum também era capaz de adicionar um atomo de cloro
na estrutura da roquefortina C, porém esta foi detectada em baixa
concentracdo — fato evidenciado pela baixa intensidade da corrente idnica nos

experimentos MS/MS. Da mesma forma, outros metabdlitos clorados nao
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puderam ser detectados. A Figura 4.2 mostra a estrutura da clororoquefortina

C detectada produzida por P. chrysogenum.

FIGURA 4.2: Estrutura da clororoquefortina C, detectada em extratos do

fungo P. chrysogenum.

4.2 Curva de crescimento e producao da roquefortina C e

bromoroquefortina C

Para verificar o comportamento da producdo da roquefortina C e
bromoroquefortina C durante o crescimento de Penicillium chrysogenum, fez-
se o cultivo do microrganismo em meio Czapek contendo 2% de extrato de
levedura e NH4Br e a cada 5 dias o crescimento do fungo era interrompido e o
meio liquido e o micélio eram extraidos e analisados por LC-MS/MS. Em
cada aliquota era acompanhada a producdao dos metabdlitos derivados da rota
biossintética dos alcaloides dicetopiperazinicos através de experimentos de
SRM. As transi¢Oes escolhidas para as andlises foram: roquefortina C: 390 >
322; bromoroquefortina C: 468 > 400 e bromotriptofano: 283 > 196. As
transi¢Oes escolhidas serdo discutidas posteriormente. As Figuras 4.3 e 4.4
mostram a curva de producdo da roquefortina C e da bromoroquefortina C,

respectivamente.
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FIGURA 4.3: Curva de produ¢ao da roquefortina C produzida por Penicillium

chrysogenum.
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FIGURA 4.4: Curva de producdo da bromoroquefortina C produzida por

Penicillium chrysogenum.

Através destes experimentos observa-se que a maior concentracao
de roquefortina C se dd em 30 dias de cultivo, enquanto que para a

bromoroquefortina C a maior concentragdo acontece apds 15 dias. Além
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disso, aferiu-se que a presenca de fons brometo no meio de cultura influencia
na producdo das roquefortinas, j& que observa-se primeiramente a producdo
do metabolito halogenado, enquanto que o maior pico de produgcdo do nao
halogenado acontece apds 15 dias depois do halogenado.

Sabe-se que a halogenacdo de anéis aromaticos deve acontecer
através de reacOes de Substituicdo Eletrofilica Aromatica (SEAr) apods a
oxidacao dos halogénios para que estes possam se tornar bons eletrofilos. A
oxidacao dos ions brometo para a formacao de um eletréfilo deve ocorrer nos
primeiros dias de crescimento do fungo, uma vez que a producdo da
substancia halogenada € observada inicialmente. Além disso, supde-se que a
etapa de halogenacdo ocorra nas etapas iniciais da biossintese, uma vez que
ndo se observa o acimulo de intermedidrios biossintéticos nao-halogenados.
Em 5 dias, uma maior concentracio do metabdlito ndo halogenado foi
detectada, enquanto nos dias 10 e 15 os fons brometo comecam a ser oxidados
e comecam a reagir com os substratos, levando a formagcdo do metabdlito
halogenado. Apds a oxidagdo dos fons halogénio e consumo dos mesmos, o
microrganismo produz majoritariamente a roquefortina C.

ApOs a constatacdo de maior produgcdo de bromoroquefortina C
nos primeiros 15 dias de crescimento de Penicillium chrysogenum, fez-se
necessdrio o cultivo do microrganismo na presenca de triptofano, uma vez que
este aminodcido € o precursor das roquefortinas. Assim, seria possivel

verificar o comportamento do aminoacido na producdo dos alcaloides.

4.3 Adicao de triptofano ao meio de cultura durante o

crescimento de Penicillium chrysogenum
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Ap6s a obtencdo dos extratos a cada cinco dias, os mesmos foram
analisados por LC-MS/MS por meio de experimentos SRM nas transi¢des
citadas acima e a Figura 4.5 mostra a curva de produ¢do do bromotriptofano

por P. chrysogenum.
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FIGURA 4.5: Curva de produgdo do bromotriptofano produzido por

Penicillium chrysogenum.

Observa-se que o triptofano sofre a reacdo de bromacido e o
maximo de producdo observado foi em 10 dias. Ao analisar os cromatogramas
do modo SRM, observa-se também que a producdo do bromotriptofano

ocorreu de forma regioseletiva, como € observado na Figura 4.6.
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FIGURA 4.6: Cromatograma da produ¢do de bromotriptofano por P.

chrysogenum.

De acordo com os cromatogramas mostrados acima, o fungo foi
capaz de produzir somente um isOmero do bromotriptofano, enquanto que a
reacdo in vitro produziu os isomeros ja relatados acima. A discussdo da
producdo de um tnico isdmero serd discutida posteriormente com 0s outros

dados obtidos.

