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Resumo

“ESTUDOS METABOLOMICOS E BIOSSINTETICOS, VISANDO
CONTRIBUICOES PARA A QUIMICA E TAXONOMIA DE MICRO-
ORGANISMOS DA FAMILIA XYLARIACEAE”. O trabalho de doutorado
visou a exploracdo do metabolismo fungico de NICL3 e NICLS, ambos
inicialmente identificados como Xylaria sp., isolados como endofitico de
Cupressus lusitanica. A investigacdo do metabolismo dos fungos permitiu o
1solamento e identificacdo de novos metabdlitos, pois NICL3 produziu um novo
sesquiterpeno eremofilano € uma mistura de dois peptideos ciclicos. Ja de
NICLS5 foram isolados além das citocalasinas C, D e Q, a 18-desoxicitolasina Q
e o tricodepsipeptideo. O isolamento deste depsipetideo por NICLS5 € algo muito
relevante, dado que na literatura hd somente um trabalho que relata a producao
desta classe de composto por fungos do género Xylaria. Outra vertente aplicada
neste trabalho foi o emprego da abordagem OSMAC, através da suplementagdo
de diferentes fontes nitrogenadas ao meio de cultivo de NICLS5, visando obter
novas citocalasinas. No entanto, somente a administracdo de NH4Br se mostrou
promissora, pois permitiu o isolamento da 4-hidroximetil citocalasina C,
metabolito inédito. O metabolismo secundario de NICLS se mostrou fortemente
direcionado para a producgdo das citocalasinas C, D e Q, independente da fonte
nitrogenada administrada ao meio de cultura, o que sugeriu que o micro-
organismo fosse capaz de realizar biossintese de novo destes metabolitos.
Estudos por espectrometria de massas mostraram que a administracdo de
Na'’NO;, "NH,Cl e "N-glicina levou a incorporacio do nitrogénio marcado na
citocalasina D. Ja a suplementacdo do meio de cultivo do micro-organismo com
2-C glicina apontou a incorporacio do carbono marcado nas posicdes em que a
enzima S-adenosil metionina € responsavel por introduzir dois grupos metilas e
um metileno. Entretanto, estudos gendmico e protedmico sao fundamentais para
comprovar este processo. O fungo NICLS5 possui um potencial enzimatico muito
interessante, pois promoveu a reducdo do 4cido carboxilico ao dalcool
correspondente, além de realizar a incorporacio do GABA e glicose ao
substrato. Este potencial enzimético parece estar intimamente relacionado com a
natureza eletrOnica do substrato, pois reacdes semelhantes aconteceram com o
acido p-cloro benzoico e a reducdo do acido p-nitro benzoico ao dlcool. Foi
criada uma colecdo de fungos da familia Xylariaceae, os quais foram
identificados de acordo com técnicas moleculares. Curiosamente NICL3 foi
classificado como Nemania aff. primolutea e NICLS como Xylaria aff.
arbuscula. Foram confrontadas as técnicas de identificacdo baseadas em
biologia molecular, perfil de biomoléculas por MALDI-TOF e o perfil
metabdlico por espectrometria de massas de alta resolugdo de todos os
representantes da colecdo de Xylariaceae, pdde-se verificar um bom nivel de
concordancia entre as diferentes técnicas.
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Abstract

“METABOLOMIC AND BIOSYNTHETIC STUDIES FOR THE
CHEMICAL AND TAXONOMIC CONTRIBUTION OF XYLARIACEAE
FAMILY MICROORGANISMS”.The PhD work aimed the exploration of
fungal metabolism of NICL3 and NICLS, both initially identified as Xylaria sp.,
isolated as endophytic fungi from Cupressus lusitanica. The investigation of the
NICL3 metabolism allowed the isolation and identification of new compounds,
one unpublished eremophilane sesquiterpene and a mixture of two cyclic
peptides. In addition, from NICL5 were isolated cytochalasins C, D, Q, 18-
desoxy cytochalasin Q and trichodepsipeptide. The production of this
depsipeptide by NICLS is very relevant, since there is only one paper in the
literature that reports the production of this class of compounf by fungi
belonging to Xylaria genus. Another aspect applied in this work was the use of
OSMAC approach, through supplementation of different nitrogen sources in the
culture medium of NICLS5, to obtain new cytochalasins. However, only the
administration of NH4Br was promising since it allowed the isolation of 4-
hydroxymethyl cytochalasin C a new metabolite. The secondary metabolism
NICLS is strongly guided to the production of cytochalasins C, D and Q,
independently of the nitrogen source administered in the culture medium,
suggesting that the microorganism is able to perform de novo biosynthesis. Mass
spectrometry studies demonstrated that administration of Na'"NOs, °NH,CI and
PN-glycine led to incorporation of labeled nitrogen into cytochalasin D.
Supplementation of the culture medium with 2-"°C glycine showed the
incorporation of labeled carbon in positions in which the enzyme S-adenosyl
methionine is responsible for introducing two methyl groups and one methylene.
However, genomic and proteomic studies are essential to prove this process. The
NICLS5 fungus has an interesting enzymatic potential because it was able to
promote reductions of carboxylic acid into alcohol and performs the
incorporation of GABA and glucose to the substrate core, when the substrate
was p-bromo benzoic acid. This enzymatic potencial appears to be closely
related to the eletronic nature of the substrate, since similar reaction occurred
with p-cloro benzoic acid and bioreduction occurred also with p-nitro benzoic
acid. A collection of fungi belonging to Xylariaceae family, which were
identified according to molecular techniques was created. Interestingly NICL3
was classified as Nemania aff. primolutea and NICLS5 as Xylaria aff. arbuscula.
The identification techniques based on molecular biology, biomarkers profile by
MALDI-TOF and metabolic profile by high resolution mass spectrometry of all
members of the collection were confronted, and it was verified a good level of
agreement between three different techniques.
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1. Introducao

1.1. A familia Xylariaceae e o género Xylaria

A familia Xylareaceae é uma das maiores e diversa dentre as
familias dos Ascomicotas. Ela € relativamente bem conhecida, compreendendo
cerca de 85 géneros (KIRK et al., 2008), com representantes distribuidos por
todo globo terrestre, embora sua maior concentracdo aconteca em regides
tropicais (ROGERS, 2000, STADLER et al., 2013). Estes fungos desempenham
significante papel ecoldgico, pois estdo, de forma direta, envolvidos na
decomposi¢ao vegetal, a qual, provavelmente, deve ser fruto de um longo
processo co-evolutivo com as sementes das plantas (LEE et al., 2000,
FOURNIER et al., 2011).

O género Xylaria foi o primeiro género descrito da familia
Xylareaceae (MARTIN, 1970), sendo atualmente catalogadas cerca de 300
espécies (KIRK et al., 2008). Muitas espécies de Xylaria desenvolvem-se em
galhos mortos, frutas, sementes e folhas caidas, provavelmente para o
desempenho da atividade saprofitica. Algumas espécies sdo encontradas em
ninhos de cupim, as quais podem ser provenientes da ingestdo de material
vegetal e, este ao passar pelo sistema digestivo € depositado no cupinzeiro
(HSIEH et al., 2010). H4 diversos relatos sobre o isolamento de fungos do
género Xylaria como endofitico de coniferas, monocotiledoneas, dicotiledoneas,
samambaias e organismos marinhos, no entanto, ainda ndo se sabe qual a funcio
destes em relacdo ao hospedeiro (BRUNNER & PETRINI, 1992).

Espécies de Xylaria sao de dificil identificacao e classificagdo, pois
suas caracteristicas morfoldgicas sao muito variaveis e, estdo relacionadas com o
estagio de desenvolvimento do micro-organismo (WALLEY, 1996). A FIGURA

1.1 ilustra as diferencas morfoldgicas inerentes as espécies de Xylaria, uma vez



que, em condicdes padronizadas de cultivo algumas espécies podem desenvolver
estroma (FIG. 1.1 A/E/F/T e J) enquanto outras ndo (FIG. 1.1 B/C/D/G/H/K e L).

Outro fator que deve ser levado em consideracdo é o de que muitas
espécies de Xylaria possuem distribuicio cosmopolitana e, a complexidade
referente ao polimorfismo pode levar a descricdo de uma espécie mais de uma

vez (ROGERS, 1985).

FIGURA 1.1 - (A) Xylaria telfairii (STADLER et al., 2008) (B) Xylaria
grammica (C) Xylaria badia (CHEN et al., 2013), (D) Xylaria feejeensis
(BARABAN et al., 2013), (E) Xylaria sp. (CAl et al., 2013), (F) Xylaria
atrodivaricata (JU e HSIEH, 2007), (G) Xylaria plebeja (RUKACHAISIRIKUL
et al., 2013), (H) Xylaria schweinitzii (OKANE et al., 2008), (I) Xylaria
hypoxylon (PERSOH et al., 2009), (J) Xylaria cinerea, (K) Xylaria karticola, (L)
Xylaria vasconica (FOURNIER et al., 2011)

Métodos moleculares baseados em regides especificas do DNA
como as regides 5.8S/ITS rDNA, pB-tubulina, actina, RPB2 estdo sendo
empregadas para auxiliar na classificacdo e identificacao de espécies de Xylaria
(TANG et al., 2007, OKANE & NAGARI, 2007, PERSOH et al., 2009,
VISSER et. al, 2009, HSIEH et al., 2010). No entanto, PERSOH et al. (2009)

mostraram, em um estudo correlacionando técnicas moleculares e morfolégicas,
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que sequéncias de DNA depositadas no GenBank associadas a uma grande
numero de fungos identificados como Xylaria hypoxylon correspondem a
diferentes espécies de Xylaria e, desta forma, mesmo utilizando-se um método
mais assertivo de identificacdo, erros continuam sendo propagados.

Fungos do género Xylaria tem despertado interesse em diversas
areas, inclusive em biotecnologia e na industria madeireira, reflexo de sua
relacdo ecoldgica, devido a sua inerente capacidade de decompor a matéria
organica, pois sdao produtores de enzimas, glicosidase e lacase, capazes de
degradar celulose e lignina (NGHI et al., 2012, KUMAR et al.2013, MATHIEU
et al., 2013, LIERS et al., 2007, POINTING et al., 2003).

Os fungos do género Xylaria sdo também explorados na quimica de
produtos naturais, pois sdo habeis produtores de metabdlitos secundarios, muitos
dos quais possuem atividades bioldgicas relevantes para a descoberta de novas
drogas, incluindo as atividades citotoxica, antimaldrica, antiviral,
antimicrobiana, dentre outras.

Recentemente, AMARAL (2009) isolou, de Cupressus lusitanica,
duas cepas diferentes de Xylaria sp. (codificadas como NICL3 e NICLS), as
quais foram identificadas com base na técnica de 18S ribossomal da regido ITS.
Estes micro-organismos mostraram-se hdabeis produtores de metabolitos

secunddrios como sesquiterpenos eremofilanos e citocalasinas, respectivamente.

FIGURA 1.2 - Fungos endofiticos NICL3 e NICLS isolados de
Cupressus lusitanica



1.2 Metabolitos secundarios produzidos por fungos do género
Xylaria

Os micro-organismos apresentam uma elevada capacidade
metabdlica, a qual reflete diretamente na diversidade estrutural de metabdlitos
secundarios produzidos. Atualmente, na busca desses compostos consideram-se
as interacdes metabdlicas entre o fungo e o meio ambiente. E reportado que as
interacdes entre fungos e seus hospedeiros resultam no incremento da producao
dos metabdlitos sintetizados por estes micro-organismos. Este € um exemplo de
uma estratégia inteligente para a exploracdo do potencial de producdo do
metabolismo que um fungo pode oferecer (SCHULZ et al., 2002). Desta forma,
os fungos pertencentes ao género Xylaria, que estao amplamente distribuidos na
natureza, sdao fontes promissoras de novos produtos naturais. Na literatura ha
inumeros relatos destes micro-organismos como produtores de varias classes de
metabdlitos secundarios, tais como, terpenos (WU et al. 2014, ISAKA et.al,
2014) xantonas (HEALY et al., 2004), benzoquinonas (TANSUWAN et al.,
2007), isocumarinas (WANG, et al.,2014), ciclopeptideos (WU et al., 2011),
citocalasinas (LI et al., 2012), dentre outros.

Dentre os terpendides produzidos por Xylaria destacam-se os
sesquiterpenos eremofilanos, sendo atualmente conhecidas 24 estruturas, as
quais estao relacionadas a oito cepas distintas de Xylaria sp (SINGH et al., 1999,
HU et al., 2008, AMARAL & RODRIGUES-Fo, 2010, ISAKA et al., 2010, LI
et al., 2010, SILVA et al., 2010, ISAKA, et al., 2012 e SONG et al., 2012), uma
cepa de X. persicaria (SMITH et al., 2002) e uma cepa de X. allantoidea
(ISAKA et al., 2014). A FIGURA 1.3 exemplica alguns destes metabolitos (1-
6). Os sesquiterpenos eremofilanos 1 e 2 apresentam atividade antimélaria
contra Plasmodium falsiparum K1 com ICsy de 8.1 e 13 uM, respectivamente,
além disso, 2 exibe também atividade contra Candida albicans (ISAKA et al.,
2010). O composto 3 possui atividade moderada contra células HeLLa (HU et al.,
2008) e o seu isomero fomenona (4) apresenta atividade antifingica com limite
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de deteccdo de 10 pg, compardvel com a mesma quantidade de nistatina (SILVA
et al., 2010). Ja o 4cido intégrico, composto S, inibe a atividade da enzima HIV-
1 integrase, sendo este um potente alvo contra a a¢do do virus (SINGH, et al.,
1999). O composto 6 promoveu a ativagdo da enzima a-glicosidade a 0,15 uM e,
depois passou a inibir a atividade enzimética com valor de ICsy de 6,65 uM
(SONG et al., 2012). A biossintese de sequiterpenos por Xylaria ndo se limita
aos eremofilanos, pois € reportada a producdo de compostos com esqueletos
eudesmanos (ISAKA et al., 2012 e PITTAYAKHAJONWUT, et al., 2009),
guainos (LI et al.,2010), brasilanos (HU et al., 2008), tujopisanos e bisabolanos
(YIN et al., 2011). Ha na literatura relatos da produgdo de diterpenos pimaranos
por espécies de Xylaria, exemplificados na FIGURA 1.3 pelos compostos 7-10
(LT et al., 2010, SHIONO et al., 2013, ISAKA et al., 2011, 2012 e 2014). O
composto 10 possui uma estrutura bastante interessante e, segundo SHIONO et
al. (2013) este € o primeiro diterpeno contento um anel spiro com esqueleto
C6/C5/C6 na natureza. Além disso, a sordacinina (11) e seu derivado xilarina
(12), apresentam atividade antiftingica (SCHNEIDER et al., 1995).

O fungo Xylaria sp., isolado da madeira em decomposi¢do,
produziu triterpenos glicosilados (12-15), sendo o primeiro e unico relato desta

classe de compostos por micro-organismos deste género (DEYRUP et al., 2007).



FIGURA 1.3 - Estruturas quimicas de terpendides produzidos por espécies de
Xylaria: 1-6: sesquiterpenos eremofilanos, 7-12: diterpenos, 13-16: triterpenos

H4 inumeros trabalhos relatando a producao de diversos compostos
aromdticos por Xylaria, a FIGURA 1.4 mostra alguns destes metabdlitos.

Xantonas sao metabdlitos produzidos majoritariamente por plantas,
no entanto, fungos e liquens sdo também fontes destes compostos. O fungo
Xylaria sp. produziu uma série de seis xantonas, representada na FIGURA 1.3
pelo composto 17, no entanto, este composto ndo apresenta atividade
antimicrobiana (HEALY et al., 2004).

O composto xiloalenolideo B (18) apresenta uma estrutura bastante

interessante, devido a presenga do grupo alénico, o qual em estudos de estrutura
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atividade esta relacionado ao aumento da atividade antitumoral (XU et al.,
2008).

TANSUWAN et al. (2007) reportaram o isolamento de trés
benzoquinonas, sendo uma delas o composto 19, a qual apresenta atividade
moderada contra uma cepa resistente de Plasmodium falciparum.

Isocumarinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por diferentes
organismos, possuem um grande painel de atividades bioldgicas, destacando-se
as atividades citotoxica (HEYNEKAMP et al., 2006), antimicrobiana,
(PONGCHAROEN et al., 2007) inibi¢do da acetilcolina esterase (OLIVEIRA et
al., 2011), além de atuarem como precursoras de muitos metabodlitos secundarios
(SUN et al.,, 2012). Diferentes cepas de Xylaria sp. sdo produtoras de
isocumarinas, sendo reportadas dez estruturas (RUKACHAISIRIKUL et al.,
2007, 2009 e 2013, PONGCHAROEN et al., 2007, YAN et al., 2011 e WANG
et al., 2014). O composto 20 representa a mais recente isocumarina relatada na
literatura (WANG et al., 2014), no entanto, 0os autores nio mencionam ensaios
biolégicos.

Cumarinas sdao metabolitos comumente biossintetizadas por plantas,
no entanto, bactérias e fungos também produzem esta classe de compostos
(VENUGOPALA et al., 2013). LIU et al. (2008) mostraram pela primeira vez a
producdo da 7-amino-4-metilcumarina pelo fungo Xylaria sp. YX-28(21), a qual
exibiu um amplo espectro antimicrobiano contra dez géneros de bactérias e trés
géneros de fungos. Segundo os pesquisadores o composto 21 apresenta um
excelente potencial no controle da deterioragdo de alimentos.

Os compostos fendlicos 22 e 23 foram isolados de Xylaria mellisii
(PITTAYAKHAJONWUTE et al., 2005) e Xylaria hypoxylon (GU & DING,
2008), respectivamente. Ensaios bioldgicos destes compostos demonstraram que
22 apresentou atividade contra o virus da herpes (HSV-1) de 8.4 pg/mL

enquanto o composto de referéncia, aciclovir, exibiu atividade antiviral com /Cs,



de 2.0-5.0 ug/mL. O metabdlito 23 exibiu atividade citotéxica moderada frente
linhagem de célula hepatica Hep-G2.

Os xilocetais, constituidos por uma estrutura singular, sdo
caracterizados por um sistema benzopirano fundido a um anel tetrahidrofurano,
estdo intimamente relacionados aos produtos naturais originarios do fungo
Xylaria sp., isolado de um manguezal chinés (LIN, et al., 2001, WU et al., 2005
e 2008, YIN, et al., 2008, XU, et al., 2008). A FIGURA 1.4 apresenta trés de
seus representantes, o Xxilocetal A (24), xilocetal B (25) e F (26). Estes
compostos estdo sendo tratados como potentes alvos no tratamento de doencgas
cardiacas e neuroldgicas, uma vez que, possuem acentuada atividade
antioxidante (LI, et al., 2013), além de atuarem na inibicdo da enzima
acetilcolina esterase e bloquear o canal de célcio em células do hipocampo,
podendo ser utilizado no tratamento da doenca de Alzheimer (LIN, et al., 2001 e
WU, et al.,, 2008). O grande desafio dos pesquisadores fundamenta-se na
obtencdo de maiores rendimentos destes compostos, pois o cultivo em larga
escala, cerca de 200 L, resultou na produgdo de 1,2 g do xilocetal A, 2,3 g do
xilocetal B e 30 mg do xilocetal F. Deste modo, além da otimizagdo do cultivo
do micro-organismo, diversas estratégias sint€ticas vém sendo desenvolvidas,
para obtenc¢do destes compostos e seus analogos.

A maioria dos compostos organohalogenados € encontrada em
organismos de origem marinha, no entanto, organismos terrestres sdo também
fontes de produtos naturais halogenados. Espécies de Xylaria sdo reportadas
como produtoras de metabolitos secundarios clorados, sendo conhecidas 7
estruturas contendo o dtomo de cloro (ADEBOYA, et al., 1996, DAVIS 2005,
JOONG-HYEQOP, et al., 2005, TANSUWAN et al., 2007 e RICHARDSON, et
al., 2014). Os compostos de 27- 30, apresentados na FIGURA 1.4, representam
algumas destas estruturas. ADEBOYA et al. (1996) foram os primeiros a relatar
a producao de compostos clorados por Xylaria, aqui exemplificados pela

maldoxona (27) e maldoxina (28), com caracteristicas estruturais interessantes,
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uma vez que, 27 exibe grande semelhanga aos depsideos, compostos produzidos
majoritariamente  por liquens e 28 constituido por um sistema
spirociclohexadienona, o qual ndo € muito comum em fungos.

Estruturalmente semelhante ao composto 28, a griseofulvina (29),
um antifingico comercial utilizado no tratamento de doencas dermatoldgicas
(DI SANTO 2010), metabdlito ja conhecido de Penicillium griseofulvum
(OXFORD et al., 1939), foi isolada pela primeira vez de Xylaria sp. por
JOONG-HYEOP e colaboradores (2005). No entanto, a producdo deste
metabodlito por fungos desta espécie ainda € mal definida, porém
RICHARDSON et al. (2014) acreditam que a presenca de fungos do género
Xylaria e a consequente producdo de metabolitos secundarios com atividade
antifiingica desempenha um papel ecoldgico conferindo resisténcia a planta
hospedeira.

A xilariamida A (30) é outro exemplo de metabdlito halogenado
produzido por Xylaria. Segundo DAVIS (2005) o composto 30 tem uma
homologia estrutural ao depsipeptideo criptoficina A, potente agente
antitumoral. A comparacdo da toxicidade da amida e do depsipeptideo, mostrou
que a xilariamida A, ndo apresentou atividade bioldgica (DAVIS & KOTIW,
2005).

Curiosamente, WANG e colaboradores (2004), isolaram
aphlegmacina A (31) pela primeira vez de um ascomiceto, visto que esta classe é
comum em basidiomicetos.

Xilopiridina A (32), uma azoxantona, isolada em 2009 do fungo
Xylaria sp. foi reportada como uma potente capacidade de se ligar ao DNA
(FANG, et al., 2009). Xantonas e azoxantonas tem uma rica histdria na quimica
medicinal com aplica¢des em diversas areas, o que torna este composto um forte
candidato em terapias contra o cancer (RARIG et al., 2013).

H4 alguns relatos na literatura sobre a propensao de alguns fungos

endofiticos em produzir os mesmos metabdlitos secundarios que suas plantas

9



hospedeiras. As pesquisas de LIU e colaboradores (2009 e 2010) mencionam
espécies de Xylaria em casos bastante peculiares, nos quais os fungos
endofiticos 1solados de Taxus chinenis e Camptotheca acuminata produziam os
metabdlitos taxol e 10-hidroxicamptotecina (33), respectivamente, 0s quais sao
potentes agentes antitumorais comercias. Os autores apontam a necessidade de
otimizar as condi¢des de cultivo dos micro-organismos, devido aos baixos
rendimentos, 0 que seria uma alternativa para suprir a demanda na producdo
destes metabdlitos, uma vez que, os produtos comerciais, sao ainda extraidos das
plantas. Vale mencionar que os autores detectaram, por LC-MS, estes
compostos nos referidos meios de cultura e que nenhuma outra andlise foi
executada para comprovar a produgao destas substancias.

Fungos do género Xylaria sao também produtores dos peptideos
ciclicos, representados na FIGURA 1.5. Os ciclopentapeptideos 34 e 35 foram
produzidos por Xylaria sp., isolado como endofitico de liquen, sendo que 34
apresenta atividade antifungica contra Candida albicans (SC5314) devido ao
sinergismo com 0,004 pug/ mL de cetoconazol. O fungo marinho Xylaria sp.
produziu o ciclotripeptideo X-13 (36), cuja estrutura bastante incomum, possui
um grupo 2,3-dienil éter derivado do &4cido p-hidroxicindmico (LIN, et al.,
2001). Além disso, (36) exibiu uma potente atividade angiogénica, sendo um
promissor candidato para o tratamento de desordens cardiacas (LU, et al. 2012).
Os compostos 37 e 38 foram isolados do fungo decompositor da madeira
Xylaria sp. BCC9653 (PONGCHAROEN et al, 2007) e Xylaria euglossa
(WANG, et al.; 2005) e os autores nao os associaram a nenhuma atividade

bioldgica.
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FIGURA 1.4 - Exemplo de algumas estruturas quimicas de compostos
arométicos produzidos por Xylaria

H 36 37 38

FIGURA 1.5 - Estruturas quimicas de peptideos produzidos por Xylaria
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Fungos do género Xylaria sdao também produtores de 4cidos
carboxilicos de cadeia curta e cadeia longa, como pode ser visto na FIGURA
1.6. O micro-organismo Xylaria cubensis foi relatado como produtor dos acidos
xilacinicos A (39) e B (40) (KLAIKLAY et al., 2012), bem como o 4cido graxo
acido cubensico (41) (EDWARDS et al., 1991). Xylaria berteri foi reportada
como produtora do acido bertérico (42). As lactonas ciclicas de dez membros
multiplolideos A (43) e B (44) possuem atividade antiftingica contra Candida
albicans e sdo os unicos compostos produzidos pelo fungo Xylaria multiplex
(BOONPHONG et al., 2001). Existe somente um trabalho na literatura que
menciona a produg¢do da gramicina (45) um isoméro da micotoxina patulina,
pelo fungo Xylaria grammica, no entanto, este trabalho ndo faz um paralelo

entre a tocixidade dos isdbmeros (EDWARDS et al., 2001).
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FIGURA 1.6 - Estruturas quimicas de policetideos produzidos por Xylaria
cubensis, Xylaria berteri, Xylaria multiplex e Xylaria grammica

Dentre os metabdlitos produzidos por Xylaria, as citocalasinas
merecem destaque, desta forma, estas serdo tratadas em uma sessdo dedicada a

somente a elas.
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Diante da diversidade estrutural apresentada, muito ainda deve ser
desenvolvido no estudo do metabolismo secunddrios destes fungos, porém,
visando conhecer e entender as enzimas envolvidas na biossintese destes
compostos. Este € ainda um universo inexplorado, pois hd somente um trabalho
na literatura, no qual JIRAKKAKUL et al. (2007) mostraram a grande
potencialidade na exploracdo de micro-organismos do género Xylaria, pois
identificaram nove enzimas putativas PKS, uma PKS-NRPS, e sete

correlacionados a enzima NRPS.

1.3 A classe das citocalasanas & citocalasinas produzidas por
Xylaria

As primeiras citocalasanas, citocalasina A e B (FIG. 1.7), foram
descobertas simultaneamente por dois grupos de pesquisa independentes.
ROTHWEILER e TAMM (1966) isolaram ambos os metabdlitos de Phoma
S298, enquanto ALDRIDGE et al. (1967) obtiveram os mesmos compostos da
cultura de Helminthoporium dematioideum. A partir desta data, tanto
ascomicetos como basiomicetos, foram relatados como produtores de

citocalasanas, sendo atualmente conhecidos mais de cem membros desta classe.

Citocalasina A Citocalasina B

FIGURA 1.7 - Estruturas quimicas das citocalasinas A e B produzidas por
Phoma S298 e Helmintosporium dematiodeum

As citocalasanas sdo caracterizadas pela presenca de um biciclo
1soindolona, fundido a um macrociclo que pode variar de onze a quinze

carbonos e pela presenca de um aminoacido. A classe das citocalasanas esta
13



subdividida de acordo com o aminoécido incorporado ao esqueleto policetidico,
desta forma, quando o precursor € a fenilalanina t€ém-se as citocalasinas
(ALDRIDGE et al., 1967), quando o aminodcido é o triptofano t€ém-se as
chaetoglobosinas (SEKITA et al., 1982a/b), ja quando o precursor € a tirosina
tém-se as piricalasinas (NUKITA 1987), se a leucina for incorporada tém-se as
aspochalasinas (ZHOU et al.; 2004 ¢ ROCHFORD et al., 2005) e por fim, se a
alanina for precursora t€m-se as alacalasinas (ZHANG, et al., 2008 e 2009). A
FIGURA 1.8 ilustra as diferentes classes de citocalasanas, nas quais o0s

aminodcidos precursores estao destacados em vermelho.

H 06 HO ¢

Alachalasin A

Piricalasina H Chaetoglobosina B

FIGURA 1.8 - Exemplo de estrutruas quimicas das classes de citocalasinas

A diversidade estrutural das citocalasanas nao se restringe apenas a
incorporacdo dos aminodcidos mencionados, mas também por intrigantes
modificacdoes ao longo de seu esqueleto, como mostrada na FIGURA 1.9. O
fungo Spicaria elegans produziu uma série de citocalasinas de cadeia aberta no
lugar do macrociclo, a qual esta exemplificada na FIGURA 1.9 pela citocalasina
710 (LIU et al.; 2008). A espicocalasina A, também produzida por Spicaria
elegans, € uma aspocalasina incomum, uma vez que, apresenta uma unidade
cicloheptanona (LIN et al., 2009). A fomopsicalasina difere da maioria das
citocalasanas por apresentar um sistema triciclico composto por treze carbonos
no lugar do macrociclo (HORN et al., 1995). Em contraste, a penocalasina

possui uma unidade pirrol pertencente ao macrociclo (NUMATA et al., 1995).
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Outra alteracdo estrutural bastante interessante foi reportada em cultura de
Aspergillus niveus 1L.LU9575, produtor das aspocalaminas A-D (GERBHARDT et
al., 2004), as quais possuem peptideos ligados ao macrociclo, exemplicado pela

aspocalamina A na FIGURA 1.9.
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FIGURA 1.9- Exemplo de citocalasanas estruturalmente incomuns

Curiosamente os organismos produtores de citocalasanas ocupam
os diferentes nichos ecoldgicos e, desta forma, a secre¢do destes compostos deve
desempenhar algum papel importante no estabelecimento da interacdo, seja ela
benéfica ou ndo. O fungo saprofitico Penicillium expansum, frequentemente
encontrado em frutas em estdgio de apodrecimento, produz chaetoglobosinas
(ANDERSEN et al.,, 2004). Existem inumeros relatos da producao de
citocalasanas por fungos endofiticos isolados dos mais diversos ambientes, o
que permite a muitos pesquisadores discutir a possibilidade destes compostos
estarem envolvidos no balanco da relagdo hospedeiro-simbionte (TAN e ZOU,
2001). Um exemplo desta situacdo envolve a citocalasina F, produzida pelo
fungo endofitico isolado de Teucrium scorodonia, a qual possui atividade
algicida e também inibicdo da fotossintese. Desta forma, esta citocalasina
confere a planta protecdo contra fitopatégenos (KONIG, et al.,, 1999). A

formacao de citocalasinas pelo fungo entomopatogénico Metarhizum anisopliae
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pode implicar que estes metabdlitos secundarios atuem como mediadores de
patogenia (FUJII et al., 2000).

Citocalasanas exercem um painel amplo de atividades bioldgicas.
Devido a sua a capacidade de se ligarem a actina, elas intereferem nos mais
variados processos celulares, como na citocinese e motilidade intracelular. A
actina € uma proteina presente em todas as células eucaridticas e a
polimerizacdo de seus mondmeros leva a formagdo de microfilamentos, os quais
estdo intimamente relacionados ao comportamento dinamico do citoesqueleto.
As citocalasanas interagem com os filamentos de actina e, alteram suas
propriedades, consequentemente, a citocinese € inibida, prejudicando o processo
de divisdo celular; gerando células multinucleadas. Este efeito € amplamente
usado no estudo de processos celulares (COOPER, 1987 e PETERSON e
MITCHISON, 2002).

Devido ao seu mecanismo de interferir em ciclos celulares, as
citocalasanas exercem um alto efeito citotoxico. O isolamento dos primeiros
representantes da classe foi biomonitorado pela acdo citostatica dos extratos in
vitro. Estudos posteriores mostraram forte atividade citotoxica contra um painel
de linhagens de células cancerigenas humanas e de murinos. A potente atividade
antitumoral das citocalasanas tem despertado muito interesse, tornando-as
candidatas a drogas anticancer (ALVI et al, 1997, UDAGAWA et al., 2000,
GAN et al., 1998). No entanto, nenhuma droga com capacidade de interferir na
actina entrou em fase de testes clinicos, em razao da severa ou nao seletiva
citotoxicidade (STEHN, et al., 2006).

As citocalasanas sdo também atribuidas propriedades antibacteriana
e antifungica. BETINA et al. (1972) reportaram que a citocalasina A exerce
atividade contra Bacillus subtillis € Escherichia coli, bem como atividade
antifungica contra Botrytis cinerea. Ja a citocalasina D foi atribuida somente a

atividade antimicotica.
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Virias citocalasanas exibem uma gama de atividades bioldgicas,
muitas das quais ndo estdo diretamente associadas a intera¢do com os filamentos
de actina. Algumas citocalasinas como a citocalasina B, interferem no transporte
de glicose (RAMPAL et al., 1980 e GRIFFIN et al., 1982) e influenciam na
atividade da tiredide na liberacdo dos hormonios do crescimento (SCHOFIELD
etal., 1971).

As citocalasinas A e L-696,474 atuam na inibicdo da HIV-1
protease, enzima que desempenha um papel crucial na maturagdo do virus.
Logo, esta inibicdo resulta na reducdo da propagacdo viral (ONDEIKA, et al.,
1992, LINGHAM et al., 1992 e DOMBROWSKI et al., 1992).

