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RESUMO
“ESTUDO DE ALTERACOES METABOLICAS NOS FUNGOS

ENDOFITICOS Penicillium brasilianum E Penicillium griseoroseum”.
Os microorganismos, por serem de organizacao relativamente simples, tém
um poder de grande adaptacdo a variadas situagbes nutricionais,
modificando seu metabolismo com a caréncia ou com o fornecimento de
nutrientes ao meio de cultivo. Isso permite uma ampla flexibilidade em sua
utilizacdo, podendo-se induzir microorganismos a produzir determinadas
substancias de interesse. Esta abordagem pode levar a uma variedade de
novos metabolitos secundarios interessantes a partir de uma Unica cepa de
um microorganismo. Este estudo vem sendo denominado de abordagem
OSMAC (One Strain Many Compounds), a qual foi utilizada no presente
trabalho com dois fungos do género Penicillium. Foi verificado que ao
modificar o meio de cultura com FeCl; durante o crescimento de P.
brasilianum houve a produgdo de um alcaldide isoquinolinico, enquanto
com a adi¢do de CaCl, houve a producgéo de outro alcaldide pertencente a
classe dos alcaldides tremogénicos. Com relacdo ao fungo P. griseoroseum,
foi isolado um metabdlito halogenado (roquefortina C contendo um atomo
de bromo) quando ao meio de cultura foi adicionado NHBr. As
substancias isoladas foram analisadas por técnicas espectroscopicas.
Também foram detectados por GC/MS mais trés compostos fendlicos
contendo 4&tomos de bromo em sua estrutura. O metabolismo secundario de
P. griseoroseum foi analisado e foram isolados policetideos pertencentes a
classe dos &cidos tetrénicos e um dimero do clavatol, inédito na literatura.
Analises por LC/MS-MS detectaram outros acidos tetrénicos presentes no

extrato de acetato de etila.
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ABSTRACT

“STUDIES RELATED TO METABOLISM MODIFICATION WITH
ENDOPHYTIC FUNGI Penicillium brasilianum AND Penicillium
griseoroseum.” Microorganisms, known as being relatively simple, have
shown a great adaptation power to different nutritional situations by
changing their metabolism with lack or supply of nutrients in the culture
medium. This feature allows a wide range of the use of microorganisms to
produce metabolites with several interests. This study has been named
OSMAC (One Strain Many Compounds) approach, which was applied in
this study by using two fungi from Penicillium genus. Through culture
medium modification with FeCl; during growth of P. brasilianum, it was
able to produce isoquinolinic alkaloid. On the other hand, the addition of
CaCl,, another alkaloid belonging to tremogenic class was isolated and
analysed by spectroscopic methods. When P. griseoroseum was cultivated
with NH4Br, it was observed the production of a halogenated secondary
metabolite, which was not reported before (brominated roquefortine C).
Analyses by GC/MS led to detect three phenolic compounds with bromine
atoms in its structure. The secondary metabolites of P. griseoroseum with
no modification in the culuture medium were studied and three metabolites
were isolated. Two of them belong to the tetronic acid class and the other
one was isolated as a dimer from clavatol. Analyses by LC/ MS-MS were
able to identify other tetronic acids in the ethyl acetate extract from P.

griseoroseum.
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1. INTRODUCAO



1.1 GRUPO LaBioMMi E MICROORGANISMOS ENDOFITICOS.

Ha 15 anos, o Laboratorio de Bioquimica Micromolecular de
Microorganismos (LaBioMMi) tem focado na pesquisa da associagdo
quimio-ecologica entre plantas e seus microorganismos endofiticos
associados. Desta intrigante batalha quimica e bioquimica o grupo se
interessa no estudo de fendbmenos de interacdo entre ambas as especies,
como possiveis mecanismos de defesa ocasionados pela associagdo como
visualizar as interagdes genéticas no nivel micromolecular e também a
producdo de compostos secretados pelos endofitos e suas atividades

biologicas correspondentes.

De Barry (1866) foi guem mencionou o termo endofitico pela primeira
vez, com a finalidade de distingui-los dos patogenos de plantas. Estudos
mais detalhados mostraram que determinados patdgenos vivem de forma
latente no interior dos tecidos de seus hospedeiros e, esta observacdo, levou
PETRINI (1991) a expandir a definicdo de endofiticos para incluir todos
aqueles organismos que, durante determinando periodo de suas vidas,
colonizam seus hospedeiros (plantas) sem causar sintomas visiveis de
doengas.

KULDAU e YATES (2000) admitem a hipotese de que a infeccdo
assintomatica de um endofitico depende ndo somente de adaptacfes de um
hospedeiro em particular e, sim da capacidade de viruléncia do endofitico,
da resposta de defesa do hospedeiro e das condi¢cbes ambientais. Por
exemplo, o inéculo de um endofitico (0 qual ndo causa sintomas de
patogenia) em hospedeiro sob estresse ambiental, causara sintomas de
doenga. O grau de viruléncia ndo esta associado ao género ou a espécie,
porem se o fungo for isolado como endofitico, isso ndo exclui a

possibilidade deste se tornar patogénico.



No ambito de interagdes genéticas entre as especies obtendo respostas
no nivel micromolecular estd relacionado a produgcdo de metabolitos
secundarios, uma vez que alguns endofiticos adquiriram a habilidade de
produzir as mesmas substancias produzidas pela planta. Este fendmeno €
denominado transferéncia genética horizontal, a qual consiste na troca de
material genético entre células ou genomas ndo relacionados (BROWN,
2003).

Em 1995, foi relatado que o fungo Taxomyces andrenae, isolado como
endofitico em Taxus brevifolia, produz o paclitaxel (Taxol®) (Figura 1).
Este fato causou grande impacto na comunidade cientifica devido as
propriedades anticancerigenas diferenciadas desse diterpeno. O rendimento
do taxol em T. brevifolia € muito pequeno, entre 0,0001% a 0,008% da
planta seca, e devido a grande demanda dessa substancia o fungo
apresenta-se como um promissora fonte do diterpeno (YUAN et al., 2006).
Muitas outras espécies de fungos produtores de taxol foram isolados de T.
brevifolia (STIERLE e STROBEL, 1995) e também de outras espécies da
Taxus (STROBEL, 1996, 1996a), além de outras plantas como a
Seimatoantlerium tepuiense (STROBEL, et al., 1999).

Figura 1: Diterpeno paclitaxel, isolado e Taxus brevifolia.



Outros exemplos mais recentes sdo a producdo do inibidor da sintese
de RNA, a camptotecina (PURI et al., 2005), por um fungo do género
Phycomycetes associado a Nothapodytes foetida, do anticancerigeno
podofilotoxina por Phialocephada fortinii e P. hexandrum (EYBERGER et
al., 2006) e também a producéo de hipericina (KUSARI, et al., 2008), com
uma extensa variedade de atividades biologicas, por um fungo endofitico

isolado de Hypericum perforatum.

1.2 METABOLITOS SECUNDARIOS FUNGICOS COMO FONTE
DE SUBSTANCIAS BIOATIVAS.

A utilizacdo de microrganismos pelo ser humano por diversos fatores
tem sido relatada ha muito tempo. Mesmo sem o conhecimento cientifico,
utilizava-se a fermentacdo para a producdo de pées, queijos e cerveja
(LIMA, 1975). O uso racional de microrganismos como fonte de produtos
ativos se deu na Segunda Guerra Mundial com a descoberta da penicilina
(Figura 2), isolada do fungo Penicillium notatum (TURNER, 1975). A
partir de entdo, os microrganismos comecaram a ser vistos como fonte de
possiveis substancias bioativas com extremo potencial antibiotico,
agroquimico, imunosupressor, anticancer, e antiparasitarios
(GUNATILAKA, 2006).
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Figura 2: Estrutura geral das penicilinas.



A resisténcia de bactérias aos farmacos ja comercializados, 0s
problemas recorrentes de imunossupressdo e o aumento de infeccdes
fangicas na populacdo tem tornado a busca por estes metabdlitos
interessante, uma vez que atualmente os candidatos a farmacos devem ser
mais ativos em menores concentrac@es, seus metabolitos ndo devem ser
tOXicos ao organismo e possuirem um impacto menos nocivo ao meio
ambiente. (STROBEL, 2004)

Diversos grupos de pesquisa ao redor do globo vem buscando novos
antibioticos, agentes quimioterapéuticos e produtos agroquimicos que
sejam altamente eficientes, de baixa toxicidade, e que causem reduzido
impacto ambiental. Essas pesquisas sdo conduzidas pela resisténcia
adquirida de  microorganismos  (Estafilococus, Micobacteria e
Estreptococus), alem da introducdo, na populagdo humana, de doencas
como a AIDS, problemas respiratérios severos e outras patologias devido a
baixa imunidade, as quais requerem a descoberta e desenvolvimento de
novas drogas para combaté-las (STROBEL e DAISE, 2003). Devido a falta
de seguranca e problemas ambientais, muitos agentes agrogquimicos
sintéticos foram removidos do mercado; isto criou a necessidade de se
encontrar mecanismos alternativos de controle do crescimento de pestes e
patdogenos na agricultura (DEMAIN, 2000). Novos produtos naturais
provenientes de microorganismos oferecem oportunidade de inovacdo na
descoberta de medicamentos e agroquimicos.

Os produtos naturais sdo importantes fontes de novos produtos
farmacéuticos (PROUDFOOT, 2002) e considerando-se que 6 dos 20
medicamentos mais freqientemente prescritos sdo de origem fungica (ex:
equinocandina, mevilonina, mutasteina, ciclosporina, cefalosporina), e que

apenas 5% dos fungos foram descritos, estes organismos oferecem um



enorme potencial para obtencdo de novos farmacos (GLOER, 1997,
HAWKSWORTH, 1991, 2001).

1.3 ABORDAGEM OSMAC

A otimizacédo da producdo dos metabolitos secundarios € importante
no que se refere a biotecnologia, uma vez que sdo desejados rendimentos
altos a partir de matéria prima abundante, barata, e usando processos ditos
“limpos” e de boa viabilidade comercial. Neste sentido, uma possibilidade
de abordagem seria a modificacdo das condicBes de cultivo e crescimento
do microorganismo. Estas modificacbes, denominadas de variacbes
abioticas, podem ser feitas nos parametros fisicos como modificacdo da
temperatura e alteracdes de luz, e também nos pardmetros quimicos, como
variacdes nos valores de pH, salinidade, alteracdo dos componentes do
meio de cultura, variacdo na concentracdo das fontes de nutrientes e a
adicdo de precursores e inibidores da biossintese de determinados
metabolitos secundarios de interesse. (LI MIAO, et.al. 2006)

De acordo com LIMA, 1975 os microorganismos, por serem de
organizacdo relativamente simples, tém um poder grande de multiplicacéo
e adaptacdo a variadas situacdes nutricionais, modificando seu
metabolismo com a caréncia ou com o fornecimento de nutrientes ao meio
de cultivo. Isso permite uma ampla flexibilidade em sua utilizacéo,
podendo-se dizer que € possivel induzir microorganismos a produzir
determinadas substancias de interesse. De fato, alguns estudos mostram que
as alteracbes das condicbes do meio de cultura podem alterar
completamente o0 metabolismo de alguns microorganismos. Esta
abordagem pode levar a uma variedade de novos metabdlitos secundarios

interessantes a partir de uma uUnica cepa de um microorganismo. Este



estudo vem sendo denominado OSMAC (One Strain Many Compounds).
(BJORN, 2002)