4.4 Deteccao de outros metabdlitos halogenados derivados

dos alcaloides dicetopiperazinicos
Sabendo do potencial enzimético para halogenacdo do
microrganismo, decidiu-se verificar a bromacdo de outros metabdlitos
produzidos por Penicillium chrysogenum. A verificacdo deste fato foi
realizada inicialmente por experimentos de LC-MS no modo full scan pela
presenca do fon [M+2+H]" com 98% de intensidade quando comparado ao

[M+H]", referente a presenca dos isétopos "Br e *'Br. A Figura 4.7 mostra os
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cromatogramas de ions extraidos de bandas que possuiam em seu espectro de

massa as condi¢des citadas acima.
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FIGURA 4.7: Cromatogramas de ions extraidos das bandas cromatograficas
que possuiam ions com perfil isotdpico caracteristico de moléculas contendo
atomos de bromo.

Os espectros de massa referente as bandas mostradas acima

podem ser vistos na Figura 4.8.
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FIGURA 4.8: Espectros de massas das moléculas contendo dtomos de

halog€nios em suas estruturas.
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Comparando os resultados obtidos com aqueles j4 adquiridos
anteriormente (SILVA, 2011) mostrado nas Figuras 4.5 e 4.6, observa-se que
a banda em 28,08 minutos (Figura C) pertence a roquefortina C, enquanto a
banda em 31,62 minutos (Figura B) observa-se a presenca da
bromoroquefortina C, cujos dados espectroscOpicos foram extensivamente
estudados anteriormente (SILVA, 2011). Ja a banda em 29,36 minutos (Figura
A) apresenta um espectro de massa cujo fon mais intenso é o [M+H]" com m/z
470 e [M+2+H]" de m/z 472, que apresenta duas unidades de massa a mais
que a bromoroquefortina C. Nota-se que a banda em 28,08 minutos (Figura
C) também apresenta um ion pouco intenso, porém com propor¢do isotopica
caracteristica de uma molécula contendo dtomo de bromo (propor¢do de 1:1
entre os fons de m/z 484 ((IM+H]") e m/z 486([M+2+H]")), ou seja, contendo
16 unidades de massa a mais que a bromoroquefortina C.

Pelo fato de todas as moléculas apresentarem tempos de reten¢ao
proximos e espectros de UV semelhantes, supOs-se que estas perteciam a
mesma classe de substancias. Dessa forma, experimentos de MS/MS foram
realizados para estudar os fons fragmentos de todas as moléculas a fim de
obter mais informagdes estruturais sobre as mesmas. Entretanto, a
concentracdo destas nos extratos era muito baixa e ao realizar os
experimentos no modo MS/MS nao foi possivel detectar os fons de interesse,
uma vez que hd perda de sensibilidade ao executar este tipo de experimento
em espectrometria de massa. Desta forma, para os estudos de espectrometria
de massas no modo MS/MS foi necessdrio realizar experimentos em alta
resolucio (HRMS/MS), cuja sensibilidade € maior comparada a um de baixa

resolugdo.
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As figuras abaixo mostram o espectro de MS e MS/MS em alta
resolucdo de todas as moléculas derivadas da rota biossintética das

roquefortinas.
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FIGURA 4.9: Espectro de MS e MS/MS da roquefortina C.
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69



Ap6s a comparagao dos dados sdo observadas semelhancas entre
os espectros de fons fragmentos para todos os metabdlitos encontrados no
extrato de Penicillium chrysogenum, indicando que estas também deveriam
possuir alta semelhanca estrutural.

Para a roquefortina C (1) encontrou-se m/z 390,1921
correspondente a formula molecular C,,H4N50,. No espectro de ions filhos,
m/z 322,1303; m/z 193,0723; m/z 165,0723 e m/z 69,0448 sdo os fragmentos
encontrados. Para a bromoroquefortina C (2) m/z 468,1031 [M+H]"
(CaH,3"BINsO,) e 470,1010 [M+H+2]" (C2oHas*'BrNsO,) os fragmentos m/z
400,0411; m/z 193,0723 e m/z 69,0450 foram detectados e para o composto 3
m/z  470,1182  [M+H]" (CyHys”BrNsO,) e 472,1158  [M+2+H]'
(CooHos* BrNsO,), os fragmentos m/z 402,0551; m/z 195,0867 e m/z 69,0448
sdo encontrados. Para o composto 4, [M+H]" 484,0978 (C22H2379BrN5O3) e
[M+H+2]" 486,0978 (C22H2381BrN503) foram encontrados fragmentos como
m/z 416,0309; m/z 398,0210; m/z 207,0545 e m/z 69,0448.