A complexa estrutura das citocalasanas sugere uma rota
biossintética mista, envolvendo um aminoacido e blocos construtores malonil.
Os primeiros estudos biossintéticos envolvendo as citocalasinas foram
realizados por TAMM e colaboradores (1974, 1975, 1976, 1989). Nestes estudos
uma série de precursores marcados isotopicamente °C, '‘C e °H foi
administrada aos meios de cultivos de Phoma sp. € Zygosporium masonii,
visando compreender a biossintese das citocalasinas B e D, respectivamente,
através de degradacdo quimica. O padrio alternado da distribuicdo
radioisotopica nos produtos de degradacdo apontou que, a citocalasina B €
formada a partir uma unidade policetidica composta por dezoito carbonos, € a
citocalasina D por dezesseis carbonos (GRAF, et al. 1974 , VEDERAS, et al.
1975). Experimentos posteriores revelaram que a S-adenosil metionina (SAM) é
a doara dos grupos metila nas posicdoes C-12 e C-16 da citocalasina B e do
metileno C-12 e dos dois grupos metila ligados a C-16 e C-18 na citocalasina D
(GRAF, et al. 1974). Experimentos com “C em C-1 e C-2 fenilalanina
mostraram que a incorporagdo da unidade do aminodcido ocorre de forma
intacta (VEDERAS, et. al, 1976 e HADENER et al., 1989).

Estudos baseados em genética e biologia molecular, mostraram que

a biossintese da chaetoglobosina A, de Penicillium expansum, envolve o gene
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cheA, o qual codifica a enzima policetideo sintase-peptideo ndo ribossomal
sintetase (PKS-NRPS) e, a rota biossintética pode ser generalizada para as
demais citocalasanas (SCHUMANN e HERTWECK, 2007). Recentemente
QIAO et al. (2011) descobriram o gene ccs de Aspergillus clavatus, o qual esta
envolvido na biossintese das citocalasinas E e K e propuseram a via biossintética
representada na FIGURA 1.10. Primeiramente o octacetideo é formado na
unidade iterativa da PKS. Os pesquisadores propdoem que dominio ER € inativo
e, subsequentemente, uma molécula de fenilalanina € ativada no dominio A do
modulo da NRPS e transferida ao braco da fosfopanteteina no dominio T. O
dominio C catalisa o ataque nucleofilico do grupo amina da fenilalanina a
carboxila eletrofilica do octacetideo, levando a um intermediario tetraédrico no
dominio T. O dominio R na extremidade do mdédulo NRPS deve catalisar a
libertacdo redutiva do nascente aminoacil-tioéster gerando um aldeido
intermediario, o qual pode sofrer uma condensacdo de Knoevenagel
intramolecular para originar o 3,5-dissubstituido 3-pirrolin-2-ona. Em seguida, é
proposta uma reacdo de Diels-Alder [4+2] intramolecular entre o dieno da
cadeia policetidica e a unidade 3-pirrolin-2-ona, formando, deste modo, um
intermedidrio de 11 membros. Vale ressaltar que, ainda ndo existe nenhuma
comprovacao do fechamento do anel pela enzima Diels-Alderase, sendo este um
universo a ser explorado. Posteriormente acontecem diversas etapas de
oxidacoes, incluindo hidroxilagdes em C-17 e C-18, uma oxidacao do dlcool em
C-17, uma epoxidagdo entre C-6 e C-7 e duas oxidacdes de Baeyer-Villiger,

levando finalmente as citocalasinas E e K.
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FIGURA 1.10 - Proposta da rota biossintética das citocalasinas E e K
(QIAO et al., 2011)

Os principais produtores de citocalasanas sdo pertencentes aos
géneros  Penicillium, Aspergillus, Zygosporium, Phoma, Metarhizum,
Chaetomium, Rosellinia, Ascochyta, Hypoxylon, Phomopsis e Xylaria
(SCHERLACH et al., 2010).

Fungos do género Xylaria sao habeis produtores de citocalasinas,
sendo atualmente reportadas vinte e duas estruturas destes compostos. Dentre as
espécies produtoras das citocalasinas, apresentadas na FIGURA 1.11, destacam-
se Xylaria obovata (ABATE, et al., 1997), Xylaria hypoxylon (ESPADA et al.,
1997), Xylaria mellisii (PITTAYAKHAJONWUT et al., 2005), Xylaria cubensis
(EDWARDS et al., 1991), Xylaria cubensis PSU-MA34 (KLAIKLAY et al,
2012), Xylaria sp. BCC9653 (PONGCHAROEN et al., 2007), Xylaria sp.
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SCSIO 156 (CHEN et al., 2011), Xylaria sp. A23 (LI et al., 2012) e Xylaria sp.
PSU-G12 (RUKACHAISIRIKUL et al., 2013).

A biossintese das citocalasinas representadas por 46-67 tem como
aminodcido precursor a fenilalanina, no entanto, verifica-se uma diversidade
metabdlica em relagdo a esta classe de compostos, uma vez que, Xylaria sp.
PSU-F100 (RUKACHAISIRIKUL et al., 2009) € capaz de produzir a
aspocalasina xylarisina (66) e Xylaria euglossa a penocalasina B2 (67), uma
chaetoglobosina, pois 0 aminodcido incorporado € o triptofano. (WANG, et al.,

2005).

FIGURA 1.11 - Citocalasanas produzidas por espécies de Xylaria
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FIGURA 1.11 - Citocalasanas produzidas por espécies de Xylaria - continuagao

1.4 Estratégias para o aumento da diversidade metabdlica —
abordagem OSMAC

Os micro-organismos sao excelentes fontes de novas moléculas, as
quais podem ter aplicabilidade como protétipo nas dreas farmacéutica,
agroquimica, alimenticia e cosmética. O metabolismo secundario fungico é
estruturalmente bastante diversificado e sua fun¢do baseia-se, principalmente, na

autodefesa contra outros micro-organismos, uma vez que, o seu habitat natural
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os levas a desafios ecoldgicos pela condi¢do dindmica que o ambiente lhes
oferece (SHWAB e KELLER 2008, SUN et al., 2011).

Micro-organismos endofiticos representam um significante
reservatorio de diversidade genética e uma fonte importante para a descoberta de
novos metabdlitos secunddrios bioativos. Intimeros e importantes metabdlitos
descritos na literatura sdo produzidos por estes organismos. Entre estes,
destacam-se agentes anticancerigenos, imunossupressivos, antiparasitarios,
antibidticos, entre outros (GUNATILAKA, 2006). As interagdes entre o fungo e
o meio ambiente refletem no aumento da producdo de seus metabdlitos. Dessa
forma, os fungos endofiticos sdo uma fonte importante para a descoberta de
novos metabolitos secundarios bioativos, uma vez que crescem nos tecidos
internos de plantas e seu crescimento envolve continua interagdo metabodlica
entre 0s organismos.

Uma estratégia inicial tracada para a exploracdo do metabolismo
fingico, e consequente, busca de novos compostos, consistia em isolar um
amplo nimero de fungos dos mais variados ambientes como florestas tropicais,
desertos, areas glaciais e/ou isolar estes micro-organismos de diversas fontes,
tais como plantas, liquens, insetos, dentre outros. No entanto, estudos recentes
mostraram que O0s micro-organismos possuem um potencial genético
inexplorado para a producdo de metabodlitos secundérios, uma vez que, em
condicoes padronizadas de cultivo muitos desses genes estdo “silenciados”
(SCHERLACH e HERTWECK, 2009).

BODE et al. (2002) propuseram a abordagem denominada OSMAC
(One Strain Many Compounds), na qual uma unica cepa de micro-organismo ¢
capaz de produzir uma infinidade de compostos. Esta abordagem consiste em
mimetizar o meio ambiente, através de modificacdes nas condi¢des de cultivo,
sejam elas bidticas ou abidticas.

O fator bidtico baseia-se nas interacdoes entre 0S micro-organismos

no meio ambiente, as quais estdo relacionadas a competicdo por espaco €
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nutrientes € que estd diretamente envolvida na indugdo de metabdlitos
secundarios. Desta forma, o cultivo de um ou mais micro-organismos no mesmo
frasco fermentativo, pode levar a produ¢ao de novos metabodlitos que ndo eram
previamente observados nas culturas individuais de cada micro-organismo
(SCHERLACH e HERTWECK, 2009). Recentemente, OLA et al. (2013)
mostraram a influéncia da bactéria Bacillus subtilis 168 trpC2 no metabolismo
de Fusarium tricinctum. A interacdo entre ambos levou a um incremento nos
metabdlitos ja produzidos pelo fungo, além da producdo de trés novos
compostos, macrocaporna C, N-(carboximetil) 4&cido antranilico e
citreoisocumarinol, conforme pode ser visto na FIGURA 1.12. Os autores
mostraram que a producdo destas substancias ocorre de forma especifica, uma
vez que, o co-cultivo do fungo com Streptomyces lividans ndo promoveu a
producdo dos compostos mencionados.

Os fatores abioticos estao relacionados a modificagdes quimica e/ou
fisicas do meio de cultura. As modificacdes referentes aos parametros fisicos
relacionam-se com a temperatura, aeracdo € a incidéncia luminosa (MIAO,
2006) ja, dentre os pardmetros quimicos podem-se citar a variagdo da
concentracdo de fontes de carbono e nitrogénio, a alteracdo de pH, salinidade
(GOGOI et al.,, 2008, HUANG, et al., 2001) e a adigdo de precursores e
inibidores da biossintese de metabdlitos de interesse (CHRISTIAN et al., 2005).

Alteracdo do meio de cultura através da suplementacdo de
diferentes fontes de carbono pode promover um incremento na diversidade
quimica, uma vez que, este elemento € a principal fonte de energia.
Recentemente, foi relatada a produgdo de nafto-y-pironas diméricas pelo fungo
Aspergillus tubingensis em meio BD (batata-dextrose) (HUANG et al., 2010),
no entanto, quando o micro-organismo foi cultivado em arroz foram isoladas
quatro novas estruturas desta classe de compostos, rubasperona D, rubasperona
E, rubasperona F e a rubasperona G, conforme mostra a FIGURA 1.12

(HUANG et al., 2011).
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A fonte de nitrogénio é outro fator importante na producdo de
metabolitos secunddrios. Os micro-organismos sao capazes de utilizar uma
grande quantidade de compostos orginicos € inorganicos, bem como misturas
complexas, como peptonas, extratos de soja, levedura como fonte de nitrogénio,
para produzir as proteinas que sdo necessdrias ao seu desenvolvimento e
também na biossintese do metabolismo secundario. XIAOBO e colaboradores
(2006) demonstraram que altas concentragcdes de extrato de levedura (composto
por vitaminas, aminodcidos, lipideos, e outras substancias) prejudicaram o
desenvolvimento fungico e, por sua vez, suprimiu a biossintese de metabdlitos
secundarios. Em contrapartida, alguns pesquisadores relatam que meios de
cultura contendo altas concentracdes de extrato de levedura ou extrato de malte,
suplementados com minerais e quantidades traco de metais, geralmente, levam a
um incremento na variedade e na producdo de produtos naturais (FRISVAD et
al., 2008). ARALI et al. (2012) verificaram a resposta de Penicillium sp. AZ,
produtor do pigmento PP-V (FIG. 1.12), frente a variacdo de compostos
nitrogenados. Os experimentos mostraram que o ion amonio € mais eficiente na
producdo do pigmento quanto comparado ao nitrato, no entanto, o extrato de
levedura nédo levou a producdo da substancia.

WANG e colaboradores (2014) cultivaram o fungo marinho
Ascotricha sp. em meio Czapek, porém substituindo o sal MgSO, por MgCl,,
além disso, verificaram a influéncia da concentracdo do sal no metabolismo
secunddario fungico. Os pesquisadores mostraram que a aplicacdo da abordagem
OSMAC promoveu o aumento da diversidade quimica microbiana, uma vez que,
além dos metabdlitos ja conhecidos, o micro-organismo produziu, em baixas
concentracdes do sal, trés novos sesquiterpenos cariofilenos, 6-O-desmetil
pestalotiopsina A, 6-O-desmetil pestalotiopsina C e 6-O-desmetil pestalotiopsina
B, conforme ilustra a FIGURA 1.12. Este foi o primeiro relato da produgao

desta classe de compostos por fungo do género Ascotricha, sendo que andlogos
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destas substincias sdo comumente isolados dos fungos Humicola fuscoatra,
Pestalotiopsis sp. e Cytospora sp..

A abordagem OSMAC representa uma ferramenta de extrema
utilidade para elucidar o metaboloma dos diversos micro-organismos, ou seja,
deteccao e identificagdo dos metabolitos secundarios produzidos por um
determinado organismo (BODE et al., 2002). Embora uma alteracio sistematica
nos parametros de cultivo possa ser aplicada para linhagens selecionadas, a
abordagem OSMAC ¢ aleatdria e ndo permite o desenvolvimento de uma regra
comum para todos 0S micro-organismos, uma vez que, cada um terd uma
resposta particular definida pelo seu genoma (BODE, et al., 2002). O objetivo
subseqiiente da OSMAC estd relacionado com a identificacdo dos genes
responsdveis pela inducao ou alteracdo do padrdo metabdlico, cuja meta seria a
avaliacdo e determinacdo de quais compostos de um determinado meio de

cultivo seriam responsaveis pela inducdo da biossintese de metabdlitos

desconhecidos (BODE et al., 2002).
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Figura 1.12 - Metabdlitos secundarios obtidos através da abordagem OSMAC
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A caracteristica aleatéria da abordagem OSMAC para despertar a
biossintese de novos produtos naturais é fortemente dependente de se encontrar
as condicoes ideais para que os genes silenciados sejam expressos em
laboratério. Recentemente, técnicas modernas de génomica, regulacdo génica,
bio-informatica e epigenética vém sendo utilizadas para se compreender e

promover a expressao destes genes.

1.5 A espectrometria de massas na identificacio de micro-
organismos

A andlise por MALDI-TOF consiste em adicionar uma solu¢do da
matriz, geralmente um composto organico de baixa massa molecular, ao analito
e apOs a secagem e co-cristalizacdo da amostra-matriz, o “target” € introduzido
ao espectrOmetro de massas. O sistema amostra-matriz € irradiado com um feixe
de laser pulsado, o qual promovera a dessor¢ao e 1oniza¢ao da amostra (também
da matriz). Através da aplicacdo de uma diferenca de potencial os ions sao
encaminhados para a camara de voo (TOF), os quais serdao separados de acordo
com suas respectivas relacdo massa-carga (m/z) e, ao chegarem ao detector o
resultado € registrado em um grafico de m/z versus intensidade, conforme pode

ser visto na FIGURA 1.13.
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FIGURA 1.13 - Representacdes esquematica da analise por MALDI-TOF
(Adaptado de CLARK et al., 2013)
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A matriz tem um papel fundamental nas andlises por MALDI-TOF.
Estas sdo geralmente so6lidos cristalinos com baixa pressdo de vapor e, devem
apresentar como caracteristica absorver energia no comprimento de onda do
laser, promovendo, desta forma, a ionizacao da amostra. Além disso, devem ser
estaveis em regido de alto vacuo, soluveis em solventes compativeis com a
amostra, € misturarem-se com a amostra para que ocorra a co-cristalizacdo. Nos
casos em que sdo empregados laser na regido do UV, a matriz deve possuir
grupo cromoéforo para auxiliar na absor¢ao do laser, prevenindo a degradacao da
amostra.

As matrizes mais comumente utilizadas em andlises de
biomoléculas estdo representadas na FIGURA 1.14. Para andlises de
triacilglicerdis emprega-se, corriqueiramente, a matriz a-ciano-4-hidroxi 4cido
cinamico (BEAVES et al., 1989). A matriz 2,5-dihidroxi 4cido benzoico (DHB)
¢ frequentemente utilizada em andlises de proteinas digeridas, carboidratos,
glicopeptideos, proteinas e peptideos com massa inferior a 10 kDa
(ALBRETHSEN, 2007). As matrizes acido ferulico e sinapinico sdo utilizadas
em andlises de proteinas de elevada massa molecular (maior que 10 kDa), além

de melhorar a resolucdo de massa (BEAVES et al., 1989).

0 o]
N7 oH HO\@\)J\OH
CN
HO OH
a-ciano-4-hidroxi acido cindmico 2,5 dihidroxi acido benzdico
O O
_O
X "OH X "OH
HO HO
O\ O\
acido ferulico acido sinapnico

FIGURA 1.14 - Matrizes comumente utilizadas em analises de biomoléculas
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Uma estratégia bastante inovadora e que vem ganhando destaque no
meio cientifico € a utilizagdo da espectrometria de massas para identificagdo,
diferenciacao e classificacdo de micro-organismos, uma vez que, biomoléculas
especificas presentes nas células ou esporos microbianos, sdo utilizadas como
biomarcadores. A capacidade de registrar “fons biomarcadores”, em uma ampla
faixa de relacdo massa-carga (m/z), que sdo unicos € representativos para cada
micro-organismo, forma a base das aplicacdes atuais de espectrometria de massa
em microbiologia (FENSELAU e DEMIREYV, 2011). Durante a ultima década, a
espectrometria de massas empregando ionizacdo/dessor¢do a laser auxiliada por
matriz (MALDI) e analisador de massas por tempo de voo (TOF) tem se
mostrado uma ferramenta util para classificacdo e identificacdo de micro-
organismos. A facilidade de interpretacdo dos dados, devido a presenca
majoritiria de fons monocarregados e a geracdo de fons moleculares na regido
de alta relagdo massa-carga, fazem com que MALDI-TOF seja uma excelente
estratégia para a caracterizacdo de células intactas de micro-organismos.

Esta instrumentacdo tem alcancado éxito para diferenciacdo e
identificacdo de bactérias intactas, através da utilizagdo do perfil de proteinas
como biomarcadores especificos, dessa forma, diferentes espectros de massas
sdo obtidos para espécies distintas (VALENTINE et al., 2002).

A aplicacdo da técnica de identificacdo de fungos por MALDI-TOF
de células intactas, ICMS (espectrometria de massas de células intactas),
iniciou-se por volta do ano 2000, através das andlises dos fungos Aspergillus
Niger (LI et al., 2000), Penicillium spp., Scytalidium dimidiatum, Trichophyton
rubrum (WELHAM et al., 2000), sendo a metodologia de preparo de amostra
baseada em andlise de bactérias.

Diferentemente das bactérias, as células fungicas sdo maiores e
apresentam parede celular rigida, a qual € composta por diferentes
polissacarideos, peptideos, proteinas, lipideos, polifosfatos e sais inorganicos.

Diferentes espécies apresentam distingdo na composi¢ao da parede celular e,
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consequentemente, este fato pode ser usado como pré-requisito para
classificacio e diferenciacdo de espécies fungicas por MALDI-TOF
(KEMPTNER et al.; 2009).

A qualidade do espectro de massas de MALDI-TOF ¢ altamente
dependente do preparo de amostra, especialmente devido a complexidade dos
micro-organismos, uma vez que, nao existe um protocolo padronizado que possa
ser aplicado. Desta forma, pequenas variacdoes durante o preparo de amostra-

matriz, podem afetar o resultado de forma significativa.
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2.  Objetivos

O objetivo deste trabalho foi contribuir com o estudo quimico de
fungos da familia Xylariaceae. Neste sentido, explorou-se o metabolismo
secundario de dois micro-organismos endofiticos codificados como NICL3 e
NICLS, isolados de Cupressus lusitanica. Aplicou-se a abordagem OSMAC
frente o metabolismo do fungo NICLS, pela adicio de diferentes fontes
nitrogenadas, visando aumentar a diversidade metabdlica, especialmente em
relacdo a producdo de novas citocalasanas. Visou-se compreender a biossintese
das citocalasinas, especialmente da citocalasina D, através da administracdo de
precursores marcados isotopicamente tanto com "N e “C. Além disso,
empregou-se a técnica de MALDI-TOF com o objetivo de se tracar um perfil de
biomoléculas que fosse capaz de diferenciar os fungos pertencentes a esta
familia. Por fim, visou-se a criagdo de uma colecdo de Xylariaceae, e aplicou-se
o perfil de biomoléculas marcadoras criados por MALDI-TOF e o perfil

metabolomico obtido por HRMS para discriminar os membros desta familia.
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3. Parte Experimental

3.1 Materiais e equipamentos

3.1.1 Materiais utilizados para o isolamento e cultivo dos fungos
endofiticos

- Agar bacteriolégico SIGMA®;

- Agua destilada;

- Alcool 70%:

- Alcga de platina;

- Batata inglesa;

- Bico de Bunsen;

- Dextrose Mallinckrodt®;

- Laminas de bisturi;

- Papel de filtro qualitativo (80g @=12,5 cm) SATELIT®;

- Placas de Petri;

3.1.2 Equipamentos utilizados para o isolamento e cultivo dos
fungos endofiticos

- Autoclave vertical Phoenix AV 75 e Soc. FABBE 103;
- Capela de fluxo laminar VECO VLES -12M;
- Estufa de secagem e incubagdo FANEM 347 CD

3.1.3 Equipamentos utilizados em preparacio e analises de
amostras

- Agitador de tubos AP56 Phoenix
- Bomba LC10AD gradient pumps, Shimadzu;
- Cromatdgrafo a liquido (escala preparativa) LCL-10A, Shimadzu;
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- Detector de UV (PDA) para HPLC Shimadzu SPD-10A UV-Vis;

- Espectrometro triplo quadrupolo ESI, QuattroLC (Micromass) acoplado ao
HPLC Alliance 2605

- Espectrometro de massas Q-TOF impact HD -Bruker- acoplado ao UHPLC
Shimadzu Nexera (Bruker/Indaiatuba);

- Espectrometro de massas Synapt G2-S (Waters) acoplado ao UPLC Acquity
Class (Waters/Barueri);

- Espectrometro de massas Micro Tof-Q II -Brulker- acoplado ao sistema de
cromatografia liquida Shimadzu Prominence - (USP/S3ao Carlos);

- Espectrometro de massas Axima-CFR MALDI-TOF, Shimadzu Biotech Kratos
Analytical (Universidade de Tecnologia de Viena);

- Espectrometro de massas Autoflex Speed - MALDI-TOF, Bruker

- Espectrometros de Ressonincia Magnética Nuclear ARX-200;

- Injetor para HPLC Shimadzu Auto Injector SIL-10ADVp;

- Liofilizador, Analitica;

- Microondas LG Smart Dial modelo MS 158DDA;

- Modulo de comunicacio detector/computador em HPLC Shimadzu CBM-10A
Communication BUS Module;

- Rotaevaporador Biichi R-200 com banho de aquecimento Biichi B-490 e
rotaevaporador Biichi R-114 com banho de aquecimento Biichi B-480;

- Sonicador Btandson 1510.

3.2 Suportes cromatograficos e solventes utilizados

3.2.1 Suportes cromatograficos

- Cromatografia em camada delgada analitica: Silica gel em folhas sobre
aluminio (Alugram™ SIL G/UV,s,— Macherey-Nagel);

- Coluna cromatografica analitica Luna Phenyl-Hexyl 5 um, ( 250 X 4.60 mm);
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- Coluna cromatrografica Acquity UPLC BEH C18 1.7 um (2.1 x 50 mm);

- Coluna cromatografica analitica Shimpack XR-ODS III 2.2 pm (150 x 2.0
mm);

- Coluna cromatografica preparativa: Luna Phenyl-Hexyl 10 um (250 X 21,20

mm).

3.3 Solventes empregados

- Solventes para cromatografia em bancada: destilados no DQ-UFSCar;

- Solventes grau HPLC: acetonitrila, isopropanol Mallinckrodt, metanol J. T.
Baker, acido trifluoroacético TEDIA, H,O purificada MILLI-Q;

-Solventes deuterado: cloroférmio, metanol e 4cido trifluoro acético Cambridge

Isope Laboratories™™

3.4 Procedimento experimental

3.4.1 Cultivo dos fungos NICL3 e NICL5 isolados de Cupressus
lusitanica

Preparou-se o meio de cultura BDA cozinhando-se 60 g de batatas
descascadas e cortadas em cubos por 15 minutos em forno de microondas
(poténcia 60W) com 150 mL de dgua. Em seguida, filtrou-se com o auxilio de
uma gaze transferindo o caldo para um Erlenmeyer. Acrescentou-se 6,0 g de
dextrose e apds sua dissolucdo adicionou-se 4,5 g de 4dgar a mistura,
homogeneizando-a e completando-se o volume para 300 mL de dgua destilada.

O meio foi esterilizado em autoclave a 121°C e 1 atm de pressdo
por 15 minutos e, a seguir, foi adicionado em placas de Petri, previamente
esterilizadas.

Os fungos NICL3 e NICLS foram isolados anteriormente das folhas

de Cupressus lusitanica e depositado na micoteca do LaBioMMI com o codigo
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de LABIOMMI 455 e 445, respectivamente. Uma amostra do material fungico
foi retirada da micoteca e ativada em placas de Petri contendo o meio BDA

(Batata, Dextrose, Agar).

3.4.2 Estudo da influéncia de aminoacidos livres no metabolismo
de NICLS

Os ensaios foram realizados em meio liquido Czapek modificado,
variando-se os aminoacidos como fonte de nitrogénio. A TABELA 3.1 apresenta
a composicdo do meio e lista os aditivos nitrogenados e as suas respectivas
massas empregadas neste experimento. Para cada fonte nitrogenada descrita na
TABELA 3.1, o micro-organismo foi cultivado em triplicata em frascos de
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultura. Apds a esterilizacdo
do meio, o fungo NICLS5 foi inoculado e cultivado por 20 dias. Apds este
periodo, interrompeu-se o cultivo do micro-organismo por meio de filtracao do

micélio, sendo o filtrado particionado com acetato de etila (3 x 50 mL).

TABELA 3.1 - Composi¢ao do meio Czapek modificado (1,0 L) e aminoacidos
empregados no estudo de aditivos nitrogenados frente ao metabolismo do fungo

e NICL5
Composicdo do meio Czapek Aminodcido Massa (g)

Constituinte Massa (g) Alanina 1,740
K>HPO, 1,0 Glicina 0,980
MgSO,7H,0 0,5 Glutamato 3,320
KCl 0,5 Histidina 0,400
FeSO,7H,0 0,010 Isoleucina 1,120
glicose 30 Leucina 1,520
Prolina 0,800
Serina 0,940
Tirosina 0,460
Triptofano 0,240

Para estudar a possivel diferenciacdo metabodlica ocasionada pelos

aminodcidos utilizados neste experimento, realizaram-se andlises utilizando LC-
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MS. As andlises cromatograficas foram realizadas com coluna Luna 5u Phenyl
Hexyl, elui¢do gradiente e no modo reverso, empregando agua e acetonitrila
como fase mdvel. O gradiente utilizado encontra-se descrito na Tabela 3.2.

As andlises por espectrometria de massas empregaram fonte de
ionizacdo Electrospray no modo positivo e as condi¢des de sintonia do
equipamento estdao descritas na TABELA 3.2.

O volume de inje¢do de amostra foi de 25 pl e, a vazao foi de 1,0
mL/min., porém, necessitou-se de um divisor de fluxo para introducdo de 0,2

mL da amostra no espectrometro de massas.

TABELA 3.2 - Condi¢des empregadas nas andlises por LC-UV-MS (ESI+)

Tempo  Concentragdo
Experimento Full scan

(min.) B (%) 2
L 0 30 £, Capilar 336 V
= 10 50 £ & Cone 20V
= 30 80 S g Extrator 3,0V
31 100 3 Lentes de radiofreqiiéncia 0,68 V
35 100 g" Temperatura da fonte 50°C
36 30 Temperatura do probe 300°C
45 30

* (A) agua/ (B) acetonitrila

3.4.3 Efeito da influéncia das fontes de C e N na producido de
citocalasina D

Para verificar a influéncia da fonte de N cultivou-se NICL5 em
meio Czapek de acordo com o mostrado na TABELA 3.1. Ja para verificar a
influéncia da fonte de carbono, o micro-organismo também foi cultivado em
meio Czapek, tomando como fonte de nitrogénio o nitrato de sodio na
concentracdo de 3.0 g/L, variando-se a fonte de C (30 g/L): amido, celobiose ,

frutose, glicerol, glicose, maltose, rafinose, ramnose e sacarose.
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3.4.4 Cultivo do fungo NICLS frente a substratos halogenados

Promoveu-se o cultivo de NICL5 em meio Czapek modificado, cuja
composicdo estd descrita na TABELA 3.1, porém, substituindo o extrato de
levedura e o NaNOj; pelas fontes nitrogenadas apresentadas na TABELA 3.3. O
experimento foi realizado em triplicata em frascos de Erlenmeyer de 25 mL
contendo 5 mL de meio de cultivo. A TABELA 3.3 apresenta os substratos

halogenados e as massas utilizadas em 15 mL de meio de cultura.

TABELA 3.3 - Substratos N-halogenados

Substrato N-halogenado Massa (mg)
NH,CI 480
NH,Br 480
p-Cl-fenilalanina 15
p-Br-fenilalanina 15

Para avaliar o comportamento do micro-organismo frente aos
substratos mencionados, analisaram-se os extratos fungicos por LC-UV-MS,
empregando as condi¢Oes cromatograficas e de ionizagdo reportadas na
TABELA 3.2.

Cultivou-se o micro-organismo em larga escala (10 L) visando o
1solamento dos novos metabolitos produzidos a partir do meio de cultivo Czapek
enriquecido com NH4Br. O isolamento baseou-se no fluxograma representado

na FIGURA 3.1.
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Cultivo NICL5 em Czapek com NH4Br
20 dias

Caldo Fermentado

Extracdo com MeOH Particao AcOEt

Extrato MCL5_NH4Br Extrato PCL5_NH4Br

Hexano Dicloro Dicloro
(A) (B) AcOEt(C)

filtrante

=

HPLC preparativo

T

FIGURA 3.1- Fluxograma representativo das etapas de pré-purificacio e
isolamento dos compostos produzidos em meio de cultura Czapek suplementado
com NH,Br

3.4.5 Cultivo do fungo NICLS em meio Czapek suplementado com
derivados do acido benzoico

Aplicando-se a abordagem OSMAC no cultivo do fungo NICLS5
visando a producdo de uma maior diversidade quimica, adicionou-se no meio de
cultura Czapek, sem extrato de levedura, o dacido p-bromo benzoico. O
experimento foi realizado em sextuplicata, sendo o micro-organismo cultivado
em erlenmeyer de 500 mL com 100 mL de meio de cultura suplementado com
25 mg do acido. Apds o periodo de 20 dias de incubagdo, o crescimento fingico
foi interrompido através da filtragdo do meio de cultivo, sendo este particionado
com AcOEt (3x 600 mL) e o micélio extraido com EtOH. Ambos os extratos
foram analisados por LC-UV-MS, de acordo com a metodologia descrita no
item 3.4.2, TABELA 3.2, e comparados com o extrato flingico proveniente do
meio Czapek. Apds a andlise por LC-UV-MS os extratos fungicos foram

reunidos e, posteriormente fracionados empregando-se HPLC em escala

39



preparativa. Para a separacdo dos compostos utilizou-se como fase estaciondria
Phenyl-Hexyl 10 pm (250 X 21,20 mm) e fase mével constituida por dgua e
acetonitrila e modo de eluicdo gradiente conforme mostra a TABELA 3.4. O
volume de injecdo foi de 500 pL, a vazao de 12 mL/min e monitorados os
comprimentos de onde de 220 e 300 nm.

O procedimento de tratamento da amostra € o cromatograma da
separacao em escala preparativa sdo mostrados nas FIGURAS 3.2 e 3.3,

respectivamente.

TABELA 3.4 - Elui¢do gradiente utilizada na separagdo da fragdo LSA_apBrb

Tempo (min) %B
0 30

15 50

25 80

30 100

35 100

35,1 30

45 30

* (A) dgua/ (B) acetonitrila

Cultivo NICLs em Czapek com ac. p-Br benzoico
20 dias

Caldo Fermentado

Extragcao com EtOH Particao AcOEt

Extrato M_apBrb Extrato P_apBrb

Analise LC-MS Analise LC-MS

LSA_apBrb

HPLC prep

BEE 3 E3

FIGURA 3.2 - Fluxograma das etapas de extragdo, andlise e purificagdo dos
compostos de interesse presentes no extrato LSA_apBrb
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FIGURA 3.3 Cromatograma a 220 nm da fracdo LSA_apBrb representativo do
isolamento dos compostos presentes nas fracdes 7, 11, 16 e 40

Para verificar a influéncia do substituinte no substrato frente ao
metabolismo fungico, novos experimentos foram realizados utilizando-se os
acidos p-cloro, hidroxi, amino e nitro benzoicos. A metodologia de cultivo do
micro-organismo com estes substratos foi idéntica aquela efetuada com o acido

p-bromo benzoico.

3.4.6 Cultivo do fungo NICLS em meio Czapek suplementado com
precursores marcados isotopicamente

O fungo NICLS foi cultivado em meio Czapek enriquecido com 0,3
g/L. dos seguintes precursores marcados isotopicamente:
e Na”NO;
PNH,CI

e 1-3C fenilalanina
e 2.3C fenilalanina
e 2-"C glicina

e 3-C alanina

Cada experimento foi realizado em triplicata, sendo o fungo
cultivado em frascos de Erlenmeyer de 25 mL, contendo 5 mL de meio de
cultura. Ap6s o periodo de 20 dias, separou-se a massa micelial do meio de

cultivo. Os caldos fermentados de cada experimento foram particionados com
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AcOEt (3 x 15 mL) e apds a evaporacdo do solvente os extratos foram
armazenados em freezer a -5°C.