A abordagem OSMAC representa uma ferramenta poderosa para
elucidar o metaboloma dos diferentes microorganismos (deteccdo e
identificagdo do maior numero possivel de metabdlitos secundarios
produzidos por um organismo). Embora uma alteracdo sistematica nos
parametros de cultivo possa ser aplicada para as varias cepas selecionadas,
a abordagem OSMAC ¢ aleatdria, ndo permitindo gerar regras que seriam
comuns a todos 0s micro-organismos, ja que cada um terd uma resposta
particular determinada pelo seu genoma.(GROSS, 2007) A continuidade da
abordagem OSMAC seria a identificacdo dos genes que estdo no comando
da inducdo ou modificacdo do padrdo metabdlico. O objetivo dessa etapa
seria avaliar quais sdo os compostos de um determinado meio de cultura
induziram a biossintese dos metabolitos desconhecidos identificados.
(BJORN et.al., 2002)

Todos os organismos vivos apresentam a possibilidade de interagir
com o0 meio ambiente através de mecanismos até hoje ndo conhecidos, que
resultam em diferentes expressdes de certos genes e consequentemente em
um diferente metaboloma. O principal objetivo desta abordagem seria
identificar estes mecanismos, por exemplo, pelo uso de ferramentas
importantes como a bioinformatica e sofisticados métodos analiticos e
bioquimicos. A abordagem OSMAC poderia, dessa maneira, permitir a
revelacdo de uma diversidade quimica oculta e verificar a producdo de
metabolitos secundarios determinada por genes silenciosos. Neste sentido,
inimeros estudos verificaram que a composicdo do meio de cultura tem
grande impacto na producdo de metabdlitos de origem microbiana
(BJORN, 2002). MASUNA et. al. 1983 sugerem que altas concentragdes
de glicose, fosfato e ions amo6nio atuam como repressores do metabolismo

secundario, e inimeros exemplos de meios de cultura com baixos niveis
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destes componentes sdo descritos na literatura. Comparativamente com este
efeito, altas concentracbes de ions fosfato sdo citadas como potenciais
indutores da producéo de metabolitos de interesse. ZHELIFINOVA et al,
2008, promoveram o estudo da adicdo de nutrientes ao meio de cultura para
a producdo das piscarininas A e B por Penicillium piscarium. A producéo
destes metabolitos € aumentada quando se adiciona ao inoculo uma maior
quantidade de conidia. Ao adicionar sais minerais ao meio, sua producao é
diminuida duas vezes. A biossintese do alcaldide é suprimida quando o
manitol era substituido por glicose, ou quando metais eram adicionados ao
meio de cultura.

Estudos recentes utilizando a abordagem OSMAC levaram a producéo
de chaetoglobosinas inéditas ao adicionarem ao meio de cultivo a4gua do
mar e inibidores da actina em fungo isolado de ambiente terrestre.
CHRISTIAN (2005) relatou que 0 mesmo microorganismo foi isolado de
um ambiente marinho e que a modificagdo no meio de crescimento poderia
levar & producdo de metabodlitos secundarios semelhantes aos dos
encontrados no microorganismo marinho. O fungo Phomopsis
leptostromiformis foi capaz de produzir as chaetoglobosinas ja relatadas
para 0 mesmo microorganismo e outras altamente oxigenadas, mostradas

na Figura 3.

Figura 3: Estrutura das chaetoglobosinas 540, e chaetoglobosina 542,

respectivamente.



Coriolus consors isolado de fonte terrestre passou a produzir uma
série de sesquiterpenos (Figura 4) quando foi cultivado em meio artificial
contendo agua do mar, porém nédo ha relatos deste mesmo microorganismo

se desenvolvendo em ambiente marinho. (WANG, 2008)

Figura 4: Sesquiterpenos produzidos por Coriolus consors.

Outra possibilidade na abordagem OSMAC, seria a modificacédo
metabdlica por meio de estimulos bidticos, ou seja, a presenca de um ou
mais microorganismos se desenvolvendo concomitantemente ao que se

deseja estudar o metabolismo secundario.

CUETO, etal. 2001 relatou a producdo de um novo metabdlito
secundario halogenado com grande potencial antibiotico, pestalone, quando
Pestalotia sp. cresceu na presenca de uma bactéria de origem marinha

ainda ndo conhecida.

1.4 METABOLITOS SECUNDARIOS HALOGENADOS

Compostos isolados de fontes naturais contendo ligacdes carbono —
halogénio sdo conhecidos por possuirem uma grande variedade de

atividades bioldgicas. Por um bom tempo, a producdo de metabdlitos
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halogenados por organismos vivos era relacionada a um acontecimento nao
usual (van PEE, 1996). Atualmente, sio conhecidos mais de 4500
compostos organohalogenados produzidos das mais diversas fontes
terrestres e marinhas, sejam eles fungos, bactérias e organismos superiores.
(GRIBBLE, 2003). Exemplos de produtos naturais halogenados incluem
agentes anti-cancer como a B-lactona salinosporamida A, rebecamicina, e
alguns antibidticos como vancomicina, clorotetraciclina e clorofenicol.
(FENICAL AND JENSEN, 2006)

Figura 5: Estrutura de metabolitos halogenados: vancomicina (A),

rebecaminicina (B), e salinosporamida A (C).

A biossintese deste tipo de substancias tem intrigado cientistas por
décadas, devido ao seu vasto espectro de atividades biologicas ja reportadas
na literatura. Os primeiros estudos envolvendo a biossintese destes
metabolitos ocorreram na década de 60, quando a enzima cloroperoxidase

(CPO) ferro contendo porfirina (heme) foi isolada do fungo terrestre
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Caldariomyces fumago, produtor da caldariomicina (BUTLER, 2009). A
partir de entdo, foram encontradas novas enzimas responsaveis pela
producdo de produtos naturais halogenados. A tabela abaixo (Tabela 1)
mostra trabalhos referentes a atividade de algumas enzimas capazes de

introduzir &tomos de halogénios em produtos naturais (DRENNAN, 2009).
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Tabela 1: Enzimas responsaveis pela halogenacdo de metabdlitos
secundarios ja reportadas na literatura. (BUTLER, et. al. 2009)

FORMA EXIGENCIAS EXIGENCIAS DO
PROPOSTA PARA O COFATOR E CO-
DO SUBSTRATO SUBSTRATO
HALOGENIO
ATIVO
haloperoxidase X" aromatico, grupo heme, H,0,;

dependente do grupo

heme

haloperoxidase

dependente de vanadio

halogenase

dependente de flavina

halogenases nédo
dependente do grupo

heme

halogenases

nucleofilicas

rico em elétrons;

aromatico,

rico em elétrons;

aromatico,

rico em elétrons;

alifatico,

inativo;

eletrofilico,
bom grupo

abandonador

vanadato, H,0,;

FADH,, Oy;

Fe(ll), Oy, a-cetoglutarato
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Os mecanismos de acdo enzimatica para reacGes de halogenacdo em
produtos naturais ja sdo bem descritos na literatura (BUTLER, et. al.,
2009). O Esquema 1 mostra o ciclo catalitico da enzima CPO (dependente
do grupo heme) citada na maioria dos trabalhos como responsavel pela
maioria das reacGes de halogenacdo. (BUTLER, 2009, CHEN, 2008)

0
Glu1e3 < o
R-Cl + H,0 L f__.___? Ho
SN Fe(il S 2-2
[RH] S W2,
0, +CF -
2 Fe(m)-haem HPO
H2O2
o)
OH, \)I\OH H
e iy Glu183 ~ ' O
M ey =z, oCt 0
= _[”‘,._'_ _-_—_:'Ji - P
- 1 ('\.__:__l R T
L H:0 S W2
L
Compound 0
O + HQID H+
o
I
= "__::'7 +
N Fe( P,
cr ST (.\\._?ET;'_?.::

Esquema 1: Proposta catalitica para halogenacdo utilizando CPO

dependente do grupo heme.

O pH para reagdes de halogenacdo em CPO geralmente € de 2,7.
Entretanto, na auséncia de ions cloreto esta enzima é responsavel por

inimeras reacGes de oxidacdo em pH neutro. (CHEN, et. al., 2008)

O grupo heme funciona como um centro redox. Peroxido de
hidrogénio oxida o grupo heme com Fe (l1l), formando o composto Fe(IV)-

0X0 que possui uma tempo de meia vida muito curto. Fe(IV)-oxo oxida
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ions cloreto por dois elétrons restaurando o centro Fe(lll)-heme. A espécie
OCI' pode halogenar o substrato organico ou reagir com um segundo
equivalente de H,0O,, produzindo O, no estado singlete. Estudos
espectroscopicos e cinéticos revelaram que a espécie intermediaria OCI se
encontra presa no sitio ativo da enzima e que a halogenacdo ocorre
realmente no sitio ativo da enzima. A Figura 6, mostra a estrutura
tridimensional da CPO isolada da Caldariomyces fumago interagindo com
1,3-ciclopentanodiona. (CHEN, et. al., 2008)

Val 67

Figura 6: Estrutura tridimensional da CPO interagindo com 1,2-

ciclopentanodiona.

A producdo de metabdlitos secundarios halogenados parece ocorrer
via enzimatica, uma vez que para muitos deles ja existem trabalhos
mostrando quais enzimas foram ativas e 0 mecanismo utilizado para tal
reacdo. Entretanto, a possibilidade de ocorréncia de uma halogenagdo sem

que haja a acdo de uma enzima também deve ser levada em consideracao.
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Durante a biossintese de muitos produtos naturais ha a formacéo de
intermediarios reativos, sejam eles carbocations, carbanions, espécies
radicalares, entre outros. Sabendo-se que em solugdo aquosa temos a
presenca de alguns anions, para este trabalho ions halogenetos, estes podem
agir como nucleodfilos e atacar alguns carbocéations formados, ja que para
ocorrer a biossintese de alguns metabolitos, estes devem estar ligados a
complexos enzimaéticos, porém seus intermediarios reativos devem estar
“livres” para que a reacdo possa dar continuidade. Um exemplo hipoteético

é mostrado na Figura 7.

Figura 7: Hipotese de uma reacdo de halogenagdo via formacdo de um
intermediario reativo, quando este metabolito estd ligado a algum

complexo enzimatico.

1.5 ABORDAGEM OSMAC NA PRODUCAO DE METABOLITOS
SECUNDARIOS HALOGENADOS.

Poucos trabalhos na literatura relatam a inducdo metabolica para a
producdo de produtos naturais halogenados. Todos os trabalhos
relacionados a este tipo de modificacdo metabdlica sdo realizados quando o

microorganismo em estudo é isolado de origem marinha. NENKEP, 2010,
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observou a producdo de piranopiranonas (Figura 8) halogenadas ao
adicionar ao meio de cultura CaBr, (50mM). Estes metabodlitos

apresentaram atividade contra Staphylococcus aureus.

Figura 8: Metabolitos isolados de Fusarium tricinctum cultivado em meio

artificial suplementado com CaBr.

A modificacdo do meio de cultura com adicdo de sais halogenados,
nédo leva somente a produgdo de metabdlitos secundarios halogenados, mas
também pode levar a producdo de novas substancias devido ao stress
causado pela concentracdo destes aditivos. BALTRUSCHAT, et.al.(2008)
relata 0 aumento da producdo de acido ascérbico e outras substancias
antioxidantes no metabolismo de Penicillium indica, um endofitico de

Hordeum vulgare, ao ser cultivado em altas concentrac6es de NaCl.

A influéncia dos diferentes aditivos pode indicar que substancias
halogenadas possam agir na ativacdo e desativacdo de enzimas e ainda
possam agir na regulacdo de determinadas rotas biossintéticas de
metabdlitos secundérios. A identificagdo dos compostos "induzidos" pelas
diferentes composicdes de halogenetos usados nos meios de cultivos seria
de consideravel interesse na producdo de novos metabolitos secundarios de
acordo com a abordagem OSMAC. Este estudo mostra-se bastante
interessante no sentido de buscar possiveis substancias inéditas e com alto
potencial de atividade biologica, quanto no entendimento do caminho
biossintético utilizado pelo fungo para a producdo de substancias

halogenadas, que comparadas aos metabdlitos secundarios de

16



microrganismos terrestres ocorrem em menor propor¢do do que as nédo

halogenadas.