A partir dos estudos de fragmentacdo obtidos por espectrometria
de massas de alta resolucdo e das possiveis formulas moleculares, a
roquefortina C foi utilizada como modelo para propor a estrutura das novas
moléculas halogenadas, uma vez que as moléculas poderiam ser oriundas da
mesma rota biossintética.

A partir dos estudos com a roquefortina C verifica-se o ion de
m/z 390,1921 levando aos fragmentos m/z 322,1303; m/z 193,0723 e m/z
69,0448. Inicialmente observa-se uma perda de 68 u.m.a, a qual pode ser
atribuida a perda da unidade de imidazol da histidina ou da prenila. Pelos
dados de HRMS, confirma-se que a perda € referente a unidade da prenila,
(CsHg) por um rearranjo [1,3] de hidrogénio, conforme pode ser visto na

primeira etapa da proposta de fragmentacdo abaixo. Apds a perda da unidade
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CsHg, ha uma abertura do anel de cinco membros contendo o atomo de
nitrogénio e posterior rearranjo [1,3] de hidrogénio, havendo a perda do grupo
indol. Esta perda ocorre no residuo de triptofano da molécula, levando a
formacdo do ifon m/z 193.

Todos os metabolitos detectados possuem ions de m/z proximas
as encontradas para a roquefortina C. O perfil de fragmentacdo e a intensidade
dos fons também foram semelhantes, levando a uma maior confirmag¢iao que
todas as substancias possuem semelhanga estrutural, salvo a presenca de
alguns outros dtomos.

Em todos os experimentos de MS/MS o ion m/z 69 foi detectado e
de acordo com os estudos de HRMS/MS, este é referente a formacido do
imidazol protonado (proveniente do residuo de histidina). Como este
fragmento foi comum a todos os compostos, este pode ser utilizado como ion
diagnostico para os metabdlitos provenientes da classe dos alcaloides
dicetopiperazinicos. Assim, experimentos de ions precursores de m/z 69
podem levar a identificacdo de novos metabdlitos desta classe. O experimento
citado foi realizado, porém os dados ndo sdo mostrados aqui uma vez que as
mesmas moléculas foram detectadas.

A partir das informacgdes obtidas dos experimentos de
espectrometria de massas em alta resolu¢do, a proposta de fragmentacdo da

roquefortina C e seus derivados halogenados é mostrada no Esquema 4.1.
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H, R'=H; m/z 390

1:R=H,R
2: R =Br, R'=H; m/z 468
3:R=Br, R

r, R'=H; m/z 470

R =Br, R'= OH; m/z 484 4:R=Br, R'= OH; m/z 416 4 R=Br, R

=)

H; m/z 416

1,2,3,4:m/z 69

1,2,3:R'=H; m/z 193

H,R'=H; m/z 322
4:R'= OH; m/z 209

1:R=

2: R =Br, R'=H; m/z 400

3: R =Br, R'=H; m/z 402
4:R=Br, R'=OH; m/z416

ESQUEMA 4.1: Proposta de fragmentacdo para os metabdlitos isolados e

detectados no extrato de Penicillium chrysogenum.

A substancia 3, apresenta duas unidades de massa a mais que a
bromoroquefortina C e nos experimentos de MS/MS os ions m/z 402 e m/z
195 também apresentam duas unidades de massas a mais que 2. O ion
imidazol protonado é também observado, constatando que ndo ha diferenga na
por¢do contendo o imidazol na molécula. A perda de 68 u.m.a inicial, assim
como a perda da unidade inddlica é a mesma, ou seja, a diferenca seria entdo a

reducdo de uma dupla ligagdo na unidade da histidina da molécula. A
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substancia 3 foi atribuida a roquefortina D contendo um dtomo de bromo em
sua estrutura, aqui denominada bromoroquefortina D. A roquefortina D € um
metabolito ja relatado na literatura como uma substancia produzida durante a
rota biossintética dos alcaloides dicetopiperazinicos. Durante a formacdo da
roquefortina C, a roquefortina D é oxidada levando a formagdo de 1. A
biossintese destes metabolitos serd discutida posteriormente, pois € essencial
para o entendimento da formacdo dos metabodlitos halogenados.

O mesmo € encontrado em 4, cuja diferenca ¢ de 16 u.m.a
correspondente a presenca de um dtomo de oxigénio extra na molécula. Na
proposta de fragmentagdo este dtomo € posicionado também no carbono da
dupla ligacdo (C17) contendo uma hidroxila. Os fragmentos observados na
proposta estdo de acordo com a estrutura encontrada nos experimentos de
HRMS/MS.

Desta forma, as estruturas propostas para os metabdlitos ja
relatados anteriormente (SILVA, et. al., 2014) e as novas substincias sao

mostradas na Figura 4.13.
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FIGURA 4.13: Estruturas propostas para os alcaloides isolados e detectados

de Penicillium chrysogenum.