O preparo de amostra consistiu em solubilizar os extratos em 5 mL
de MeOH, os quais foram posteriormente submetidos a banho de ultrassom por
5 minutos. Em seguida, as amostras foram filtradas empregando-se filtros de
0,45 um e transferidas para vials de 2,0 mL. Deste modo, as amostras foram
analisadas por UHPLC-MS. As andlises cromatogréficas foram realizadas em
coluna Shimpack XR-ODS III 2.2 um (150 x 2.0 mm) e modo reverso de
eluicdo utilizando-se dgua e acetonitrila acidificados com 0,1% de 4dcido férmico
como fase mével. O gradiente utilizado encontra-se descrito na TABELA 3.5. O
volume de inje¢cdo de amostra foi de 2 pL e, a vazao foi de 0,2 mL/min.

As andlises por espectrometria de massas empregaram O
espectrometro de massas Bruker maXis Impact QTOF com fonte de
Electrospray e modo positivo de ionizagdo. As condi¢des de sintonia do

equipamento estdo descritas na TABELA 3.5

TABELA 3.5 - Condi¢des empregadas nas anélises por UHPLC/MS (ESI+)

Tempo Concentragao Experimento Full
(min.) B (%) < scan
0,0 15 2 Capilar 4,5kV
S R Varredura de
= 20 98 E 4 80-1080
= «© g massa
= © : 10 mmol/L
D
5 Calibrante CHO,Na

* (A) agua/ (B) acetonitrila ambos acidificados com 0,1% de acido formico
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3.4.7 Estudo do metabolismo de NICL3 e NICLS em meio de
cultivo Czapek suplementado com extrato de levedura

Promoveu-se o cultivo de NICL3 e NICLS em meio Czapek
(composi¢cao TABELA 3.1), no entanto, foi utilizado nitrato de s6dio (3,0 g/L)
além de extrato de levedura (20 g/L). O experimento foi realizado empregando-
se 16 erlenmeyers de 1000 mL contendo 300 mL de meio de cultivo.

Ap6s 20 dias de cultivo de NICL3, o micro-organismo foi separado
do caldo fermentativo, através de filtracdo a pressdo reduzida. O micélio foi
extraido com MeOH (3x 500 mL) e concentrado em rotaevaporador. Em
seguida, foi realizada particdo com acetato de etila (3 x 500 mL). Os 5,0 L de
caldo fermentativo foram congelados em ultra freezer (-80°C) overnight e, na
sequéncia, liofizados até reduzir o volume para cerca de 1,0 L. Em seguida, o
meio de cultura foi particionado com acetato de etila (3 x 1000 mL).

O extrato proveniente do micélio fungico foi submetido a processos
de pré-purificacdo, no qual este foi fracionado em coluna filtrante empregando
como eluentes hexano, diclorometano, diclorometano:acetato de etila (1:1),
acetato de etila e acetato de etila:metanol (1:1).

A fracdo MCL3_pAfDA foi submetida a cromatografia liquida de
bancada, empregando-se ODS (10 x 45 cm) como fase estaciondria € metanol
como eluente. O processo desenvolvido na pré-purificacdo e isolamento dos

metabdlistos de NICL3 estdo representados na FIGURA 3.4

Ja o estudo do metabolismo de NICLS5 envolveu processo de pré-
purificacdo da amostra similar ao desenvolvido para NICL3, no entanto,
empregou-se HPLC preparativo. Para a separacdo dos compostos utilizou-se
como fase estaciondria Phenyl Hexyl 10 um (250 X 21,20 mm) e fase movel
constituida por dgua e acetonitrila. A separagdo ocorreu com modo de elui¢ao
gradiente, conforme mostra a TABELA 3.6. Foi utilizada vazao de 17 mL/min e
monitorados os comprimentos de onda 210 e 220 nm.
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Cultivo NICL3 em Czapek com ext. levedura

20 dias

Caldo Fermentado

Extragcdo com MeOH
"MCL3"

Particdo AcOEt

Particao AcOEt

Extrato particionado
MCL3_pA

filtrante

Dicloro:AcOEt AcOEt:MeOH
1:1 1:1

MCL3_pAfDA_ | ODS

I

FIGURA 3.4 - Fluxograma das etapas de extracdo, pré-purificacdo e isolamento
dos compostos de interesse presentes no extrato MCL3_pAfDA

TABELA 3.6 - Elui¢do gradiente utilizada na separacado das fracdes
MCLS5_pAfDA e MCL5_pAfA

Tempo (min) %B
0 40
10 50
25 80
35 100
50 100
52 40
62 40

*(A) dgua/ (B) acetonitrila ambos acidificados com 0,1% de acido férmico

Além das citocalasinas ja produzidas pelo fungo, foram isolados de
MCLS5_pAfDA as fragdes, 13, 15 e 19. J4 de MCLS5_pAfA isolou-se a fragdo 9.
Estes metabdlitos foram analisados, posteriormente, por RMN e espectrometria
de massas. A FIGURA 3.5 mostra um fluxograma que resume as etapas de

cultivo, pré-purificacdo e isolamento dos compostos.
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Cultivo NICLs em Czapek com ext. levedura
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FIGURA 3.5 - Fluxograma das etapas de extracdo, pré-purificacdo e isolamento
dos compostos de interesse presentes no extrato MCLS5_pAfDA e MCL5_pAfA

As FIGURAS 3.6 e 3.7 representam os cromatogramas a 210 e 220
nm referentes as separagdes dos compostos 13, 15 e 19 de MCL5_pAfDA e 9 de
MCLS5_pAfA.
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FIGURA 3.6 - Cromatograma a 210 e 220 nm da fragado MCL5_pAfDA
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FIGURA 3.7 - Cromatograma a 210 e 220 nm da fracao MCL5_pAfA
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3.4.7.1 Avaliacio da atividade biolégica dos metabdlitos
secundarios isolados frente a inibicio da enzima
acetilcolinaesterase

Os metabdlitos secundarios isolados de NICL3 e NICLS5 foram
avaliados frente a inibicdo da enzima acetilcolinaesterase, de acordo, com o
descrito por VANZOLINE et al., 2003 e consistiu em monitorar por
espectrometria de massas a inibicdo da conversdao da acetilcolina em colina,
tendo como referéncia a substancia tacrina como inibidor. Desta forma, solugdes

de cada metabdlito foram preparadas na concentracdo de 1mg/mL e diluidas

para 200 uM para os ensaios de inibicao.
3.4.8 Analise por MALDI-TOF

As anélises das amostras fungicas foram adquiridas no equipamento
AXIMA CFR" da companhia Shimadzu Biotech Kratos Analytical, equipado
com laser de nitrogénio (A= 337 nm). Todos os espectros de massas foram
gerados no modo positivo linear, usando delayed extraction otimizado para m/z
8000, intensidade do laser 83 unidades arbitrarias (escala relativa de 0-180).
Gate device utilizado foi de m/z 1500 para remover os ions de m/z abaixo deste
valor, os quais podem estar relacionados a cluster de matriz, pequenos peptideos
e contaminantes desconhecidos. Calibrou-se o equipamento através de
calibracdo externa utilizando as proteinas insulina, citocromo C e apomioglobina

na concentrag¢ao de 4 pmol/uL.

3.4.8.1 Cultivo dos fungos para estudo do perfil das biomoléculas
por MALDI-TOF

Ambos 0s micro-organismos foram cultivados tanto em meio de cultura
solido BDA (batata-dextrose-agar), AA (aveia-agar), MEA (extrato de malte-

peptona agar), como em meio liquido Czapek, Czapek enriquecido com 2% de
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extrato de levedura, ME (extrato de malte). Apds o crescimento dos micro-

organismos estes foram submetidos aos experimentos de MALDI-TOF.
3.4.8.2 Matrizes e cristalizacao

Para avaliar qual matriz forneceria a melhor obten¢cdo dos picos
foram testadas quatro matrizes em diferentes concentracoes (TABELA 3.7).

O solvente para solubilizar a matriz também € um fator importante
para obter bons resultados por MALDI-TOF, no entanto, este fator nao foi
avaliado, uma vez que diversos trabalhos realizados no grupo do Prof. Giinter
Allmaier apontam o sistema acetonitrila, 0,1% de TFA aquoso (7:3) como 6timo
para cristalizagdo e ioniza¢cdo da amostra/matriz (KEMPTNER, et al., 2009).

Quatro técnicas de cristalizacdo foram empregadas, thin-layer,
dried droplet, volume technique e sandwich. A técnica thin-layer consistiu em
depositar a solucdo de matriz (0,75 puL) no sample target e apOs secagem a
temperatura ambiente, aplicou-se o mesmo volume da amostra. Na técnica
sandwich, procede-se de maneira igual ao preparo thin-layer, no entanto, aplica-
se uma segunda camada de matriz (0,75 uL) sobre a amostra. J4 na técnica
dried-droplet, aplicou-se primeiramente a amostra (0,75 puL) e, na sequencia,
igual volume de solugdo de matriz, sendo a mistura amostra-matriz
homogeneizada diretamente no sample target utilizando a ponteira da pipeta. Na
cristalizagdo denominada de volume technique misturou-se igual volume de
matriz e amostra em um micro tubo Eppendorf " e, ap6s a homogeinizagio,
aplicou-se a mistura no sample target. A co-cristalizacdo em todas as quatro
técnicas de preparo de amostra foi monitorada utilizando-se 0 microscopio
optico (Nikon) e as imagens registradas com a camera DS-5M (Nikon).

A FIGURA 3.8 ilustra as quatro técnicas de co-cristalizacdo da

amostra/matriz utilizadas neste trabalho.
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FIGURA 3.8 - Técnicas de co-cristalizacdo matriz/amostra

TABELA 3.7 - Concentra¢ao de matrizes avaliadas na anélise por MALDI-TOF
MS de espécies de Xylaria

Matriz Abreviatura Concentracao
mg/mL
acido sinapinico SA 10; 30
acido ferulico FA 10; 30
acido 2,5-dihidroxi benzoico DHB 10
acido a-ciano-4-hidroxi cindmico CHCA 6; 10

3.4.8.3 Protocolos de preparo de amostra

Além de analisar o micro-organismo de forma intacta, ou seja,
transferindo a masssa micelial diretamente ao sample target, foram também
avaliados diferentes protocolos de extracdo das biomoléculas microbianas. A
TABELA 3.8 lista os protocolos utilizados no desenvolvimento do projeto.

O protocolo A caracterizou-se por empregar uma solucdo 4cida
composta por acido formico 70%. Inicialmente transferiu-se o material fingico a
um tubo de Eppendorf previamente contendo 500 puL de dgua ultra pura. Em
seguida, adicionou-se 900 pl. de etanol e homogeneizou-se a mistura com o
auxilio de um vortex. Apds a agitacdo, a mistura biolégica contendo 4gua e
etanol foi centrifugada a 13000 rpm por 1 minuto. Em seguida, a soluc¢ao hidro-
alcoodlica foi removida e transferiu-se ao Eppendorf, 500 pL. da solu¢gdo aquosa
de dcido férmico. Apds agitagdo, foi adicionado volume igual de acetonitrila e a
mistura novamente agitada. Logo depois deste procedimento, 0,75 pL da
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solucdo extratora foi analisada. Foram também avaliados trés tempos de
extracdo (10, 20 e 30 minutos) bem como a utilizacio ou n3o de banho de
ultrassom.

O protocolo B empregou como extrator uma solucdo aquosa de
bicarbonato de amonio, preparada em pH 7,5; 8,0 e 8;5. Este protocolo consistiu
em expor o material fiingico a solu¢do bésica em trés diferentes tempos, 10; 20 e
30 minutos, sob agitacio com ou sem utilizacdo de banho de ultrassom. Apds os

periodos de tempo avaliados a solucao foi analisada.

TABELA 3.8 - Protocolos de preparo de amostra fungica avaliados na anélise
por MALDI-TOF MS

Protocolo Caracteristica Referéncia
A Extra¢do com 4c. féormico SZABADOS et al., 2010
B Extracdo com NH,HCO; WANG et al., 1998
C Uso do produto natural timol

Solu¢ao de matriz com diferente .
D CHALUPOVA et al., 2012
concentra¢ao de TFA

O protocolo C consistiu em submeter as células fungicas a uma
solucdo 12 mM de timol. Foram preparadas oito solucdes, sendo que a diferenga
entre elas consistiu na varia¢ao do solvente. Cada solucdo foi preparada através
da pesagem de 18 mg de timol, o qual foi solubilizado em: etanol:0,1%TFA
(7:3), acetonitrila:0,1%TFA (7:3), etanol e acetonitrila (1:1):0,1%TFA (7:3),
1sopropanol:0,1%TFA (7:3), etanol:0,1% NH4HCOsqq, (7:3), acetonitrila:0,1%
NH,HCO3,q, (7:3), etanol e acetonitrila (1:1): 0,1% NHHCOsqq, (7:3),
isopropanol:0,1% NH4HCOj3,, (7:3).

O material fungico foi transferido a um micro tubo da marca
Eppendorf ™ e a ele adicionados, separadamente, 30 uL de cada solucdo de
timol. O material foi centrifugado por 15 minutos e, em seguida, 0,75 uL do

material extraido foi depositado no sample target.
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O protocolo D empregou como solu¢do extratora a propria solu¢ao
de matriz (SA), acetonitrila e d4gua (7:3), no entanto, variando-se a concentracao
do 4cido. Desta forma, foram avaliadas as concentragdes de 0,1; 0,3; 0,5; 1,0 e
2,5% vIv). Apés 20 minutos de exposi¢do das células fingicas, a solucdo

extratora foi analisada.

3.9 Estudo do perfil quimico dos representantes da colecao de
micro-organismos da familia Xylariaceae

3.9.1 Preparo de amostra para aquisicao do perfil de biomoléculas
por MALDI-TOF

O preparo de amostra para andlise dos fungos pertencentes a familia
Xylariaceae foi baseado no protocolo implementado pelo Dr. Douglas Ferreira
para a constru¢do da biblioteca de micro-organismos do Laboratério de
Bioquimica Micro-molecular de Micro-organismos (LaBioMMi). Este protocolo
emprega a técnica do esfregaco, a qual consiste em friccionar o material
microbiano diretamente na placa de MALDI. Além disso, a biblioteca de dados
espectrais foi construida com espectros de massas adquridos utilizando-se a
matriz CHCA.

Os micro-organismos analisados foram previamente cultivados, em
duplicata, em placas de Petri contendo meio de cultura malte 2%.

O primeiro passo executado foi o preparo da solucdo de matriz
CHCA (Sigma-Aldrich) na concentragio de 20 mg/mL. A matriz foi adicionada
uma solucdo composta por dgua/acetonitrila (1:1) acidificada com 0,1% de acido
trifluoro acético e, posteriormente, a mistura foi colocada em banho de
ultrassom por cinco minutos para a total solubilizacdo. Em seguida, o micro-
organismo foi friccionado em nove spots do sample target (placa de aco ground
steel MTP 384 Bruker Daltonics) com auxilio de uma haste de madeira

esterilizada. Vale ressaltar que a andlise foi realizada empregando-se duplicatas
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de placas de cultivo dos micro-organismos sendo, desta forma 18 pontos
amostrados para cada isolado da colecdo. Apds a aplicacao do material fungico,
1,0 uL da solug¢ao de matriz foi adicionado sobre a amostra. Apds a secagem, a
temperatura ambiente, os dados foram adquiridos em duplicata no espectrometro
de massas Autoflex Speed (Bruker Daltonics) controlado pelo software
FlexControl 3.3.

A andlise dos micro-organismos foi executada no modo positivo de
ionizacdo, empregando-se a fonte de ionizacdo montada com laser 1 KHz
Smartbeam-II laser (355 nm) no modo linear. Cada réplica foi adquirida no
modo automdtico com movimento randomico do feixe de laser, sendo a cada
movimento utilizado 250 tiros, onde 1500 disparos com resolugdo e intensidade
pré-definidos no software “fuzzy logic” foram somados para cada espectro
adquirido. Para a calibracio do equipamento foi utilizado o padrao PCSI

(Protein Calibration Standart, Bruker Daltonics)

3.9.2 Extracao dos metabdlitos secundarios via micro-extraciao

A metodologia de micro-extracdo baseia-se na difusdo dos
metabolitos através do meio de cultura. Desta forma, foram removidos seis
discos do meio de cultura contendo o micro-organismo, sendo estes transferidos
a um tubo de vidro. Na sequencia, adicionou-se uma mistura de solventes,
metanol, acetato de etila e diclorometano (1:2:3) e apds 20 minutos de extracdo
em banho de ultrassom, o extrato foi transferido a um frasco de vidro limpo,
sendo posteriormente evaporado em capela de exaustdo. Os frascos foram
armazenados em freezer a -5°C até serem analisados. Vale ressaltar que a micro-
extracao foi realizada em duplicata de placas de cultivo para cada isolado.

O preparo de amostra consistiu em ressuspender 0os extratos em
SmL de metanol. Em seguida, uma aliquota de 500 uL de cada amostra foi
transferida para frascos de vial. Posteriormente, as amostras foram diluidas para
1,5 mL, empregando-se uma mistura de dgua: metanol (1:1). S6 entdo, as
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amostras foram analisadas por UPLC-HRMS. A FIGURA 3.9 ilustra um

esquema simplificado da metodologia utilizada.

LC-MS
LC-MS/MS

FIGURA 3.9 - Representacdo do processo de micro-extracdodos dos metabdlitos
secundérios e andlise por UPLC-MS

As andlises cromatograficas foram realizadas em coluna Acquity
UPLC BEH CI18 1,7 um (2,1 x 50 mm), elui¢do gradiente € no modo reverso,
empregando dgua e acetonitrila acidificados com 0,1% de 4cido férmico como
fase movel. O gradiente utilizado encontra-se descrito na TABELA 3.9.

As andlises por espectrometria de massas empregaram fonte de
ionizacdo Electrospray no modo positivo e as condi¢des de sintonia do
equipamento estdo descritas na TABELA 3.9. O volume de injecdo de amostra

foi de 5 pL e a vazao foi de 0,5 mL/min.

TABELA 3.9 - Condi¢des empregadas nas analises por UPLC/MS (ESI+)

Tempo Concentragdo

&  Experimento Full scan
(min.) B (%) §
0,0 25 ﬁ Capilar 3,0kV
o 80 90 ° Cone 30V
ﬁ 9,0 98 ‘E Temperatura da fonte 120°C
)
9.1 ’5 g Temperatura~de 550°C
= dessolvatacao
10,0 25 2 Varredura de massa 100-1500
& 10 mmol/L
2 :
Calibrante CHO,Na

* (A) dgua/ (B) acetonitrila ambos acidificados com 0,1% de dcido formico
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4. Resultados e discussao

4.1 Aplicacao da abordagem OSMAC frente a NICLS visando o
aumento da diversidade metabolica

4.1.1 Administracao de aminoacidos livres ao meio de cultura

Trabalhos anteriores realizados no grupo LaBioMMI mostraram
que o metabolismo de NICL5 em meio Czapek enriquecido com extrato de
levedura € fortemente direcionado para a producdo de citocalasinas,
principalmente as citocalasinas C, D e Q (AMARAL, 2009 e AMARAL et al.,
2014), as quais tém como precursor biossintético o aminoacido fenilalanina. Ha
na literatura relatos da producao de citocalasanas por duas espécies distintas de
Xylaria, nos quais os aminoécidos precursores sao a leucina e o triptofano
(RUKACHAISIRIKUL et al., 2009 e WANG et al., 2005), desta forma, fungos
deste género sdo aptos a produzirem aspocalasinas e chaetoglobosinas. A
FIGURA 4.1 ilustra as citocalasinas produzidas por NICLS5, além da xylarina e
da penocalasina B2, produzidas por X. sp. PSU-FI00 e X. euglossa,

respectivamente.

Ono

Xylarina Penocalasina B2

FIGURA 4.1 - Citocalasinas C, D e Q produzidas por NICLS5, xylarina
produzida por X. sp. PSU-F100 e penocalasina B2 produzida por X. euglossa
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A abordagem OSMAC tem como premissa induzir a expressdao do
metabolismo secundario e/ou “despertar” genes silenciados através de pequenas
modificacdes no meio de cultivo e, desta maneira, aumentar a diversidade
quimica produzida pelo micro-organismo. Com esta finalidade e inspirados pelo
fato da producdo de aspocalasina e chaetoglobosina por fungos do género
Xylaria, avaliou-se o efeito da administragcdo de aminoécidos livres a0 meio de
cultura de NICLS, a fim de averiguar a incorporacdo destes e consequente
producdo de novas citocalasanas.

A area destacada em vermelho da FIGURA 4.2 evidencia a
producdo das citocalasinas D (16,48 min), C (20,97 min) e Q (23,08) nos
diferentes extratos. Na andlise por LC-UV-MS verificou-se que a aplicacdo da
abordagem OSMAC frente a NICLS ndo promoveu um aumento da diversidade
metabdlica, uma vez que, ndo foi observado o aparecimento de novas bandas
cromatograficas nos extratos suplementados com os aminoéacidos, sendo o perfil
cromatogréafico destes similares ao perfil do extrato proveniente do meio de
cultura controle (Czapek enriquecido com extrato de levedura). Vale mencionar
que as pequenas diferencas na intensidade das bandas sdo de cunho quantitativo
em relacdo as substancias ja produzidas pelo micro-organismo.

Em dissonancia com o resultado mostrado na FIGURA 4.2, WANG
e colaboradores (2011) observaram um incremento na diversidade quimica do
fungo marinho Spicaria elegans, também produtor de citocalasanas, ao
administrarem o aminodcido triptofano. Contudo, o micro-organismo nao
incorporou o precursor, mas produziu trés novas citocalasinas com a cadeia
policetidica aberta. Vale mencionar que a abordagem OSMAC ¢€ aleatoria € ndao
permite a criacdo de uma regra comum aplicivel para todos os micro-
organismos, pois a resposta ao estimulo € intimamente dependente do genoma

de cada organismo (BODE et al., 2002).
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FIGURA 4.2 - Cromatograma a 220 nm dos extratos correspondentes a0os meios
Czapek suplementados com: (A) extrato de levedura, (B) alanina, (C) acido
glutamico, (D) glicina, (E) fenilalanina, (F) leucina, (G) prolina, (H) serina, (I)
tirosina e (J) triptofano

4.1.2 Administracao de substratos halogenados ao meio de cultura

Outra estratégia visando aumentar a diversidade quimica de NICL5
foi a suplementacdo do meio de cultura do micro-organismo com fonte de
nitrogénio contendo 4dtomo de halogénio, uma vez que, fungos do género
Xylaria tem a habilidade de produzir compostos organoclorados (JOONG-
ADEBOYA et al., 1996, DAVIS, 2005 e JOONG-HYEOQOP et al., 2005).

55



A adicdo de precursores halogenados € um método pratico na
obten¢do de produtos naturais halogenados. A introdu¢do de dtomos de F, Cl e
Br na estrutura quimica de um produto natural pode melhorar a estabilidade,
biodisponibilidade e bioatividade e, consequentemente, estes compostos sdao de
grande valor em quimica medicinal (GOSS et al., 2003).

Dessa forma, para avaliar o efeito da adi¢do de precursores
halogenados no metabolismo de NICLS, administrou-se, separamente, OS
aminodcidos p-bromo fenilalanina e p-cloro fenilalanina ao meio de cultura do
fungo. Os extratos brutos foram analisados por LC-UV-MS nas condi¢des
descritas na sessao 3.4.2 de acordo com a TABELA 3.2. A FIGURA 4.3 ilustra
os cromatogramas a 220 nm , no qual (A) representa o experimento controle, em
comparagdo com o0s extratos obtidos dos meios suplementados com p-bromo
fenilalanina (B) e p-cloro fenilalanina (C).

Notam-se diferencas considerdveis entre o0s cromatogramas,
entretanto, a distingdo mais significativa € observada no cromatograma referente
ao meio suplementado com p-bromo fenilalanina (FIGURA 4.4B), pois
observou-se o aparecimento de bandas cromatograficas em 10,08 min, 19,52
min e 25,47 min. As demais diferencas sdo de natureza quantitativa em relacao
aos compostos ja produzidos pelo micro-organismo e ndo serao discutidas, pois

o objeto de estudo € a inducdo da biossintese de novos metabdlitos.
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FIGURA 4. 3- Cromatograma a 220 nm dos extratos correspondentes aos meios
Czapek suplementados com (A) extrato de levedura, (B) p-bromo fenilalanina e
(C) Czapek p-cloro fenilalanina

A andlise por LC-UV-MS permitiu correlacionar cada uma das
novas bandas com seus respectivos espectros de massas, como mostra a
FIGURA 4.4. A simples inspe¢ao dos espectros de massas informa que o micro-
organismo nao utilizou o precursor p-bromo fenilalanina para a producio de
citocalasinas bromadas, uma vez que, os ions moleculares protonados mostrados
nos espectros de full scan, t€m massa inferior em comparacao as citocalasinas C,
D e Q. (507 Da). No entanto, constata-se a presencga de trés derivados bromados,
em razdo dos espectros A e B possuirem perfil isotdpico caracteristico de um
dtomo de bromo, pois [M+H+2]" tem intensidade de 98% de [M+H]". J4 o
espectro C apresenta perfil isotOpico intrinseco de dois d&tomos de Br, devido a
presenca de [M+H]", [M+H+2]" e [M+H+4]" na propor¢do de 1:2:1. Desta

maneira, 0 micro-organismo deve ter biotransformado o aminoécido bromado.
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FIGURA 4.4 - Espectros de massas full scan, dos compostos presentes nas

bandas: (A) 10,08 min, (B) 19,52 min e (C) 25,47 min

Para obter informacgdo estrutural dos compostos bromados e tentar

presumir as modificacdes que o fungo desenvolveu na estrutura do precursor,

realizaram-se experimentos de fons produtos, empregando ESI+, de m/z 268,

328 e 458, conforme pode ser visto na FIGURA 4.5.
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FIGURA 4.5 - Espectros de ions produtos de: (A) m/z 286 - 10,08 min, (B) m/z

328 - 19,52 min e (C) m/z 458 - 25,47 min
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No espectro de fons produtos de m/z 286, FIGURA 4.5A, notam-se
perdas caracteristicas de dgua (18 Da), ceteno (42 Da) e acido férmico (46 Da).
A partir destas informagdes, propOs-se a ocorréncia de uma N-acetilagao, pois a
perda de 4cido férmico indica que a por¢ao acida da molécula ndao sofreu
alteracdo, desta forma, prop0Os-se a estrutura representada na FIGURA 4.6. Para
justificar os demais ions observados no espectro de fons produtos, sugeriu-se o

mecanismo de fragmentagdo representado na FIGURA 4.7.

0

o
Br HN\H/

0
FIGURA 4.6 - Estrutura quimica proposta para o composto em 10,08 min

A protonacao da hidroxila leva a formacgdo de m/z 286 e o par de
elétrons ndo ligante do oxigénio carboxilico assiste a saida de dgua, levando ao
ion acilium de m/z 268. Em seguida, o par de elétrons nao ligante do nitrogénio
assiste a saida de CO, gerando m/z 240, pico base do espectro de ion produtos. A
partir de m/z 240 ocorre uma eliminacdo neutra de ceteno e consequente
formacdo do fon de m/z 198. A perda direta de 4cido férmico (46 Da) também
leva ao ion de m/z 240. A perda neutra de ceteno a partir de m/z 286 produz m/z
244.

Os dados experimentais sdo compativeis com aqueles obtidos por
FILL (2014), no qual o fungo Penicillium brasilianum promoveu a N-acetilacdao
da fenilalanina bromada, mecanismo este que o autor correlaciona com o
metabolismo secundario flngico, pois o0s compostos majoritariamente
produzidos sdo N-acetilados.

H4 relatos na literatura de que organismos procariontes e
eucariontes realizam reacOes de N-acetilacdo para detoxificar compostos

xenobioticos (TAKENAKA et al.,, 2013). Logo, acredita-se que NICLS
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promoveu a N-acetilagdo da fenilalanina bromada como estratégia para tornar o

substrato menos toxico ao seu metabolismo.
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FIGURA 4.7 Proposta de fragmentacao de m/z 286

Infelizmente ndo foi possivel sugerir estruturas para os compostos
representados nos espectros de massas B e C da FIGURA 4.5. Embora, no
espectro de ions produtos de m/z 328 (FIGURA 4.5B) sejam observadas perdas
de agua e CO ou perda direta de 4cido formico, que o grupo acido do substrato
nao sofreu modificacao.

Vale mencionar que as citocalasinas D, C e Q foram produzidas
neste experimento. Este fato sugere que o micro-organismo “prefere” produzir a
sua propria fenilalanina, a partir do precursor administrado, e direcioné-la para a
biossintese destes compostos, logo, a biossintese das citocalasinas pelo fungo
em estudo ndo aparenta ser flexivel. A FIGURA 4.8 ilustra o cromatograma de

ions extraidos de m/z 508.
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FIGURA 4.8 - Cromatograma de ion extraidos m/z 508 referente as citocalasinas
D,CeQ

Em contraste com o resultado obtido neste estudo, GE e
colaboradores (2011) induziram a biossintese de chaetoglobosinas halogenadas
(FIG. 4.9), através da suplementacdio do meio de cultura de Chaetomium
globosum com 5-F, 5-Cl e 5-Br triptofano. Os derivados halogenados
apresentaram melhor atividade imunossupressora em comparacdo com as

moléculas originais.

COOH

X X NH,
\) _Tmsynthase _C gobosum
N serine N

H PLP H

%

1 X=H Chaetoglobosina J
1laX=F

1bX=Cl

1c X= Br J

3 X=H Chaetoglobosina B 2 X=H Chaetoglobosina A
3aX=F 2aX=F

3b X =Cl 2b X =Cl

3¢ X=Br 2¢ X=Br

FIGURA 4.9 - Adicao de precursor halogenados ao meio de cultivo de C.
globosum e consequente producio de chaetoglobosinas halogenas (Adaptado de
GE et al., 2011)

Outra abordagem ainda visando obter citocalasinas halogenadas

consistiu em substituir o extrato de levedura e 0 NaNOj; (fontes de nitrogénio do
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meio de cultura Czapek) por NH,Br e NH,Cl, de acordo com o procedimento
descrito no item 3.4.2. Apds a obtencdo dos extratos, andlises por LC-UV-MS
foram implementadas, e os resultados obtidos confrontados com o experimento
controle.