1.6 MOTIVACAO PARA O ESTUDO COM OS FUNGOS
ENDOFITICOS Penicillium brasilianum E Penicillium griseoroseum.

Para que se possam avaliar as possiveis modificagfes ocorridas no
metabolismo secundario de um organismo € necessario que se conhega seu
metabolismo sem a adicdo de suplementos. O fungo Penicillium
brasilianum, isolado de Melia azedarach, € um dos fungos mais estudados
pelo LaBioMMIi, ou seja, seus constituintes quimicos ja estdo muito bem
conhecidos (FILL, 2009).

Dentre 0s metabolitos secundarios ja isolados se encontram uma
diversidade de meroterpenos, de origem biossintética mista e com
semelhancas estruturais com os limonoides encontrados em seu hospedeiro,
amidas bisfenilpropanoidicas (brasiliamidas) (FILL, 2009), com origem no
caminho dos fenilpropandides, alcaldides tremorgénicos como
verruculogenina, &cido penicilico, entre outros (SANTOS, 2003). A

estrutura de alguns destes metabolitos sdo mostrados na Figura 9.

A@W o £ L H Nmo
L O\ N y
{ / OoAc mf)\

Figura 9: Metabdlitos secundarios de Penicillium brasilianum, neoaustina

(meroterpeno) e brasiliamida A, respectivamente.
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Para o fungo Penicillium griseoroseum, isolado dos frutos verdes de
Coffea arabica, ndo ha estudos quimicos de seu metabolismo secundario,
mas este foi escolhido para o presente trabalho de modificacdes
metabolicas por ser capaz de halogenar a 2’,6’-dimetoxi,4’-hidroxi-

acetofenona. Conforme observado por SILVA (2009) (Esquema 2).

S0 o ~o o O

P. griseoroseum
0 o) HO o~

HO O
Cl

Esquema 2: Esquematizacdo da reacdo de halogenacdo realizada por

Penicillium griseoroseum.
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2. OBJETIVOS



2.1

de

OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho foi estudar a alteracdo metabdlica

fungos endofiticos (Penicillium brasilianum e Penicillium

griseoroseum) submetidos a variagbes na composicdo de nutrientes

halogenados.

v

Os objetivos especificos foram:

Produzir, isolar, identificar e bioensaiar os metabdlitos secundarios

de Penicillium griseoroseum e Penicillium brasilianum;

Adicionar diferentes fontes halogenadas ao meio de cultura nas
diferentes fases de crescimento dos fungos, e no tempo 6timo de
producéo, e verificar a influéncia destes aditivos no metabolismo

secundario dos microorganismos;

Verificar as melhores condigbes de cultivo, extracdo e pré-

purificacdo dos compostos;

Isolar, identificar e bioensaiar os metabdlitos cuja producdo foi
otimizada;
Verificar reacbes de biotransformacdo na presenca de aditivos

halogenados;
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3 .EXPERIMENTAL



3.1
v

v

DN N NN

EQUIPAMENTOS
Espectrometros de RMN Bruker 600 MHz, 14,1 Tesla e 400 MHz, 9,4

Tesla.

Cromatografo a liquido acoplado ao sistema de SPE e NMR: HPLC
Agilent 1220 Series com bomba quaternaria G1311A, Auto injetor
G1329A e Detector PDA G1315D; Sistema de SPE Prospekt 2 e
Magneto UltraShield 600 MHz com crio sonda inversa 5mm.
Espectrometro de Massas SHIMADZU QP2010 Plus (quadrupolo)
equipado com uma fonte de EI, acoplado a um cromatdgrafo a gas
SHIMADZU QP2010; e o espectrometro MICROMASS Quattro LC
(triplo quadrupolo) equipado com uma fonte ESI/APCI “Z spray”,
utilizado em insercdo direta e acoplado ao cromatdégrafo a liquido
WATERS Alliance 2695.

Cromatdgrafo a Liquido WATERS Alliance 2695, equipado com um
detector de UV WATERS 2996 Photo Diode Array.

Cromatdgrafo a Liquido SHIMADZU LC-10AD, equipado com um
detector de UV SHIMADZU SPD-M10Avp diode array, Auto injetor
SHIMADZU SIL-10Advp e Sistema de controle SHIMADZU SCL-10?
Cromatdgrafo a Liquido (SHIMADZU) modo preparativo Bomba LC-
6AD SHIMADZU, equipado com Detector UV SPD-10AV
SHIMADZU;Controladora SCL-10A SHIMADZU; Injetor manual
SIL-10ADVp.

Evaporadores Rotativos BUCHI R-200 com banho de aquecimento
BUCH B-490 e BUCHI R-114 com banho de agquecimento BUCHI B-
480

Camara de Fluxo Laminar VECO VL FS - 12M.

Autoclaves Verticais PHOENIX AV 75 e AV 30.

Mesa Incubadora Rotativa com controle de temperatura TECNAL
Balanca Analitica TECNAL
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v
v

3.2

v
v
v
v
v

3.3

v

v

v

v

Estufa FANEM-315 SE.
Sonicador de Membrana BRANDSON 1510

MATERIAS CROMATOGRAFICOS
Suportes para Cromatografia

Silica Gel (70-230 Mesh) Merck;

Silica Gel (230-400 Mesh) Merck;

Silica Gel 60 PF 254

Coluna para HPLC PHENOMENEX® LUNA Phenyl-Hexyl (fase
reversa) 250 x 4,6 mm (5um de diametro de particula)

Coluna para HPLC PHENOMENEX® LUNA Synergi (fase reversa) 4
m Fusion 250 x 4.6 mm d.i. 5um de diametro de particula)

Coluna cromatografica para cromatografia liquida de alta pressdo em
modo preparativo: ODS, Shim-Pack,, Tamanho 250 x 21,20mm

(10um de diametro de particula).

REAGENTES E MATERIAIS UTILIZADQOS

3.3.1 SOLVENTES

Solventes destilados no Departamento de Quimica para uso em
cromatografia de coluna

Solventes de grau HPLC Merck®e Aldrich® (Acetonitrila,
Diclorometano, Hexano, Isopropanol e Metanol)

Solventes deuterados MERCK® e ALDRICH® (98,0 - 99,0%), para
obtencéo dos espectros de RMN

Agua purificada em sistema Milli-Q;
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3.3.2 REAGENTES
v Brometo de aménio (NH.Br), Synth® cloreto de amdnio (NH.CI),

Synth®; Sal Marinho RED SEA®, é4cido tricloroacético; 4cido
cloroacético; cloreto de calcio (CaCl,) , cloreto de cobalto (CoCl,),
cloreto de cobre (CuCl,), cloreto férrico (FeCls), cloreto de potassio
(KCI), cloreto de magnésio (MgCl,), cloreto de sddio (NaCl) , cloreto
de niquel (NiCls) , Synth®.

3.3.3 MEIOS DE CULTURA PARA CULTIVO DOS
MICROORGANISMOS
v' BDA (Agar-Batata-Dextrose)

v Caldo Mueller Hinton DIFCO®;
v Agar Mueller Hinton ACUMEDIA®
v Tubo padréo de sulfato de bario (Escala de McFarland: 1x10°

células/mL).

34 PARTE EXPERIMENTAL

3.4.1 CULTIVO DOS FUNGOS Penicillium brasilianum E
Penicillium griseoroseum, ISOLADOS DE Melia azedarach E Coffea
arabica, RESPECTIVAMENTE.

O fungo endofitico Penicillium brasilianum foi isolado do cortex das

raizes de Melia azedarach por Santos (2003) e conservado na micoteca do
LaBioMMi (LaBioMMi 024). O endofito Penicillium griseoroseum foi
isolado dos frutos verdes de Coffea arabica por Valente (2003) e

posteriormente conservado.

A ativacéo das cepas obtidas ocorreu através da inoculagdo de recortes

(0,5 x 0,5cm) dos fungos em placas contendo o meio BDA (batata-
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dextrose-agar). Apdés o desenvolvimento dos mesmos nestas placas
(aproximadamente sete dias), podde-se preparar a suspensao de esporos para
posteriores experimentos com estes microorganismos. Para a realizacdo dos

experimentos 0s microorganismos foram cultivados em meio liquido.

Meio liquido Czapek’s enriquecido com 2% de extrato de levedura: em um
Erlenmeyer foram adicionados 3,0 g de NaNOg; 1,0 g de K;HPOy; 0,5 g de
MgS0O,.7H,0; 0,5 g de KCl e 0,01 g de FeS0O47H,O e 1 L de agua
destilada. Agitou-se até a completa dissolucdo dos sais. Em seguida
adicionou-se 30 g de glicose e manteve-se a agitagdo. Adicionou-se por fim
20 g de extrato de levedura. Homogeneizada a solucdo, autoclavou-se a
mesma por 15 minutos a 121°C e 1 atm de pressdo. Apos a esterilizacdo do
material de cultivo os microrganismos puderam ser inoculados. O tempo de

cultivo dos mesmos variou conforme o experimento realizado.

3.4.2 EXPERIMENTOS DE ADICAO DE SUBSTRATOS
HALOGENADOS AO MEIO DE CULTURA COM OS FUNGOS P.
brasilianum E P. griseoroseum.

3.4.2.1 ADICAO DE CLORETO DE AMONIO (NH4CI) E
BROMETO DE AMONIO (NH,Br) AO MEIO DE CULTURA.
Com o objetivo de estudar a alteragdo metabdlica do fungo P.

brasilianum, enriqueceu-se 0 meio preparado como descrito no item X com
a adicdo destes sais. Para isso, apés a dissolugdo do meio de cultura foram
adicionados 9,5 g de NH,CI e 3,25 g de NH4Br, afim de se obter
concentracGes de 190 g/L e 65 g/L, respectivamente. Foram preparados
meios de cultivo com concentracfes de NH,ClI variando suas concentragdes
de 190 g/L a 190 mg/L diminuindo dez vezes a concentragdo deste e de 65

g/L a 65 mg/L para NH4Br, utilizando-se a mesma variacdo de
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concentragdo. A escolha destas concentracdes foi feita de acordo com o que
é relatado de ions cloreto e brometo nos oceanos: ions cloreto séo
encontrados na propor¢do de 19 g/L, enquanto ions brometo séo
encontrados na concentracdo de 65 mg/L. Apos a autoclavagem do meio ja
contendo os aditivos, foram inoculados 100 puL de uma suspensdo de
esporos preparada previamente, sem a contagem do nuimero de esporos
presentes na suspensdo. Todos os frascos foram incubados durante 15 dias

a 25°C de maneira estatica.

Apds o periodo de incubagdo, o crescimento do fungo foi
interrompido com a filtracdo do micélio formado e posterior extracdo do

meio liquido e do micélio.
As extragdes ocorreram da seguinte forma:

Meio Liquido: Apos a filtragdo do micélio, o filtrado foi extraido com

acetato de etila por duas vezes (2x 50 mL). Em seguida, o extrato foi

concentrado e armazenado para analises posteriores.

Micélio: Apos a filtracdo a vacuo, o micélio foi seco em estufa a 70°C por
24 horas. Apos este periodo, a massa micelial ja seca foi pesada para um
estudo da tolerancia do crescimento micelial do microorganismo frente a
adicdo dos sais. Em seguida, o micélio foi triturado e extraido com etanol
(100 mL) por 24 horas. Apos este periodo, foram recolhidas aliquotas de 10
mL. O extrato em etanol foi concentrado juntamente com as aliquotas

obtidas e armazenados para anélises posteriores.