Todos os dados obtidos por espectrometria de massas em alta

resolucao sdo resumidos na Tabela 4.15.

TABELA 4.1: Dados obtidos por HRMS/MS para os alcaloides derivados da

rota dos alcaloides dicetopiperazinicos.

Cpd [M+H]" Férmula A (ppm) Fragmentos MS/MS importantes
1 390.1921(a) CpHN50, -0.8018  322.1303 (b), 193.0723 (c), 165.0776,
69.0448(ImH)

2 468.1031(a) C»Hx»NsO,”Br  0.3959 400.0411(b), 193.0723(c),
470.1010(a) CyHy;3Ns0,8' Br 69.0448(ImH)

3 470.1182(a) C»HysNsO,”Br  0.8508 402.0551(b), 195.0867(c),
472.1158(a) CyHysNsO, ' Br 69.0448(ImH)

4 484.0978(a) C»Hx»NsO;”Br 0.1239 416.0309(b), 398.0210(b-H,0),
486.0978(a) CyHyNsO;8 ' Br 207.0545, 69.0448(ImH)

4.5 Investigacdo da rota biossintética

Em estudos anteriores (SILVA, 2011), foi observado que a

inducdo de novas rotas metabdlicas por meio da adicdo de nutrientes

halogenados ao meio de cultura do fungo Penicillium chrysogenum levou a

producdao de novos metabdlitos halogenados de baixa a média polaridade,

dentre elas a bromoroquefortina C, até entdo inédita na literatura. Quando

submetido a condi¢des normais de cultivo (sem a presenga de sais contendo

anions halogenetos), o fungo era capaz de produzir roquefortina C, uma
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micotoxina comumente encontrada em espécies de  Penicillium
(VERPOORTE, et. al., 1999).

Por meio de revisdes bibliograficas (Refer.), observou-se que a
roquefortina é um alcaldide dicetopiperazinico, cuja rota biossintética tem sido
amplamente investigada devido a grande atividade farmacologica atribuida
aos alcaloides pertencentes a esta classe de produtos naturais. A biossintese
destes metabdlitos € iniciada pela condensacdo dos alcaloides triptofano e
histidina levando a formacdo da histidiltriptofanildicetopiperazina (HTD),
dihidrohistidiltriptofanildicetopiperazina (DHTD), roquefortina D,
roquefortina C, glandicolina A, glandicolina B e meleagrina. Todos os genes
para cada etapa enzimadtica ja foram detectados, isolados e caracterizados. A
rota sugerida por ALI et.al. (2013) sugere que a enzima RogA (uma NRPS)
aceita a L-Histidina e o L-Triptofano como substratos levando a produc¢do dos
compostos HTD e DHTD. A dimetilaliltriptofano sintetase RogD € capaz de
prenilar HTD e DHTD levando a formacdo da roquefortina D e roquefortina
C, respectivamente, sem a sintese de um intermedidrio € o envolvimento da
RogM como era descrito anteriormente. Desta forma é proposta uma
ramificacdo na rota biossintética destes metabdltios secunddrios. A partir da
formacao da roquefortina C, a mesma € convertida em glandicolina A e B
envolvendo duas monoxigenases (RogM e RoqO). Consequentemente, o
metabdlito meleagrina é formado a partir da glandicolina B sob a a¢do de uma
metiltransferase  (RogN). A  rota  biossintética dos  alcaloides
dicetopiperazinicos € mostrada na Figura 4.14, onde todos os genes

envolvidos sdo apresentados.
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dicetopiperazinicos.
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Pelo fato de todos os metabdlitos serem similares em sua
estrutura e possuirem o mesmo perfil de fragmentacdo, sabe-se que o dtomo
de bromo estd na mesma posicdo de acordo com os dados espectroscopicos
obtidos da bromoroquefortina C (C11). Como citado acima, a condensacgdo
dos dois aminodcidos para a formacdo desta classe de alcaloides €
interessante, pois utilizam os dois aminodcidos em sua forma livre fazendo
com que o bromo esteja na mesma posicdo do anel inddlico para todas as
moléculas, uma vez que todos os metabdlitos encontrados sdo precursores
biossintéticos.

Embora os alcaloides halogenados formados sejam derivados das
roquefortinas, o processo de halogenacdo ainda ndo foi relatado para estes
alcaloides. Dessa forma, a investigacao da halogenagdo no anel inddlico foi
um dos propositos deste trabalho de doutorado. Como a posi¢do do dtomo de
bromo ¢ a mesma para todos os metabdlitos e o triptofano é utilizado como
aminodcido livre para a condensacdo com a histidina, sugere-se a hipdtese de
que a reacao de halogenagdo ocorre no aminodcido em sua forma livre, antes
da biossintese dos alcaloides ser iniciada. Outra suposicdo seria da
halogenacdo apds a formagao das roquefortinas, ou seja, a halogenagao ser a
ultima etapa da biossintese das bromoroquefortinas.