Comparando-se os cromatogramas em 220 nm dos extratos Czapek
enriquecido com extrato de levedura (controle), Czapek suplementado com
NH;Br e NH4CI, verificou-se uma diferenca no perfil da producdo dos
metabolitos secundarios, no entanto, a maior diversidade metabdlica €
evidenciada no meio de cultura com adicdo de NH,Br, devido ao aparecimento
de trés bandas cromatograficas na regido compreendida entre 18,0-21,0 min e
uma banda em 27,68 min, como pode ser visto na FIGURA 4.10. Observou-se
ainda a producdo das citocalasinas D e C em ambos os extratos suplementados

com o ion amodnio como fonte de nitrogénio.
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FIGURA 4.10 - Cromatograma a 220 nm dos extratos dos meios Czapek: (A)
extrato de levedura, (B) NH4Br e (C) NH,Cl

Processando o cromatograma de {ons totais do extrato
suplementado com NH,Br, constatou-se a presencga de quatro novos metabdlitos,
trés dos quais com propor¢ao isotdpica caracteristica da presenca de bromo,

conforme ilustra a FIGURA 4.11.
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FIGURA 4.11 - Espectros de massas full scan dos novos metabdlitos produzidos
por NICLS mediante o uso de NH4Br como fonte de nitrogénio

Os elevados valores de [M+H]" associados aos novos metabolitos
sugerem a produ¢ao de citocalasinas diferentes das ja conhecidas. Para averiguar
esta proposicao comparou-se o perfil de fragmentacdo da citocalasina D com os
compostos alvos. Deste modo, a FIGURA 4.12 ilustra o espectro de ions
produtos de m/z 508. De acordo com o mecanismo de fragmentacdo proposto,
representado pela FIGURA 4.13, a protonacdo do oxigénio carboxilico do éster
levou ao ion de m/z 508. No caminho (a) observou-se a perda de 60 Da,
referente ao 4cido acético, devido a delocalizacao dos elétrons da dupla ligacao,
levando ao ion de m/z 448. No caminho (b) verificou-se a formagdo de m/z 490
devido a uma desidratacdo e a subsequente perda de acido acético levou ao ion
de m/z 430, pico base do espectro. No caminho (c) tem-se a protonacdo no
nitrogénio da lactona, o qual teve sua carga restabelecida devido a assisténcia do
par de elétrons ndo ligantes do oxigénio da carboxila e, em consequéncia,
ocorreu a abertura do anel lactamico. Em seguida, através da conjugacdo dos
elétrons ndo ligantes do nitrogénio ocorrem as perdas sucessivas de CO e da
por¢do policetidica, gerando, desta forma, o ion de m/z 120, caracteristico do

aminoacido fenilalanina.
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FIGURA 4.12 - Espectro de ions produtos de m/z 508 referente a citocalasina D
obtidos com 15 eV
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FIGURA 4.13 - Proposta de fragmentacao de m/z 508 - citocalasina D

A FIGURA 4.14 representa os espectros de fons produtos de m/z
538, 586, 604 e 618, respectivamente. A comparacdo destes com o espectro de
ions produtos da citocalasina D evidencia um perfil de fragmentacdo idéntico,

com perdas de dgua (18 Da), acido acético (60 Da), perda concomitante de dgua
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e 4cido acético (78 Da), além da presenca do ion de m/z 120, diagndstico das
citocalasinas biossintetizadas a partir do aminodcido fenilalanina. Mediante
estas informacgdes, tem-se que a substituicdo da fonte nitrogenada por NH,Br
induziu o metabolismo fungico a produzir novas citocalasinas, inclusive

citocalasinas bromadas.
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FIGURA 4.14 - Espectro de ions produtos de m/z: (A) 538, (586, (C) 604 e (D)
618 obtidos com energia de colisdo de 15 eV

A halogenacdo da maioria dos produtos naturais como 0S
antibidticos vancomicina e cloranfenicol, bem como do agente quimioterapico
rebecamicina, deve-se a acdo da enzima halogenase dependente de flavina, a
qual catalisa a formacdo de uma ligacdo carbono-halogénio usando FADH,
fornecido pela flavina redutase, um ion haleto e O,. A reacdo entre o FADH; e o
oxigénio leva a formagdo de um intermediario FAD(C4a)-OOH e este por sua
vez reage com haleto (X)), resultando na producdo do X*. A espécie eletrofilica
X" ir4 atuar como agente de halogenacdo. A FIGURA 4.15 ilustra a formacdo de
X" pela a¢do da enzima halogenase dependente de flavina (adaptado de DONG,
et al., 2005 e YEH, et al., 2007).
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Do espectro de ions produtos da FIGURA 4.13B-D, referente as
citocalasinas bromadas, extrai-se a informacdo de que a bromag¢do nao ocorreu
no anel aromadtico, pois se a incorporacdo do bromo tivesse acontecido nesta
posi¢do, observar-se-ia um incremento de 79 Da no ion diagndstico da

fenilalanina.
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H N
(0] HPO
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)

X-
FIGURA 4.15 - Representacdo esquemética da produ¢do de HOX no sitio ativo

da enzima halogenase dependente de flavina (Adaptado de DONG, et al., 2005 e
YEH, et al., 2007)

Visando o isolamento, purificacdo, e elucidacdo estrutural das
novas citocalasinas produzidas por NICLS5, promoveu-se o cultivo do micro-
organismo em 10 L de meio de cultura. Apds o desenvolvimento fungico o
extrato foi obtido e fracionado mediante a descri¢do na secdo 3.4.4. Através de
novos fracionamentos foram obtidas fragdes ricas nos compostos alvo, no
entanto, inimeros problemas com o equipamento de HPLC preparativo
resultaram na perda da grande maioria dos compostos, restando somente uma
parte da fracao LSA_CL5_NH,Br_C13, a qual continha o composto de m/z 538.
Esta fracdo foi submetida a andlises por espectrometria de massas de alta
resolucdo e RMN de uma e duas dimensdes. A diferenca de massa de 30 Da
observada entre o composto de m/z 538 e as citocalasinas C, D e Q (m/z 508),
sugere que o micro-organismo deve ter incorporado um grupo -CH,OH em
alguma destas estruturas. Esta proposicado € consistente com a férmula molecular
C3H3oNO; ([IM+H]" exp 538,2785, calc 538,2799), segundo mostra o espectro
de massas de alta resolu¢ao na FIGURA 4.16.
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FIGURA 4.16 Espectro de massas de alta resolu¢dao do composto presente na
fracdo LSA_CL5_NHBr_C13

Para realizar uma identificacdo mais direcionada, dividiu-se as
estruturas das citocalasinas C, D e Q em trés porcdes distintas, como pode ser
visto na FIGURA 4.17. Nota-se que as porcdes destacadas em preto e azul,
referentes ao aminoacido fenilalanina e ao macrociclo, sdo idénticas para as trés
substincias. Pelo espectro de ions produtos de m/z 538, verifica-se, devido a
presenca de m/z 120, que a porcdo relacionada ao aminodcido ndo sofreu

alteracao.

FIGURA 4.17 - Estruturas quimicas das citocalasinas C, D e Q divididas em trés
por¢oes

No espectro de "H RMN, representado na FIGURA 4.18 verificou-
se a presenca de dois hidrogénios metilénicos em & 4,12 (d; 10,8 Hz) e 6 3,91(d;

10,8), os quais, no COSY (FIGURA 4.19), correlacionam-se somente entre si,
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desta forma, devem estar ligados a um carbono quaterndrio. A andlise do
espectro de HMBC permitiu identificar a posicdo na qual o grupo -CH,OH foi
introduzido, pois além de apresentar acoplamento com os carbonos C-9 em 6
56,5; C-3 em 659,2; C-4 em 6 67,1 apresenta também correlacio com um
carbono quaterndrio sp’ C-11 em & 133,4. Deste modo, o grupo -CH,OH foi
introduzido na posi¢do 4 da citocalasina C. A FIGURA 4.22 ilustra a estrutura
quimica da nova citocalasina produzida por NICLS5, com as principais

correlagdes observadas nos espectros de COSY e HMBC.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.C
f1 (ppm)

FIGURA 4.18 - Espectro de RMN de hidrogénio da fracao
LSA_NH,Br_C13 (MeOH, 600MHz)
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FIGURA 4.21 - Espectro de HMBC da fragao LSA_NH,Br_C13 (MeOH).
(A) Ampliacdo das correlacdes entre oy 4,15-3,86/ d¢ 69,0-52,0

FIGURA 4.22 - Estrutura quimica proposta para a substincia presente na fracao
LSA_CL5_NH4Br_C13 com base nas principais correlagdes observadas no
COSY e HMBC

As citocalasinas pertencem a uma ampla classe de metabdlitos
secunddrios, cujas estruturas sao muito diversificadas, porém este é o primeiro

relato de uma modificagdo estrutural na posicao 4.
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A fim de checar a viabilidade da estrutura proposta, prop0s-se um
mecanismo de fragmentacdo para justificar os ions observados no espectro de
ions produtos de m/z 538 mostrado na FIGURA 4.14A.

De acordo com o mecanismo sugerido na FIGURA 4.23, ocorreram
perdas de 18, 60 e 78 Da de forma idé€ntica ao mecanismo proposto para a
citocalasina D. No entanto, ao observar o mecanismo indicado no caminho (b),
verificou-se, apds a perda de 4cido acético, um rearranjo de hidrogénio, o qual
levou a perda de metanol e consequente formacao do ion de m/z 428. Nota-se no
caminho (c) que a presenca do grupo -CH,OH nao interferiu no mecanismo de

formacao de m/z 120.

m/z 538 m/z 478

HxO /(b)

m/z 428

n
@/VNHQ
m/z 120

FIGURA 4.23 - Proposta de fragmentagao para m/z 538
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A sintonia entre os dados de espectrometria de massas € RMN,

comprovam que NICLS produziu uma estrutura inédita, na qual foi introduzido

o grupo —CH,OH na citocalasina C. Esta estrutura pode ser denominada de 4-

hidroximetil citocalasina C, conforme mostra a FIGURA 4.24. A TABELA 4.1

sumariza os dados de RMN que permitiram identificar a nova citocalasina.

TABELA 4. 1- Dados de RMN da citocalasina da 4-hidroximetil citocalasina C

Posicdo H (%) HSQC COSY HMBC

1 - 175,1 - 8

2 -

3 3,38 (m) 59,2 10a/b 10

4 - 67,1 - 10

5 - 133,5 - 26

6 - 133,5

7 3,81(d, 10,2) 65,5 HS, 12 -

8 2,43 (t,10,2) 50,7 7,13 13

9 - 56,5 - -
10a  288(dd, 132e98) ., 3, 10b 1,2
10b 3,05 (dd; 13,2 ¢5,2) ’ 3, 10a i
11 1,14 (s) 16,8 - 8, 12
12 1,14 (s) 16,8 7 8, 11
13 5,72(dd; 15,5¢10,3) 131,6 8, 14 -
14 5,27 (m) 134.,6 13, 15b -
15a 2,02 (m) 18.8 14, 15b, 16 -
15b 2,40 (d, 12,9) ’ 14, 16 -
16 2,85 (m) 43,37 15a/b, 22 -

17 - 210,1 -

18 - 78,6 - -

19 5,97 (dd; 159e2,4) 133,0 20 -
20 5,31 (159 ¢ 2,4) 1294 19,21 -

21 5,86 (t, 2,4) 76,7 20 -
22 1,15 (s) 19,6 - 17
23 1,50 (s) 24,5 - 17,19
24 - 170,5 - -

25 2,30 (s) 20,6 24
26a 4,13 (d, 10,8) 68.4 26b 3,4;9, 11
26b 3,92 (d, 10,8) ’ 26a 3,4, 11

(*) entre parénteses estio representados a multiplicidade, constante de acoplamento e a integracdo, respectivamente.
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FIGURA 4.24 - Estrutura quimica da 4-hidroximetil citocalasina C

Na tentativa de “forcar” o micro-organismo a produzir novamente
os compostos bromados, diferentes meios de cultivo foram preparados,
variando-se a fonte de nitrogénio entre NaNOj; suplementado com KBr e NH,Br,
além de variar o pH entre 7,0 e 5,0. No entanto, os compostos bromados nao
foram produzidos. Sabe-se que a padronizacdo das condi¢des de cultivo € de
extrema importancia, pois qualquer variacdo seja nos constituintes do meio de
cultura, temperatura de cultivo, aeracdo, pH pode afetar a reprodutibilidade do
experimento.

Mediante os espectros de full scan e de ions produtos observados
nas FIGURAS 4.11 e 4.14, pode-se inferir que o micro-organismo deve ter
bromado uma das citocalasinas C, D ou Q resultando, desta forma, no
metabolito de m/z 586. J4 a bromacdo de uma citocalasina que possua uma
hidroxila a mais do que as citocalasinas C, D e Q pode ter produzido o
metabolito de m/z 604, enquanto que a introducdo do atomo de bromo na 4-
hidroximetil citocalasina C pode ter levado ao ion de m/z 618.

Analisando o extrato proveniente do meio de cultura suplementado
com NH,CI, verificou-se a produgao das citocalasinas ja produzidas pelo fungo.
Processando os espectros de massas em busca das diferencas metabdlicas,
verificou-se que nao houve a producdo de compostos clorados, visto que, a
presenca de cloro pode ser facilmente reconhecida devido a sua proporcdo
isotOpica caracteristica, ou seja, [M+H+2]" com intensidade de 30% em relacdo

a [M+H]".
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4.1.3 Cultivo do fungo NICLS em meio Czapek suplementado com
derivados do acido benzoico

Aplicando-se a abordagem OSMAC frente ao fungo NICLS5 visando
a producdo de uma maior diversidade metabdlica, adicionou-se no meio de
cultivo o 4cido p-bromo benzoico. A fim de se verificar o metabolismo fungico
os extratos P_apBrb (particio) e M_apBrb (micélio) foram analisados por LC-
UV-MS, de acordo com a metodologia descrita no item 3.4.2 TABELA 3.2, e
comparados com o extrato fungico proveniente do meio Czapek enriquecido
com extrato de levedura.

A FIGURA 4.25 mostra os cromatogramas em 220 nm de ambos os
extratos suplementados com o acido p-bromo benzoico e o extrato fingico
oriundo do meio Czapek enriquecido com extrato de levedura. Verifica-se um
perfil cromatografico diferente na regido compreendida entre 10 e 20 minutos, o
qual indica a influéncia do composto aromatico no metabolismo fungico.
Processando-se a bandas dos extratos P_apBrb e M_apBrb, constatou-se a
producgido de quatro derivados bromados, pois os espectros de A-C, mostrados na
FIGURA 4.26, possuem perfil isotdpico caracteristico da presenca de um adtomo
de bromo. Ja o espectro D apresenta perfil isotdpico caracteristico de dois
dtomos de Br, devido a presen¢a de [M+H]", [M+H+2]" ¢ [M+H+4]". Vale
mencionar que O micro-organismo produziu também as citocalasinas ja

observadas neste estudo.
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FIGURA 4.25 - Cromatogramas em 220 nm dos extratos fungicos provenientes
dos meios de cultura (A) Czapek, (B) Czapek suplementado com acido p-Br
benzoico - LSA_P_apBrb, (C) Czapek suplementado com dcido p-Br benzoico -
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FIGURA 4.26 - Espectros de massas full scan dos compostos produzidos devido
a influéncia de 4cido p-Br benzoico no meio de cultivo de NICLS5

O isolamento dos compostos bromados consistiu em ajustar os
parametros cromatograficos visando a separacdo por HPLC em escala
preparativa. Deste modo foi empregada coluna Phenyl Hexyl com elui¢cdao

gradiente, utilizando-se como fase movel dgua e acetonitrila e detec¢ao por UV
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no comprimento de onda 220 nm. Este sistema permitiu isolar os quatro
compostos bromados codificados como LSA_apBrb7, LSA_apBrbll,
LSA_apBrbl6 e LSA_apBrb40. A caracterizacdo estrutural das substancias
1soladas baseou-se em analises de RMN de uma e duas dimensoOes, além de
experimentos de LC-MS e LC-MS/MS. Vale mencionar que a elucidacdo
estrutural nao seguird a ordem de elui¢ao dos compostos.

O espectro de '"H RMN da fracio LSA_apBrb16, representado na
FIGURA 4.27, possui apenas trés sinais, dois dos quais sao dubletos na regidao
de hidrogénios arométicos, referentes a H-2 e H-6 em 6 7,48 (d, 8,2 Hz, 2H) e
H-3 e H-5 em 6 7,24 (d, 8,2 Hz, 2H). As constantes de acoplamento de 8,2 Hz,
caracteristicas de acoplamento orto entre os hidrogénios, indicam que o anel €
para substituido e, desta forma, o micro-organismo deve ter incorporado o acido
p-bromo benzoico. O singleto em J 4.64 (s, 2H), regido desblindada do espectro,
deve estar na vizinhanga de um grupo retirador de elétrons como o oxigénio de
um 4alcool, deste modo, sugere-se que O micro-organismo promoveu uma
reducdo no acido p-bromo benzoico levando ao dlcool correspondente, como

pode ser visto na FIGURA 4.28.
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FIGURA 4.27 - Espectro de RMN de hidrogénio em cloroférmio da fracao
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FIGURA 4.28 - Estrutura quimica do 4lcool p-bromo benzilico produzido por
NICLS5 devido a reducdo do 4cido p-Br benzoico

Confrontando os dados de RMN e espectrometria de massas de alta
resolucdo, percebeu-se que a massa do composto identificado € maior do que a
observada no espectro de massas representado na FIGURA 4.29A. No entanto, a
desidratacdo do élcool na fonte de ionizagdo do espectrometro de massas, leva
ao fon observado, o qual € um derivado do ion aromatico tropilio, conforme
mostra a FIGURA 4.29B.
(B)

n +
/©/\OH /(Ej/EVOHZ = Xj /©
_— 0y +
Br :Br Br Br

m/z 186.9756 m/z 168.9649

Intens +MS, 13.7-13.9min #314-827

! (A) 168.9649

1004 170.9627

40

169.9677 171.9660

T T T T T T T T T T T
164 166 168 170 172 174 176 178 mz

FIGURA 4.29 - (A) Espectro de massas de alta resolug¢ao do dlcool p-bromo
benzilico. (B) Desidratagdo do alcool p-bromo benzilico e consequente
formacao do ion tropilio bromado

Os dados espectroscopicos mostraram que O miCro-organismo
promoveu a reducdo do 4cido p-bromo benzoico ao seu correspondente édlcool,

evidenciando, desta forma, que o fungo deve possuir um sistema enzimatico
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capaz de promover esta reacdo. Este resultado é de grande importancia, uma vez
que, para ocasionar esta reacdo em condi¢des laboratoriais se faz necessario o
uso de um agente redutor forte como o LiAlH,.

Biorredu¢des microbianas de acidos carboxilicos estdo intimamente
relacionadas a natureza do micro-organismo. Micro-organismos anaerobios
como Clostridium thermoaceticum, C. formicoaceticum, Pyrococcus furious,
promovem a reducdo do 4cido ao aldeido devido a acdo da enzima aldeido
oxiredutase (AOR), uma enzima altamente sensivel a oxigénio e dependente de
tungsténio ou molibdénio (WHITE et al., 1989, 1991, 1993 van der BAN, 1999).
A reducgdo ao 4lcool € catalisada por desidrogenases dependentes de NAD(P)H.
Por outro lado, biorredugdes de dacidos carboxilicos em condi¢do aerdbica tem
sido extensivamente estudada por ROSAZZA e colaboradores (1997, 1998,
2004, 2007, 2008). Esta bioconversao esta relacionada a enzima &cido
carboxilico redutase (CAR), a qual € dependente de ATP e NADPH.

A reducdo do acido p-bromo benzoico ao alcool correspondente
evidencia que o fungo NICLS5 deve possuir a enzima CAR. Baseado nas
pesquisas de ROSAZZA propds-se 0 mecanismo catalitico da biorreducao do
acido p-bromo benzoico, como representado na FIGURA 4.30. O ciclo catalitico
inicia-se pela ligacdo do acido ao ATP, formando um intermedidrio acila-AMP
(ROSAZZA, 1998). A unidade sulfidrila do grupo prostético da fosfopanteteina
representada por HS-CAR reage com o intermedidrio acila-AMP, eliminando
adenosil monofosfato e gerando uma ligacdo covalente entre o acido p-bromo
benzoico e a CAR. O tioester € reduzido na porcdo C terminal da CAR pelo
NADPH levando ao aldeido e deixando a CAR livre para iniciar outro ciclo
catalitico (VENKITASUBRAMANIAN et al., 2007). A reducdo do aldeido ao

alcool provavelmente € catalisada por NAD(P)H.
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FIGURA 4.30 - Ciclo catalitico da redu¢do do acido benzoico ao alcool
correspondente (Adaptado de VENKITASUBRAMANIAN et al., 2007)

A integracdo do espectro de ressonancia de '"H RMN do composto
LSA_apBrbl1, mostrado na FIGURA 4.31, apresentou dez hidrogénios. E
possivel observar a presenca de quatro hidrogénios aromaticos, H-2 e H-6 em 6
7,72 (d; 8,7; 2H) e H-3 ¢ H-5 em 6 7,62 (d; 8,7; 2H). As constantes de
acoplamento dos hidrogénios indicam substitui¢do para. Além disso, verificam-
se hidrogénios metilénicos, H-8 em 6 3.42 (t, 7,0 Hz, 2H), H-9 em 6 1,91 (quint;
7,0 Hz; 2H) e H-10 em & 2,38 (t; 7,0 Hz; 2H), sendo que o quintupleto em 6 1,91
correlaciona-se com os outros dois metilenos no espectro de COSY, mostrado na
FIGURA 4.32. A andlise do espectro de HMBC, FIGURA 4.33, evidencia a
presenca de dois carbonos com deslocamento quimico caracteristico de
carboxila. Pelo espectro de massas de alta resolu¢do, mostrado na FIGURA
4.34, constata-se que, além da presenca de um dtomo de Br, o composto deve
possuir um atomo de N, pois [M+H]*, m/z 286,0074, é par. Desta maneira, a
molécula deve possuir um grupo amida, o qual deve estar adjacente ao anel
aromadtico e ao metileno em 6 3,42, pois observa-se no HMBC as correlacdes de
H-2 e H-6 em 6 7,72 e de H-8 em 0 3,42 com o carbono carboxilico C-7 em 06
167,6; como mostram as linhas tracejadas em azul na FIGURA 4.33. J4 o

segundo grupo carboxila deve estar adjacente a H-10 em 6 2,38, dado o
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acoplamento deste hidrogénio com o carbono C-11 em o6 176,1, com
deslocamento quimico caracteristico de d4cido carboxilico. Ademais, o
quintupleto em & 1,91 também correlaciona-se com esta carboxila
(acoplamentos representados pelas linhas tracejadas em verde). Desta forma,
propde-se a estrutura mostrada na FIGURA 4.35 com as principais correlagdes

observadas no COSY e no HMBC destacadas.
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FIGURA 4.31 - Espectro de RMN de hidrogénio em metanol de apBrb11
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FIGURA 4.32 - Espectro de COSY de LSA_apBrbl1 em metanol
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FIGURA 4.34 - Espectro de massas, full scan, de LSA_apBrb11
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FIGURA 4.35 - Estrutura quimica proposta para LSA_apBrb11
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A observacdo da estrutura proposta mostra que 0 micro-organismo
foi capaz de incorporar o 4cido y-aminobutirico. O GABA € produzido por
fungos filamentosos € desempenha diversas fun¢des, como fonte de carbono e
nitrogénio, além de estar envolvido em mecanismos de esporulacio (KUMAR e
PUNECAR, 1997). No entanto, hd poucos trabalhos na literatura sobre
metabdlitos secundarios contento este composto (LAATSCH, 1991,
MALMSTROM, 1999 ¢ MALMSTR®M et al., 2002] e, desta forma, este € o
primeiro relato da producdao do GABA por fungos do género Xylaria.

Os dados de espectrometria de massas de alta resolu¢do corroboram
com a estrutura proposta, uma vez que, a formula molecular sugerida ¢
C H;,BrNO; (m/z 286,0074 [M+H]", calc 286,0073). No entanto, para
confirmar esta informacdo foi realizado experimento de ions produto de
[M+H]", com energia de colisdo de 10 eV, como mostra a FIGURA 4.36.

Na proposta de fragmentacdo observada na FIGURA 4.37,
visualiza-se, inicialmente, a perda de agua, levando ao fon de m/z 267,9991.
Porém, se a protonagdo ocorrer no N da amida, a assisténcia do par de elétrons
nao ligante do O da carboxila da amida leva a estabiliza¢do da carga positiva no
nitrogénio e a saida do GABA, formando o fragmento de m/z 182,9450,

justificando, desse modo, a estrutura proposta.

Intens. +MS2(286.0089), 10.0eV, 0.3-0.6min #17-34,

8000 -

182.9450

6000

4000

2000
286.0089
*

267.9991
0 JJ l | . Ll

T T T T T
180 200 220 240 260 280 mz

FIGURA 4.36 - Espectro de ions produtos de m/z 286,0089
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FIGURA 4.37 - Proposta de fragmentacao do composto presente na fragao
LSA_apBrbl1

A TABELA 4.2 sumariza a atribuicdo dos dados de RMN que

permitiram identificar o composto presente na fracio LSA_apBrbl11.

TABELA 4.2 - Dados de RMN de acpBrb11 (metanol)

Posicio H () COSY HMBC
1 - - -
2 7,72 (d; 8,7; 2H) 3 1,7
3 7,62 (d; 8,7; 2H) 2 1,4
4 i, - ,
5 7,62 (d; 8,7; 2H) 6 1,4
6 7,72 (d; 8,7; 2H) 5 1,7
7
8 3,42 (t; 6,9; 2H) 7 7,9, 10
9 1,91 (quint; 7,1; 2H) 5,6 8, 10, 11
10 2,38 (t; 6,8; 2H) 7 8,7, 11
11 - -

(x) entre parénteses estdo representados a multiplicidade, constante de acoplamento e a integracdo, respectivamente.

Através dos dados de espectrometria de massas e ressonancia
magnética nuclear, verificou-se que 0 micro-organismo promoveu a
incorporacdo de uma unidade do 4cido y-aminobutirico, o qual € derivado do
aminodcido acido glutdmico. Sabe-se que plantas e mamiferos sdo capazes de
incorporar unidades de aminodcidos a acidos carboxilicos aromaticos, como
forma de detoxificar substincias exdgenas a seus organismos (KORTE, et al.,
2000 e DARNELL e WEIDOLF, 2013). Baseado em DARNEL ¢ WEIDOLF
(2013) propds-se o mecanismo catalitico mostrado na FIGURA 4.38, o qual
consiste em trés etapas. Na primeira etapa, catalisada pela acyl-CoA sintetase
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(ACS), ocorre a ativacdao do 4cido p-bromo benzoico pelo ATP, gerando um
intermedidrio acila adenilado (acil-AMP). Na segunda etapa o grupo acil-AMP ¢é
substituido pela CoA, formando um intermedidrio entre o 4cido carboxilico
aromatico e a CoA. J4 a ultima etapa envolve a troca da CoA por um
aminodcido, reacdo esta catalisada pela enzima N-aciltransferase, produzindo,
desta forma, um aminoécido conjugado ao 4cido carboxilico aromaético. Deste
modo, sugere-se que o fungo deve ter promovido a conjugacdo do &cido
glutamico ao acido p-bromo benzoico e apds uma descarboxilacdo, levou ao

composto presente na fracdo LSA_apBrbl 1.

0]

(0] 0] (0]
ACS ACS N-aciltransferase
OH O-AMP S-CoA OH
/©)J\ PPi ( AMP ( CoA ﬁ /\/\ﬂ/
Br ATP Br CoA Br 0

acido glutamico  Br

FIGURA 4.38 - Conjugacdo de aminodcido com 4cido p-bromo benzoico
(Adaptado de DARNELL E WEIDOLF, 2013)

Com base em experimentos de espectrometria de massas de alta
resolucdo, espectro de massas representado na FIGURA 4.39, estabeleceu-se a
formula molécular do composto presente na fracdo LSA_apBrb40 como
CsH7Br,NO; (m/z 453.9637 [M+H]", calc 453.9648), requerendo 10 graus de
insaturacdo. A comparacio do espectro de 'H RMN, FIGURA 4.40, com os dos
compostos presentes nas fracoes LSA_ apBrb16 e LSA_ apBrbl1 mostra grande
similaridade entre eles. O espectro de 'H RMN de LSA_apBrb40 permite
identificar dois sistemas aromdticos para substituidos, com os hidrogénios H-
2/H-6 em 6 7,57 (d; 8,2 Hz; 2H), H-3/H-5 em 6 7,63 (d; 8,2 Hz; 2H), H-14/H-18
em 0 7,18 (d; 8,3 Hz; 2H) e H-15/H-17 em ¢ 7,48 (d; 8,3 Hz; 2H). Observa-se
também a presenca de quatro grupos metilénicos H-9 o 1,19 (quint; 7,1 Hz; 2H),
H-10 6 2,51 (t; 6,9 Hz; 2H), além de outros dois ligados a heterodtomos, H-8 6
3,52 (t; 6,9 Hz; 2H) e H-12 em 0 5,08 (s). O espectro de COSY (FIGURA 4.41)

mostra as correlacdes entre H-9 e H-8 e H-10, assim como no caso do composto
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da fracdo LSA_apBrbll, indicando, desta forma, a presenca do 4cido v-
aminobutirico. Os hidrogénios H-12 & 5,08 devem estar ligados a um oxigénio
de um éster, devido ao deslocamento quimico, pois no espectro de HMBC,
mostrado na FIGURA 4.42 observa-se a correlagdo de H-12 com o carbono
carboxilico C-11 em 173,6. Verifica-se ainda a correlagdo de H-12 com C-13 em
0 134,5 e C-14 em 6 129,9, indicando que este estd adjacente ao anel aromatico.
De acordo, com todas as informagdes obtidas por espectrometria de

massas € por RMN, propds-se a estrutura representada na FIGURA 4.43, na qual

as principais correlacoes de COSY e HMBC estao destacadas.
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FIGURA 4.39 - Espectro de massas full scan da amostra LSA_apBrb40
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FIGURA 4.43 - Estrutura proposta para a substancia presente na fracdo apBrb40

A TABELA 4.3 apresenta os dados de RMN que permitiram a

identificacdo da amostra presente na fracao LSA_apBrb40.

TABELA 4.3 - Dados de RMN de LSA_apBrb40 (400 MHz, CDCl5)

Posicio 'H (») COSY HMBC
1 - - -
2 7,57 (d; 8,2; 2H) 3 1,4
3 7,63(d; 8,2; 2H) 2 1,7
4 . , i
5 7,63(d; 8,2; 2H) 6 1,4
6 7,57 (d; 8,2; 2H) 5 1,7
7 - - -
8 3,52 (q; 6,2; 2H) 9 7,9, 10
9 1,91 (quint; 6,7; 2H) 6, 10 8,10, 11
10 2,51 (t; 6,9; 2H) 9 8,9,11
11 - - -
12 5,08 (s) - 11,13, 14
13 - - -
14 7,18 (d; 8,3; 2H) 15 12, 16,
15 7,48 (d; 8,3; 2H) 14 13, 16
16 - - -
17 7,48 (d; 8,3; 2H) 18 13, 16
18 7,18 (d; 8,3; 2H) 17 12, 16

(*) entre parénteses estio representados a multiplicidade, constante de acoplamento e a integracdo, respectivamente.

Realizou-se também experimento de ions produtos, conforme pode
ser visto na FIGURA 4.44.

Para justificar os fragmentos observados no espectro de {ions
produtos, foi realizada uma proposta de fragmentacdo, a qual estd representada
na FIGURA 4.45. Verifica-se a ionizacdo da substancia através da protonacdo

do O do éster, levando ao ion molecular protonado de m/z 453,9637. O primeiro
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fragmento observado € o ion de m/z 267,9955, o qual possui propor¢do isotépica
caracteristica de um atomo de Br. Através do efeito mesomérico o par de
elétrons ndo ligante do O carboxilico assiste a saida do dalcool p-bromo
benzilico, levando ao ion acilium de m/z 267,9955. Ja o ion de m/z 168,9649 ¢é
gerado de maneira andloga ao ion anterior, no entanto, a delocalizacio eletronica
no anel aromatico é quem assiste a saida do 4cido carboxilico, conduzindo a

formacao do ion tropilio bromado.

Imens‘i +MS2(453.1064), 10.0eV, 12.0min #712
x10°

455.9625

] 168.9649
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FIGURA 4.44 - Espectro de ions produtos com energia de colisdo de 10 eV
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FIGURA 4.45 - Proposta de fragmentacao de m/z 453,9637

Através das andlises espectroscOpicas mencionadas conclui-se que
0 micro-organismo utilizou os compostos presentes nas fracoes LSA_apBrbl1 e
LSA_apBrbl6 para produzir o composto presente na fracio LSA_apBrb40, o

qual é uma substincia inédita.
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A andlise da fracdo LSA_apBrb7 por espectrometria de massas de
alta resolucao mostrou o ion de m/z 349,0274 (calc. 349,0281) correspondente a
[M+H]", indicando a massa molecular de C;3H;;BrOy (FIGURA 4.46) e 6 graus

de instauracao.

Intens. +MS, 7.1-7.2min #421-429, Background Subtracted!
349.0274
351.0253

14
350.0302 352.0307

343.1305 353.0408
0 . : A Y f . , " i A ; : : : : :
340 342 344 346 348 350 352 354 356 358 mz

FIGURA 4.46 - Espectro de massas full scan do composto presente na fracao
LSA_apBrb7

Os dados de "H RMN, representado na FIGURA 4.47, mostram a
existéncia de um sistema aromatico para substituido com os hidrogénios H-2/H-
6 em o 7,49 (d; 8,4 Hz; 2H) e H-3/H-5 em 6 7,35 (d; 8,4 Hz; 2H), além de dois
hidrogénios oximetilénicos H-7a em ¢ 4,63 (d; 12,2 Hz; 1H) e H-7b em 6 4,43
(d; 12,2 H; 1H), indicando a presenga de um sistema semelhante ao observado
para o dalcool p-bromo benzilico. Ademais, observam-se cinco hidrogénios
metinicos referentes a H-1" em ¢ 4,80 (d; 3,8 Hz; 1H), H-2’ em 6 3,32 (dd; 9,7 e
3,8 Hz; 1H), H-3’em 6 3,57 (dd; 9,7 € 9,1 Hz; 1H), H-4’ em 6 3,20 (m) e H-5’
em 6 3,50 (ddd; 9,8; 5,6 e 2,3 Hz; 1H) e dois hidrogénio metilénicos H-6’a em 6
3,70 (dd; 11,8 e 2,3 Hz; 1H) e H-6’b em 6 3,56 (dd; 11,8 e 5,6 Hz; 1H). A
FIGURA 4.48 ilustra o espectro de °C RMN, no qual sdo observados seis
carbonos, C-1’ em 6 99,4, C-2’ em 6 73,5, C-3’em 75,0, C-4> em ¢ 71,8, C-5°
em o 74,0 e C-6’ em d 62,7, os quais podem ser atribuidos a uma unidade de
acucar com anel de 6 membros. As correlacdes observadas no COSY confirmam

esta atribui¢ao, conforme mostra a FIGURA 4.49.
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O hidrogénio anomérico H-1" 6 4,80 (d; 1H) possui constante de
acoplamento de 3,8 Hz, caracteristica de um anOmero a. As constantes de
acoplamento de H-2’ (dd; 9,7 e 3,8 Hz; 1H) indicam que os prétons H-2’, H-3’,
H-4’, e H-5" ocupam posicdo axial, desta forma, a unidade de acucar foi
designada como a-glicopiranose. No espectro de HMBC, FIGURA 4.50, a
correlacdo entre H-1" (6 4,80) com C-7 (6 69,4) e C-5 (6 71,8), sugere que a
glicose esteja ligada a C-6.