Todo o experimento foi realizado em triplicata e comparado com o

crescimento do fungo sem a adi¢éo dos sais, chamado de controle.
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Para o estudo de tolerancia do crescimento de Penicillium brasilianum
frente a adicdo destes sais foi realizada a media da micelial seca com a

triplicata e seu desvio padrdo foi calculado.

3.4.2.2 ADICAO DE SAIS CONTENDO O ION CLORETO.
Este experimento teve como objetivo estudar a interferéncia da adigédo

de alguns sais halogenados no crescimento do fungo P. brasilianum quando
estes sais eram diferenciados pelos seus céations. Os sais adicionados ao
meio de cultura, separadamente, foram: CaCl,, CoCl,, CuCl,, FeCls, KClI,
MgCl,, NaCl, NiClz. O meio de cultura utilizado foi Czapek’s com 2% de
extrato de levedura e a concentracdo de sal utilizada foi de 19 g/L. Apoés a
autoclavagem do meio ja contendo os aditivos, foram inoculados 100 uL de
uma suspensdo de esporos preparada previamente, sem a contagem do
niumero de esporos presentes na suspensdo. Todos os frascos foram

incubados durante 15 dias a 25°C de maneira estatica.

Apos 15 dias de cultivo o crescimento do microorganismo foi
interrompido com a filtragdo do micélio e posterior extracdo do mesmo e

do meio liquido, conforme descrito no item 3.4.2.1.

3.4.2.3 ADICAO DE SAL MARINHO RED SEA® AO MEIO DE
CULTURA.
Para simular a concentracdo de sais existentes no ambiente marinho,

foi utilizado o sal comercial RED SEA®. As condicdes de cultivo e de
analise dos extratos obtidos do meio liquido e do micélio foram similares
as do item 3.4.2.1. As concentra¢des deste sal utilizadas no experimento
foram de 330 g/L a 3,3 g/L diluindo de 10 em 10 vezes, uma vez que a

concentracdo de sais soluveis na agua do mar é de 33 g/L. Apés a
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autoclavagem do meio ja contendo os aditivos, foram inoculados 100 ulL de
uma suspensdo de esporos preparada previamente, sem a contagem do
niumero de esporos presentes na suspensdo. Todos os frascos foram

incubados durante 15 dias a 25°C de maneira estatica.

A andlise da massa micelial seca para verificacdo da toleréncia do
crescimento do fungo frente & adicéo deste sal foi feita, utilizando 0 mesmo

procedimento do item 3.4.2.1.

3.4.2.4 ADICAO DE a-HALOACIDOS AO MEIO DE
CULTURA.
Uma vez que os experimentos de adicdo de substratos ao meio de

cultura tinham sido realizados somente com aditivos inorganicos, resolveu-
se testar a adicdo de acidos organicos ao meio de cultura para verificacdo
de possiveis modificagbes metabolicas. Assim como o0s demais
experimentos, as condi¢des de cultivo e de andlise dos extratos obtidos
foram semelhantes ao item 3.4.2.1. As concentragfes testadas para o acido
tricloroacético e 4cido cloroacético foram de 2 mol/L, 1 mol/L, 0,5 mol/L e
0,1 mol/L. Apoés a autoclavagem do meio ja contendo os aditivos, foram
inoculados 100 uL de uma suspensdo de esporos preparada previamente,
sem a contagem do numero de esporos presentes na suspensdo. Todos 0s

frascos foram incubados durante 15 dias a 25°C de maneira estatica.

Estudos de tolerancia do crescimento da massa micelial frente aos
aditivos foram realizados conforme o item 3.4.2.1, sempre comparadas a

um controle.
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3.4.3 EXPERIMENTOS DE ADICAO DE SUBSTRATOS
HALOGENAHOS AO MEIO DE CULTURA COM O FUNGO P.
griseoroseum.
Para o enddfito isolado de Coffea arabica foram realizados os
seguintes experimentos iniciais:

Adicédo de NH,Br e NH,Cl ao meio de cultura;

Adicéo de sais contendo o anion cloreto.

3.44 ANALISES POR HPLC/PDA E HPLC/PDA-MS DOS

EXPERIMENTOS INICIAIS UTILIZANDO OS FUNGOS P.

brasilianum E P. griseoroseum com diferentes aditivos halogenados.
As analises iniciais para a deteccdo de possiveis diferenciacfes

metabolicas foram realizadas por HPLC/PDA. O método descrito na
tabelas 2 e 3 foi utilizado em todas as analises cromatograficas para o0 meio
liquido. Ambos os solventes utilizados (agua e metanol) continham em sua
composicdo 0,1% de &cido trifluoracético. A coluna analitica utilizada nas
anlises foi PHENOMENEX LUNA C18 de 250 x 4,6 mm I.D. (5 um de
didmetro de poro) com uma vazdo de 0,7 mL/min e 20 uL foi o volume de
injecdo utilizado. Com relacdo a andlise do micélio as condigdes
cromatograficas permaneceram semelhantes com exce¢do do método de

eluicdo do extrato obtido, que & mostrado na Tabela 2.
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Tabela 2: Eluigéo gradiente utilizado nas analises do extrato obtido do meio

liquido.
Tempo (min) % MeOH
0 30
15 60
25 60
40 80
45 100

Tabela 3: Eluigéo gradiente utilizado na analise do extrato do micélio.

Tempo (min) % MeOH
0 30
15 60
30 80
40 100
45 100

Nas analises por HPLC/PDA houve a adicdo de trés padrdes
juntamente aos extratos. Os padrdes injetados foram sulfanilamida, flavona
e dodecanofenona. Ao extrato preparado para analise por HPLC-PDA
foram adicionados 20 pL de uma solucdo contendo os padrdes citados na

concentracéo de 9,9x10™ mmol/L.

Apobs andlises preliminares por HPLC/PDA, se tornou necessaria
utilizar uma técnica com maior sensibilidade, uma vez que as modificacdes
metabdlicas poderiam ocorrer em concentragdes menores quando

comparadas aos metabdlitos secundarios ja produzidos pelos
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microorganismos ou 0s metabolitos formados ndo possuissem grupos
cromoforos capazes de absorver nas regides do ultravioleta e do visivel.
Assim, decidiu-se entdo utilizar a técnica de cromatografia a liquido
acoplada a espectrometria de massas como detector (LC/MS). As

condigdes do espectrometro de massas estdo descritas na Tabela 4:

Tabela 4: CondigOes do espectrometro de massas para ESI".

Temperatura da fonte (°C) 50
Temperatura de dessolvatacdo (°C) 250
Capilar (kV) 3,74

Cone (V) 31

Extrator (V) 5
Lentes RF (V) 0,66

3.45 ANALISE E ISOLAMENTO POR LC-SPE-NMR DO
EXPERIMENTO RELACIONADO A ADICAO DE FeCl; AO

MEIO DE CULTURA.
Apols andlises iniciais de possiveis modificacbes metabolicas por

HPLC/PDA e HPLC/PDA-MS julgou-se interessante que alguns extratos
obtidos fossem analisados por HPLC-SPE-NMR pertencente ao Grupo de
Produtos Naturais/DQ-UFSCar.

Para a separacdo cromatogréafica, utilizou-se uma coluna Coluna para
HPLC PHENOMENEX LUNA Phenyl-Hexyl 250 x 4,6 mm (5um de
didmetro de particula) com eluicdo gradiente e uma vazdo de 1 mL/min. O
gradiente utilizado na eluicdo dos compostos foi 0 mesmo apresentado na
Tabela 2 utilizando como solvente organico acetonitrila sem a presenca de

modificador da fase mdvel. A banda de interesse foi trapeada em cartuchos
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de SPE em fase reversa (C-18). Antes do trapeamento da banda, o cartucho
foi condicionado com trés volumes de acetonitrila e equilibrado com um

volume de agua.

Ap0s a retencdo do composto de interesse o cartucho foi seco com um
fluxo de nitrogénio durante 30 minutos. Entdo cada cartucho foi eluido com
240 uL de acetonitrila deuterada e por meio de um capilar a amostra foi

analisada por NMR.

3.4.6 CULTIVO EM LARGA ESCALA DOS
EXPERIMENTOS COM MODIFICACOES METABOLICAS NOS
FUNGOS P. brasilianum E P. grisoeoroseum.

O meio de cultivo utilizado para os experimentos em larga escala foi o

mesmo utilizado para os estudos iniciais de modificacdo metabdlica (item
3.4.2.1). Em cada experimento foram utilizados 3L de meio de cultura.
Apds a autoclavagem do meio j& contendo os aditivos, foram inoculados
100 uL de uma suspensdo de esporos preparada previamente, sem a
contagem do numero de esporos presentes na suspensdo. Todos 0s frascos

foram incubados durante 15 dias a 25°C de maneira estatica.

Ap0os 15 dias de cultivo o crescimento do fungo foi interrompido com
a filtragdo do micelio e extracdo do meio liqguido com AcOEt (3x). O
micélio foi seco em estufa a 70°C por 24h e em seguida extraido com EtOH

(1L) por 24h. Os solventes foram evaporados até a secura.

3.4.7 TRATAMENTO INICIAL DOS EXTRATOS OBTIDOS
EM LARGA ESCALA VISANDO O ISOLAMENTO DOS
METABOLITOS SECUNDARIOS.

Para todos os experimentos realizados em larga escala foi realizada

uma separagdo inicial dos extratos por meio de uma pré-purificacdo em
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coluna a vacuo utilizando silica flash como fase estacionaria e modo de
eluicdo gradiente. A Tabela 5 mostra a composicdo da fase movel e os
cédigos dados as fracbes apdés a eluicdo dos extratos. A quantidade

utilizada de cada eluente foi de 750mL.

Tabela 5: Composicdo da fase movel utilizada na separagdo dos extratos

em larga escala.

Eluente Proporcdo Caddigo
Hex:DCM 1:1 A
DCM 100% B
DCM:AcOEt 7:3 C
AcOEt 100% D
AcOEt:MeOH 7:3 E
AcOEt:MeOH 3:7 F
MeOH 100% G

3.4.8 ANALISE POR HPLC/PDA-MS DOS EXTRATOS EM
LARGA ESCALA.
Com a separacéo inicial dos extratos, pode-se entdo analisar os ja

fracionados anteriormente. Para isso, uma coluna PHENOMENEX LUNA
Phenyl-Hexyl 250 x 4,6 mm (5um de didmetro de particula) e uma vazéo
de 0,7 mL/min com 20 uL de volume de injecdo foram utilizados para
andlise cromatogréafica. O método cromatogréafico de eluicdo € 0 mesmo
encontrado nas Tabelas 2 e 3, sendo acetonitrila o solvente organico e sem
adicdo de modificadores quimicos na fase movel. Para o espectrémetro de
massas, as condicdes de analise se encontram na Tabela 4, com excecdo da

temperatura do bloco da fonte que se encontrava a 85°C.
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3.4.9 ANALISES POR GC/MS DOS EXTRATOS EM LARGA
ESCALA.
Algumas das fracdes de menor polaridade obtidas da coluna a vacuo

foram submetidas a analise por GC/MS em uma coluna RTX 5MS. O gas
de arraste utilizado como fase mdvel foi nitrogénio. As condi¢bes do
cromatografo séo apresentadas na Tabela 6. As condicGes no espectrometro

de massas sao mostradas na Tabela 7:

Tabela 6: Gradiente de temperatura para analises por GC dos extratos em

larga escala.
Taxa (°C/min) Temperatura (°C) Tempo
- 70 3
4 150 0
2 190 0
5 310 3

Tabela 7: Condigbes do espectrometro de massas utilizando EI”.