Estas duas hipéteses foram testadas durante o trabalho de
maneira a contribuir nos estudos da rota biossintética dos alcaloides
bromados. H4 na literatura diversos relatos de enzimas responsaveis por estes
mecanismos de halogenacdo. De todos os tipos de enzimas relatados, as
halogenases dependentes de FADH, foram as que, possivelmente, mais se
aproximaram das reagdes observadas nos haloalcaloides devido a semelhanga
do substrato. Contudo, ndao ha relatos na literatura da ocorréncia destas

enzimas em organismos eucaridticos.
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Os primeiros estudos relacionados a halogenacdo das
bromoroquefortinas t€ém como suposi¢do que a primeira etapa biossintética
dos alcaloides seria a halogenacdo do aminodcido triptofano. Desta forma,
seria necessario obter um padrdo de bromotriptofano para possiveis
comparacoes com os produtos formados pelo fungo Penicillium chrysogenum.

Para a reacdo do padrdo, o método aplicado foi a reacdo do
triptofano com o hipobromito de sédio (NaOBr), que seria 0 mesmo
intermedidrio reativo das halogenases dependentes de FADH, (vanPEE, et. al.,
1996). Este método foi escolhido para verificar o comportamento in vitro da
reacdo e compara-lo com o mecanismo in vivo. Desta forma, o objetivo desta
sintese, além de fornecer o padrdo de bromotriptofano, foi de verificar a

regioseletividade da reacdo de halogenacgao.

4.6 Reacao de halogenacio do triptofano na presenca de

hipobromito de sédio (NaOBr)

A reagdo do triptofano com NaOBr ocorre por meio de uma
substituicdo eletrofilica aromadtica, na qual um eletréfilo substitui um outro
grupo, geralmente hidrogénio. A substitui¢do eletrofilica € caracteristica de
compostos aromdticos € um importante meio de introdugdo de grupos
funcionais em anéis aromdticos. O mecanismo desta reacdo ocorre em duas
etapas principais: ataque a um eletr6filo levando a formacdo de um
intermedidrio catidnico e a restauragdo da aromaticidade do anel pela perda de
um préton.

Ao utilizar o NaOBr como eletréfilo na reagdo com o triptofano é

possivel prever a formagdo de isdmeros do bromotriptofano, uma vez que a
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estabilidade do intermedidrio catidnico levaria a uma delocalizacdo da carga
positiva ocasionando a formagao dos isdmeros de posi¢ao. O mecanismo

da reacdo de triptofano com NaOBr € mostrado no Esquema 4.2.

ESQUEMA 4.2: Mecanismo proposto para a formacdo dos isdmeros do

bromotriptofano.
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Os extratos obtidos da reacdo foram analisados por LC-MS/MS
em busca dos possiveis derivados bromados do triptofano. Nos experimentos
de full scan ndo foi possivel verificar a presenca do triptofano bromado (m/z
283). Assim, experimentos de ions fragmentos € SRM foram realizados
possibilitando observar a formagao de tr€s bandas cromatograficas referentes a
este ion. Para todos os experimentos de SRM utilizados neste trabalho, as
transicoes escolhidas para o bromotriptofano foram: 283 > 196 e 283 > 81. A

Figura 4.15 mostra os experimentos de ions fragmentos e SRM para m/z 283.

Zeh_reacao_triptofano_invitro_ ORGANICO_MRM_3 1: MRM of 2 Channels ES-
) 17.92 TIC
17.90.017.97 1.39e5
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. 18.28 TIC
2.60e7
B 18.39
18.66
R
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80 ‘ ‘ ‘ T ‘ r ‘ r ‘ Time
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FIGURA 4.15: Detec¢ao do bromotriptofano por experimentos de MS/MS

(SRM (A) e ions fragmentos de m/z 283 (B)) apds a reagdo do triptofano com
NaOBr.

As bandas cromatograficas detectadas no experimento de fons
fragmentos cujos tempos de reten¢do eram, respectivamente, 16,90; 17,92 e
18,66 minutos, apresentam 0 mesmo espectro de massa, indicando que estas se
tratavam de isOmeros estruturais que possivelmente diferenciavam-se pela
posicdo do atomo de bromo no anel inddlico. A Figura 4.16 mostra os

espectros de massa para cada banda cromatografica.
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FIGURA 4.16: Espectros de MS/MS para cada banda cromatogréafica
detectada nas fra¢des da reacdo do triptofano com NaOBr. (A) 18,61 minutos;

(B) 18,28 minutos; (C) 17,35 minutos.

A partir da proposta de fragmentacdo do bromotriptofano é
possivel prever que para os trés isdmeros o atomo de bromo estd presente no
anel indodlico, o que é condizente com o mecanismo de reacdo e para oS
diferentes tempos de retengdo. A proposta de fragmentacdo € mostrada no

Esquema 4.3.