A andlise dos dados de espectrometria de massas € RMN mostraram
que 0 micro-organismo possui um potencial enzimatico muito interessante, pois
além de promover a redu¢do do acido p-bromo benzoico, bem como incorporar
o GABA, NICL5 também realizou reacdo de glicosilagdo. A FIGURA 4.51
ilustra a estrutura do composto glicosilado com as principais correlagdes

observadas no COSY e HMBC destacadas.

MMMMM

.7 .s 340 35 30 25 20
fl (pp f1 (ppm) fi (ppm) f1 (ppm)
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7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 34 3.2
1 (ppm)

FIGURA 4.47 - Espectro de RMN de hidrogénio da fracdo LSA_apBrb7
(MeOH, 600 MHz)

90



oo
—— s32.

LUWWVM I

;40 1‘35 1‘30 1‘25 1‘20 1‘15 1‘10 165 " %,%)m) ;5 ;0 8‘5 éO ;5 ;0 éS
FIGURA 4.48 - Espectro de RMN "°C da fragiio LSA_apBrb7
(MeOH, 150 MHz)

>
’ t
0
0
R
0

w
[N}
L I
(X}

o

® 0

1
60

AL ol

T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35
f2 (ppm)

3.0

FIGURA 4.49 - Espectro de COSY da fracao LSA_apBrb7 (MeOH).

(A) Ampliacdo das correlacdes entre oy 3,1-3,8
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FIGURA 4.51- Estrutura quimica proposta para o composto presente na fracao

LSA_apBrb7

A TABELA 4.4 mostra a atribui¢do dos sinais de RMN do produto
de biotransformacao glicosilado presente na fracdao LSA_apBrB7.

O rendimento dos produtos de biotransformacao LSA_apBrb7,
LSA_apBrbl1, LSA_apBrbl6 e LSA_apBrb40 foi 8,0; 2,8; 10,8 e 1,4%.

O experimento da adicdo do acido p-bromo benzoico ao meio de
cultivo de NICLS mostrou que o micro-organismo tem um potencial enzimético

a ser explorado, uma vez que, foi hdbil em promover biotransformagdes, como a
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reducdo do acido carboxilico aromético, a incorporacdo do GABA, além de

realizar glicosilagdo.

TABELA 4.4 - Dados de RMN do composto presente na fracdo LSA_apBrB7

Posicio "H (%) e COSY HMBC
1 - 138.5 - -
2/6 7,49 (d; 8,4; 2H) 132,5 3 1,4
3/5 7,35 (d; 8,4; 2H) 131,2 2,7a,7b 1,7
4 - 122,4 -
Ta 4,69 (d; 12,2; 1H) 69.4 7b, 3 1,3, 1°
7b 4,50 (d; 12,2; 1H) ’ Ta 1,3, 1
I’ 4,80 (d; 3,8; 1H) 99,4 2’ 7,3, 5
2’ 3,32 (dd; 9,7, 3,8; 1H) 73,5 1,3 3,4
3’ 3,57 (t;9,7; 1H) 75,1 2,4 2,5
4’ 3,20 (m; 9,7; 1H) 71,8 3,5 3,5,6
5 3,50(ddd, 9,8,5,7,2,1, 1H) 74,0 4 ’6,6ba’ 4,36
6’a 3,70 (dd; 11,8; 2,3; 1H) 5,6’ o
6’b 3,56 (dd; 11,8; 5,6; 1H) 62,7 5°,6%a 45

(x) entre parénteses estdo representados a multiplicidade, constante de acoplamento e a integracdo, respectivamente.

Devido a biotransformacdo do 4cido p-bromo benzoico, avaliou-se
a capacidade do micro-organismo em biotransformar outros derivados do 4cido
benzoico para substituidos. Logo, suplementou-se o cultivo de NICLS com os
acidos p-cloro, p-hidroxi, p-amino e p-nitro benzoicos e, apds o
desenvolvimento fungico os extratos foram analisados por LC-HRMS,
utilizando-se ESI+.

No extrato fungico suplementado com &cido p-cloro benzoico
foram detectados [M+H]" de m/z 125,0154 ¢ [M+H+2]" de m/z 127,0145 com
propor¢ao de 30% em relacio ao pico do fon molecular protonado, caracteristico
da presenca de um atomo de cloro na molécula, como mostra o espectro de
massas representado na FIGURA 4.52A. Este ion refere-se ao fon tropilio
clorado (calc 125,0152) e, deste modo, tem-se 0 mesmo comportamento
observado com o éalcool p-bromo benzilico. Logo, infere-se que o micro-

organismo também reduziu o &4cido p-cloro benzoico ao dlcool. Ademais,
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visualiza-se na FIGURA 4.52 B e D outros dois ions com o mesmo perfil
isotépico que o anterior, [M+H]" de m/z 242,0581 e m/z 305,0796, os quais
correspondem a C;H;,CINO; (calc 242,0578) e C3H7CINOg (calc 305.0786),
equivalentes aos produtos de biotransformac¢do contendo o GABA e a glicose,
respectivamente. Observando a FIGURA 4.52C nota-se um perfil isotépico
diferente dos compostos anteriores, com [M+H]" de m/z 366,0661, [M+H+2]"
368,0461 e [M+H+4]" 370,0618 com propor¢do de 60 e 10% em relagio ao fon
molecular protonado, evidenciando da presencga de dois dtomos de cloro. Assim,
estabeleceu-se a férmula molecular C;gH;;Cl,NO; (calc 366,0641),
correspondente ao produto de biotransformacdo contendo as unidades de GABA
e do dalcool. Foram realizados experimentos de MS/MS dos candidatos a
produtos de biotransformacdo contendo o GABA e, observou-se um perfil de
fragmentacdo idéntico em relagdo aos produtos contendo o bromo. A TABELA

4.5 mostra as massas acuradas dos fons produtos.
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FIGURA 4.52 - Espectros de massas full scan dos produtos de biotransformacao
derivados do substratos dcido p-cloro benzoico

TABELA 4.5 - Massas acuradas dos ions produtos dos produtos de
biotransformagio bromados e clorados

Produto de fon produto Substituinte m/z (m/z)
biotransformagao (R) observado calculado
@O“ @ Br 168,9649 168,9647
R R Cl 125,0154 125,0152
20 Br 182,9450 182,9440
i N~y OF RO/ Cl 138,9958 138,9945
ogne ey B 267,991 267,968
R H ° Cl 224,0472 224,0471
. @ Br 168,9649 168,9647
Q o T R Cl 125,0165 125,0153
] Q)L Y O Br 267,9955 267,9968
R/©)L Heooo© Cl 224,0493 224,0473
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Por outro lado, na anédlise do extrato suplementado com &cido p-
nitro benzoico visualizou-se a presenca de [M+H]|" com m/z 154,0493,
(FIGURA 4.53) correspondente a férmula molecular C;H;NO; (calc 154,0499),

demonstrando a biorredu¢ao do substrato ao dlcool p-nitro benzilico.

\nte[ns] +MS, 9.9-10.3min #592-614
%)

154.0493

60

40

20
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FIGURA 4.53 - Espectro de massas full scan do alcoo p-nitro benzilico

Nas andlises por LC-HRMS ndo se detectou produtos de
biotransformacdo com os substratos acido p-amino benzoico e p-hidroxi
benzoico.

As atividades biocataliticas observadas neste estudo devem estar
intimamente relacionadas a natureza eletronica do substrato, pois os derivados
do acido benzoico com efeito retirador de elétrons mais pronunciado, foram os
responsaveis por levarem aos produtos de biotransformagdo, como sumariza a
FIGURA 4.54.

Os resultados mostrados sao muito promissores, pois fungos do
género Xylaria sdao pouco explorados em experimentos de biotransformacao,
além de que, os poucos estudos empregando micro-organismos deste género
mostram o seu potencial para reacoes de oxidacdo (AMARAL, et al., 2008,
MURGU, et al., 2008 e PINEDO-RIVILLA, et al., 2009).
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FIGURA 4.54 - Produtos de biotransformacao promovidos por NICLS5 frente a
acidos benzoicos p-substituidos

4.2 Influéncia das fontes de C e N na producao de citocalasinas

Os experimentos visando aumentar a diversidade metabdlica
através da modificacdo da fonte nitrogenada, seja ela orginica ou inorganica,
mostraram que o metabolismo de NICLS € fortemente direcionado para a
producgdo das citocalasinas C, D e Q. Logo, experimentos variando as fontes de
carbono e nitrogénio foram implementados para averiguar a influéncia destes na
producdo das citocalasinas. Desta maneira, utilizou-se o experimento de SRM
(Selected Reaction Monitoring), o qual consiste em selecionar um determinado
fon no primeiro quadruplo, sendo este fragmentado na camara de colisdo, e
somente o fon de m/z desejado € detectado no terceiro quadrupolo.

Baseado na fragmentacdo da citocalasina D, o qual utilizou
1onizacao por ESI+, determinou-se o canal de SRM (508 > 430) para posterior
estimativa da producdo da citocalasina D sob a influéncia das diferentes fontes
de carbono e nitrogénio. No caso de experimentos de ions produtos, o primeiro
quadrupolo € programado de maneira que apenas uma determinada relagdo m/z

passe, filtrando-se todos os demais ions. Assim, este ion pode ser fragmentado
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com uma energia conhecida na cela de colisdo e todos seus fragmentos podem
ser analisados no segundo quadrupolo e direcionados ao detector (SITUZDAK,
1996). Em seguida, conforme pode ser visto na FIGURA 4.55, construiu-se duas
curvas de calibragdo externa com o padrao de citocalasina D isolado de NICLYS,
no intervalo de 0,2-3,12 pg/mL e 12,5 a 400 pg/mL. Ambas as curvas
apresentam boa linearidade, curva (A) R?=0,9948 e curva (B) R*=0,9906.
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y =2604,4x + 81844
1000000 - R? = 0,9906
9 800000 -
=
2. 600000 -
)
a 400000 -
200000 -
*
0 : , | | |
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FIGURA 4.55 - Curvas de calibrag¢do externa para a citocalasina D:
(A):0,2a3,12 ug/mL e (B): 12,5 a 400 pg/mL
A partir das equacgdes das retas estimou-se a producdo da
citocalasina D nos diferentes meios de cultura.
Como pode ser visto no grafico de barras representado na FIGURA
4.56, a administracdo de diferentes fontes de carbono como frutose, glicose,
ramnose, celobiose, sacarose e rafinose influenciou fortemente na produgdo da
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citocalasina D, ji4 o amido, maltose e glicerol exerceram um efeito

extremamente menor na producio deste metabolito.
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FIGURA 4.56 - Influéncia das fontes de C frente a produgdo de citocalasina D

Dentre os monossacarideos a frutose foi a responsavel por produzir
554,5 £ 16,9 pg/mL de citocalasina D, enquanto que a rafinose refletiu em uma
menor concentracdo deste metabolito (154,1 + 20,5 ug/mL).

Comparando-se a influéncia dos dissacarideos celobiose, maltose e
sacarose na produgio de citocalasina D, verificou-se uma grande discrepancia,
pois celobiose e sacarose levam a producdo de citocalasina D de 640,9 £ 29,9 e
599.8 £5,61 pug/mL respectivamente, enquanto que a maltose somente 0,47 +
0,50 pg/mL. Conforme pode ser visto na FIGURA 4.57, estruturalmente
celobiose e maltose sdo compostas por unidades de glicose, no entanto, o que as
diferenciam é o tipo de ligacdo, ou seja, a celobiose € composta por duas
unidades de glicose unidas através de ligacdo B-1,4- glicosidica, enquanto que, a
ligacdo na maltose € a-1,4- glicosidica. Os fungos do gé€nero Xylaria sio
conhecidos por participarem de processos degradativos da matéria organica,

inclusive celulose, sendo esta um polissacarideo formado por diversas unidades
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de B-glicose através de ligacdes B-1,4- glicosidica. Este resultado mostra que o
fungo € apto em metabolizar carboidratos formados por ligacdes B-1,4-
glicosidica, porém a metabolizacdo de fonte de carbono composta por ligacoes
a-1,4- glicosidica ndo deve ser muito eficiente, ou um processo mais lento. A
sacarose, um dissacarideo, produzido pelas plantas em virtude da fotossintese, é
formada por uma unidade de glicose e uma unidade de frutose através de ligacao
a-1,2- glicosidica. Este carboidrato deve ser a principal fonte de carbono para os
micro-organismos enquanto estes vivem conjuntamente com as plantas, logo
deve ser natural, o fungo endofitico em estudo ter metabolizado a sacarose, a

qual levou a uma excelente producgdo de citocalasina D.
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OH ®)
HO 0 0 o) 5 0 HO™ ", (@) ,'“/OH
HO HO OH HO Ok :
OH OH OH HO  OH
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FIGURA 4.57 - Estrutura quimica da celobiose, maltose e sacarose

O trissacarideo rafnose é formado por galactose, glicose e frutose e
sua hidrdlise fornece galactose e sacarose. O fungo deve ter promovido a
degradacdo da fonte de carbono e, como visto anteriormente, utilizado a
sacarose para produzir 154,1 £+ 20,5 ug/ mL de citocalasina D.

O polimero amido é composto por dois polissacarideos, amilose e
amilopectina, ambos polimeros de glicose. A amilose € formada por ligacdes a-
1,4- glicosidica enquanto que, a amilopectina € formada por ligacdes a-1,4 e
também por ligacdes ramificadas a-1,6. Como visto anteriormente, 0 micro-
organismo parece nao ser muito eficiente na degradacdo de ligacdes do tipo a-
1,4, o que vem de encontro com a infima producao de citocalasina D (0,93 +
0,81 pg/mL) quando comparado as demais fontes de carbono com ligacdo -1,4.
Este dado tem concordancia com o publicado por AMARAL et al. (2014), no
qual foi avaliado o melhor meio de cultura para a produgdo de citocalasina D.
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Os autores mostraram que a producdao do composto em milho era superior ao
arroz e a justificativa foi justamente a fonte de carbono disponivel em cada
meio, uma vez que, o milho é dez vezes mais rico em acucares livres quando
comparado ao arroz e, este por sua vez apresenta maior percentagem de amido
em relacdo ao milho.

A producdo de citocalasina D quando se emprega a fonte de
carbono glicerol foi de 2,14 + 0,12pg/mL, inferior em relagdo a frutose, glicose,
ramnose, celobiose, sacarose e rafinose, porém superior aos carboidratos
maltose e amido.

Observando o gréfico representado na FIGURA 4.58 verifica-se a
producdo de citocalasina D em todos os meios de cultura, independente da
origem da fonte de nitrogé€nio. Este resultado mostra o potencial do fungo
NICLS em reconhecer nitrogénio, seja ela de origem organica ou inorganica e,
utiliza-lo na biossintese de citocalasinas.

Os aminodcidos glicina, prolina e serina sdo as fontes de nitrogénio
que exercem uma maior influéncia frente a producdo de citocalasina D, (261,2 +
13,0; 2414 + 29,8 e 255,2 = 1,46 ug/mL respectivamente). Curiosamente a
tirosina leva a uma producao de citocalasina D (105,0 + 15,5ug/mL) maior que o
aminodcido a fenilalanina (41,00 + 22,9 pg/mL). Este fato € intrigante, pois a
fenilalanina, precursor direto das citocalasinas, ocasiona, dentre os aminodcidos,
uma produ¢cdo menor do composto em estudo. Além disso, o nitrato de sédio
também atua de uma forma mais acentuada quando comparado a fenilalanina,
refletindo em maior producdo da citocalasina D (117,9 £ 9,7ug/mL). Estes
resultados sugerem fortemente que o micro-organismo deve produzir este
aminoicido de uma maneira particular, fornecendo indicios de uma possivel
biossintese de novo.

Dentre as fontes nitrogenadas inorginicas o nitrato de sodio
influenciou a producio de citocalasina D mais eficientemente que os sais de

amoOnio bromado (6,30 pg/mL) e clorado (8,86 = 5,15 pg/mL).

101



(98
0N O
oS O

Concentracio estimada de
citocalasina D (ug/mL)
— = NN
w o wn S
o & 3 & 3

> > Ul >
S S & & & N
& & & K & & &
SRR S P
Q‘Z’Q ‘b&o b@ b@
. & @@ 6@
‘% O o’@
@ @ﬁ

Fonte de Nitrogénio

FIGURA 4.58 - Influéncia das fontes de N frente a producao de citocalasina D

Para buscar maior informag¢do sobre a possibilidade de uma
biossintese de novo do aminoédcido fenilalanina e consequentemente da
citocalasina D, foram administrados precursores marcados isotopicamente ao
meio de cultivo de NICLS, sendo os resultados discutidos na proxima sessao.

A TABELA 4.6 sumariza os valores estimados da produgdo de

citocalasina D mediante as diferentes fontes de carbono e nitrogénio.

TABELA 4.6 - Influéncia das fontes de carbono e nitrogénio na producao de
citocalasina D

Concentracao Concentragao
Fonte de C estimada (jig/mL) Fonte de N estimada
(ug/mL)
Amido 0,93 +0,81 Alanina 182,3 +13,9
Celobiose 640,9 +29.9 Brometo de amonio 6,30 + 3,81
Frutose 554,5+16,9 Cloreto de amoénio 8,86 +5,15
Glicerol 2,14 +£0,12 Glicina 261,2 +13,0
Glicose 472,77 +£29.7 Fenilalanina 41,00 £22.9
Maltose 0,47 0,50 Prolina 2414 + 29,8
Rafnose 154,1 £20,5 Serina 2552 + 1,46
Ramnose 293,4 +9,44 Tirosina 105,0 £ 15,5
Sacarose 599,8 +£5,61 Nitrato de s6dio 117,9 £9,7
Prolina 241,4 + 29,8
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4.3 Administracao de precursores marcados isotopicamente frente
ao fungo NICLS

As citocalasinas sdo compostos de origem biossintética mista,
consistindo do acoplamento de um aminoécido intacto (fenilalanina, triptofano,
alanina, tirosina) e uma cadeia policetidica (TAMM 1974, 1975, 1976 ). O fungo
NICLYS, pertencente a familia Xylariaceae, mostrou-se ser um hébil produtor de
citocalasinas, principalmente a citocalasina D.

Os estudos de fragmentagcdo por ESI+, através de experimentos de
ions produtos de m/z 508, ion molecular protonado da citocalasina D, mostraram
perdas de 18 e 60 Da, as quais sao referentes a perdas de dgua e acido acético,
como mostrado no espectro de ions produtos representado na FIGURA 4.13. No
entanto, este estudo mostrou-se ainda mais relevante, pois, evidenciou que ion
de m/z 120, pode ser considerado ion diagnostico para as citocalasinas oriundas
do aminodacido fenilalanina, o que vem de encontro com o publicado por
PRASAIN e colaboradores (2002).

Para buscar informagdes a respeito de uma possivel biossintese de
novo da fenilalanina e consequentemente das citocalasinas, foram realizados
experimentos com marcagao isotopica, nos quais foram administrados fontes de
nitrogénio e carbono marcadas, através da suplementacdo do meio de cultura
com Na'°NOs,’NH,CI, "N-glicina, 1-"°C, 2-"°C fenilalanina, 3-"°C alanina e 2-
BC glicina.

Os estudos por espectrometria de massas mostraram que a adi¢io
dos sais marcados nitrato de sédio e cloreto de aménio e do aminoédcido "°N-
glicina refletiram em uma incorporacio do "N em quase 100%, uma vez que,
observou-se majoritariamente o ion de m/z 509, uma unidade de massa a mais

em relacdo experimento controle, conforme mostra a FIGURA 4.59.
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FIGURA 4.59 - Espectro de massas full scan referente a citocalasina D nos

meios de cultura Czapek suplementado com (A) NaNOs- controle, (B) Na'°NO;,
(C) PNH,Cl e (D) "N-glicina

colisdo de 32,2 eV, evidenciaram a producdo do ion de m/z 121, o qual confirma
a proposta
consequentemente, ion diagndstico das citocalasinas biossintetizadas a partir

deste aminoacido, conforme mostra a FIGURA 4.60.
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FIGURA 4.60 - Espectro de ions produtos de m/z 508 (A) e de m/z 509 - meio
de cultura suplementado com (B) Na'"°NO;, (C) °"NH,Cl e (D) °-N glicina

Como ainda ndo existe estudo genético em relagdo a NICLS5, nao se
conhecem as enzimas que sdo responsdveis pela assimilacdo de nitrogénio por
este micro-organismo. No entanto, sabe-se que a principal fonte de nitrogénio
para a formac¢do de aminodcidos e outras biomoléculas nitrogenadas é o ion

amoOnio. A porta de entrada do nitrogénio deve-se a acdo da enzima glutamato
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desidrogenase, a qual catalisa a reacdo entre o ion amonio e o a-cetoglutarato,
produzindo glutamato e, este por sua vez realiza a introdu¢do do grupo amino
nos demais aminoécidos. Desta forma, acredita-se que o micro-organismo deve
possuir um sistema enzimdtico especifico que seja capaz de reconhecer o
nitrogénio independente da fonte administrada e direciond-lo a produgdo do
metabolismo primaério e secundario.

As andlises dos extratos fungicos suplementados com a fenilalanina
marcada isotopicamente no 1-"°C e 2-"C, mostraram uma taxa de incorporacio

~ . 15
menor em relacdo ao experimento com as fontes de N, como mostra a
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FIGURA 4.61 - Espectro de massas full scan referente a citocalasina D em
extrato oriundo do meio de cultura Czapek suplementado com: (A) fenilalanina,
(B)1-"°C fenilalanina e (C) 2-"°C fenilalanina
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Acredita-se que ocorreu a incorporacio da 1-">C fenilalanina em
virtude do perfil isotopico apresentado na FIGURA 4.61, pois se nota a presenca
de m/z 511 e 512. Embora tenha ocorrido a incorporagdo da fenilalanina
marcada 1-C", ndo foi verificado o fon de m/z 121 no espectro de fons produtos
de m/z 509, mostrado na FIGURA 4.62A, o que estd de acordo com o fato da
fenilalanina ser incorporada de forma intacta, sendo o carbono marcado perdido

na cadeia policetidica, como mostra na FIGURA 4.63.
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FIGURA 4.62 - Espectro de ions produtos de m/z 509 - meio de cultura
suplementado com (A) 1-"C fenilalanina e (B) 2-3C fenilalanina

AcO 0
OH
m/z 120

FIGURA 4.63 - Mecanismo de fragmentacao de m/z 509 evidenciando a perda
do carbono marcado proveniente da 1-"°C fenilalanina

Ao observar a FIGURA 4.61C nota-se claramente a incorporacao

.. 13 . .
do carbono marcado ao se administrar o precursor 2-"C fenilalanina, contudo
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esta incorporacdo é inferior quando comparada as fontes nitrogenadas Na'’NO;,
15 NH,CI e 15 N-glicina. A FIGURA 4.62B corrobora com os dados de full scan,
pois destaca a existéncia do ion de m/z 121, o qual corresponde ao ion
diagnostico da fenilalanina com incremento de 1 Da devido a incorporacdo do
carbono marcado do precursor.

O resultado do experimento da influéncia da fonte nitrogenada
frente a produgdo de citocalasina D, mostrou que os aminodcidos glicina,
prolina, serina e alanina atuam significativamente na biossintese deste
composto. Logo, se o micro-organismo realiza a biossintese de novo da
fenilalanina a partir destes aminodcidos, a suplementacdo do meio de cultura
fingico com estas substincias marcadas com “C deve ser uma excelente
estratégia para avalair este mecanismo. Deste modo, o fungo NICLS5 foi
cultivado, separadamente, em meio Czapek enriquecido com os aminodcidos
marcados 2-"C glicina e 3-">C alanina como fonte exclusiva de nitrogénio. Apés
a obtencdo dos extratos, andlises por LC-MS foram implementadas. Porém,
como artificio para antever os resultados, buscou-se na literatura o catabolismo
dos aminodcidos glicina e alanina e a possibilidade destes serem direcionados
para a biossintese da fenilalanina.

A glicina € convertida em serina pela adicdo enzimatica de um
grupo hidroximetila catalisada pela serina hidroximetil transferase, a qual requer
as coenzimas tetraidrofolato e piridoxal fosfato. Em seguida, a serina formada é
convertida em piruvato pela acdo da enzima serina desidratase. Nesta conversao
os grupos B-hidroxila e a-amino sdo removidos em uma Unica reagdo, a qual é
dependente de piridoxal fosfato. Por fim, o piruvato sofre uma descarboxilacio e
a introducdo da coenzima A leva a formacgdo da acetil Co-A. A alanina libera
piruvato diretamente por transaminacdo com o o-cetoglutarato, sendo que o
piruvato formado tem a mesma via descrita para a glicina. A FIGURA 4.64

ilustra o processo catabolico da glicina e da alanina.
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FIGURA 4. 64 - Representagdo da via catabolica dos aminoécidos glicina e
alanina (Adaptado de NELSON & COX, 5% ed)

A biossintese da fenilalanina inicia-se com o0s precursores
fosfoenolpiruvato e eritrose 4-fosfato, sendo que as primeiras quatro reagdes
irdo produzir o chiquimato. O chiquinato, por sua vez, € convertido em
corismato em trés outras etapas subsequentes, que incluem a adi¢do de mais trés
carbonos de outra molécula de fosfoenolpiruvato. Na etapa seguinte, devido a
acdo da enzima corismato mutase, ocorre um rearranjo que transfere o
fosfoenolpiruvato para junto do grupo COO’, produzindo desta forma, o
prefenato. Em seguida, o prefenato sofre descarboxilacdio a qual leva a
aromatizacdo e, por fim, o fenilpiruvato sofre uma trans-aminagao, produzindo
desta forma, a fenilalanina. De acordo com o descrito e levando em
consideracdo que o micro-organismo desvie o piruvato, produzido no
catabolismo da glicina e da alanina, para a biossintese da fenilalanina, tem-se o
aminoidcido marcado em duas posicdes distintas, ou seja, se piruvato,
proveniente do catabolismo da glicina marcada no 2-"C, formar o
fosfoenolpiruvato t€ém-se a fenilalanina marcada nas posi¢cdes destacadas em
vermelho na FIGURA 4.65. J4 se o processo ocorrer com o piruvato proveniente
da 3-"°C alanina, tém-se a fenilalanina marcada nas posi¢des evidenciadas em

rosa.
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FIGURA 4.65 - Proposta hipotética da biossintese da fenilalanina a partir
do fosfoenolpiruvato (oriundo da 2-"°C glicina e 3-"°C alanina) e eritrose

4-fosfato. (*) Processo biossintético dependente das enzimas: (1) 2-ceto-3-dexosi D-
arabinoeptulosonato 7-fosfato sintase, (2) desidroquinato sintase, (3) 3-desidroquinato
desidratase, (4) chiquimato desidrogenase, (5) chiquimato quinase, (6) 5-enolpiruvil
chiquimato 3-fosfato sintase, (7)corismato sintase, (8) corismato mutase, (9) prefenato
desidrogenase (10) prefenato desidratase (Adaptado de NELSON & COX, 5% ed)

Diante da producao hipotética da fenilalanina marcada nas posi¢oes
mencionadas, a citocalasina D devera também apresentar ambas as marcagdes e,
desta forma, na anélise por espectrometria de massas o ion referente a substincia
deverd corresponder a m/z 510 e, por conseguinte, o fon diagndstico da por¢ado

do aminodcido devera apresentar m/z 122, conforme mostra a FIGURA 4.66.
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FIGURA 4.66 - Proposta hipotética da incorporagcdo de carbono marcado
na biossintese da citocalasina D a partir da 2-"°C glicina (vermelho) e 3-"°C
alanina (rosa). Deteccdo por MS de m/z 510 e MS/MS m/z 122

Diante disso, as andlises por LC-MS mostraram que quando ¢é
administrado o aminodcido 3-"C alanina, verifica-se um perfil isotGpico
discretamente diferente daquele observado ao se comparar o espectro de full
scan do experimento controle, pois se verifica um pequeno aumento na
intensidade de m/z 510 e 511, evidenciando uma modesta incorporagdo do °C,

como pode ser visto na FIGURA 4.67.
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FIGURA 4.67 - Espectro de massas full scan - (A) alanina e (B) extrato
suplementado com 3-"C alanina
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De acordo com a FIGURA 4.68 o experimento de ions produtos
mostrou que a incorporacdo niao deve ter ocorrido na por¢do referente a

fenilalanina, uma vez que, m/z 122 nao foi observado.
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FIGURA 4.68 - Espectro de ions produtos de m/z 510 quando o micro-
organismo é cultivado em meio suplementado com 3-"°C alanina

Os dados de espectrometria de massas no modo full scan do
experimento suplementado com 2-"°C glicina mostrou um perfil isotGpico muito
diferente daquele observado no experimento controle, desta forma, evidenciando

duas ou mais incorporacdes de >C, como pode ser visto na FIGURA 4.69.
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FIGURA 4.69 - Espectro de massas full scan - (A) glicina e (B) extrato
suplementado com 2-"C glicina
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O experimento de ions produtos de m/z 510 mostrou que os ions
pertencentes a cadeia policetidica apresentam perfil isotopico diferente daquele
observado no experimento controle, no entanto, o {ion diagnostico da
fenilalanina, ndo apresenta marcagao, visto que, observa-se o ion de m/z 120 e
nao m/z 122 como o esperado (FIGURA 4.70). Desta forma, verifica-se que o
fungo € capaz de degradar o aminoécido precursor e utilizar o nitrogénio para
produzir a fenilalanina, porém o carbono marcado €, possivelmente, orientado
para producdo da cadeia policetidica. Este fato justifica a ndo observacao do
aumento da diversidade metabdlica quando aplicada a abordagem OSMAC
frente a0 metabolismo de NICLS5, uma vez que, o micro-organismo deve ter
degradado os aminoécidos, utilizando o nitrogénio para produzir fenilalanina e

os carbonos para produzir a cadeia policetidica.
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FIGURA 4.70 - Espectro de ions produtos de m/z 511 quando o micro-
organismo € cultivado em meio suplementado com (A) glicina e (B) 2-BC
glicina

Para se confirmar a producio da cadeia policetidica a partir da 2-"°C

glicina, cultivou-se o micro-organismo em 36 frascos de Erlenmeyer de 25 mL,
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contendo 5 mL de meio de cultivo enriquecido com a 2-"°C glicina. Apés o
desenvolvimento fungico, o extrato de AcOEt foi obtido e, curiosamente, era
possivel visualizar os cristais referentes as citocalasinas C, D e Q, os quais
foram removidos com auxilio de uma espétula e solubilizados em metanol e a
solucdo injetada no HPLC analitico para separacdao de uma pequena quantia da
citocalasina D marcada. A FIGURA 4.71 ilustra a separagdo cromatografica da

substancia em estudo.

200

1500

FIGURA 4. 71 - Cromatograma a 220 e 240 nm obtido na separacdo da
citocalasina D oriunda do extrato Czapek enriquecido com 2-"°C glicina

Apés a obtencdo do composto, experimento de C RMN foi
realizado, visando estabelecer as posi¢cOes nas quais os carbonos marcados
foram introduzidos. Ao observar a FIGURA 4.72 referente ao espectro de "°C
RMN citocalasina D produzida em meio suplementado com 2-"C glicina, nota-
se um incremento na intensidade dos sinais referentes a trés carbonos, sendo
dois deles sp’ em & 19,38 e & 24,32 ¢ um sp” em & 114,45. A comparacio do
espectro de °C RMN com os dados obtidos por AMARAL (2009), evidenciou a
incorporagdo nas posi¢des C-22, C-23 e C-12, as quais sdo correspondentes a
duas metilas e um metileno, respectivamente. De acordo com estudos
biossintéticos realizados por GRAF (1974), estes grupos sdo originados devido a
atividade da enzima S-adenosil metionina (SAM) e, por tanto, nao estdo

relacionados aos policetideos como era esperado.
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FIGURA 4.72 - Espectro de RMN "°C da citocalasina D: (A) sem marcacio
isotépica (B) produzida em meio de cultura suplementado com 2-"°C glicina
(CDCl;, 150 MHz)

A enzima SAM € composta por uma metionina € uma unidade de
ATP. No entanto, para entender a origem da metila se faz necessario voltar
alguns passos atrds. A metionina € biossintetizada a partir da introdu¢dao de um
grupo metila proveniente do 5-N metil tetrahidrofolato a homocisteina. A fonte
de grupos metilas que compde o tetraidrofolato € proveniente da conversdo
reversivel da serina a glicina. Porém existe uma via catabdlica da glicina na qual
o aminodcido é convertido a CO,, NH4" e um grupo metileno —CH,. Essa reacdo
requer um tetraidrofolato, formando, deste modo, o 5-N,10-N
metilenotetraidrofolato, o qual € reduzido a 5-N metil tetraidrofolato. Este por
sua vez, pode entrar na via biossintética da metionina, a qual provavelmente terd
um carbono marcado. A FIGURA 4.73, ilustra o processo descrito acima.

E importante mencionar que a via catabélica que produz o grupo
CH,, o qual € incorporado na tetraidrofolato e consequentemente sera
introduzido na metionina, € uma rota, segundo NELSON & COX (2011), de

predominancia animal. No entanto, ha relatos da existéncia desta rota em plantas
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(COSSINS e CHEN, 1998) e em fungos (PIPER et al., 2000 e SCHUPEN et al.,
2003).