Temperatura da interface 250 °C
Temperatura da fonte 200 °C
Energia de ionizacdo 70 eV

3.4.10 ANALISE POR HPLC/PDA-MS DOS EXTRATOS EM
LARGA ESCALA.
Para os extratos com media e alta polaridade, suas fragcbes foram

analisadas por LC/MS nas mesmas condi¢fes que as utilizadas no item
3.4.4.
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3.4.11 ISOLAMENTO DOS METABOLITOS DE INTERESSE
POR HPLC/UV EM ESCALA PREPARATIVA.
Para o isolamento dos metabdlitos mais interessantes foi utilizado um

sistema de cromatografia a liquido em escala preparativa e a eluicdo destes

compostos ocorreu de forma isocratica.

Para a substancia 1 (alcaldide) foi utilizada uma fase movel de 20% de
MeOH com uma vazdo de 15 mL/min no comprimento de onda a 230 nm.
Estas duas substancias foram isoladas de Penicillium brasilianum. Para o
isolamento das substancias 14 e 15, que foram isoladas de Penicillium
griseoroseum, as condicOes utilizadas foram uma fase mdvel de 50% de

ACN com uma vazdo de 5 mL/min no comprimento de onda 325 nm.

3.4.12 EXPERIMENTOS PARA ANALISE E ISOLAMENTO
DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE Penicillium
griseoroseum.

Para o crescimento do fungo foram utilizados 8L do meio de cultivo

Czapek’s com 2% de extrato de levedura, conforme descrito no item
3.4.2.1. Apbs a autoclavagem do meio ja contendo os aditivos, foram
inoculados 5 pedagos do fungo em cada frasco. Todos os frascos foram

incubados durante 30 dias a 25°C de maneira estatica.

Apos 30 dias o crescimento do microorganismo foi interrompido pela
filtracdo do micélio que, em seguida, foi extraido com AcOEt e n-BuOH,

enquanto o miceélio foi extraido com EtOH.

35



Ap0s a obtencdo dos extratos, o obtido do meio liquido foi submetido
a uma coluna filtrante utilizando silica flash como fase estacionaria e a

Tabela 8 apresenta a composicao da fase movel utilizada.

Tabela 8: Composicdo da fase mdvel utilizada para pré-purificacdo do

extrato obtido do meio liquido.

Eluente Proporc¢éo Cddigo
Hex 100% A
Hex:DCM 1:1 B
DCM 100% C
DCM:MeOH 9:1 D
DCM:MeOH 7:3 E
DCM:MeOH 1:1 F
MeOH:DCM 7:3 G
MeOH 100% H

Em seguida, as fracdes C e D (Tabela 8) foram reunidas e submetidas
a separacdo cromatografica utilizado uma coluna Sephadex LH-20 com
MeOH:H,0 na proporg¢éo de 9:1, obtendo-se 30 fracbes. As fracbes 12, 13
e 14 foram reunidas e cromatografadas silica gel com DCM, acetona e
MeOH (9:1:0) até MeOH (100%) para o isolamento do composto 5 (12
mg) .As fracbes 15 e 16 passaram pelo mesmo processo para se obter o
composto 6 (9 mg). Para a obtencdo do composto 7 (13 mg), a fracdo 27
obtida da separacdo por Sephadex-LH20 foi submetida a cromatografia a
liguido em escala preparativa utilizando como fase mével MeOH:H,O

(70:30) com uma vazdo de 12 mL/min no comprimento de onda 340 nm.

3.4.13 BIOTRANSFORMACAO DA 2’4 6’-TRIMETOXI
ACETOFENONA E 3’,4’,5’-ACIDOTRIMETOXI BENZOICO

Como relatado anteriormente por Silva, et. al. (2009) o fungo

Penicillium griseoroseum foi capaz de halogenar a 2’4°,6’-
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trimetoxiacetofenona na posigdo 5°. Assim, para verificar se a halogenacéo
ocorreria em outras posices do substrato, resolveu-se aumentar a
concentragdo de ions cloreto e introduzir ions brometo ao meio de cultura
para verificar o comportamento do microorganismo nesta reacdo de
biotransformacgdo. A composi¢do do meio de cultura foi a mesma que esta
relatada por da Silva, B. F. em sua tese de doutorado, com excecdo da
concentracdo de ions cloreto ([NH4Cl]= 19 g/L) e de ions brometo
(INH4Br] = 65 g/L). Apos a autoclavagem do meio ja contendo os aditivos,
foram inoculados 100 pL de uma suspensdo de esporos preparada
previamente, sem a contagem do numero de esporos presentes na
suspensdo. Apods 7 dias de crescimento do fungo, foram adicionados ao
meio de cultura os substratos a serem testados na concentragdo de 20 mg
por frasco. Frascos contendo somente o fungo e fungo com substrato sem
adigdo de sais halogenados foram realizados para um controle da reagéo de
biotransformagé&o e a influéncia do metabolismo secundério na presenga de
sais halogenados, respectivamente. Todos os frascos foram incubados
durante 7 dias de maneira estatica e apos a adicdo dos substratos foram

mantidos sob agitacdo a 120 rpm a 25°C.

O esquema abaixo ilustra o esquema experimental utilizado para a

realizacdo do experimento.
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1l Indculo + NH,CI (19 g/L) Substratos }i
; =/
. / \
7 dias Agitagdo - 12 dias an
S 100 mL AcOEt (3x)
f < Extrato <
[

LC/MS- EST*

Fluxograma 1: Procedimento utilizado para o0 experimento de
biotranformacdo da 2’,4’,6’-trimetoxiacetofenona e do 3’,4’,5’-4cido

trimetoxibenzdico na presenca de sais halogenados.

Para testar a especificidade do substrato com relacdo as reacdes de
halogenacdo, foi adicionado ao meio de cultura o 3’,4’,5’-acido
trimetoxibenzoico nas mesmas condicdes da 2°,4’,6’-trimetoxiacetofenona

com adigéo dos sais halogenados nas mesmas concentracoes.

As condicgdes utilizadas para analise por HPLC-PDA/MS foram as

mesmas utilizadas no item 3.4.4.

3.4.14 BIOTRANSFORMACAO DA 1-INDANONA POR
Penicillium brasilianum.
O procedimento utilizado para a biotransformacéo da 1-indanona foi o

mesmo adotado por da Silva et. al. (2009) em sua tese de doutorado, que

esta representado no esquema abaixo (Fluxograma 2).
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Fluxograma 2: Procedimento de cultivo, extragdo e isolamento da 3’-

\ Meio Liquido Czapek's
com 2% extrato Ievegur'a

3L/ 20dias

hidroxi indanona a partir da 1-indanona.

34.15 OBTENCAO DA 3-HIDROXI-1-INDANONA VIA
SINTESE ORGANICA.,
A primeira etapa da reacdo para obtencdo da 3’-hidroxi indanona foi

inicializada com a adicéo de 1g de 1-indanona (7,57 mmol) em um bal&o
de fundo redondo contendo 50 mL de agua destilada. A esta suspensdo,
foram adicionados 1,33g (7,57 mmol) de N-bromosuccinamida. Esta
mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente sob a irradiacdo de
uma lampada incandescente de 40W. Apds duas horas de reacdo, a mistura
foi extraida com AcOEt (2x 25 mL) e foi obtido, assim, o extrato da reacéo.
O produto bromado foi purificado por técnicas cromatogréaficas utilizando
silica flash como fase estacionaria e uma mistura de hexano e éter etilico

(70:30) como fase movel.

34.16 ANALISE POR GC/MS DOS PRODUTOS DE REACAO
DA 1-INDANONA.
Apds a obtencdo da 3’-hidroxi indanona via sintese organica e via

biotransformacgdo, estas foram analisadas por cromatografia gasosa

acoplada a um espectrémetro de massas. As condi¢Ges cromatogréficas e
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condigdes do espectrémetro de massas sdo mostradas nas Tabelas 9 e 10,

respectivamente.

Tabela 9: CondicGes cromatogréficas para analise dos extratos em larga

escala.
Taxa (°C/min) Temperatura (°C) Tempo
- 80 3
4 250 3

Tabela 10: Condiges do espectrometro de massas utilizando EI”.

Temperatura da interface 250 °C
Temperatura da fonte 200 °C
Energia de ionizacdo 70 eV

3.4.17 ANALISE ENANTIOMERICA DA 3-HIDROXI-1-
INDANONA.
As andlises para estudo do excesso enantiomérico foram realizadas

por HPLC SHIMADZU equipado com detector de PDA. A coluna utilizada
foi Chiralcel OD-H (250 x 4.60 mm, 5um tamanho da particula), com uma
vazédo de 0,8 mL/min e um modo de eluicdo isocratico utilizando hexano e

isopropanol (80:20) como fase movel e o comprimento de onda a 254 nm.

3.4.18 TESTE DE ANTIBIOSE PARA OS METABOLITOS
ISOLADOS DE P. griseoroseum.
O teste de antibiose foi realizado com os metabdlitos secundarios

isolados de Penicillium griseoroseum (substancias 5 a 7) utilizando o
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método de diluicdo em caldo (microdiluicdo). Os procedimentos realizados

sdo detalhados a seguir.

3.4.18.1 ATIVACAO DAS BACTERIAS.
As bactérias conservadas a baixas temperaturas (geladeira) foram

ativadas em placa de Petri contendo agar Mueller Hinton, sendo incubadas
por um periodo de 24 horas, a 33°C. As bactérias testadas foram:
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa (gram negativas), Bacillus
subtilis, Staphylococcus Aureus e Micrococcus luteus (gram positivas).
Apoés esse intervalo, transferiu-se cerca de uma colbnia de bactéria para um
tubo contendo 3mL de caldo Mueller Hinton, com o auxilio de uma alca de
platina estéril. Apos a homogeneizacdo do conteudo do tubo, este foi
incubado por cerca de 24 horas, a 33°C, até 0 momento da realizacdo do

teste.

3.4.18.2 PADRONIZACAO DAS CULTURAS
BACTERIANAS.
As bactérias utilizadas para o ensaio foram padronizadas a uma

concentracdo de 1x10° cel/mL, mediante comparag&o com padréo da escala
de McFarland de turbidez. Para a obtencéo do padrédo, misturou-se 9,95 mL
de solugéo de H,SO,4 a 1% e 0,05 mL de solucdo de BaCl, 1% . Quando
necessario, diluicdes foram realizadas em meio Mueller Hinton a fim de se

obter as concentracGes de células desejadas.

3.4.18.3 PREPARO DAS AMOSTRAS.
Uma solucdo estoque em DMSO, de 3mg/mL foi inicialmente

preparada para cada substincia testada. Trabalhou-se com diluicdes
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sucessivas para a obtencdo das concentracfes de interesse para a realizacao

do teste.

3.4.18.4 TESTE ANTIBACTERIANO.
Os ensaios antibacterianos foram realizados aplicando-se os testes de

susceptibilidade para determinacdo da concentragdo minima inibitoria,
segundo as normas descritas pelo NATIONAL COMMITTE FOR
CLINICAL LABORATORY STANDARDS (NCCLS), 2005, traducdo
ANVISA Norma M100-S15.