H
HinnH
Br NH, Br

. AN

+
\ \
H H

m/z 283 m/z 196

ESQUEMA 4.3: Proposta de fragmentacao para o bromotriptofano.
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A formacdo do ion de m/z 196 a partir da fragmentacdo de m/z
283 se deve através de um rearranjo [1,3] de hidrogénio levando a formacao
do anel inddlico protonado. Como o ion detectado refere-se a porcdo inddlica
protonada e apresenta as proporcoes isotOpicas de datomos de bromo,
confirma-se que o halogénio encontra-se ligado ao anel aromdtico em
diferentes posicoes, levando a formacdo dos trés isOmeros que possuem
tempos de reten¢ao semelhantes € 0 mesmo espectro de ions filhos.

Para todos os experimentos de SRM utilizados neste trabalho, as

transicoes escolhidas para o bromotriptofano foram: 283 > 196 e 283 > 81.

4.7 Formacao do bromotriptofano in vitro com diferentes

volumes de NaOBr

Os extratos obtidos das reagdes com diferentes volumes de
NaOBr foram analisados por LC-MS/MS por meio de experimentos SRM e as
transicoes utilizadas foram as mostradas no item 4.6. Os cromatogramas sao

mostrados na Figura 4.17.
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FIGURA 4.17: Cromatogramas obtidos das reacdes do triptofano com

diferentes volumes de NaOBr.

Observa-se que a partir da reagdo do triptofano com 50 ul. de

NaOBr, houve a formacdo dos mesmos isdOmeros do bromotriptofano,

também detectados na reacdo sem controle da quantidade de agente oxidante.

Através destes experimentos, concluiu-se que independente do volume de

agente oxidante adicionado, ocorre a formacdao dos mesmos produtos e

portanto, ndo ha regiosseletividade nesta reacdo. O NaOBr € considerado um

agente oxidante forte o que justifica a falta de regioseletividade na reagdo. Ao

adicionar uma grande quantidade (como 5 e 10 mL) deste reagente, ndo ha a

formacdo dos compostos de interesse e hd a completa degradacdo do

triptofano, como € mostrado na Figura 4.17. Desta forma, a bromagao no

triptofano in vitro ocorre de forma descontrolada.
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Ao verificar que em qualquer volume de NaOBr adicionado ao
meio reacional ocorre a producao dos isdmeros do bromotriptofano, a hipétese
de que a bromacao do triptofano realizada por Penicillium chrysogenum pode
ocorrer na presenca de um sistema enzimitico que € capaz de produzir
somente um isOmero, ou seja, a regioseletividade observada nesta etapa ocorre

devido a presenca de enzimas atuantes na rota biossintética.

4.8 Adicao de bromotriptofano ao meio de cultura durante o

crescimento de Penicillium chrysogenum

A execucdo deste experimento teve por finalidade verificar a
habilidade do fungo em utilizar o bromotriptofano obtido in vitro na produgao
de bromoroquefortina C, uma vez que ndo havia no meio de cultura nenhuma
outra fonte de bromo. Dessa forma, se de fato houve a producdo da
bromoroquefortina C por vias enzimadticas, € esperado que o fungo consiga
reconhecer o bromotriptofano como substrato da rota biossintética de
producdo do alcal6ide halogenado.

Ap6s a sintese do padrao de bromotriptofano, o extrato bruto
reacional contendo os isdmeros foi adicionado ao meio de cultura e apds 15
dias de cultivo, os extratos fungicos obtidos em todas as condigdes de
crescimento foram analisados por LC-HRMS/MS. Os resultados obtidos
mostraram que para os experimentos contendo meio Czapek com
bromotriptofano e Czapek com uma mistura de aminodcidos presentes no
extrato de levedura (com exceg¢do do triptofano) e bromotriptofano ndo houve

a formacdo da bromoroquefortina C. As Figuras 4.18 e 4.19 mostram os
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cromatogramas de full scan e de ions selecionados para estes dois
experimentos. O metabdlito esperado ndo foi detectado nos extratos

provenientes do meio liquido e nos provenientes do micélio.
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FIGURA 4.18: Cromatograma do experimento de crescimento de P.
chrysogenum em meio Czapek com bromotriptofano. A: Cromatograma em
modo full scan; B: Cromatograma de ions selecionados m/z 468, C:

Cromatograma de ions fragmentos de m/z 468.
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FIGURA 4.19: Cromatograma do experimento de crescimento de P.
chrysogenum em meio Czapek’s com mistura de aminodcidos e
bromotriptofano. A: Cromatograma em modo full scan; B: Cromatograma de

ions selecionados m/z 468, C: Cromatograma de ions fragmentos de m/z 468.