Como provavelmente o micro-organismo deve ter executado a rota
representada na FIGURA 4.73, justifica-se o fato de encontrar a incorporacdo
dos carbonos marcados nas posicoes em que a SAM € responsavel pela
metilacdo da citocalasina D. No entanto, o processo biossintético das
citocalasinas deve envolver um sistema enzimético de maior complexidade, logo
nao se exclui a possibilidade de uma biossintese de novo, uma vez que nao

existem estudos gendomicos, protedmicos do fungo em questao.
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FIGURA 4.73 - (A) Catabolismo da glicina. (B) Ciclo biossintético da
metionina e da S-adenosil metionina e consequente mecanismo de metilacao
(adaptado de NELSON & COX, 5% ed)
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4.4 Estudo do metabolismo de NICLS e NICL3 em meio Czapek
enriquecido com extrato de levedura

4.4.1 Metabolismo secundario de NICL5

Como ja mencionado o metabolismo de NICL5 mostrou-se bastante
direcionado para a producdo de citocalasinas, principalmente as citocalasinas C,
D e Q. No entanto, apds etapas de purificacdo em HPLC preparativo
empregando-se as fracdes provenientes dos extratos miceliais, MCL5-pAfDA e
MCLS5_pAfA, foi possivel isolar quatro outros compostos, os quais foram
codificados como MCL5_pAfDA_13, MCL5_pAfDA_15 e MCL5_pAfDA_19
e MCL5_pAfA_9.

A fracdo intitulada MCL5_pAfDA_13, com massa de 1,0 mg, foi
1dentificada com base em experimentos de espectrometria de massas (FIGURA
4.94) e RMN de uma e duas dimensdes (FIGURAS 4.75 - 4.78). De acordo com
o espectro de full scan, mostrado na FIGURA 4.74A observa-se [M+H]" com
m/z 492, o qual ao ser fragmentado evidenciou a producao de uma citocalasina,
pois, notam-se as perdas caracteristicas de 18, 60 e 78 Da, além da presenca de

m/z 120 (FIGURA 4.74B).
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FIGURA 4.74 - Espectros de massas de MCL5_pAfDA_13: (A) Full scan e (B)
ions produtos de m/z 492
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A FIGURA 4.75 representa o espectto 'H RMN de
MCLS5_pAfDA_13, na qual nota-se cinco hidrogénios aromdticos H-4" em o
7,27 (m; 1H), H-3’em 6 7,33 (t; 7,5 HZ; 2H), e H-2’ em 6 7,16 (d; 7,5 Hz; 2H),
os quais foram atribuidos a uma unidade de fenilalanina, devido ao acoplamento
de H-2’, no espectro de HMBC (FIGURA 4.78), com o carbono C-10 em J 45.9.
Além disso, os hidrogénios H-10 6 2,72 (dd; 7,2; 4,2 Hz, 2H) acoplam, no
COSY (FIGURA 4.77), com H-3 em 6 3,55 (t, 7,4). Observa-se, também no
espectro de "H RMN, cinco metilas em & 2,19 (s, 3H), 0 1,22 (d; 7,1 Hz, 3H), o
1,16 (s, 3H) e & 0,86 (s; 3H), além da existéncia de quatro hidrogénios
olefinicos, ¢ 5,83 (dd; 15,9; 10,2 Hz, 1H), 6 5,20 (ddd; 15,9; 10,8; 4,9 Hz; 1H), ¢
5,92 (ddd; 15,9; 2,2; 1,2 Hz, 1H) e 6 4,74 (ddd; 15,9; 7,7; 2,4 Hz; 1H).
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FIGURA 4. 75 - Espectro de RMN de hidrogénio de MCL5_pAfDA_13

Ademais, verificou-se o acoplamento de trés sinais em 6 1,12 (s;
3H); 6 2,52 (dd; 9,9; 5,7 Hz; 1H) e 5,83 (dd; 15,9; 10,2 Hz, 1H) com um
carbono com deslocamento quimico caracteristico de epéxido em 6 62,5. Estas

informagdes mostram que a estrutura do composto da fracio MCLS5_pAfDA_13
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¢ analoga a citocalasina Q, no entanto, com massa molecular 16 Da inferior em
relacdo a citocalasina mencionada. Desta forma, sugeriu-se que O novo
composto deve possuir uma hidroxila a menos que a citocalasina Q. Fato este
comprovado, pois se constatou, no HSQC, a correlagdo do hidrogénio metinico
H-18 em ¢ 3,18 (dt; 14,2; 7,1 Hz; 1H) com o carbono em & 50,9. Assim, o
composto presente na fragdo MCL5_pAfDA_13 foi identificado como a 18-
desoxi citocalasina Q, em concordancia com o trabalho publicado por CHEN e
colaboradores (2011).

A FIGURA 4.79 representa a estrutura da 18-desoxi citocalasina Q.

Os dados espectroscOpicos referentes a fracio MCLS5_pAfDA_13
que permitiram identificar o composto como 18-desoxi citocalasina Q estio

agrupados na TABELA 4.7.
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FIGURA 4.76 - Espectro de HSQC de MCL5_pAfDA_13
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FIGURA 4.77 - Espectro de COSY de MCLS5_pAfDA_13
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FIGURA 4.78 - Espectro de HMBC de MCLS5_pAfDA_13

120



25

FIGURA 4.79 - Estrutura quimica da 18-desoxi citocalasina Q

TABELA 4.7 - Dados de RMN obtidos para a fracao MCLS5_pAfDA_13

*

'H HSQC COSY HMBC
1 _ _
2
3 3,55 (t; 7,4) 53,91 4,10 1,4,5
4 2,04 (dd; 5,5; 2,5) 50,75 3,5 3,5,6, 10, 21
5 1,70 (dt; 13; 7,3) 36,68 4,11 3,4,6,11, 12
6 - 56,7 -
7 2,70 (d; 5,7) 62,5 8 6,8,12
8 2,52 (dd; 9,9; 5,7) 44,9 7,13 1,4,7,9,13, 14,21
9 - 54,4 ;
10 2,74 (dd; 7,2; 4,2) 45,9 3 1’,2°3,4
11 0,86 (s) 12,63 5,12 4,5,6
12 1,16 (s) 19,46 - 5,6,7
13 5,83 (dd; 15,7; 10,2) 1303 8,14, 15a 7,8, 15
14 520(ddd; 15,9;10,8;4,9) 1329 15a, 15b, 13 8, 15
15a 1,91 (dd; 13,1; 4,9) 37,4 14, 15b 14, 16, 17,22
15b 2,37 (q; 10,6) 374 14,15a, 16 13, 14, 16, 17
16 2,58 (m) 42,9 15b, 22 14,15,17,22
17 -
18 3,18 (dt; 14,2;7,1) 50,9 20, 23 17, 19, 20, 23
19  5,92(ddd; 15,8;2,2;1,2)  131,8 20 18, 20, 21
20  4,74(ddd; 15,9;7,7;2,4) 1251  18,19,21 21,23
21 5,64 (s) 75,9 20 8,9, 19,20, 24
22 1,10 (d; 6,9) 19,3 16 15, 16, 17
23 1,22 (d; 7,1) 16,1 18 17, 18,22
24 ; _ ; _
25 2,19 (s) 20,7 - 24
1’ ; 136,9 -
2’ 7,12 (d; 8,1) 1291 3’ 3,47, 10
3’ 7,30 (t; 7,5) 128.9 2’ i
4 7,23 127,2 ; 2’

(*) entre parénteses estdo representados a multiplicidade e a constante de acoplamento, respectivamente.
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A andlise por espectrometria de massas revelou que o composto
presente na fragdo MCL5_pAfDA_15 possui espectro de full scan e de ions
produtos idénticos ao da 18-desoxi citocalasina Q, como pode ser visto na
FIGURA 4.80. Contudo, a massa obtida ndo foi suficiente para realizar
experimentos de RMN. Logo, o micro-organismo deve ter produzido um

andlogo da citocalasina C ou D sem a hidroxila na posi¢ado 18.
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FIGURA 4.80 - Espectros de massas de MCLS5_pAfDA_15: (A) Full scan e (B)
ions produtos de m/z 492

Analises de espectrometria de massas da fracio MCLS5_pAfDA_19,
mostraram a produ¢do de um metabodlito com ion molecular protonado de m/z
689, conforme mostra o espectro de massas representado na FIGURA 4.81A.
Para obtencdo de informacgdo estrutural foi realizado experimento de ions
produtos de m/z 689, empregando energia de colisio de 45 eV (FIGURA
4.81B), o qual permitiu observar um perfil espectral bastante diferente das
citocalasinas, pois constatou-se perdas de 113, 87, 147 e 113 Da, as quais podem
estar relacionadas a perdas dos residuos dos aminodcidos leucina ou isoleucina,
serina, fenilalanina e leucina ou isoleucina, respectivamente, fornecendo
indicios da producdo de um peptideo ou um depsipeptideo.

Como mostrado na introdugdo deste trabalho, ha poucos relatos da

producdo de peptideos por fungos do género Xylaria, no entanto, nenhum dos
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peptideos ja conhecidos possuem massa similar ao observado na fragdo
MCL5_pAfDA_19.
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FIGURA 4.81 - Espectros de massas de MCL5_pAfDA_19: (A) Full scan e (B)
ions produtos de m/z 689

Desta forma, experimentos de RMN de uma e duas dimensoes
foram realizados, visando identificar o composto. No espectro de 'H RMN,
FIGURA 4.82, verificam-se a presenca de cinco hidrogé€nios aromaticos, nove
metilas, sendo oito delas na regido entre 6 1,10 e 0,70; e uma em 6 3,07, a qual
deve estar ligada a um nitrogénio. Observou-se também seis hidrogénios
metinicos com deslocamento quimico caracteristico de hidrogénio em posicao
alfa carbonila em o 5,45; 5,29; 4,73; 4,65; 4,52 e 3,45. Além disso, trés
hidrogénios de grupo N-H em 6 7,93; 7,46; e 5,92. Verificou-se a presenca de
dois hidrogénios ligados a carbono carbinélico em 6 4,21 e 4,05. A presenga de
hidrogénios alfa carbonilicos e hidrogénios ligados a nitrogénio corroboram com

os dados de espectrometria de massas, evidenciando residuos de aminoécidos.
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FIGURA 4.82 - Espectro de RMN de hidrogénio da fracio MCL5_pAfDA_19

O residuo de aminoécido fenilalanina foi prontamente identificado,
pois o espectro de COSY (FIGURA 4.83) permitiu identificar a correlacdo entre
o hidrogénio a-carbonila em 6 5,30 (ddd; 4,7; 8,7 e 10.0 Hz, 1H) com os
hidrogénios metilénicos em 6 2,86 (dd; 13; 10 Hz; 1H) e 6 3,00 (dd; 13; 4,7 Hz;
1H) e também com o hidrogénio de -NH em 6 7,45 (d; 8,7 Hz; 1H). J4 no
HMBC, mostrado na FIGURA 4.83, observou-se o acoplamento do duplo
dubleto em & 5,30 com o carbono aromatico em o 129,1. Além disso, 0s
hidrogé€nios metilénicos apresentaram correlagdo com o carbono carboxilico em
0 172,4. Desta forma, através da junc¢do dos dados mencionados caracterizou-se
o residuo de fenilalanina, o qual € corroborado pela perda do fragmento de 147
Da no espectro de ion produtos. A estrutura parcial desta por¢do da molécula
estd representada na FIGURA 4.86, as setas azuis indicam os acoplamentos
observados no HMBC e a ligacdo destacada em negrito os acoplamentos

verificados no COSY.
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FIGURA 4.83 - Espectro de COSY da fracao LSA_MCLS5_pAFA_19
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FIGURA 4.84 - Espectro de HSQC da fracao LSA_MCLS5_pAFA_19
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FIGURA 4.85 - Espectro de HMBC da fragcao LSA_MCLS5_pAFA_19
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FIGURA 4.86 - Principais correlacdes que permitiram identificar o residuo de
fenilalanina

De acordo com os dados RMN o segundo residuo de aminodcido
deve conter um grupo isopentila, haja vista a presenca do acoplamento, no
espectro de HMBC, de duas metilas em 6 0,78 (d; 6,2 Hz) e 6 0,86 (d; 6,2 Hz)
com o0s carbonos metinico em & 23,5 e metilénico em & 36,8; os quais
correlacionam no HSQC com o multipleto entre 1,53-1,77 e com os multipletos
em & 1,30-1,39 e 6 1,53-1,77, respectivamente. Pelo COSY verifica-se a
correlagdo dos hidrogénios metilénicos com o hidrogénio que deve estar em
posi¢do a carbonila em & 3,50-3,42 (m; 1H). O singleto referente a uma metila
em o 3,06 (s) deve estar ligado ao atomo de nitrogénio, justificando, desta

forma, o deslocamento quimico observado. Este singleto acopla com o carbono
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metinico em 0 65,1; caracterizando, deste modo, o residuo do aminoacido
leucina N metilado. As estruturas parciais sdo mostradas na FIGURA 4.87, na
qual as setas verdes e azuis indicam os acoplamentos observados no HSQC e
HMBC, respectivamente, € a ligacdo destacada em negrito os acoplamentos

verificados no COSY.

HaC.. 306 HeC._ 7,
71@ K’N);M a0g N H 350-342
H 1,53-1,77 65,1 0
% H 1,39-1,30 3.4 d
HsC @3 ’ ’ 235
HsC CHs 0,82 stg 4 (231|;|3 0,78

FIGURA 4.87 - Principais correlagdes que permitiram identificar o residuo de
leucina N-metilada

O COSY mostrou a presenca de outro grupo isopentila, uma vez
que, as metilas em 6 0,93 (d; 6,2 Hz) e 0,87 (d; 6,2 Hz) acoplam com o
multipleto em 6 1,53-1,77 e este por sua vez com os hidrogénios metilénicos em
0 1,95 (ddd; 3,2; 8,9; 12,9 Hz) e 6 1,51-1,60 (m). Ainda pelo COSY, observou-
se o acoplamento dos hidrogénios metilénicos com o hidrogénio que deve estar
em posicdo a carbonila em 6 4,52 (m) e, este correlaciona com o dubleto em 0
5,92 (d; 7,6 Hz, 1H). Através das demais correlagdes observadas no espectro de
HMBC, aliados aos dados de espectrometria de massas foi possivel chegar a
estrutura do aminoéacido leucina, mostrada na FIGURA 4.88, na qual as ligacoes

destacadas em negrito representam as correlagdes observadas no COSY

5.92

<< H

N

H 4.52
51.7
1.95 H /O
391 [171.9
153 H 25.0
Ol
0.933HC CHg 067

23.3 21.3
1.51-1.71

FIGURA 4.88 - Principais correlagdes que permitiram identificar o residuo de
leucina

Os hidrogénios em 6 4,21 (dd; 12; 2 Hz; 1H) e 6 4,05 (dl; 12 Hz;
1H) sdo referentes a um metileno, haja vista o acoplamento de ambos no

espectro de HSQC com o carbono em 6 63,4. Devido ao deslocamento quimico
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dos hidrogénios e do carbono, estes devem estar adjacentes a um grupo retirador
de elétrons como uma hidroxila. Observa-se no espectro de COSY a correlacdo
de ambos os hidrogénios do metileno com o dubleto largo em & 4,73 (d; 7,7 Hz,
1H) e, este por sua vez acopla com o hidrogénio de -NH em ¢ 7,93 (d, 7,7 Hz;
1H). Pelo HMBC, verifica-se a correlacao dos hidrogénio em 6 4,05 e o 4,73
com o carbono carboxilico em 6 170,2; caracterizando o residuo de serina e,
confirmando a perda de 87 Da observada no espectro de ions produtos de m/z
689. A FIGURA 4.89 ilustra as principais correlagdes que permitiram a
identificacdo deste aminodcido, na qual as setas verdes e azuis representam o0S
acoplamentos observados no HSQC e HMBC respectivamente, e as ligacdes em

negrito representam o COSY.
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FIGURA 4.89 - Principais correlacdes que permitiram identificar o residuo de
serina

Observando os dados de COSY e HMBC verificou-se a presenga de
um grupo isopropil, devido ao acoplamento dos dupletos referentes a duas
metilas em 6 1,01 (d; 6,7 Hz, 3H) e 6 1,02 (d; 6,7 Hz, 3H) com o hidrogénio
metinico em 6 2,26 (m), que por sua vez correlaciona com o dubleto em 6 4,66
(d; 5 Hz, 1H). Nota-se no espectro de HMBC a correlagdo do hidrogénio
metinico em 6 4,66 com os carbonos metilicos em 6 17,5 e 18,5 e com o sinal
em 167,9; sugerindo a presenca de um grupo carbonila em sua vizinhanca.
Entretanto, o carbono em que este hidrogénio estd ligado possui deslocamento
quimico de ¢ 78,9; indicando a presenca de um grupo retirador de elétrons como
o oxigénio. A partir destes dados tem-se a estrutura de um derivado oxigenado
do aminoécido valina, conforme mostra a FIGURA 4.90, na qual se observam as

principais correlagdes. As setas verdes e azuis representam os acoplamentos
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observados no HSQC e HMBC respectivamente, € as ligacdes em negrito

O 466 O
v@ iy S A
% 78,9] 167.8
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17.5 2.96 18.8

representam o COSY.

FIGURA 4.90 - Principais correlacdes que permitiram identificar o residuo de
O-valina

A identificacio da ultima porcdo da molécula baseou-se
principalmente nos dados de HMBC, devido a sobreposicao de sinais. Sendo
assim, notou-se a correlacdo dos dubletos referentes a duas metilas em 6 0,92 (d;
6,7 Hz; 3H) ¢ 6 0,91 (d; 6,7 Hz) com o carbono metinico em 6 24,4 e com o
carbono metilénio em & 42,06. Pelo COSY verificou-se a correlagao dos
hidrogénios metilénicos ¢ 1,53-1,71 (m) com o duplo dubleto em 6 5,47 (dd; 8,2
e 4,6 Hz; 1H). O duplo dubleto 6 5,47 estd ligado ao carbono em o 73,3 e, assim
como a O-valina, este deve estar vizinho a um oxigé€nio e a carboxila em 168,7.
A juncdo destes dados permitiu identificar uma O-leucina. A FIGURA 4.91
mostra as principais as correlacoes observadas no COSY (ligacdo destacada em
negrito), HSQC e HMBC (setas verdes e azuis, respectivamente).

A 1identificacdo dos residuos de fenilalanina, leucina, serina e N-
metil leucina justificam a presenca de trés grupo -NH e um um grupo —-NCHj3;,
respectivamente, o que € coerente com o dado de espectrometria de massas, no
qual o fon molecular protonado de m/z 689, por ser impar, indica numero par de
atomos de nitrogénio. J4 a presenca dos derivados O-valina e O-leucina

completam a quantidade hidrogénios metinicos na posi¢do o carbonila.

1.53-1.71

FIGURA 4.91 - Principais correlagdes que permitiram identificar o residuo de
O-leucina
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Os dados de HMBC permitiram identificar a forma com que os
residuos estdo ligados entre si. Deste modo, observou-se a correlagdo da metila
em 3,06 da N-metil leucina com o carbono carboxilico da fenilalanina em 9
172,4. Verificou-se também o acoplamento do hidrogénio de -NH da
fenilalanina em & 7,45 com o carbono carboxilico da O-leucina em 6 168,7. O
hidrogénio em posicdo a carbonila da O-leucina 6 5,45 correlaciona-se com a
carboxila da O-valina em ¢ 167,8. J4 o hidrogénio em 6 4,66 (a carbonila) da O-
valina acopla com o carbono carboxilico da serina em 6 170,2. E por fim,
verifica-se a correlacio do hidrogénio de —NH da serina com o carbono

carboxilico da leucina em 171,9, como pode ser visto na FIGURA 4.92.

FIGURA 4.92 - Correlacdes observadas no espectro de HMBC para a substancia
da fracao MCLS5_pafDA_19

O experimento de espectrometria de massas de alta resolucdo
indicou [M+H]" com m/z 689,4122 o qual permitiu estabelecer a férmula
molecular C3gHs¢N4Oy, correspondente a onze graus de instauragdo, logo para
satisfazer o ndmero de insaturacdes, o composto deve ser ciclico, conforme
mostra a FIGURA 4.93.

Através dos dados de espectrometria de massas e ressonancia
magnética nuclear foi possivel chegar a estrutura final do composto presente na
fracito MCLS5_pAfDA_19. Entrentanto, SY-CORDEIRO (2011) e
colaboradores, reportaram a producdo desta substancia pelo fungo

Trichothecium sp. e, a denominaram como tricodepsipeptideo.
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FIGURA 4.93 - Estrutura quimica proposta para o composto presente na fracao
MCL5_pAfDA_19

A producdo do tricodepsipeptideo por NICLS € algo siginificativo,
pois existem somente dois trabalhos na literatura que correlacionam
depsipeptideos e fungos do gé€nero Xylaria. PAUNGMOND e colaboradores
(2007) relataram a detecc@o da enzima NRPS, responsdvel pela biossintese desta
classe de compostos e JIRAKKAKUL et al. (2009) isolaram o
ciclodepsipeptideo bassianolideo produzido por Xylaria sp. BCC1067.

Depsipeptideos sdo metabdlitos secundarios compostos por
aminodcidos e por pelo menos um hidroxi 4cido. Estes produtos naturais sao
biossintetizados pela enzima peptideo ndo ribossomal sintetase (NRPS). As
NRPS sdo enzimas multimodulares em que cada mddulo € responsavel pela
adicdlo de um aminoidcido. As NRPSs podem incorporar aminoécidos
proteinogé€nicos € ndo proteinogénicos, bem como carboxi e hidroxi &4cidos.
Além disso, realizam modificacoes como N-metilacdo, epimerizacao, cicliza¢ao
(SUSSMUTH et al., 2011).

O estudo de fragmentacao de ciclodepsipeptideos € algo bastante
desafiador, pois no caso do tricodepsipeptideo, existem seis possibilidades de
abertura do ciclo, logo a populacdo de ions produtos observada pode ser fruto de

todas estas possibilidades, conforme mostra a FIGURA 4.94.
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FIGURA 4.94 - Possibilidades de abertura do tricodepsipeptideo

Para justificar os ions observados no espectro de ions produtos de
m/z 689, foi realizado uma proposta de fragmentacdo como ilustra a FIGURA
4.95. A protonagdo do nitrogénio da N-metil leucina e consequente abertura do
ciclo devido a assisténcia do par de elétrons nao ligantes do oxigénio da
carboxila, leva a sequencia 1 mostrada na FIGURA 4.94. O ataque do par de
elétrons do nitrogénio ao carbono carboxilico mostrado no caminho (a) leva a
perda de 127 Da, equivalente ao derivado da N-metil leucina e resultando na
formacdo do ion de m/z 562, o qual ao perder CO gera o ion de m/z 534. Ja o
ataque do par de elétrons no carbono carboxilico, evidenciado no caminho (b),
conduz a formacgdo de m/z 449 e, a perda de CO produz o ion de m/z 421.

A protonacdo do nitrogénio da leucina e consequente abertura do
ciclo leva a espécie mostada na FIGURA 4.95B. O ataque do par de elétrons do
nitrogénio da porcao N terminal no carbono carboxilico evidenciado no caminho
(a) leva a perda de 113 Da, referente ao aminodcido leucina, gerando m/z 576.
No entanto, se 0 ataque ocorrer como mostra o caminho (b) observa-se o ion de
m/z 489. A abertura do anel entre o nitrogénio da serina e o carbono carboxilico
da leucina, leva a espécie representada na FIGURA 4.95C. A clivagem mostrada
pela linha tracejada, gera m/z 241 e este ao perder CO gera m/z 213. A perda de
85 Da assistida pelo par de elétrons ndo ligantes da carboxilia produz m/z 128, o

qual ao perder CO, leva ao ion im6nio da N-metil leucina corresponte a m/z 100.
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FIGURA 4.95 - Proposta de fragmentacao de m/z 689

Aberturas nas outras posi¢cdes do ciclo ndo levam

observados no espectro de ion produtos, logo as demais espécies que ndao foram

justificadas devem corresponder a fragmentacdo da cadeia lateral dos

aminoacidos.

aos ions

Vale mencionar a produ¢do do tricodepsipeptideo quando o micro-

organismo foi cultivado em meio de cultura suplementado com Na'"NO3, °N
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glicina e 2-"C glicina, evidenciando mais uma vez a versatilidade do micro-
organismo em utilizar as diferentes fontes de nitrogénio para producdo de seu
metabolismo secundario.

Dando continuidade ao estudo do metabolismo de NICLS5, isolou-se
a fragdo MCL5_pAfA_19, uma mistura de dois compostos com [M+H]" de m/z
621,3850 e 721,4357; os quais correspondem a formula molecular C;,H5,N4Og €
C37Hg0N,4Oy, relacionadas a 9 e 10 graus de instauragdo, respectivamente. A
andlise de fons produtos de ambas as substancias (FIGURA 4.96), evidenciou
uma grande similaridade destes compostos com o tricodepsipeptideo pois,
observam-se perdas de 113, 127 e 147 Da, as quais sugerem a presenca de
leucina/isoleucina, N-metil leucina e fenilalanina. Além disso, observa-se a

presenca de m/z 100, fon imonio da N-metil leucina.

'"191%55 +MS2(720.6133), 30.0eV, 10.9-11.5min #649-688
X - 0 .
: 48912934 :
4 H -127 Da -113Da (C)
34
100.1114 :
-147 Da i i -119 Da
14 159.1371 215‘:1262
120.0800 334.1985 :
‘ 362.1925 602.3733 :
0 | + . 4 . T . . . . T . . | . T . . . . T . T T T ,“ T T T T — T
100 200 300 400 500 600 700 mwz
Intens. +MS2(621.0000), 30.0eV, 8.4min #499
x108 389.2385
o] (B)
2
14 100.1108
262.1390
0+— , . 1 , » T ! — T
100 200 300 400 500 600 700 mz
'”‘e‘”DSA- +MS2(689.4169), 36.9eV, 18.5min #1704
x
4 421.2345
3
576.3280
2
333.2022 449.2294 534.3180
661.4226
14 Z 241.1909 371.2340
100.1116 213.1976 \‘
489.2989 -
o | oL L i Ao, . w 1Ll L' L “H i v bl L'
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4
FIGURA 4.96 - Espectro de ions produtos de m/z (A) 689,4122 (B) 621,3850 ¢
(C) 721,4357
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Verifica-se ainda no espectro de ions produtos, mostrado na
FIGURA 4.113, a perda de 119 Da, a qual poderia ser correlacionada com o
aminodcido treonina se os compostos fossem lineares. No entanto, ao observar
os espectros de RMN de uma e duas dimensdes da mistura, ndo foi possivel
constatar a presenca deste aminodcido. Ademais a grande complexidade
espectral, devido a mistura, dificulta a elucidacdo estrutural, porém acredita-se
que ambas as substincias sejam inéditas, pois ao inserir as férmulas moleculares
na base de dados Science Finder, ndo foi possivel encontrar candidatos que
corroborem com os dados de espectrometria de massas.

Ap0s a finalizagdo da elucidagdo estrutural destes compostos, deve-

ser avaliar a configuracdo absoluta dos aminoacidos que os compdem.

Nenhum dos metabolitos produzidos por NICLS inibiram a

atividade da enzima acetilcolinaesterase.
4.4.2 Metabolismo secundario de NICL3

Em trabalho anterior, verificou-se que o fungo NICL3 € produtor
dos sesquiterpenos eremofilanos maiterolideo A, cupressolideo A e
cupressolideo B (AMARAL E RODRUIGUES FILHO, 2010), além das
1socumarinas, meleina, meleina metil éter e 5-formil meleina (AMARAL, 2009),

como pode ser visto na FIGURA 4.97.

(0] (0]
(0] (0] 9 OH
S © - =~ 0
HO "'/(\OH
OH O

o)
X3, O

(0]

(0] H

OH O
Q3.

FIGURA 4.97 - Metabodlitos secundarios produzidos por NILC3 em meio
Czapek enriquecido com extrato de levedura
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Dando continuidade ao estudo do metabolismo deste micro-
organismo, foi possivel isolar do extrato micelial a fragdo MCL3_pAfD_13, a
qual apresentou caracteristicas espectrais semelhantes aos sesquiterpenos
eremofilanos isolados anteriormente. A analise por espectrometria de massas de
alta resolucgdo, cujo espectro é mostrado na FIGURA 4.98, permitiu estabelecer
a férmula molecular C;sH;50;, de acordo com o valor de [M+H]" m/z 247,1337

(calc. 247,1329), correspondente a sete graus de instauracao.

Imenss.- +MS, 13.8-14.2min #320-846
x10°1

2.04 247.1337

0.5+
1 248.1361

249.1416

00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
245 246 247 248 249 250 251 252 mz

FIGURA 4.98 - Espectro de massas full scan de MCL3_pAfD_13

A integracdo do espectro de '"H RMN, mostrado na FIGURA 4.99
apresentou 18 hidrogénios, enquanto que no espectro de DEPT 135 (FIGURA
4.100), notou-se a presenca de trés metilas, trés metilenos e dois grupos

metinicos, um dos quais possui deslocamento quimico caracteristico de carbono

sp°.

Inicialmente, acreditava-se que NICL3 tivesse produzido um
andlogo desidratado de cupressolideo A, pois, nota-se o aparecimento de um
dubleto em & 5,95 (d; 1,4 Hz; 1H) e a auséncia de um segundo hidrogénio
carbindlico. Além disso, o grau de insaturacdo € satisfeito, pois o cupressolideo
¢ composto por quatro anéis e duas insaturagdes, logo a sétima seria
correspondente a dupla ligacdo formada pela desidratacio. No entanto, ao
analisar os espectros de HSQC e HMBC (FIGURAS 4.101 e 4.102),
respectivamente, verificou-se a inexisténcia de um carbono de epdxido, porem
notou-se a correlagdo dos hidrogénios 6 1,10 (d; 6,7 Hz; 3H), 6 2,21 (m, 1H) e
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2,37 (m, 1H) com carbono carbonilico com deslocamento quimico tipico de
carbonila o, insaturada em & 197,9; contradizendo a proposta inicial. Desta

maneira, buscou-se determinar a posi¢ao da cetona a,f3 insaturada.

ol e

474 471 31

NI

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06

FIGURA 4.99 - Espectro de RMN de hidrogénio da fracio MNICL3_pAfD_4
(CDCI13, 600 MHz)
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FIGURA 4.100 - Espectro de DEPT 135 de MNICL3_pAfD_4
(CDCI3, 150 MHz)
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FIGURA 4.102 - Espectro de HMBC da fracao MCL3_pAfD_13
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FIGURA 4.103 - Espectro de COSY da fracio MCL3_pAfD_13

A FIGURA 4.103 representa o espectro de COSY no qual se
observam as correlagdes entre os hidrogénios metilénicos H-3 em & 2,33 (m;
2H) com o hidrogénio metinico H-4 em 6 2,21 (m; 1H) e com a metila H-15 em
o6 1,10 (d; 6,7 Hz). Nota-se, no espectro de HMBC, o acoplamento dos
hidrogénios do multipleto H-3 com o carbono olefinico em 6 128,5. Ademais,
verificam-se também, no mapa de correlacbes HMBC, os acoplamentos entre os
hidrogénios H-4 e H-15 com a carbonila em & 197,9. Constatou-se também o
acoplamento da metila H-14 & 1,02 (s) com os carbonos quaternarios C-5 em o
41,3 e C-10 em 6 161,8. Ainda analisando o espectro de HMBC, notou-se a
correlacdo entre os hidrogénios metilénicos H-9 ¢ 2,37 (m) e 6 3,12 (dd;14,2 e
6,7 Hz) com o carbono olefinico & 128,5. Logo, tém-se a estrutura parcial da

substancia presente na fracdo MCL3_pAfD_13, como ilustra a FIGURA 4.104.
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cosy

< —— HMBC

FIGURA 4.104 - Estrutura quimica parcial da substancia presente na fragao
LSA_MCL3_pAfD_13

Determinada posi¢ao da cetona a,p insaturada, prosseguiu-se com a
elucidagado estrutural. Observou-se a correlacao da metila H-14 em 6 1,02 com
um dos hidrogénios metilénicos H-6a 6 2,12 (dl; 14 Hz). Pelo espectro de
HMBC nota-se a correlacao de H-6a com os carbonos olefinicos C-7 em 6 157,9
e C-11 em 6 122,7, além do acoplamento com a carboxila C-12 em ¢ 174,0. O
deslocamento quimico da metila H-13 6 1,90 implica que esta deve estar na
vizinhan¢a de uma dupla ligacdo, o que € confirmado no espectro de HMBC,
pois esta acopla com os carbonos quaterndrios C-7 6 em 157,9; C-11 em 6 1227
e C-12 em 6 174,0 e também com o carbono de um grupo oximetinico em 0
78,3. Verificou-se pelo COSY que a metila H-13 6 1,90 (t; 1,7 Hz) apresenta
acoplamento homoalilico com os hidrogénios H-6a (6 2,12) e H-8 (5 4,74),
justificando a multiplicidade da metila ser um tripleto. Por fim, constata-se o
acoplamento de H-8 com os hidrogénios H-9a e b. Assim pelos dados de HSQC,
COSY e HMBC pode-se propor a estrutura da substincia pertencente a fracdo
MCL3_pAfD_13, como pode ser visto na FIGURA 4.105, a qual é semelhante

ao sesquiterpeno eremofilano cupressolideo A.