Os testes foram realizados em placas de ELISA, contendo 96 pogos,
atraves de diluigbes sucessivas em triplicata das substancias puras e dos
antibioticos de referéncia em caldo Mueller Hinton. As substancias foram
transferidas para as placas de ELISA em 2 uL. de DMSO no primeiro poco,
acrescentando-se posteriormente 93 ulL de caldo e 5ul da solugdo
bacteriana padronizada, de tal forma que a concentracdo inicial da
substancia testada foi de 250ug/mL. Posteriormente realizou-se dilui¢bes
sucessivas de um poco para outro a fim de obter as concentracGes até
0,0025 pg/mL. Foram utilizadas solugdes de antibidtico comerciais de
mesma concentracdo inicial, sendo a vancomicina aplicada nos testes para
Pseudomanas aeruginosa e tetraciclina para as demais bactérias. Um
controle positivo contendo apenas caldo com células bacterianas € um
controle negativo, contendo apenas caldo de cultivo foram aplicados em
todos os testes. Como controle em relacdo a atividade do solvente DMSO,
foi utilizada uma linha de pocos (linha G), contendo apenas DMSO (4%) e

caldo com células bacterianas.
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4. RESULTADOS
E DISCUSSOES



4.1  Penicillium brasilianum

41.1 EXPERIMENTOS DE ADIQAO DE SUBSTRATOS
HALOGENADOS AO MEIO DE CULTURA COM O FUNGO
Penicillium brasilianum.

4.1.1.1 ADICAO DE CLORETO DE AMONIO E BROMETO DE
AMONIO AO MEIO DE CULTURA.

41.11.1 ESTUDO DA TOLERANCIA DO CRESCIMENTO
DO MICROORGANISMO FRENTE A ADICAO DE NH,CI E
NH,Br.

Na tentativa de verificar se a adicdo de alguns sais halogenados em

algumas concentragbes definidas inibiria ou aumentaria o crescimento
micelial dos fungos estudados realizou-se o estudo em triplicata para cada
concentracdo estudada e a Figura 10 mostra o gréafico referente ao

crescimento do microorganismo nestes meios.

Para cada ponto, foi calculada a média da triplicata e o desvio padrédo
de cada concentracdo. N&o serdo apresentados os calculos de desvio

padrao, pois estes se mostraram inferiores a 4%.
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(B)

Figura 10: Grafico do crescimento micelial em gramas, de Penicillium
brasilianum com a adi¢cdo de NH4CI. (A) controle, (B) 19 mg/L, (C) 190
mg/L, (D) 19 g/L, (E) 190 g/L.

O mesmo foi feito para o experimento com adi¢cdo de NH,;Br ao meio
de cultura, como mostra a Figura 11.

D)

B

Figura 11: Gréfico do crescimento micelial em gramas, de Penicillium
brasilianum com a adicdo de NH,4Br. (A) controle, (B) 65 mg/L, (C) 650
mg/L, (D) 6,5 g/L, (E) 65 g/L.

Como se pode observar nos graficos acima, a concentracdo em que
houve um incremento no crescimento da massa micelial ocorreu com a
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adicdo de uma maior concentragdo de NH,Cl e NH,Br. O seguinte fato é
explicado pelo aumento da concentracdo de nitrogénio no meio de cultura,
que é um elemento essencial ao crescimento de células animais, na sintese
do DNA e RNA, sintese de ATP e principalmente para sintetizar 0s grupos
amino presentes nos aminoacidos constituintes das proteinas. (TORTORA,
et.al., 2006)

A presenca de fons amonio (NH,;") no meio de cultura é considerada
toxica para microorganismos. Entretanto, em meio liquido ocorre a
dissociagéo deste ion levando a formacdo de aménia (NH3) que é utilizada
pelas células apds sua transformagdo em glutamato e glutamina. A
utilizacdo pela célula de uma ou outra substancia como fonte de nitrogénio
depende de indutores e inibidores da regulacdo génica. (YIGITOGLU E
MCNELL, 1992).

Quando NH4CI na concentragdo de 190 g/L foi adicionado ao meio de
cultura, houve a inibicdo total do crescimento do microorganismo. Uma
suposicdo a ser feita seria que a grande concentragdo de ions cloreto no
meio de cultura seria responsavel por esta inibicdo, uma vez que a
concentracdo de nitrogénio poderia ndo ser inibitdria para o crescimento do

microorganismo.

4.1.1.2 ANALISE POR HPLC/PDA DAS MODIFICACOES
METABOLICAS DE Penicillium brasilianum FRENTE A
ADICAO DE NH,4CI E NH,Br.

A analise dos extratos com os padrdes adicionados se fez necessaria

para julgar se bandas cromatograficas com tempos de retencdo diferentes
do controle seriam alguma modificacdo em um metabdlito ja produzido
pelo microorganismo ou se esta diferenca de tempo de retencdo seria um
problema relacionado as condigdes cromatograficas. O cromatograma

referente a analise somente dos padrdes é mostrado na Figura 12.
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Figura 12: Cromatograma dos padrdes sulfanilamida (5,2 min), flavona
(30,8 min) e dodecanofenona (44,7 min). Monitoramento do cromatograma

em 254 nm.

Dos experimentos de adicdo de NH,Cl ao meio de cultura, foram
obtidos os seguintes cromatogramas do extrato do miceélio, sdo ilustrados

na Figura 13.
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Figura 13: Cromatogramas do micélio do controle (A) co;;;sparados com a
adicdo de NH,4CI ao meio de cultura, nas seguintes concentracdes: 19 g/L
(B), 1,9 g/L (C) e 190 mg/L (D). (-----) Cromatogramas dos experimentos

com adicdo de NH,CI. Monitoramento em 254 nm.

Com relagdo ao meio liquido, foram obtidos os cromatogramas

representados na Figura 14.
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com a adi¢do de NH,Cl ao meio de cultura, nas seguintes concentragdes: 19
gL (B), 1,9 g/L (C) e 190 mg/L (D). (-----) Cromatogramas dos

experimentos com adicdo de NH4CI. Monitoramento em 254 nm.
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Como esperado, modificacbes no metabolismo secundario de
Penicillium brasilianum puderam ser observadas ao serem adicionados
aditivos halogenados, porém os compostos apresentaram uma intensidade
baixa, quando comparadas com 0s metabolitos ja conhecidos do fungo. O
aumento, a diminuicdo e até mesmo o desaparecimento de algumas bandas
cromatograficas mostraram que o fungo foi capaz de modificar seu
metabolismo secundario pela adicdo de NH,CI. O aparecimento de bandas
se mostrou mais pronuncidvel quando foram analisados 0s extratos
provenientes do micélio. Verifica-se também que as modificacdes

ocorreram em concentracdes superioresa 1,9 g/L.

Ao analisarmos a variagdo da concentracdo de NH4Br no crescimento
de Penicillium brasilianum, observamos que ocorreram mudancas similares
quando foram testadas as concentracfes de NH;Cl. As modificacbes
ocorreram na mesma faixa de polaridade (de 15 a 30 minutos), como
observadas na Figura 14. Os cromatogramas referentes as modificacbes
metabdlicas quando adicionadas variadas concentracbes de NH4Br séo

mostrados na Figura 15.
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Figura 15: Cromatogramas do micélio do controle (A) comparados com a
adicdo de NH4Br ao meio de cultura, nas seguintes concentracgdes: 65 g/L
(B), 6,5 g/L (C) e 650 mg/L (D) e 65 mg/L (E). (-----) Cromatogramas dos

experimentos com adicdo de NH,4CI. Monitoramento em 254 nm.

Os cromatogramas sao mostrados na Figura 16, quando os extratos

obtidos do meio liquido foram analisados.
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Figura 16: Cromatogramas do meio liquido do controle (A) comparados
com a adicdo de NH4Br ao meio de cultura, nas seguintes concentracdes:
65 g/L (B), 6,5 g/L (C) e 650 mg/L (D) e 65 mg/L (E). (-----)
Cromatogramas dos experimentos com adicdo de NH,CIl. Monitoramento

em 254 nm.

As mudancas metabolicas ocorreram preferencialmente nos
experimentos de adicdo de NH,Br a partir de 6,5 g/L. Nas concentracdes
restantes testadas, ndo foram observadas modificagdes no metabolismo
secundario, no aumento ou diminuicdo da intensidade de bandas

cromatograficas ja relatadas como substancias ja produzidas pelo fungo.

Para os experimentos de adi¢do de NH,Cl e NH,Br ao meio de cultivo
de Penicillium brasilianum foram observadas pequenas modificacdes
decorrentes dos cromatogramas analisados e decidiu-se entdo realizar um
cultivo em larga escala para uma analise mais minuciosa € um possivel

isolamento dos metabdlitos relacionados as modificagdes metabolicas.
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41.2 VARIACAO DE SAIS CONTENDO O ANION
CLORETO.

O experimento de variacdo de sais halogenados fixando o anion
cloreto mostrou um crescimento micelial diferenciado, tanto em sua massa
micelial formada quanto na morfologia apresentada para cada sal. A Figura
17 apresenta a morfologia do crescimento do microorganismo e a

visualiza¢do do meio de cultura, onde néo houve o crescimento do mesmo.

Figura 17: Comparacdo do perfil morfologico do controle com a variagédo
dos sais quando foram adicionados ao meio: (A) Controle, (B) CaCl,, (C)
CoCl,, (D) CuCl,, (E) FeCls, (F) KCI, (G) MgCl,, (H) NaCl, (I) NiCls,
respectivamente, na concentracéo de 19 g/L.

4.1.2.1 ESTUDO DA TOLERANCIA DO CRESCIMENTO
MICELIAL.

Apds 15 dias de crescimento, foi realizado o estudo de medida da
massa micelial para estudos da tolerancia do fungo com relacdo a adicéo
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dos sais halogenados. A partir das medidas foi obtido o gréafico
representado na Figura 18.

Figura 18: Gréfico do crescimento micelial em gramas, de Penicillium
brasilianum com a adi¢éo de alguns sais. (A) controle, (B) CaCl,, (C)
FeCls, (D) KCI, (E) NaCl e (F) MgCl,.

De acordo com o grafico acima, observa-se uma inibicdo do
crescimento do fungo quando foram adicionados ao meio de cultura os sais
contendo o anion cloreto. Este menor crescimento pode ser explicado pela
alta concentracdo de sais utilizada nos experimentos, principalmente
quando se utiliza alguns cations que devem ser utilizados em concentracdes
baixas, conhecidos como elementos tragos essenciais ao crescimento de
organismos. Isto pode ser inferido, pois quando foi adicionado NH,CI até a
concentracdo de 19 g/L houve um aumento da massa micelial, mostrando

que a presenca de ions cloreto néo interferem no crescimento.

4.1.2.2 ANALISES POR HPLC/PDA DO EXPERIMENTO COM
A VARIACAO DOS CATIONS NO MEIO DE CULTURA.
Com relacdo ao perfil cromatografico, foram realizadas analises

iniciais por HPLC/PDA para verificar possiveis modificacbes metabolicas.

As figuras abaixo mostram os cromatogramas do experimento.
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Figura 19: Cromatogramas do micélio do controle (A) comparados com a
adicdo de sais variando o cation ao meio de cultura: Ca (B), Fe (C), K(D),
Mg (E) e Na (F). (-----). Monitoramento em 254 nm.

Observa-se nos cromatogramas comparados ao controle uma
diferenciacdo no metabolismo secundario muito interessante ao utilizarmos
NaCl, FeCl; e MgCl,. Aparentemente as bandas que surgiram com a
adicdo dos sais ndo estdo relacionadas com a presenca de ions cloreto no
meio, mas sim pela presenga do cétio, visto que estas ndo possuem o

mesmo tempo de retengdo para 0 mesmo método cromatogréfico.

Os cromatogramas para a analise do meio liquido sdo mostrados na

Figura 20.
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Figura 20: Cromatogramas do meio liquido do controle (A) comparados
com a adicdo de sais variando o cation ao meio de cultura: Ca (B), Fe (C),
K(D), Mg (E) e Na (F). (-----). Monitoramento em 254 nm.