Nas andlises do extrato do meio liquido obtido do experimento de
crescimento do fungo em meio Czapek’s contendo 2% de extrato de levedura
e a mistura de bromotriptofano, foi observada uma banda em 23,90 minutos
contendo o ion m/z 468,1022 e seu isétopo M+2 de m/z 470,1004 cujos dados
sd0 os mesmos ja observados para a bromoroquefortina C, previamente
detectada e isolada. Experimentos de ions fragmentos foram realizados para
confirmar a producao do metabdlito bromado. Por comparacdo do espectro de
ions fragmentos para a substancia detectada e aquela isolada previamente,

observou-se que os mesmos fragmentos foram encontrados para o metabdlito
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presente na banda em 23,90 minutos. As figuras 4.20 e 4.21 mostram,
respectivamente, as bandas cromatograficas, e o espectro de fons fragmentos

da bromoroquefortina C.
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FIGURA 4.20: Cromatograma full scan e de ions selecionados do meio
liquido para o experimento de crescimento de P. chrysogenum em meio
Czapek’s contendo 2% de extrato de levedura e bromotriptofano. A:

Cromatograma em modo full scan; B: Cromatograma de ions selecionados m/z

468.
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FIGURA 4.21: Espectro de ions fragmentos da bromoroquefortina C.

Com a adicdo dos isdmeros de bromotriptofano, observou-se a
formacao de uma banda cromatografica referente a bromoroquefortina C, nao
sendo evidenciada a presenca de isOmeros da bromoroquefortina C, uma vez
que os isomeros do precursor halogenado levaria a formacgao dos isdémeros do
metabdlito halogenado. Os experimentos de MS e MS/MS mostram que
somente uma bromoroquefortina C foi produzida pelo fungo, porém ainda nao
se sabe qual o motivo deste fato ter ocorrido, uma vez que somente a
halogenacdo do triptofano parece ser regioseletiva e a condensag¢do entre o
triptofano e a histidina ndo seria interrompida pela presenca dos outros
isdmeros do aminodcido halogenado. Esperava-se que outros isdmeros da

bromoroquefortina C fossem formados, entretanto nenhum deles foi detectado.
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4.9 Semi-sintese da bromoroquefortina C com NaOBr

O extrato reacional foi obtido de acordo com o item 3.11.9 e
analisado por LC-HRMS/MS e o cromatograma full scan e de ions

selecionados € mostrado na Figura 4.22.
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FIGURA 4.22: Cromatogramas no modo full SCMS selecionados (m/z
468) e ions fragmentos de m/z 468 para os produtos de reacdo da roquefortina
C com NaOBr. A: Cromatograma em modo full scan; B: Cromatograma de

ions selecionados m/z 468, C: Cromatograma de fons fragmentos de m/z 468.

De acordo com o cromatograma mostrado na Figura 4.22, a
reacdo da mistura contendo a roquefortina C com NaOBr levou a produgio da
bromoroquefortina C e alguns isdmeros de mesma massa que puderam ser

verificados por experimentos de fons fragmentos. Os espectros de massa para
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os trés 1someros (21,98; 22,75 e 23,78 minutos) € 0 mesmo, ou seja, a reacao
ocorre por meio da substitui¢do eletrofilica aromdtica no anel inddlico do
triptofano.

Ao reagir triptofano e roquefortina C com NaOBr ndo ha
regioespecificidade reacional, diferentemente do que foi observado ¢ na
producao de bromoroquefortina C por P. chrysogenum. Desta forma, acredita-
se que hd de alguma forma uma regioseletividade que pode ser comandada
pela presenga de um sistema enzimatico no processo de halogenagdo da
roquefortina C, como foi discutido anteriormente.

A presenca de uma enzima responsavel pela halogenacdo seria
capaz de fornecer essa seletividade enquanto que durante a reagcdo dos
substratos com NaOBr nao seria possivel obté-las levando a formacdo dos

1sdmeros de posi¢cdao da bromoroquefortina C e do bromotriptofano.

4.10 Investigacoes iniciais do sistema enzimatico
responsavel pelas reacoes de halogenacio em Penicillium

chrysogenum

Para verificar a hipétese da presenca de um sistema enzimatico
responsavel pela regioseletividade da halogenacdo nos alcaloides
dicetopiperazinicos e se a primeira etapa da biossintese da bromoroquefortina
C seria a halogenacdo do aminodacido triptofano, alguns experimentos foram
realizados para esta verificacao.

Relatos na literatura mostram que a halogenase dependente de
FADH, sao estdveis em tampao fosfato de potdssio e que as reacdes ocorrem

por 6 horas a 30°C (ZHU, et. al., 2009). Apds a obtencdo dos extratos
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enzimdticos, observou-se que em todas as condigdes testadas o
bromotriptofano ndo foi detectado por experimentos de fons fragmentos e

SRM, no qual sdao mostrados na Figura 4.23.
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FIGURA 4.23: Cromatogramas provenientes dos ensaios enzimdaticos para

detec¢do de uma possivel halogenase presente em Penicillium chrysogenum.