0]
° —  COSY
(0]

FIGURA 4.105 - Estrutura quimica proposta para a substancia pertencente a
fracdo LSA_MCL3_pAfD_13 e as principais correlacdes observadas nos
experimento de COSY e HMBC
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Determinou-se a estereoquimica relativa através do NOE, mostrado
na FIGURA 4.106; e do COSY. A irradiacdo da metila H-15 causou efeito NOE
nos hidrogénios da metila H-14 em 6 1,02; no hidrogénio H6b em 6 2,99 e no
hidrogénio H-9a, logo estes devem possuir orientagdo 3. Como ja mencionado
anteriormente, verificou-se o acoplamento homoalilico entre os hidrogénios da
metila H-14 com os hidrogénios H-6a em 6 2,12 ¢ H-8 em 6 4,75, o que leva a
sugerir um angulo diedro de 90° para H-6 e H-8 em relagio ao carbono olefinico

C-7, indicando uma orientacao o para H-6a e H-8. A Figura 4.107 apresenta a

estrutura de MCL3_pAfD_13 com a estereoquimica relativa.

ol o m‘
T(""

T T T T T T T T T T
2 3.0 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06

T T T T T
0 58 56 54 52 50 48 4.6 4.4

FIGURA 4.106 - Espectro de NOE de LSA_MCL3_pAfD_13; irradiacdo da
metila H-15em 6 1,10

FIGURA 4.107- Estrutura quimica proposta para a substancia da fracao
MCL3_pAfD_13

A Tabela 4.8 exibe todas as informacdoes de RMN que permitiram

identificar o composto presente na fragio MCL3_pAfD_13.
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TABELA 4.8 - Dados espectroscopicos de MCL3_pAfD_13

Posicio H (%) HSQC COSY HMBC
1 5,95 (d; 1,4; 1H) 128.5 6, 14 10,3, 6
2 - - - -
3 2,33 (m) 41,8 14 5,13
4 2,21 (m) 40,0  3,15,6a,9a, 2,3,6,11,15
5 -
6a 2,12 (dl; 14; 1H) 35,1  6b, 8,13, 14 7,11, 9, 14
6b 2,99 (d; 14; 1H) 1,6b,8,9b, 3,7,8,10,11, 14
7 -
8 4,74 (dd; 10,7 e 7,4; 1H) 78,3 6,9, 13 -
9a 2,37 (m) 404  1,6a,8,9b 1,8, 10
9%  3,12(dd; 14,2 ¢ 6,7; 1H) 1, 6b, 8, 9a 1,3,7,8,10
10 -
11 -
12 -
13 1,90 (t; 1,7; 3H) 8,21 6a, 8 7,8,11, 14
14 1,02 (s; 3H) 17,0 6a, 10, 15 5,6, 10
15 1,10 (d; 6,7; 3H) 15,1 4,14 2,3

Vale mencionar que, de acordo com pesquisa bibliogréafica na base

de dados Science Finder a estrutura proposta para MCL3_pAfD_13 € inédita.

Anélise por LC-HRMS, ilustrada na FIGURA 4.108, mostrou que
NICL3 além de produzir sesquiterpenos eremofilanos e isocumarinas, produz
uma mistura de dois compostos isoméricos de ion molecular protonado de m/z
524,3741 e m/7 524,3747.

Para obtencdo de informagao estrutural promoveu-se o experimento
de ions produtos de ambos os compostos, como pode ser observado na FIGURA
4.109. No espectro de fon produtos observam-se perdas de 17 e 28 Da,
correspondente a perdas de amonia e monoxido de carbono. Ademais, notam-se
perdas de 113, 71 e 99 Da, as quais sdo caracteristicas dos aminodcidos
leucina/isoleucina, alanina e valina, respectivamente. Além disso, verificou-se a

presenca do ion de m/z 86,0970 referente ao ion imdnio da leucina/isoleucina.
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De acordo com os dados de espectrometria de massas, inferiu-se

que NICL3, também € produtor de peptideos, os quais devem possuir a férmula

molecular C;H49N50s5, correspondente a seis graus de instauracdo. L.ogo, como

os compostos devem possuir cinco ligacoes peptidicas, para satisfazer o grau de

insaturacdo indicado, o composto deve ser ciclico.
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FIGURA 4.108 - (A) Cromatograma de ions totais da fragio MCL3_pAfDA_22.
Espectros de massas full scan referente ao pico: (B) em 22,4 e (C) 22,5 min
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FIGURA 4.109 - Espectro de ions produtos de m/z 534
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Diante das informagdes obtidas por espectrometria de massas tem-
se que o fungo NICL3 produziu um peptideo ciclico. Para identificar o
composto produzido, foram realizados experimentos de RMN de uma e duas
dimensoOes, no entanto, houve a necessidade de solubilizar a amostra em uma
mistura de MeOH e acido trifluoroacético, pois se observou a adsorcdo desta
com a superficie do frasco de vidro, evidenciando uma interacdo forte com o
sodio.

Observou-se no espectro de 'H RMN, mostrado na FIGURA 4.110,
a presenca de quatro hidrogénios com deslocamento quimico caracteristico de H
em posicdo a carbonila em 6 4,50; 4,49; 4,30; 3,99. Pelo COSY (FIGURA
4.111) observou-se o acoplamento de um sinal encoberto em 3,95 com um
hidrogénio em 6 1,83 e, este por sua vez acopla com duas metilas, desta forma, o
sinal encoberto deve ser o quinto hidrogénio a carbonila. Notou-se ainda no
espectro de 'H RMN a presenca de uma metila desblindada em & 2,03, a qual

deve estar ligada a um grupo retirador de elétrons como o nitrogénio.
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FIGURA 4.110 — Espectro de RMN de hidrogénio da fracio MCL3_pAfDA_22
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FIGURA 4.111 - Espectro de COSY da fracaio MCL3_pAfDA_22
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FIGURA 4.112 - Espectro de HSQC da fracio MCL3_pAfDA_22
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FIGURA 4.113 Espectro de HMBC da fracao MCL3_pAfDA_22

O hidrogénio em posicao o carbonila, com deslocamento quimico 6 4,50
(m) apresenta correlacdo no COSY com o dubleto referente a uma metila em &
1,30 (d; 6,7 Hz). A metila por sua vez acopla no espectro de HMBC, ilustrado
na FIGURA 4.113, com o carbono em o 50,13 caracteristico de carbono o
carbonila e com o carbono carboxilico em ¢ 170,0. Deste modo, caracterizou-se
o residuo do aminoécido alanina. A FIGURA 4.114A representa as principais
correlagdes que permitiram identificar a por¢cdo da alanina.

Pelo espectro de COSY verificou-se o acoplamento do hidrogénio em o
3,95 com o hidrogénio de um grupo metinico em o 1,83 e, este correlacionou-se
com dois hidrogénios metilicos em 6 1,00 e 0,94, caracterizando a presenca de
um grupo isopropril. Verificou-se também no espectro de HMBC a correlagdo
da metila em 6 1,00 com o carbono em o 61,2 e, assim, caracterizando a
presenca do residuo do aminodcido valina, como indica a FIGURA 4.114B.

A andlise do COSY, HSQC e HMBC referentes aos trés residuos de

aminoacidos remanescentes revelou estruturas muito semelhantes, indicando a
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possibilidade da presenca dos aminodcidos isoméricos leucina/isoleucina. No
entanto, a presenca do sinal em o6 2,03 indica um aminodcido N-metilado.
Através das correlacoes no HMBC, observou-se a correlacdo dos hidrogénios
metilénicos do multipleto em & 1,78-1,48 com o carbono da metila em & 30,0, o
que permitiu constatar a presenca da N-metil leucina. As correlagdes a longa
distancia entre os hidrogénios das metilas com os carbonos CB e Cy
caracterizaram o grupo isobutil, indicando, desta forma a presenca de duas
unidades de leucina. A FIGURA 4.114C, D e E, representam as correlagdes
observadas que permitiram identificar os residuos de N-metil leucina, e duas

leucinas.

| H | 2,03
170,1 H NH tLLL NH H
50,13 .
T s
H H 0,94 H3C H CH3 1,00 ” CH30.92
1,30 183 ‘ H 66150
A (B) ©) CHs
0,96
(@) 3|f|9 O 4|f|0
1,68-1,53 , CHs3o.6 1,68-1,53 CH3zo.5
‘CH|;| 1,68-1,53 ICHl;h 68-1,53

(D) 0,92 (E) 0,96

FIGURA 4.114 - Correlagdes observadas nos experimentos de RMN de duas
dimensoes (setas azuis HMBC/ ligacao em negrito COSY)

Como no espectro de HMBC as informagdes a respeito das
correlacdes dos hidrogénios em posi¢cao o carbonila sdo extremamente pobres
em relagdo aos carbonos carboxilicos, determinou-se a sequencia de
aminodcidos com base no espectro de ions produtos, de acordo com as perdas
dos residuos de aminodcidos. Logo, prop0ds-se que o peptideo ciclico é formado

por Leu-Leu-Ala-NMetil Leu-Val, como pode ser visto na FIGURA 4.115.
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FIGURA 4.115 - Estrutura quimica proposta para o composto presente na fracao
MCL3_pAfDA_22

Estabeleceu-se uma proposta de fragmentagdo para justificar os fons
observados no espectro de ions produtos do composto MCL3_pAfDA_22. De
acordo com a FIGURA 4.116, tem-se a protonacdo do nitrogénio da leucina
vizinho ao residuo da valina, produzindo o ion de m/z 524. A abertura do ciclo
decorre da conjugacdo do par de elétrons ndo ligantes do oxigénio carboxilico da
leucina e, consequentemente estabilizagdo da carga positiva do nitrogénio. O
ataque do par de elétrons do nitrogénio ao carbono carboxilico mostrado no
caminho (a) leva a perda de 113 Da, equivalente a leucina, e resultando na
formacdo do fon de m/z 411,2962; o qual ao perder CO gera o ion de m/z
383,3004. J4 o ataque do par de elétrons no carbono carboxilico, evidenciado no
caminho (b), produz m/z 298,2115; sendo que o ataque do par de elétrons do
nitrogénio da alanina ao carbono carboxilico mais préximo leva a formacao de
m/z 227,1740; a qual perdendo uma molécula de CO, gera o fon de m/z
199,1798. Por fim a perda sequencial dos aminoécidos a partir da por¢ao C-
terminal até o residuo final de leucina leva a formagao do fon imonio do referido

aminodacido de m/z 89,0969.
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FIGURA 4.116 - Proposta de fragmentagao para os compostos presentes na
fracdo MCL3_pAfDA_22

Nenhum dos metabdlitos produzidos por NICL3 inibiram a

ativadade da enzima acetilcolinaesterase.

4.5 Estudo do perfil das biomoléculas dos fungos do género
Xylaria por MALDI-TOF

Estudos prévios de identificacio de micro-organismos por

espectrometria de massas, especialmente no caso de células fungicas, mostram
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que, a obtencdo da informagdo e reprodutibilidade por MALDI TOF sdo pré-
requisitos essenciais para o sucesso da classificacao e identificacdo das espécies
estudadas. Varios parametros influenciam na aquisi¢cao dos dados, sejam eles
caracteristicos da técnica, como a escolha da matriz, solvente, co-cristalizacao
do sistema matriz/amostra, ou relacionados ao pré-tratamento da amostra
fingica, como meio de cultura, idade do cultivo, dentre outros. Dessa forma, nas
sessOes seguintes sdo mostrados os fatores dependentes da técnica e do pré-
tratamento da amostra que foram avaliados na tentativa de se tracar um perfil
das biomoléculas que pudesse diferenciar as espécies de fungos do género

Xylaria.

4.5.1 Escolha da matriz, técnica de co-cristalizacao e amostragem
fiingica

A espectrometria de massas por MALDI-TOF consiste em submeter
uma amostra coberta com uma matriz absorvente de radiacio UV. A matriz
transfere a energia proveniente de uma fonte de laser de N, pulsada para as
moléculas da amostra, promovendo uma ionizagdo branda. Existe uma grande
diversidade de matrizes e a escolha da matriz adequada € um fator crucial para a
identificacdo de micro-organismos por MALDI-TOF. Dessa forma, a matriz
deve fornecer uma boa razao sinal/ruido, picos finos e pouca supressdo de sinal.

As escolhas da matriz, da forma de co-cristalizacdo da
amostra/matriz € amostragem fungica foram baseadas no procedimento de
extracdo de biomoléculas de acordo com o protocolo A, uma vez que, o uso do
micro-organismo intacto se mostrou limitado, pois observou-se a deformacdo ou
duplicagdo dos picos, a qual pode estar diretamente relacionada com a superficie
da amostra/matriz devido, a dificuldade de depositar o micélio fiingico de forma

uniforme sobre o farget, como pode ser visto na FIGURA 4.117.
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FIGURA 4.117 - Imagem microscopica do spot micélio/matriz e espectro de
massa de NICL3 e NICLS5 respectivamente. As linhas tracejadas evidenciam a
deformidade dos picos quando o espectro de massas é gerado utilizando o
micro-organismo intacto. Solu¢do de matriz 30 mg SA dissolvidos em 1 mL

Independente

ACN:0.1% TFA (7:3)

da técnica de co-cristalizacio do sistema

amostra/matriz e do procedimento de extracdo biomoléculas, a matriz DHB nao

forneceu bons resultados, uma vez que, o espectro de massa gerado foi

extremamente ruidoso e pobre em informacao, além da cristalizagdo ocorrer de

forma dispersa, impedindo, dessa forma, a aquisi¢ao automaética dos dados (FIG.

4.118).
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FIGURA 4.118 - (A) imagem microscopica do spot da matriz/amostra usando
10 mg DHB dissolvido em 1 mL. ACN:0.1%TFA (7:3), (B) espectro de massas

de NICL5
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Avaliou-se, tomando-se como base os espectros de massas obtidos
para o fungo NICLS, a matriz e sua concentragdo, bem como a técnica de co-
cristalizacdo (dried droplet, thin layer, sandwich e volume technique), conforme

pode ser visto nas FIGURAS 4.119-121.
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FIGURA 4.119 - Espectro de massas de NICLS5 gerado utilizando a matriz
CHCA nas concentracdes de 6 e 10 mg/mL, respectivamente, e a técnica de co-
cristalizacdo da matriz/amostra: (A) e (B) dried droplet, (C) e (D) sandwich, (E)

e (F) thin layer, (G) e (H) volume technique
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FIGURA 4.120 - Espectro de massas de NICL5 adquirido utilizando a matriz
FA nas concentragdes de 10 e 30 mg/mL, respectivamente, e a técnica de co-
cristalizacdo da matriz/amostra: (A) e (B) dried droplet, (C) e (D) sandwich, (E)
e (F) thin layer, (G) e (H) volume technique
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FIGURA 4.121 - Espectro de massas de NICLS5 produzido a partir a matriz SA
nas concentragoes de 10 e 30 mg/mL, respectivamente, € a técnica de co-
cristalizacdo da matriz/amostra: (A) e (B) dried droplet, (C) e (D) sandwich, (E)
e (F) thin layer, (G) e (H) volume technique

Os espectros de massas produzidos para NICLS5 utilizando-se a
matriz CHCA apresentaram, independente da técnica de co-cristalizacdo, picos
largos, no entanto, as técnicas de deposicdo da amostra dried droplet e sandwich
levaram a espectros mais informativos, uma vez que, foi possivel observar maior
nimero de picos. J4 as técnicas thin layer e volume technique produziram
espectros muito ruidosos.

Com a matriz FA espectros de melhor qualidade foram produzidos
empregando-se a técnica de co-cristalizacdo sandwich independentemente da
concentragdo da matriz. Novamente as técnicas thin layer € volume technique
geraram espectros de massas de baixa qualidade.

Verificou-se a existéncia de uma tendéncia, dado que novamente,
os espectros de massas originados através da co-cristalizacao sandwich também
foram os mais informativos quando se empregou a matriz SA. Porém com a
matriz na concentracdo de 30 mg/mL os picos ficaram mais finos, logo a

qualidade da informacdo produzida foi melhor. Desta forma, escolheu-se a
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matriz SA na concentracdo de 30 mg/mL como a matriz para o desenvolvemento
deste trabalho. Alguns estudos de identificacdo de micro-organismos por
MALDI-TOF apontam a matriz SA como preferida, devido a melhor capacidade
de ionizacdo de compostos de maior faixa de massa, produzir espectros com
picos mais intensos € com melhor razdo sinal-ruido, além de gerar picos finos
(MOURA et al.,, 2008, OCHOA e HARRINGTON, 2005 ¢ RAMIREZ e
FENSELAU, 2001).

Outro fator bastante interessante e que deve ser levado em
consideragdo, € a regido do cultivo, da qual o micélio fungico deve ser retirado
quando este € cultivado em meio solido, pois o crescimento micelial apresenta
diferentes zonas que correspondem a diferentes idades ou estdgios de
desenvolvimento. Para verificar a ocorréncia de alguma modifica¢do no perfil
das biomoléculas dos micro-organismos estudados, avaliou-se trés regides
distintas que correspondem a diferentes estdgios de crescimento, como pode ser
visto na FIGURA 4.122.

Pode-se constatar que o ion de m/z 8164 é comum a todas as regioes
da placa, no entanto, a parte correspondente ao centro da massa micelial
forneceu maior nimero de fons em comparagdo aos demais, ou seja, a regiao
central, parte em que o fungo apresenta um desenvolvimento mais avangado,

forneceu os ions de m/z 5420; 6027; 8269 e 12059.
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FIGURA 4.122 - Placa de Petri com o fungo endofitico NICLS5 divido em trés
diferentes regides e respectivos espectros de massas
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Para que a amostragem fosse o mais homogenea possivel,
estabeleceu-se que os trés estagios de desenvolvimento fungico seriam adotados,

sendo o micélio retirado do meio de cultura conforme mostra a FIGURA 4.123.
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FIGURA 4.123 - Representagao da regido micelial estabelecida para todas as
andlises seguintes e espectro de massas de NICLS5 corresponde a esta regido

4.5.2 Analise por MALDI-TOF dos fungos do género Xylaria,
isolados como endofiticos de Cupressus lusitanica

O estudo da diferenciagdo do perfil de biomoléculas de fungos
endofiticos da familia Xylariaceae, isolados de Cupressus lusitanica, por
MALDI-TOF, foi realizado durante o estagio sanduiche no exterior, junto ao
grupo do Prof. Dr. Giinter Allmaier na Universidade de Tecnologia de Viena
(Austria).

A diferenciagdo e identificacdo de bactérias por espectrometria de
massas de células intactas empregando MALDI-TOF ja € algo bem estabelecido,
no entanto, ainda existem inumeros desafios para a consolidacdao desta técnica
visando a identificacdo de fungos filamentosos, uma vez que, a composicao
quimica da parede celular fingica dificulta a aquisicdo e andlise dos dados
gerados. A constituicdo da parede celular dos ascomicetos e basidiomicetos € de
cerca de 90% de polissacarideos, lipideos, polifosfatos, sais inorganicos e
proteinas, e, devido a complexidade desta, acredita-se que a porcentagem de
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biomoléculas ionizadas compreende em sua grande maioria de polissacarideos e
proteinas de superficie. O estudo protedmico tem se mostrado um aliado da
técnica de identificagdo de micro-organismos por espectrometria de massas, pois
este vem a confirmar que, majoritariamente, os ions observados sdo referentes a
proteinas.

E importante relatar que ainda ndo foi reportado nenhum estudo
protedmico de fungos do género Xylaria e, consequentemente, ndo se pode
afirmar que os fons observados nos espectros de massas compreendem peptideos
e/ou proteinas, sendo assim, o presente trabalho consiste em tracar um perfil de
biomoléculas espécie-especifica que seja capaz de diferenciar um micro-
organismo do outro.

Uma vez decidido a matriz, a concentracdo desta, bem como, a
forma de deposi¢do da amostra-matriz, foi dado sequéncia aos experimentos
avaliando-se diferentes protocolos de extracdo das biomoléculas fungicas a fim
de verificar quais deles produziria o0 maior nimero de ions biomarcadores.

O protocolo de extragdo A consistiu em expor as c€lulas do micro-
organismo a uma solu¢ao de acido férmico 70%, a qual deve causar algum dano
na parede celular fungica e, consequentemente, auxiliar na extracdo dos
biomarcadores. O protocolo A originalmente foi reportado para andlise da
bactéria Staphylococcus aureus, sendo o micro-organismo exposto ao extrator
pelo periodo de 6 minutos (SZABADOS et al.,, 2010). Diferentemente das
bactérias, os fungos apresentam parede celular rigida, o que dificulta a obtencdo
de ions biomarcadores, sendo assim, foram avaliados o tempo de exposi¢do do
micro-organismo a solucdo extratora das biomoléculas, bem como o efeito do
uso do banho de ultrassom.

Ao avaliar NICL3 verificou-se que, independente do tempo de
exposicao ao extrator e do efeito da sonicagdo, os espectros de massas da

FIGURA 4.124 apresentaram o mesmo perfil, ou seja, a parede celular fungica
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nao deve ter sido afetada e, somente as biomoléculas extra celulares foram
1onizadas.

Ao se observar os espectros verificam-se a presenca majoritaria de
apenas dois ions, m/z 8210 e m/z 4104, sendo o de maior relagdo massa carga a
espécie monocarregada. No entanto, se os espectros forem divididos em trés
partes, pdde-se verificar a ocorréncia de outros ions com menor intensidade,
como pode ser visto na FIGURA 4.125. Mais uma vez constata-se que a
exposicdo do micro-organismo ao extrator em diferentes tempos ndo
intensificou a extracao das biomoléculas. A FIGURA 4.125A mostra uma regido
no espectro de massa bastante ruidosa, no entanto, verificou-se, na darea
pontilhada das FIGURAS 4.125A e B, a presenca de espécies duplamente
carregadas, os quais correspondem aos ions de m/z 8080; 7873; 7629. Na regiao
compreendida entre m/z 12000 e 16500 constatou-se a presenca de ions de m/z
12119; 12197; 12324; 15420; 15581 e 16412.
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FIGURA 4.124 - Espectros de massas de NICL5 quando exposto ao protocolo A
empregando diferentes tempos de extragdo com e sem sonica¢do: (A) extracao
por 10 min, (B) extracdo por 10 min com sonicag¢do, (C) extracdo por 20 min,
(D) extragdo por 20 min com sonicag¢ao, (E) extra¢ao por 30 min, (F) extracdo

por 30 min com sonicagao
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FIGURA 4.125 - Ampliacdo dos espectros de massas de NICL3 obtidos através
do protocolo A: (A) regido de m/z 2600-4100; (B) regidao de m/z 5200-8100; (C)
regido de m/z 10400-20000

Nos espectros de massas de NICLS (Fig. 4.126), também obtidos
através do protocolo A, observou-se uma maior quantidade de picos em relacao
ao fungo NICL3. A utilizacdo de sonicag¢do, bem como, diferentes tempos de
extracdo ndo influenciaram no aumento da quantidade de sinais, dessa forma,
estes ions devem ser referentes a biomoléculas superficiais do micro-organismo.
Apesar da presenca dos ions de m/z 7679 e 5422, verificou-se um perfil espectral
semelhante ao observado para NICL3 devido a presenca do ion de m/z 8166 e de
sua correspondente espécie duplamente carregada (m/z 4082), podendo este ion
ser um biomarcador espécie-especifico. Ao se dividir os espectros de massas em
trés regides, como pode ser visto na FIG. 4.127, verificam-se outros ions com
menor intensidade. A regido de massa compreendida entre m/z 2600 a 4063, Fig.
4.127A, apresenta-se muito ruidosa e pouco informativa. Quando se analisa a
regido entre m/z 5200 a 8148, verificam-se, além de m/z 5422 e 7679, os ions de
m/z 7950; 8065. Na regido de massa mais elevada observa-se a presenca dos
fons de m/z 12055; 12187; 12291; 15660; 15827 e 16328, os quais parecem ser

influenciados pelo tempo de extracdo e pela sonicagdo, pois verificou-se a
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diminuicdo da intensidade destes quando o micro-organismo foi exposto ao

agente extrator por 30 minutos com sonicacao.
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FIGURA 4.126 - Espectros de massas de NICL5 quando exposto ao protocolo A
empregando diferentes tempos de extragdo com e sem sonicagdo: (A) extracao
por 10 min, (B) extracao por 10 min com sonicacao, (C) extra¢dao por 20 min,
(D) extragdo por 20 min com sonicag¢do, (E) extragao por 30 min, (F) extracdo

por 30 min com sonicagao
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FIGURA 4.127 - Ampliacao dos espectros de massas de NICLS obtidos através
do protocolo A de extragdo: (A) regido de m/z 2600-4059; (B) regido de m/z
5200-8099; (C) regiao de m/z 10400-20000
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Os micro-organismos também foram cultivados nos demais meios
de cultivo e avaliados de acordo com o protocolo A, no entanto, os melhores
resultados foram obtidos usando o meio de cultura BDA.

Outro protocolo de extragdo avaliado consistiu em submeter as
células fungicas a um ambiente basico através do uso de uma solugdo aquosa de
bicarbonato de amonio (protocolo B), em trés diferentes valores de pH, 7,5; 8,0
e 8,5 com tempo de exposi¢do do micro-organismo de 10 minutos. A FIGURA
4.128 mostra os espectros de massas de NICL3 e NICLS obtidos através deste
protocolo.

A extracdo das biomoléculas a pH 8 mostrou-se mais informativa,
uma vez que, pode-se observar o aumento na quantidade de ions nos espectros
de massas tanto de NICL3 como de NICLS5, como pode ser visto na FIGURA
4.128. A FIGURA 4.129 mostra uma aproximac¢ao em trés distintas regioes dos
espectros de massas e, nestas aproximagdes pode-se constatar que para ambos 0s
fungos a extracdo a pH 8 fornece espectros de massas com maior informacao,
visto que para NICL3 observa-se os ifons de m/z 3749; 3712; 3589; 3515. No
caso de NICLS a principal diferencia ocorre na regido de massa mais elevada,

devido a presenca do fon de m/z 12901.
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FIGURA 4.128 - Espectros de massas de NICL3 e NICLS5 obtidos através do
protocolo B em pH 7,5; 8,0 e 8,5
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FIGURA 4.129 - Ampliacdo dos espectros de massas de NICL3 e NICL5
obtidos através do protocolo B de extracdo: (A) regido de m/z 2600-4059; (B)
regido de m/z 5200-8099; (C) regido de m/z 10400-20000

Assim como no caso do protocolo A, o protocolo B foi reportado
para andlise das bactérias Escherichia coli e Bacillus thuringiensis (WANG et
al., 1998). A fim de verificar a influéncia do tempo e da sonica¢ao na extracao
das biomoléculas, os fungos foram submetidos a extracdo basica empregando
pH 8 em trés tempos diferentes; 10, 20 e 30 minutos com e sem sonicacao.

Aparentemente ndo houve influéncia do tempo de extracdo e da
sonicacdo para a geracdo de informacdo das biomoléculas de NICL3 cultivado
em meio BDA, como pode ser observado na FIGURA 4.130A. No entanto, ao
limitar os espectros em uma faixa de massa menor, como mostrado na
ampliacdo da FIGURA 4.130B, pode-se observar a influéncia das varidveis
analisadas, pois se verifica a maior intensidade do fon de m/z 7170 quando se
emprega 20 minutos de extracdo, no entanto, a intensidade deste mesmo ion
diminui consideravelmente ao empregar sonicacdo independente do tempo de
extracdo. Além disso, pode-se averiguar que, independente do tempo de
extracdo, a intensidade dos fons de m/z 7515 e 7630 também diminui ao aplicar
sonicacdo. O contrario é observado em relagdo ao ifon de m/z 7872, sendo a
maior intensidade observada quando a sonicagdo € aplicada por 20 minutos. Na
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faixa de maior massa, pode-se verificar que também com 20 minutos de
extracdo sem sonicacao o ion de m/z 12199 € mais intenso. Através destes dados
acredita-se que um bom tempo de trabalho para a extracdo das biomoléculas de

NICL3 é de 20 minutos sem a necessidade de sonicacgao.
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FIGURA 4.130 - (A) Espectros de massas de NICL3 em BDA obtido através do
protocolo B pH 8.0 com diferentes tempos de extracdo: (A1) 10 min, (A2) 10
minutos com sonicagao, (A3) 20 min, (A4) 20 minutos com sonicagao, (AS5) 30
min, (A6) 30 minutos com sonicagdo. (B) Ampliacdo dos espectros massas entre
m/z 7100 a 8170. (C) Ampliacdo dos espectros de massas entre m/z 1100 a
18000
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Para verificar se a composi¢do do meio de cultivo influencia na
andlise das biomoléculas, NICL3 foi cultivado em meio MEA e, apds o
crescimento do micro-organismo, aplicou-se o protocolo C a pH 8.0. A
FIGURA 4.131 mostra os espectros de massas de NICL3 obtido em diferentes

tempos de extracdo com e sem sonicacao.

Comparando as FIGURAS 4.130A e 4.131A verifica-se diferencas
muito sutis em relacdo a intensidade dos ions entre 7100 e 8170, entretanto, as
ampliacdes mostradas nas FIGURAS 4.130B e 4.131B mostram que a diferenga
nao € somente em relacdo a intensidade, mas também devido o aparecimento de
novos picos como os de m/z 6974 e 7087 quando o micro-organismo € cultivado
em meio MEA. Estes ions possuem maior intesidade quando o micro-organismo
¢ extraido por 20 minutos sem o uso de sonicacdo. Observa-se também que o ion
de m/z 7170 aparece em MEA quando o fungo é submetido a extracao por 10
minutos e ap0s este periodo independe do uso ou ndo de sonica¢do este nao mais
¢ observado. Na FIGURA 4.131C pode-se observar que em 20 minutos sem
sonicacdo os fons de m/z 12198 e 15756 sdo mais intensos. Comparando as
FIGURAS 4.130C e 4.131C observa-se uma diferenga nos ions compreendidos
entre m/z 15200 e 17000, ou seja, em meio BDA a intensidade do ion de m/z

16414 € maior, enquanto que em meio MEA o fon de m/z 15756 € maior.
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FIGURA 4.131 - A) Espectros de massas de NICL3 em MEA obtido através do
protocolo B pH 8.0 com diferentes tempos de extracdo: (A1) 10 min, (A2) 10
minutos com sonicagao, (A3) 20 min, (A4) 20 minutos com sonicagao, (AS5) 30
min, (A6) 30 minutos com sonicagdo. (B) Amplia¢do dos espectros de massas
entre m/z 6000 a 8200. (C) Ampliacao dos espectros de massas entre m/z 1150 a
17500

Através destas andlises pode-se constatar que o meio de cultura €
um fator importante na obten¢do das biomoléculas, no entanto, como o ion de
m/z 8209 é o pico mais intenso e este pode estar suprimindo os demais picos,
fica dificil inferir até que ponto a diferenca na composi¢cao do meio de cultivo é
significante na obten¢do das biomoléculas microbianas por MALDI-TOF.

O protocolo B foi efetuado para NICLS5 cultivado tanto em meio
BDA e MEA como pode ser visto nas FIGURAS 4.132A e 4.133A

respectivamente. Nos espectros mostrados na FIGURA 4.132 verifica-se que o
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protocolo B ndo promoveu a extracdo do ion de m/z 5420 o qual foi observado
quando o micro-organismo foi extraido pelo protocolo A. Entretanto, este
protocolo permitiu a deteccdo o fon de m/z 7220, como pode ser visto na
ampliacdo da regido entre m/z 7200 e 8120 a qual estd representada na FIGURA
4.132B. Analisando a regido de maior massa, pode-se constatar que a

intensidade do fon m/z 12191 ndo foi influenciada pelas varidveis analisadas.
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FIGURA 4.132 - (A) Espectros de massas de NICLS5 em BDA obtido através do
protocolo B pH 8.0 com diferentes tempos de extracdo: (A1) 10 min, (A2) 10
minutos com sonicac¢do, (A3) 20 min, (A4) 20 minutos com sonicacdo, (AS5) 30
min, (A6) 30 minutos com sonica¢do. (B) Ampliacdo dos espectros de massas
entre m/z 7200 a 8140. (C) Ampliacao dos espectros de massas entre m/z 11000
a 18000

Os espectros adquiridos a partir do cultivo de NICL5 em meio
MEA, FIGURA 4.133A, apresentaram os ions de m/z 7219 e 7680 mais intensos

em relacdo aos espectros obtidos através da extracdo do micro-organismo em
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meio BDA. No entanto, nos demais ions a intensidade foi consideravelmente

diminuida.
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FIGURA 4.133 - (A) Espectros de massas de NICL5 em MEA obtido através do
protocolo B pH 8.0 com diferentes tempos de extracdo: (A1) 10 min, (A2) 10
minutos com sonicac¢do, (A3) 20 min, (A4) 20 minutos com sonicacdo, (AS5) 30
min, (A6) 30 minutos com sonica¢do. (B) Ampliacdo dos espectros de massas
entre m/z 7200 a 8140

Outra abordagem utilizada no intuito de aumentar a quantidade de
ions biomarcadores dos micro-organismos estudados foi a utilizacdao do produto
natural timol. Este metabdlito secundario de plantas possui atividade
antimicrobiana, promovendo danos na parede celular de bactérias e fungos
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(BENNIS et al., 2004) e, dessa forma, poderia auxiliar na extracdo das
biomoléculas, gerando espectros de massa mais informativos.