Diferentemente dos cromatogramas de UV obtidos para o micélio,
percebe-se alguma semelhanca entre os tempos de retencdo das bandas para
alguns extratos, como a banda cromatografica em 13 minutos para CaCl, e
FeCl;. Se este fato for comprovado, provavelmente a presenca de ions
cloreto no meio liquido ativou algum sistema enzimatico capaz de utilizar
este ion como algum tipo de cofator para a biossintese de algumas
moléculas, ou a presenca de ion cloreto apenas causou um ‘“stress” no
microorganismo, levando a producdo de metabdlitos secundarios
responsaveis pela defesa do mesmo. Como podemos observar, ndo houve o
crescimento micelial quando foram utilizados como suplementos os sais

contendo os cations Co?*, Cu?" Fe** e Ni*'. Entretanto, é mostrado na
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Figura 20 que houve modificacdo no metabolismo secundario de
Penicillium brasilianum quando adicionado ao meio de cultura FeCls,

mesmo ndo havendo o crescimento aparente do microorganismo.

A concentracdo utilizada neste experimento foi de 19 g/L para todos
0s sais. A inibicdo do crescimento quando adicionados os suplementos
pode estar relacionada com a concentracdo utilizada dos mesmos. Tsuyuki
et al,(2011) mostrou que a adi¢do de CoCl, em uma concentracdo inferior a
30 uM levou a uma maior producéo de 3-acetildeoxinivalenol sem haver o
aumento de massa micelial e producdo de ergosterol em Fusarium

graminearum.

A presenca de cloreto de cobalto aumentou a concentragcdo de mRNA
dos genes responsaveis pela producdo destes metabolitos (Tri4, Tri6
relacionados a formacéo dos tricotecenos e HMGS e HMGR relacionados a
rota do mevalonato). (TSUYUKI, et. al., 2011)

4.1.3 ADICAO DE SAL MARINHO RED SEA®.

4131 ANALISE POR HPLC/PDA.
Apols a obtencdo dos extratos do micélio e do meio liquido nas

concentragdes ja estabelecidas no item X foram realizadas as anélises

iniciais por HPLC/DAD, cujos cromatogramas sdo mostrados na Figura 21.
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Figura 21: Cromatogramas do micélio do controle (A) comparados com a
adicdo de sal marinho RED SEA® ao meio de cultura, nas seguintes
concentrag@es: 165 g/L (B), 33 g/L (C) e 3,3 g/L (D) (-----) Cromatogramas

dos experimentos com adicdo de sal marinho. Monitoramento em 254 nm.

Com relacdo ao meio liquido, os cromatogramas podem ser

observados na Figura 22.
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Figura 22: Cromatogramas do meio liquido do controle (A) comparados
com a adicdo de sal marinho RED SEA® ao meio de cultura, nas seguintes
concentrag@es: 165 g/L (B), 33 g/L (C) e 3,3 g/L (D) (-----) Cromatogramas

dos experimentos com adicdo de sal marinho. Monitoramento em 254 nm.

Como se pode observar nos cromatogramas, as modifica¢cdes no
metabolismo secundario ocorridas com a adicdo de sal marinho ocorreram
nos extratos obtidos do micélio. O surgimento de algumas bandas
cromatograficas em regides mais polares do cromatograma (10 a 25
minutos) mostra que algumas modificacdes nas rotas metabolicas possam

ter ocorrido.

4.1.4 1SOLAMENTO E DETERMINACAO ESTRUTURAL
DOS METABOLITOS DE INTERESSE POR HPLC/UV EM
ESCALA PREPARATIVA.
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4.14.1 ISOLAMENTO EM LARGA ESCALA DOS
METABOLITOS SECUNDARIOS REFERENTES AO
EXPERIMENTO DE ADICAO DE CaCl, AO MEIO DE
CULTURA.

Como citado no item 4.1.2.2, 0os experimentos com a variacdo dos

cations se mostraram bastante promissores com relagdo ao isolamento de
metabdlitos secundarios diferenciados. O extrato com CacCl, foi submetido
ao isolamento por HPLC no modo preparativo, e 0 cromatograma obtido

para este extrato é mostrado na Figura 23.

Data:Ca_MLZ.Dp81 Hethod:CA_MLZ .MB1 Ch=1
Chrom:CA_MLZ.CA1 Back chrom: RT:1.06  Level 81158 Atten:s
i

50

|

ﬂ 5 10 ﬁ
Figura 23: Cromatograma do extrato com adi¢éo de CacCl..
As bandas mostradas na figura acima foram recolhidas e analisadas
por NMR e LC/MS. A banda em 4,78 minutos forneceu a substéncia 1,
isolada de Penicillium brasilianum quando CaCl, foi adicionado ao meio

de cultura.
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4.1.4.2 DETERMINACAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA 1.
A substancia 1 foi obtida na forma de um solido amarelado. O

espectro de 'H NMR (Figura 24) apresentou sinais relacionados a
hidrogénios aromaticos em 6 7,41 (1H, d, J =9 Hz), 6,89 (1H,d,J =24
Hz) e 6,71 (1H, dd, J = 2,4 e 9 Hz) sugerindo um anel trisubstituido. O
experimento de HSQC mostrou as correlagdes com 0s seguintes carbonos:
57,41 -119,6,89 -96 e 5 6,71 — 110. A Figura 25 mostra as correlagdes

JLquﬂ ‘n_mJJ_J_ I ‘LMLJ LV
T

T
T T
Tad 7 0 6.5 6 0 5. 5 5 0 4. 5 4.0 3.5 3.0 1.0 ppm

de HMBC para os hidrogénios aromaticos.

S

o

Figura 24: Espectro de 1H para a substancia 1. (600 MHz, MeOD)
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Pelo espectro de HMBC (Figura 25) )foi possivel verificar a
correlagdo de um hidrogénio carbindlico em 6 5,1, que acopla com 0 & 71

no HSQC, com os carbonos em: & 136, 122, 109, e 89, de acordo com a

e M. JM

Figura 26.
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Figura 25: Espectro e correlacbes de HMBC para os hidrogénios

aromaticos da substancia 1.
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Figura 26: Correlacdes de HMBC para o grupo ligado ao anel aromatico na

substancia 1.

A presenca de um sinal em & 6,1 (1H, t, J = 5,4 Hz) que no espectro
de HSQC (Figura 27) acopla com um carbono em & 47 e também no
espectro de HMBC acopla com carbonos em & 136, 109, 89, 71 e 50. Pelo
espectro de HMBC observa-se o acoplamento de hidrogénios metilicos
com um carbono carbindlico em & 71, caracterizando uma unidade

isoprenila hidroxilada.
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Figura 28: Correlagcdes de HMBC para o grupo ligado ao anel aromatico na

substancia 1.
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Analises por LC-MS/MS foram realizadas para esta amostra e 0

cromatograma de ultravioleta € mostrado na Figura 29.
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Figura 29: Cromatograma de UV da substéancia 1.

Como observado na Figura 29, a substancia 1 isolada ndo se

encontrava totalmente pura e sim em uma mistura, possuindo uma

substdncia majoritaria. Os espectros de UV das duas

cromatograficas sdo mostrados abaixo, na Figura 30.

bandas
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Figura 30: Espectros de ultravioleta para as substancias com t.r. 15,30 (A) e
17,52 (B) minutos.

O espectro de massas no modo full scan é mostrado na Figura 29.
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Figura 31: Espectro de massas no modo full scan para a substancia 1.

miz

De acordo com a Figura 31, observa-se o ion quasi-molecular em m/z
430 [M+H]", fornecendo a massa molecular (429 Da) da banda

cromatografica em 15,30 minutos. Como a massa € impar, existe um
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numero impar de &tomos de nitrogénio na molécula. Assim, espera-se para
a estrutura parcial que o grupo R ligado ao anel aromatico seja na verdade
um atomo de nitrogénio de uma unidade do aminoécido triptofano, o qual €
muito usual para metabolitos secundarios fungicos, e que normalmente
estdo associados a nucleos dicetopiperazinicos. O esqueleto parcial da

estrutura é mostrado na Figura 32.

Figura 32: Esqueleto parcial para a substancia 1.

Pelo espectro de 1H NMR nota-se a presenca de um sinal em & 3,7
integrando para 3H, caracteristicos de grupos metoxilas. Pelo HMBC
encontra-se a correlagdo deste sinal com um em & 158, caracterizando o

terceiro grupo substituinte do anel aromatico.

A partir dai, a diferenca de massa entra a estrutura proposta até o
momento e a massa observada de 429 Da é de 40 Da. Pelo espectro de
HMBC é possivel verificar a presenca de sinais de hidrogénios metilénicos
acoplando entre si e com carbonos carbonilicos e carbonos ligados a
grupamentos amida. Assim, a estrutura proposta para a substancia 1 €

mostrada na Figura 33.
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Figura 33: Estrutura proposta para a substancia 1.

Outros metabdlitos secundarios isolados de Penicillium brasilianum
apresentam o nucleo, os quais sdo alcaldides pertencentes a classe dos
alcaldides tremorgénicos, a qual verruculogenina é um exemplo desta

classe.

Este metabdlito, conhecido como verruculogenina TR-2 ja foi
isolado de Penicillium brasilianum (FILL, submetido), ndo sendo
considerado um metabdlito secundario procedente dos experimentos de
modificacdo metabolica. Esta substancia é facilmente detectada em
experimentos sem adicdo de suplementos de cultura, entretanto a segunda
substancia de m/z 428 néo é encontrada no controle, sendo um possivel

metabdlito oriundo dos experimentos de modificagdo metabdlica.

A substancia 1 apresentava uma mistura cujos espectros de UV eram
idénticos, revelando que possivelmente os dois metabolitos fossem da
mesma classe de produtos naturais. O espectro de massas para a banda
cromatografica em 17,52 minutos apresentou o ion quasi-molecular em m/z
428 [M+H]", mostrando uma diferenca de duas unidades de massa para a

outra banda cromatogréfica.

Nas analises dos ions fragmentos realizadas por LC-MS/MS (Figura
34) verificou-se uma diferenca de duas unidades de massas em alguns dos

fragmentos gerados pelo equipamento.
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Figura 34: Espectro de ions fragmentos para a substancia com m/z 428 (A)
e m/z 430 (B).

Pelos espectros de NMR em 1D e 2D néo foi possivel detectar qual
seria a estrutura deste segundo metabdlito, uma vez que desta mistura a
substancia majoritaria seria a a verruculogenina TR-2 (substancia 1).
Algumas propostas para a determinacdo da diferenca de duas unidades de
massa entre as duas substancias podem ser feitas com base no espectro de
ultravioleta. Como ndo houve modificacbes na absor¢do na regido do
ultravioleta, ndo seria possivel ocorrer o deslocamento dos grupos
cromoforos , ou até mesmo a insercdo de novos grupos que comprometam
0 espectro de absorgdo eletrbnica. Portanto, ndo seria possivel ocorrer
reducdes nos carbonos o ao esqueleto dicetopiperazinico. Uma possivel
explicacdo seria a modificdo no grupo isoprenila hidroxilado. Pela
diferenca de somente duas unidades de massa, pode-se propor a formacao
de um grupo epoxido na prenila, fazendo com que seja possivel a formacao
de m/z 428 e ndo haja modificacBes no espectro de ultravioleta. Para que se
confirme a modificagdo ocorrida de apenas duas unidades de massa, deve-

se isolar a substancia resultante dos experimentos de modificacdo
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metabdlica e, assim realizar analises por NMR e LC-MS para determinagéo

completa da nova estrutura produzida por Penicillium brasilianum.

4.1.5 ANALISE, ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE
METABOLITOS SECUNDARIOS POR LC-SPE-NMR.

4.1.5.1 ANALISE E ISOLAMENTO DO EXTRATO
CONTENDO FeCl; AO MEIO DE CULTURA.
O extrato do meio liquido relacionado as modificacdes metabdlicas

contendo FeClI3 foi analisado pela técnica de LC-SPE-NMR. A Figura 35

mostra 0 cromatograma de UV obtido para esta amostra.
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Figura 35: Cromatograma da amostra relacionada ao experimento de
variacdo dos cations no meio de cultura contendo FeCl;. Monitoramento

em 254 nm.