4.11 Biotransformacio de substratos aromaticos na

presenca de NH;Br no meio de cultura
As halogenases dependentes de FADH, relatadas necessitam de
centros ricos em elétrons como substrato. Dessa forma, a reacdo de
halogenacdao ocorre, na maioria das vezes, em metabdlitos secundarios
contendo anéis aromaticos.
Como a halogenagdo dos substratos arométicos € a primeira etapa

da biossintese dos metabdlitos, fez-se necessario um experimento no qual o
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objetivo foi observar o comportamento de alguns substratos aromaticos
durante o crescimento de P. chrysogenum e Talaromyces wortmannii na
presenca de ions brometo.

ApOs a obtencdo dos extratos, os mesmos foram analisados por
LC-MS na busca de possiveis reacdoes de halogenacdo e os cromatogramas
obtidos dos extratos de Talaromyces wortmannii sao mostrados na Figura

4.24.
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FIGURA 4.24: Cromatogramas dos extratos do crescimento de 7. wortmannii

na presenga de substratos aromaticos.

ApO6s as andlises dos dados obtidos observou-se que os substratos
nao foram consumidos durante o crescimeto dos microrganismos, nao gerando
os ions esperados para cada substrato. As condi¢des utilizadas para a
verificagdo da halogenagdo podem ndo ter sido adequadas, uma vez que

nenhum produto de biotransformacao foi observado.
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Dessa forma, ndo se pode concluir se a seletividade enzimética
deve ser restrita somente ao triptofano e ndo a outros substratos aromadticos,

como € observado para organismos eucariotos.

4.12 Deteccao da halogenase de Penicillium chrysogenum

A atividade de halogenases dependentes de FADH, nativas ndo
foi reportada, at¢ o momento, para nenhum organismo produtor destas
enzimas. Isso se deve a atividade da mesma que € relatada como pouco
expressiva nos organismos. Desta forma € necessaria a utilizacdo de
ferramentas moleculares para a deteccdo das enzimas. A clonagem e
expressao heterdloga das proteinas para posterior deteccdo da enzima sdo as
etapas fundamentais para a verificacdo da existéncia de uma enzima em
0rganismos Vivos.

Para detectar a presenca de uma halogenase em Penicillium
chrysogenum, uma parte do trabalho foi realizada na Universidade Técnica de
Dresden — Alemanha sob a orientacdo do Prof. Dr. Karl-Heinz vanPée,
especialista em estudo de halogenases de microrganismos. O principal
objetivo deste trabalho foi verificar a possivel deteccdo e expressdo da
halogenase presente em Penicillium chrysogenum.

Inicialmente, o protocolo testado para a extracio de DNA
gendmico foi eficiente, pois de acordo com a Figura 4.25 podemos ver uma
boa quantidade de DNA isolado. A concentra¢do aproximada para cada fragao

¢ de aproximadamente 20 ng/SpL.
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A B
FIGURA 4.25: Gel de agarose revelaao com brometo de etidio com as fracoes

contendo DNA gendmico de Penicillium chrysogenum. (A)Marcador 1kb; (B)
fracoes de gDNA.

H4 na literatura relatos de metabdlitos secundarios halogenados,
cujos atomos de halogénios se encontram na por¢ao indélica das moléculas.
Por meio de comparacdo entre a sequéncia de aminoacidos dessas halogenases
produzidas por organismos procariotos, quatro regides foram consideradas
conservadas e utilizadas para o desenho dos primers para reacdes de PCR. As
enzimas utilizadas como modelos e as regides conservadas sio mostradas na

Figura 4.26.
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FIGURA 4.26: Comparacdo das sequéncias de halogenases relatadas na
literatura e utilizadas para desenho dos primers.
As combinacdes dos primers utilizadas para as reacdes € o
tamanho dos fragmentos esperados foram:
A =J1_for + J4_rev — 900 bp
B =1J2_rev + J3_for — 450 bp
C=Jl_for+J2_rev—1170 bp
D =J3_for + J4_rev — 180 bp
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FIGURA 4.27: Gel de agarose 1% dos produtos da PCR com as diferentes

combinagdes de primers.

Na combinagdo dos primers J2_rev com J3_for verificou-se o
aparecimento de duas bandas de tamanho esperado pela reacdo. Estas bandas
foram isoladas e sequenciadas e os resultados foram comparados com
sequéncias ja depositadas no banco de dados NCBI por meio da ferramenta
BLAST, que procura por regides similares na sequéncia obtida, porém o
resultado do sequenciamento foi negativo para alguma enzima similar a uma
halogenase relatada na literatura.

Como a utilizacdo