Embora os espectros de NICL3 e NICLS5 apresentem um perfil
espectral bastante caracteristico, com a predominancia do ion m/z 8210 para
NICL3 e m/z 8164 para NICLS5, o tempo de extracdo de 20 minutos mostrou ser
mais adequado para a extracdo das biomoléculas de menor intensidade. Dessa
forma, os dados seguintes foram obtidos através da exposicio do micro-
organismo ao extrator durante este periodo de tempo.

Como visto nos dados anteriores tanto as solu¢des acida como a
basica foram capazes de promover a extracdo das biomoléculas dos micro-
organismos, deste modo, a solu¢ao 12 mM de timol foi preparada empregando
os solventes organicos; etanol, acetonitrila, etanol e acetonitrila (1:1 v/v) e
1sopropanol com 0,1% de TFA ou 0,1% de solu¢ao de bicarbonato de amonio a
pH 8. Este protocolo de extracdo foi denominado C.

A FIGURA 4.134A mostra os espectros de massas gerados a partir
do protocolo C, e constatou-se que todas as solucdes de timol produziram
espectros muito semelhantes, porem, pode-se inferir que a utilizagdo do timol
nao promoveu danos na parede celular de NICL3, uma vez que, os ions
detectados sdao correspondentes a aqueles ja observados nos protocolos de

extragdo anteriores.
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FIGURA 4.134 - (A) Protocolo D - espectros de massas de NICL3 em BDA - 12
mM timol em: (A1) EtOH:0.1%TFA, (A2) ACN:0.1%TFA, (A3) EtOH:ACN
(1:1): 0.1%TFA, (A4) PrOH:0.1%TFA, (AS) EtOH:0.1%BCA, (A6)
ACN:0.1%BCA, (A7) EtOH:ACN (1:1):0.1%BCA, iPrOH:0.1%BCA. (B)
Ampliagdo dos espectros de massas na faixa de m/z 6400 a 8170

A andlise de NICL5 mostrada na FIGURA 4.135 se mostrou
bastante diferente, uma vez que, foi possivel observar um aumento no ndimero
de picos nos espectros de massas, indicando que o timol pode ter causado algum
dano na parede celular do fungo, resultando, desse modo, em espectros de
massas mais informativos. A solugcdo etandlica 4cida de timol propiciou a
extracdo do fon de m/z 9653, o qual foi observado pela primeira vez. Ampliando
os espectros de massas entre m/z 3500 a 6200, pode-se verificar um maior
numero de ions e a variacdo observada entre os espectros esta relacionada a

intensidade destes fons. O ion de m/z 5015 estd presente em todos 0s espectros,
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entretando, sua intensidade é maior no espectro produzido a partir da extracao
com solu¢do de bdsica de timol em acetonitrila. J4 o fon de m/z 6050 esta
presente somente nos espectros produzidos a partir da extracdo com timol em
solugdo 4cida, sendo a maior intensidade observada em solucdo de isopropanol.
Diferentemente dos outros protocolos de andlise, o protocolo C néo foi capaz de

extrair as biomoléculas compreendidas na faixa de m/z 11000 - 18000, como

mostra a FIGURA 4.135C.
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FIGURA 4.135 -(A) Espectros de massas de NICLS em BDA obtido através do
protocolo C, solu¢do 12 mM timol em: (A1) EtOH:0.1%TFA, (A2)
ACN:0.1%TFA, (A3) EtOH:ACN (1:1): 0.1%TFA, (A4) PrOH:0.1%TFA, (AS5)
EtOH:0.1%BCA, (A6) ACN:0.1%BCA, (A7) EtOH:ACN (1:1):0.1%BCA,
iPrOH:0.1%BCA. (B) Ampliacao dos espectros de massas na faixa de m/z 3500
a 6200. (C) Ampliagao dos espectros de massas na faixa de m/z 11000 a 18000
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Poucos sdo os estudos de identificacdo de fungos por MALDI-TOF
e a maioria dos estudos descritos na literatura trabalha com células intactas
destes micro-organismos. Recentemente CHALUPOVA et al. (2012)
publicaram um trabalho no qual empregava a prépria solu¢do de matriz como
extrator das biomoléculas presentes nos esporos do fungo fitopatogénico Bremia
lactucae. Os autores perceberam que solucdes mais concentradas de TFA
aumentava a intensidade dos sinais entre as regides de m/z 6000-8000 e 11000-
14000. Deste modo, avaliou-se o efeito da concentracao deste adcido organico
(0,1; 0,3; 0,5; 1,0 € 2,5% v/v) na extragao das biomoléculas presente no micélio
de NICL3 e NICLS, sendo a matriz SA solubilizada em acetonitrila e solucdo
aquosa de TFA na propor¢ao de 7:3, sendo este procedimento denominado de
protocolo D.

A FIGURA 4.136A mostra os espectros de NICL3 (cultivado tanto
em meio BDA e MEA) produzidos a partir do protocolo D. Analisando os
espectros na regido de m/z 2500 a 20000 nota-se a predomindncia do ion m/z
8209, o qual indica que a varia¢dao na concentragdo de TFA nao deve ter afetado
a estrutura celular como era esperado. No entanto, quando estes espectros sao
ampliados nas faixas de m/z 2700-4100 e 11000-18000 (Fig. 4.136B e C), nota-
se uma diferenca em relagao aos ions de menor intensidade.

A andlise da FIGURA 4.136 permite verificar que o ion de m/z
3707 € observado em meio BDA a partir da concentra¢ao de 0,5% de TFA, no
entanto, em meio MEA este € observado em todas as concentragdes do acido. Os
ions de m/z 2805 e 2846 siao observados em meio MEA quando a concentracao
do 4cido € de apenas 0,1%.

Ja quando se observa a FIGURA 1.136C, verificou-se que o meio
BDA deve promover a formacdo de uma parede celular mais rigida, uma vez
que, somente a partir da concentragdo maxima de TFA é que os picos parecem
estar mais bem definidos, sendo possivel observar somente nesta concentracio a

presenca do ion de m/z 12319. Por outro lado em meio MEA pode-se observar
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um aumento na intensidade dos ions de m/z 12195, 15386, 15549 e 16398 a
medida que a concentracdo de TFA aumenta até 1,0%. No entanto, para afirmar
a ocorréncia de danos na parede celular do micro-organismo se faz necessario
introduzir andlises da superficie micelial fungica, pois somente desta forma
pode-se realmente afirmar que a maior quantidade de ions observados &

decorrente do prejuizo estrutural celular.
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FIGURA 4.136 - Espectros de massas de NICL3 obtidos a partir do protocolo D,
sendo o fungo cultivado em: (A1-AS5) BDA e (A6-A10) MEA. (B) ampliagao
dos espectros de massas na faixa de m/z 2700-4100. (C) ampliacdo dos espectros
de massas na faixa de m/z 11000-18000.

Quando NICLS € submetido ao mesmo protocolo verifica-se um

perfil espectral completamente diferente ndao s6 relacionado a variagdo da
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concentracao do 4cido, mas também a composicdo do meio de cultura, como
pode ser visto na FIGURA 4.137A. Nota-se que em meio BDA (FIG. 4.137 Al-
5) ao aumentar a concentragdo do 4cido o fon de m/z 8169 diminui de
intensidade e, em contrapartida, o inverso € observado para o ion de m/z 5423.
No entanto, € dificil afirmar que a maior concentracdo do acido promoveu a
degradacdo da biomolécula correspondente ao ion de m/z 8169, ou se a
ionizacdo desta foi suprimida pela alta intensidade do ion de m/z 5423. No
entanto, a concentragdo de 0,5% de TFA € a mais informativa quando o micro-
organismo € cultivado em meio BDA, como pode ser visto na ampliacdo na
regido de m/z 5200 a 8110, mostrada na FIGURA 4.137B.

Curiosamente em meio MEA nao ocorre o detrimento do ion de m/z
8169 em virtude do aumento da concentracdo do 4cido, porém verifica-se que a
concentracdo € um fator importante na extracao do ion de m/z 5423, pois este é
detectado somente quando utilizada as concentragdes de 1,0 e 2,5% de TFA.
Outro fato bastante interessante € que os ions de m/z 7219, 7680, 7955 e 8067
sdo mais intensos em meio MEA do que em meio BDA, evidenciando, que neste
protocolo, MEA € o melhor meio para gerar informagdes a respeito das
biomoléculas de NICLS.

Através dos dados aqui mostrados, infere-se que padronizar um
protocolo de extracdo que seja Otimo para produzir espectros de massas por
MALDI-TOF para os micro-organismos estudados, nao € uma tarefa simples, no
entanto, os protocolos A e D produziram bons resultados.

Somente por uma questio de evidenciar a eficiéncia dos protocolos
de extracdo, um pequeno espaco amostral de fungos pertencentes a familia
Xylariaceae foram submetidos aos protocolos A e B, conforme pode ser visto
nas FIGURAS 4.138 e 4.139, respectivamente. Os espectros de massas
adquridos através de ambos os protocolos mostram claramente um perfil muito
semelhante para todos os micro-organismos, com o ion em torno de m/z 8000

como a principal forma de discriminagdo entre um fungo e outro.
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FIGURA 4.137 - (A) Espectros de massas de NICL5 obtidos a partir do
protocolo D, sendo o fungo cultivado em: (A1-A5) BDA e (A6-A10) MEA. (B)
ampliacdo dos espectros de massas na faixa de m/z 5200-8100
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FIGURA 4.138 - Obtencao do perfil de biomoléculas de fungos pertencentes a
familia Xylariaceae através do protocolo A: (A) NICL3, (B) NICLS, (C) fungo
endofitico F26 isolado de Alternantera brasiliana, (D) fungo endofitico CJ
1solado de Taxus, (E) fungo endofitico Pinus p1A isolado de Pinus taeda, (F)
fungo endofitico Ara_fv3A isolado de Araucaria angustifolia, (G) fungo
endofitico Ara_fj3A Pinus p-1a isolado de Araucaria angustifolia
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FIGURA 4.139 - Obtencao do perfil de biomoléculas de fungos pertencentes a
familia Xylariaceae através do protocolo B: (A) NICL3, (B) NICLS5, (C) fungo
endofitico F26 isolado de Alternantera brasiliana, (D) fungo endofitico CJ
1solado de Taxus, (E) fungo endofitico Pinus p1A isolado de Pinus taeda, (F)
fungo endofitico Ara_fv3A isolado de Araucaria angustifolia, (G) fungo

endofitico Ara_fj3A Pinus p-1a isolado de Araucaria angustifolia
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4.6 Colecao de fungos pertencentes a familia Xylariaceae

4.6.1 Construcao da colecao de fungos da familia Xylariaceae

Foram isolados 10 fungos pertencentes a familia Xylariaceae, sendo
as cepas Pinus P1A, Pinus P2A, Pinus B1A, Pinus B2B isoladas das folhas de
Pinus taeda. As 5 cepas AraFJ1A, AraFJ2A, AraFM3B, AraFV3A e AraFJB
foram isoladas das folhas de Araucaria angustifolia. A cepa codificada como CJ
foi isolada das folhas de Taxus. Outras 6 cepas foram previamente isoladas por
membros do laboratério sendo estas incluidas na colecdo. As cepas F9, F11, F26
e FEndBDS foram isoladas das folhas de Alternathera brasiliana, uma cepa
codificada como NISS foi isolada dos frutos de Sapindus saponaria e uma cepa
denominada GUATA isolada das folhas de Aspidosperma subincanum. A
FIGURA 4.140 ilustra os primeiros representantes da colecdo de micro-

organismos da familia Xylariaceae.

NICL3 NICLS Pinus P1A Pinus P2A Pinus B1A Pinus B2B

- 0@®

AraFJ1A AraFJ2A AraFM3B AraFV3A AraFJIB

F11 FEndBDS NISS GUATA

FIGURA 4.140 - Representantes da cole¢do de fungos da familia Xylariaceae
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Através de uma parceria estabelecida com o grupo do professor Dr.
Ludwig Heinrich Pfenning e o Dr. Lucas M. Abreu, ambos do Departamento de
Fitopalogia da Universidade Federal de Lavras, foi possivel identificar os micro-
organismos com base em métodos de biologia molecular através de
sequenciamento da regido da proteina nuclear actina. Os resultados obtidos sdo
mostrados na TABELA 4.9. Pela tabela verifica-se que os isolados podem ser
divididos em dois grupos, um formado pelos individuos do género Xylaria € o

outro por membros do género Nemania.

TABELA 4.9 - Identificagdo dos micro-organismos pertencentes a colecao de
fungos da familia Xylariaceae

Cdodigo Luciana Endofitico de Identificacdo
NICL3 C. lusitanica Nemania aff. primolutea
NICLS C.lusitanica Xylaria arbuscula

NISS S. saponaria Xylaria multiplex
LSA_CJ Taxus Xylaria sp.
PINUS_PI1A P. taeda Xylaria aff. grammica
PINUS_P2A P. taeda Nemania diffusa
PINUS_BI1B P. taeda Nemania aff. primolutea
PINUS B2B P. taeda Xylaria arbuscula
ARA_FJ1A A. angustifolia Xylaria multiplex
ARA_FJ2A A. angustifolia Nemania diffusa
ARA_FJB A. angustifolia Nemania aff. primolutea
ARA_FM3B A. angustifolia Nemania aff. primolutea
ARA_FV3A A. angustifolia Xylaria cubensis
F _END BDS A. brasiliana -
F9a A. brasiliana Xylaria aff. grammica
F11 A. brasiliana Xylaria arbuscula
F26 A. brasiliana Xylaria curta
GUATA A. subincanum Nemania aff. bipapillata

De acordo com o mostrado na TABELA 4.9, surpreendentemente
NICL3 néao foi identificado como pertencente ao género Xylaria e sim como
Nemania aff. primolutea. Este resultado ndo inviabiliza o trabalho desenvolvido
até aqui, pois este género pertence a familia Xylariaceae. Além disso, acredita-se

que inumeros outros fungos identificados como Xylaria sp. foram erroneamente
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classificados e as bases de dados ndo sofreram atualizagdo. Ademais, ndo existe
relato algum do estudo do metabolismo fungico de representantes do género
Nemania.

A parceria estacelecida com o professor Dr. Ludwig permitiu o
aumento da colecdo, uma vez que, foram incorporados mais 26 isolados
pertencentes a familia Xylariaceae. Todos os micro-organismos da cole¢ao de
Xylariaceae foram depositados e catalogados na micoteca do Laboratério de

Bioquimica Micromolecular de Micro-organismos (LaBioMMi).

4.6.2 Comparaciao entre os dados filogenéticos, MALDI-TOF e
metabdlico da colecao fingica pertencente a familia Xylariaceae

Muitos estudos envolvendo identificacdo de fungos do género
Xylaria por técnicas moleculares baseadas na regido ITS apresentaram
inconsisténcias, uma vez que, varios destes fungos foram erroneamente
classificados. Desta forma, estudos filogenéticos recentes abordam a utiliza¢ao
trés outras sequencias que codificam proteinas nucleares como B-tubulina, actina
e RPB2 para anélise filogenética de micro-organismos deste género (HSIEH, et
al., 2010).

Os micro-organismos da cole¢cao LaBioMMi de Xylariaceae foram
identificados utilizando-se somente a sequencia que codifica a proteina nuclear
actina (TABELA 4.10) e para auxiliar a identificacdo molecular, realizou-se
também andlises por MALDI-TOF visando uma distingdo no perfil das
biomoléculas fungicas, bem como andlises metabolomicas empregando

espectrometria de massas de alta resolucao (Q-TOF, Waters).
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TABELA 4.10 - Cole¢ao de Xylariaceae e respectiva identificacdo

Cdodigo LaBioMMi Codigo precedente Identificacao
LaBioMMi 426 CML 0450 Xylariaceae?
LaBioMMi 427 CML 0664 Xylariaceae
LaBioMMi 428 CML 0673 Xylaria curta
LaBioMMi 429 CML 0761 Xylariaceae
LaBioMMi 430 CML 0822 Hypoxylon sp.
LaBioMMi 431 CML 0823 Xylaria sp.1
LaBioMMi 432 CML 0836 Xylariaceae
LaBioMMi 433 CML 0838 Xylariaceae
LaBioMMi 434 CML 0840 Xylaria aff. cubensis
LaBioMMi 435 CML 0841 Xylariaceae
LaBioMMi 436 CML 0843 Xylaria aff. arbuscula
LaBioMMi 437 CML 0845 Xylaria cubensis
LaBioMMi 438 CML 1674 Xylaria cubensis
LaBioMMi 439 CML 1675 Xylaria aff. berteri
LaBioMMi 440 CML 1677 Xylariaceae
LaBioMMi 441 CML 1678 Xylariaceae
LaBioMMi 442 CML 1679 Xylaria cubensis
LaBioMMi 443 CML 1680 Xylaria cubensis
LaBioMMi 444 CML 1707 Daldinia eschscholzii
LaBioMMi 445 NICLS5 Xylaria aff. arbuscula
LaBioMMi 446 CML 2833 Xylaria cubensis
LaBioMMi 447 CML 2834 Xylariaceae?
LaBioMMi 448 CML 2835 Xylaria sp.1
LaBioMMi 449 CML 2836 Xylariaceae
LaBioMMi 450 CML 2837 Xylariaceae
LaBioMMi 451 CML 2838 Xylaria aff. grammica
LaBioMMi 452 CML 2839 Xylaria multiplex
LaBioMMi 453 CML 2840 Xylariaceae
LaBioMMi 454 CML 2841 Xylaria multiplex
LaBioMMi 455 NICL3 Nemania aff. primolutea
LaBioMMi456 NISS Xylaria multiplex
LaBioMMi 457 LSA_CJ Xylaria aff. cubensis
LaBioMMi 458 PINUS_PI1A Xylaria aff. grammica
LaBioMMi 459 PINUS_P2A Nemania diffusa
LaBioMMi 460 PINUS_BI1B Nemania aff. primolutea
LaBioMMi 461 PINUS_ B2B Xylaria aff. arbuscula
LaBioMMi 462 ARA_FJ1A Xylaria multiplex
LaBioMMi 463 ARA_FI2A Nemania diffusa
LaBioMMi 464 ARA_FJB Nemania aff. primolutea
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TABELA 4.10 - continuagao

Codigo LaBioMMi Codigo precedente Identificacao
LaBioMMi 465 ARA_FM3B Nemania aff. primolutea
LaBioMMi 466 ARA_FV3A Xylaria cubensis
LaBioMMi 467 ARA_FV3A Xylaria cubensis
LaBioMMi 468 F _END BDS Xylariaceae
LaBioMMi 469 F9 Xylaria aff. grammica
LaBioMMi 470 F11 Xylaria aff. arbuscula
LaBioMMi 471 F26 Xylaria curta
LaBioMMi 472 GUATA Nemania aff. bipapillata

As andlises por MALDI-TOF foram realizadas de acordo com a
metodologia implementada no LaBioMMi, a qual consistiu em empregar o
método de esfregaco do material fungico sobre o spot da placa de MALDI,
sendo posteriormente aplicada 1uL da solucdo de matriz CHCA na concentra¢ao
de 20 mg/mL. Cada micro-organismo foi analisado em dezoito réplicas, no
entanto, a aquisicdo dos dados foi em duplicada, logo foram adquiridos 36
espectros de massas para cada isolado do universo de estudo. Destes trinta e seis
espectros foi gerado um espectro principal, denominado MSP (main spectra)
com base na discriminacdo de sinais de maior € menor intensidade segundo
algoritmo interno do software MALDI Biotyper 3.1. Estes espectros “MSPs”
formam a base de dados do software que permite a criagdo de uma biblioteca de
espectros microbianos. A FIGURA 4.141 representa o MSP Dendograma que
permitiu agrupar os fungos da colecdo LaBioMMi de Xylariaceae em cinco
grupos principais, de acordo com a similitude dos dados espectrais adquiridos

para cada isolado do grupo de estudo.
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FIGURA 4.141 MSP Dendrograma obtido com espectros principais (MSPs) de
46 fungos pertencentes a familia Xylariaceaee analisados via MALDI-TOF

A comparagdo entre a identificacdo molecular e a andlise por

MALDI-TOF permitiu verificar que hd uma divergéncia entre algumas
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linhagens fungicas. Os micro-organismos identificados como Xylaria cubensis
ou Xylaria aff. cubensis foram reunidos em trés grupos distintos. Os fungos
codificados como 457, 466 e 467 estdo agrupados entre si, ja 434, 437 e 438
estdo reunidos em outro grupo sendo que o nivel de distincia evidencia a
diferenca do perfil espectral encontrado para os isolados, enquanto 442 e 443
estdo juntos em outra série. Para buscar uma explicacdo para esta distincao,
verificou-se o perfil metabdlico destes micro-organismos adquiridos via
espectrometria de massas de alta resolucdo. Verificou-se que 457, 466 e 467
possuem como semelhanca principal a presenca dos fons de m/z 319,1173;
353,0795 e 508,2784 (FIGURA 4.142); os quais puderam ser correlacionados as
substancias declorogriseofulvina, griseofulvina e citocalasina D com base nos
trabalhos de NIELSEN e SMEDSGAARD (2003) e AMARAL (2009). Vale
mencionar a ocorréncia de fragmentacdo de m/z 508,2784 na fonte de ionizacdo,
podendo-se observar na FIGURA 4.142F os ions de m/z 490,2591 e 430,2373.
Interessantemente existe apenas uma publicacdo referente a producdo de
griseofulvina pelo fungo Xylaria cubensis (CASELA et al., 2013), os demais
trabalhos mostram a producdo destes metabolitos por Xylaria sp. (JOONG-
HYEOP et al.,, 2005). J4 a producdo de citocalasina D foi reportada por
KLAIKLAY e colaboradores (2012). Ao considerar os isolados 434, 437 e 438
observa-se um perfil metabdlico diferente entre eles (FIGURA 4.143) e um tanto
quanto complexo de se fazer alguma analogia que permita justificar a
discrepancia entre os dados filogenéticos e de MALDI-TOF, porem, estes
micro-organismos apresentam em comum o pico em 4,50 min, o qual refere-se
ao ion molecular protonado de m/z 461,2544. Vale mencionar que o isolado 437
¢ produtor de citocalasina D, enquanto que 438, além de citocalasina D, produz
também a griseofulvina e a declorogriseofulvina. A andlise dos perfis
metabdlicos de 442 e 443 demostram a produgio da griseofulvina, citocalasina
D e também da substiancia de [M+H]" de m/z 461,2544; no entanto, somente

estes dados ndo permitem justificar a separa¢ao destes micro-organismos.
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Vale ressaltar que o perfil metabolomico dos fungos da familia
Xylariaceae também seria tratado estatisticamente empregando-se o software
MarkerLynx (Waters), no entanto, inimeros problemas com a instalacdo deste
aplicativo impossibilitaram a realizacdo do agrupamento dos micro-organismos

e, consequentemente, impediu o confrontamento entre os dados gerados por

MALDI-TOF e filogenia.
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Outra inconsisténcia entre a identificagdo molecular e por MALDI-
TOF refere-se a separacdo dos isolados 436, 445 (NICLS), 461 e 470,
correlacionados a Xylaria arbuscula, os quais foram segregados em dois grupos.
A andlise do perfil metabolomico isoladamente ndao permitiu identificar
diferencas relevantes entre 445, 461 e 470, contudo 436 apresenta um ndmero
maior de bandas cromatograficas quando comparado aos demais, conforme pode
ser visto na FIGURA 4.144. Vale destacar que através da técnica de micro-
extracdo foi possivel identificar a produgdo das citocalasinas C e D por todos
estes fungos, no entanto a producdo do depsipeptideo ciclico tricodepsipeptideo

foi observada em 455 (NICLS5), como esperado, e por 470.
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Dentre aos micro-organismos classificados como pertencentes ao
género Nemania, notou-se um comportamento interessante na analise do perfil
das biomoléculas dos isolados 459 e 463, correspondente a Nemania difusa em
relacdo a 455 (NICL3), 464, 465 e 460 referentes Nemania aff. primolutea e o
1solado 472 denominado Nemania aff. bipapillata, uvma vez que, somente 0s
micro-organismos 459 e 463 ndo foram agregadados juntamente com 0s outros
fungos do mesmo género. O perfil metabomico de 459 e 463 mostrou-se muito
pobre em informacdes (FIGURA 4.145), no entanto, ambos apresentam oS picos
em 2,66; 4,56; 4,72; 5,07 e 5,31 min referentes aos ions de m/z 177,9554;
520,3414; 520,3408; 247,1455 e 478,3228, corroborando, desta forma, com o
agrupamento por MALDI-TOF. Verifica-se a presenca de uma banda comum
em 5,63min, no entanto, esta € aquivalente a alguma contamina¢ao com PEG,

pois a diferenca entre um ion e outro € de 44 Da.
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A observagdo dos metabdlitos produzidos pelos fungos
relacionados com Nemania aff. primolutea, converge com a classificacdo
taxonOmica e com os dados de MALDI-TOF, pois verifica-se que os quatros
isolados produzem majoritariamente os peptideos ciclicos de m/z 524,3849 que
foram identificados neste trabalho, conforme pode ser visto na FIGURA 4.146.
Curiosamente, ndo foi observada a producdo dos sesquiterpenos eremofilanos
produzidos por 455 (NICL3). J4 em relacdo a 472 (Nemania aff. bipapillata) a
simples inspecdo do perfil metabdlico ndo ratifica com o agrumento deste

micro-organismo juntamente com aqueles designados como Nemania aff.
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FIGURA 4.146 - Cromatograma de fons totais de (A) LaBioMMi 455, (B)
LaBioMMi 464, (C) LaBioMMi 465 e (D) LaBioMMi 460. Espectros de massas
assoaciados as bandas: (E) 3,78 e (F) 3,86 min

A comparacdo entre a identificacdo filogenética, o perfil de
biomoléculas por MALDI-TOF e o perfil metaboldmico convergem para os
mesmos resultados em relacdo aos micro-organismos 428 e 471, identificados
como Xylaria curta, conforme mostra a FIGURA 4.147. Os compostos
presentes nos picos delimitados pelos retangulos vermelhos apresentam
espectros de ions produtos caracteristicos das citocalasinas biossintetizadas a

partir do aminodcido fenilalanina devido a presenca de m/z 120, além de
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apresentarem perdas de 60 Da, correspontente ao acetato na posicdo 21. Os

metabolitos com m/z 542 ndo apresentaram correlacio com nenhuma

citocalasina descrita, no entanto, os espectros C e E podem ser referentes as

citocalasinas isoméricas 19,20 epoxicitocalasinas C (48), D (50), Q (585) ou R

(61), enquanto os espectros D e F correspondem as citocalasinas D e C,

respectivamente.
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FIGURA 4.148 - Espectro de ions produtos dos compostos presentes nos picos:
(A) 1,42 min; (B) 1,52 min; (C) 2,13 min; (D) 2,49; (E) 2,79 e (F) 3,12 min
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Em relacdo aos isolados 451, 458 e 469, identificados como Xylaria
aff. grammica verifica-se também uma boa convergéncia entre as trés
metodologias de identificacdo abordadas, pois estes foram reunidos no mesmo
grupo pela analise por MALDI-TOF e apresentam um perfil metabolico muito
semelhante entre si, conforme pode ser visto na FIGURA 4.149. As substancias
presentes no cromatograma de ions totais referentes aos picos em 4,11 e 4,19
minutos apresentam grande similaridade espectral com os peptideos ciclicos 34
e 35, os quais foram isolados de um fungo identificado como Xylaria sp. isolado

como endofitico do liquen Leptogium saturninum (WU et al., 2011).
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FIGURA 4.149 - Cromatograma de fons totais de: (A) LaBioMMi 451, (B)
LaBioMMi 458 e (C) LaBioMMi 469. Espectro de massas full scan de: (D) pico
em 4,11 min e (F) pico em 4,19 min. Espectro de ions produtos: (E) m/z

536,3823 e (G) m/z 584,3839

H4 apenas um relato na literatura a respeito do metabolismo de
Xylaria grammica. A esta espécie associa-se a producdo da gramicina (45), no
entanto, esta substancia nado foi detectada em nenhum dos trés micro-organismos

em questao.
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Através de pesquisas na base de dados Science Finder, pdde-se
contatar a existéncia de somente um trabalho visando o metabolismo secundério
de Xylaria multiplex, o qual destaca a producdo dos multiplolideos A e B (43 ¢

44), no entanto, estes nao foram detectados no presente trabalho.

De forma geral, os resultados apontam uma boa concordancia entre as
trés técnicas avaliadas, desta forma, a espectrometria de massas tanto pelo perfil
das biomoléculas como pelo perfil metabomico € uma ferramenta eficaz e 4gil
para a distincdo de micro-organismos. As divergéncias observadas podem ser
decorrentes de “falhas” nas trés técnicas empregadas, pois para uma
identificacdo molecular mais precisa os ultimos trabalhos sugerem o emprego de
mais de uma sequencia codificadora de proteinas nucleares. A obtencdo de
resultados por MALDI-TOF ¢ fortemente dependente do preparo de amostra e
das inumeras varidveis pertinentes a técnica. Uma das vantagens que merece
destaque em relacdo ao uso do perfil espectral obtido via MALDI-TOF, € o
curto intervalo de tempo necessirio para obten¢do dos resultados quando
comparados com o intervalo necessario para o sequenciamento genético. Por
fim, o estudo metabolomico empregando a técnica de micro-extracdo esta
sujeito a producdo dos metabdlitos em determinado meio de cultivo, o que ird
implicar de forma direta na presenca e/ou auséncia de analitos e na intensidade

dos sinais gerados.
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5. Conclusao

Concluiu-se que a aplicacdo da abordagem OSMAC, mediante a
administracdo de diferentes aminodcidos ao meio de cultivo de fungo NICLS,
Xylaria aff. arbuscula, ndo levou a um incremento da diversidade metabdlica.
Porém a suplementacdo do meio de cultura com NHyBr levou a producido de
citocalasinas bromadas, além de permitir o isolamento da 4-hidroximetil

citocalasina C, um metabolito inédito.

Conclui-se que o fungo NICLS5 pode realizar biossintese de novo
das citocalasinas, uma vez que, os experimentos de espectrometria de massas
dos extratos enriquecidos com precursores marcados isotopicamente, mostraram
a incorporagdo do nitrogénio marcado quando Na’NO,, "NH,CI, 2-"N glicina
foram adicionados ao meio de cultura. Verificou-se uma discreta incorporacao
do carbono marcado quando o meio de cultura foi suplementado com 1-"°C
fenilalanina e 2-"°C fenilalanina. J4 a suplementacdo com 2-"C glicina levou a
incorporagdo de trés carbonos marcados, no entanto, a marcagdo ocorreu nas
posicdes 12, 17 e 23 da molécula, evidenciando a atividade da enzima S-

adenosil metionina.

Conclui-se que o fungo NICLS possui um potencial enzimético a
ser explorado, uma vez que, foram isolados quatro diferentes produtos de
biotransformagao do acido p-bromo benzoico. Verificou-se a reducdo do acido
p-bromo benzoico ao seu correspondente dlcool, a incorpora¢do do acido y-
aminobutirico ao nucleo do 4acido aromadtico, além da incorporacdo de uma
unidade de glicose ao dlcool. Estes resultados sugerem que o micro-organismo
possui as enzimas Acido Carboxilico Redutase (CAR) e N-acilatransferase
(NAT), sendo ambas dependentes de NADPH e ATP. No entanto, a capacidade
catalitica ocorre quando o sistema aromdtico € substituido com grupos
retiradores de elétrons, pois se detectou a produtos de biotransformacao clorados

andlogos aos bromados e a reducdo do 4cido p-nitro benzoico ao seu
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corresponde dlcool. J4 os substratos acidos p-hidroxi e amino benzoicos nao

foram biotransformados.

Conclui-se que o fungo NICLS5 além de ser um excelente produtor
de citocalasinas C, D e Q, produz a 18 desoxicitocalasina Q, e também produz
ciclodepsipepitideos, como o tricodepsipeptideo e outros dois depsipeptideos
que aparentemente sao inéditos. A producgdo destes compostos por NICLS5 € um
resultado bastante expressivo, pois somente dois relatos na literatura

correlacionam a producao de depsipeptideos e fungos do género Xylaria.

Conclui-se que o fungo NICL3, Nemania aff. primolutea, produziu
um novo sesquiterpeno eremofilano e também uma mistura de dois peptideos

ciclicos inéditos na literatura.

A técnica de MALDI-TOF foi capaz de diferenciar os micro-
organismos estudados, sendo que os protocolos de extracdo dcido com 70% de
acido férmico, extracdo basica e solu¢do de matriz apresentaram os resultados

mais promissores.

O confrontamento das técnicas de identificacdo de micro-organismo
baseada em biologia molecular, perfil de biomarcadores por MALDI-TOF e
perfil metabolémico, de forma geral, apontaram uma boa concordancia. Logo, a
espectrometria de massas € uma ferramenta eficaz e 4gil para a distincdo de

micro-organismos.
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