4.1.5.2 DETERMINACAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA 2.
Apos o trapeamento e eluicdo da banda de interesse (13,75 minutos)

(substancia 2), esta foi analisada por NMR 1D e 2D. A Figura 36 mostra
seu espectro de *H NMR.
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Figura 36: Espectro de 1H NMR da banda recolhida pelo sistema LC-SPE

(substancia 2).

De acordo com o espectro de hidrogénio, foram observados sinais
somente na regido a partir de & 7, regido caracteristica de hidrogénios
aromaticos e hidrogénios ligados a grupos retiradores de elétrons. Pela
integracdo, ha somente cinco atomos de hidrogénio na molécula. Seus
deslocamentos quimicos sdo: d 9,9 (1H, s), 8,17 (1H, d, J = 7,8 Hz), 8,01
(1H,s), 7,54 (1H,d, J =7,8 Hz), 7,30 (1H, dt, J= 1,2 e 6,9 Hz) e 7,26 (1H,
dt,J=1,2e6,9Hz)

Analisando os espectros de HSQC (Figura 37), foram
correlacionados os seguintes sinais: 6 8,17 — 122; 6 7,54 — 113; 6 7,30 —
125; 6 7,26 — 123. As correlagBes de HMBC sdo mostradas na Figura 38.

Estas correlagcbes mostram que ha um anel aromatico dissubstituido.
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Figura 37: Espectro de HSQC para a substancia 2.
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Figura 38: Correlacbes de HMBC para parte da estrutura da substéncia 2.

O espectro de HMBC é mostrado na Figura 39.
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Figura 39: Espectro de HMBC da substancia 2.
Nos espectros de NMR em 2D, ndo foi possivel obter mais correlagdes
para esta substancia. Sendo assim, foram realizados experimentos de
LC/MS para verificar qual seria a massa do composto. A Figura 40 mostra

0 espectro de massas no modo full scan para a substancia 2.

1004 146

miz

Figura 40: Espectro de massas no modo full scan para a substancia 2.

De acordo com o ion obtido, m/z 146, a massa sendo impar é
possivel um dos a&tomos presentes na molécula seja de nitrogénio. Como o0s
outros sinais ainda eram muito desblindados, foi proposta a seguinte

estrutura parcial, de acordo com a Figura 41.
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Figura 41: Estrutura parcial para a substancia 2.

Os outros dois sinais de hidrogénio foram atribuidos da seguinte

maneira: N-H 6 9,9 (1H, s) e 6 8,01 (1H, s) para o carbono o ao nitrogénio.

Na literatura, ha relatos de alcaléides do tipo quinolinicos
(ALBARICI, 2010; SHAO, 2010) que possuem um esqueleto basico como

0 apresentado na Figura 42.

Z-T

O

Figura 42: Metabdlito secundario da classe dos alcaloides quinolinicos.

Assim, a substancia 2 possui 0 mesmo esqueleto basico dos alcalbides
quinolinicos. Uma diferenca da substancia isolada (2) de Penicillium
brasilianum seria a auséncia de sinais de hidrogénio a a carbonila. Uma
possivel substituicdo deste atomo seria pela presenca de um grupo
carboxila, que possivelmente ndo foi detectado nos experimentos de LC-
MS devido a sua facil descarboxilacéo. A estrutura do alcaléide quinolinico

(substancia 2) isolado de P. brasilianum é mostrada na Figura 43.

73



COOH
O

Figura 43: Estrutura proposta para o metil-4-oxo-dihidroguinolina-3-

carboxilato (2).

SHAO (2010) relatou o isolamento da penicinolina de uma espécie
endofitica de Penicillium, a qual possui atividade citotoxica. O composto
metil-4-oxo-dihidroquinolina-3-carboxilato foi isolado também como

possivel precursor da penicinolina, cuja estrutura € mostrada na Figura 44.

H ‘ \
N N
L H
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(@)

Figura 44: Estrutura da penicinolina, isolada de uma espécie endofitica de

Penicillium.

A comparacdo entre os dados do alcaloide isolado e a mesma estrutura

simulada pelo programa ACDLab sdo mostrados na Tabela 11.
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Tabela 11: Comparacdo entre os dados de *H NMR da substancia 2 com
uma simulacéo.(ACD Labs HNMR)

Posigéo Substéncia 2 (d) Simulagéo (d)
2 8,01 (1H, s) 8,50
5 8,17 (1H, d, J=7,8 H2), 8,38
6 7,30 (1H,dt,J=1,2¢6,9 7,42
Hz)
7 7,26 (1H,dt,J=1,1e9,6 Hz) 7,40
8 7,54 (1H, d, J=7,8 Hz) 7,65

A proposta biossintética para os alcaldides quinolinicos é mostrada

no Esquema 3.
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Esquema 3: Proposta biossintética para a formacdo do esqueleto de

alcaldides quinolinicos.

Até o momento, foram estudadas poucos extratos obtidos dos
experimentos de modificacdo metabodlica com Penicillium brasilianum.
Estudos posteriores deverdo ser realizados para descobrir a diversidade

quimica oculta neste microorganismo.
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4.2  Penicillium griseoroseum

4.2.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS
METABOLITOS SECUNDARIOS PRODUZIDOS POR Penicillium
griseoroseum.

Para que se possa estudar a abordagem OSMAC para modificagdo no

metabolismo secundario de certos microorganismos, é necessario que se

conheca entéo as substancias produzidas pelo fungo a ser estudado.

Com relagdo ao endofitico Penicillium griseoroseum isolado dos
frutos verdes de Coffea arabica, ndo ha estudo quimico de seu
metabolismo secundario. Ha na literatura um grande estudo de seu
potencial biotecnologico para obtencdo e uso de suas enzimas ja
conhecidas e descritas. Este trabalho também visa colaborar para um maior
entendimento de suas micromoléculas e as rotas biossintéticas utilizadas

pelo fungo para a producéo das mesmas.

Inicialmente foram isolados os metabdlitos secundarios majoritarios
de Penicillium griseoreoseum para posteriores experimentos utilizando a

abordagem OSMAC com este microorganismo.

Apés as etapas de purificagdo dos extratos foram obtidas as

substancias 3, 4 e 5.

A substancia 3 foi obtida como um pé amorfo amarelo. Seu espectro
de 'H NMR apresentou somente singletos com deslocamentos quimicos
similares ao do produto natural identificado como clavatol (SILVA, et. al,

2010, como mostrado na Figura 45.
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Figura 45: Espectro de *H NMR da substancia 3 (400 MHz em CDCls).

A diferenca para o espectro do clavatol se d& na presenca de sinais em
62,11 (3H) e & 3,89 (2H). Os outros sinais 2,53 (3H, s, H-1), 7,38 (1H, s,
H-8), 3,89 (2H, s, H-9), 2,15 (3H, s, H-10), 9,38 (1H, s, H-4"), 9,38 (1H, s,
H-6) possuem o mesmo valor de & e a mesma multiplicidade para os sinais
do clavatol, ja isolado de Penicillium griseoroseum (SILVA, 2010). Pelo
espectro de HSQC foram encontradas correlagdes entre 6 2,59 e 6 17,4, 6
389 e 314, 67,38 ¢e 06 132,1, conforme a figura 46. Ao analisarmos 5
utilizando a técnica de LC/MS com o experimento de full scan foi
observada uma massa de 343 no modo negativo, nos dando uma possivel
massa molecular de 344 Da. Pelo fato desta substancia possuir sinais
caracteristicos do clavatol, esperava-se que esta possuisse uma massa
molecular proxima da massa do clavatol . Entdo, ao realizar experimentos
de LC/MS-MS foi obtido o espectro de ions produto, como mostra a Figura
47.
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Figura 46: Espectro de HSQC para a substancia 3.
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Figura 47: Espectro de ions produtos para a substancia 3.

De acordo com a figura acima, a partir da massa m/z 343 foram
obtidos dois fragmentos majoritarios, que se aproximam da massa do
clavatol (m/z 176 e m/z 164).

O espectro de HMBC e as correlagdes de HMBC sdo mostradas na

Figura 48 e 49, respectivamente.
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Figura 48: Espectro de HMBC da substancia 3.

Figura 49: Correlacdes de HMBC para a substéncia 3.

O ion de m/z 343 se tornou um indicio de que a substancia isolada
seria algum tipo de dimero do clavatol, pois ao ser fragmentada sua massa
se aproximou a massa de um mondémero do clavatol. Assim, a partir das
informacgdes obtidos dos experimentos de MS/MS e das correlagdes de
HMBC e HSQC foi proposta a seguinte estrutura para a substancia 3,

conforme visualizado na Figura 50.

Figura 50: Estrutura proposta para a substancia 3.
79



Para comprovar a formacdo de um dimero do clavatol, que sera
chamado de diclavatol, € mostrado no Esquema 4 uma proposta de

fragmentacéo para este ion.

m/z 345

-0

m/z 177 m/z 177

Esquema 4: Proposta de fragmentacéo para o diclavatol.

Como se pode observar no Esquema 4, ocorre inicialmente a formacao
do enolato, desestabilizando o anel aromatico, com consequente rearranjo
do [1,3] de hidrogénio para a formacdo de m/z 177, justificando a

dimerizacéo do clavatol por Penicillium griseoroseum.

Em outro trabalho realizado pelo grupo, foi constatada a
biotransformagcdo da 5,7,3’,4’,5’-pentametoxiflavonona pelo mesmo
microorganismo que foi capaz de adicionar ao flavonoide uma molécula de
clavatol formando uma ligacdo C-C cujos mecanismos de formacéo ainda
nédo sdo bem conhecidos (SILVA, 2010).

Do ponto de vista biossintético, clavatol é oriundo dos policetideos,
sendo suas metilas C-9 e C-10 provenientes da enzima S-adenosilmetionina

(SAM). A formagéo do diclavatol deve ocorrer com o ataque nucleofilico
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de C-5’ em C-9 quando este ainda ndo esta transferido totalmente para a
parte aromatica. Isso s6 é possivel se estas metilacbes ocorressem
simultaneamente a acdo da enzima policetideo sintase (PKS) com as

moléculas de clavatol muito proximas dos sitios ativos das enzimas.

Esta dimerizacdo € interessante do ponto de vista enzimatico, pois
como descrito pelo grupo a polimetoxi flavanona ou até mesmo outros
substratos exdgenos podem atuar como uma segunda unidade capaz de

formar ligagdes C-C.

As outras substancias isoladas identificadas como 4 e 5 apresentaram o
aspecto de um po branco. Foram realizados experimentos de NMR 1D e 2D
como também analises por LC/PDA-MS e LC/PDA-MS/MS. A partir dos
experimentos de *H NMR obteve-se o espectro que é mostrado na Figura
51.
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Figura 51: Espectro de 'H NMR para a substancia 4 (400 MHz, MeOD).

Para esta molécula foram observados os seguintes sinais no espectro
de hidrogénio: 6 4,70 (1H, dd, J = 3,2 Hz e 10,4 Hz); 2,22 (2H, dd, J =8
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Hz, 14 Hz, H-7), 1,55 (2H, m, H-8), 1,32 (4H, m, H-9, H-10), 0,90 (3H, t, J
=7Hz, H-11), 2,81 (1H, d, J = 3,2 Hz, H-12a) e 2,76 (1H, m, H-12b).

Para o espectro de *3C foram observados sinais equivalentes a 12
atomos de carbono: 178,2 (C-2), 97,5 (C-3), 199,0 (C-4), 81,0 (C-5), 198,9
(C-6), 41,0 (C-7), 27,0 (C-8), 33,0 (C-9), 24,2 (C-10), 14,0 (C-11), 42,0 (C-
12), 180,0 (C-13). A estes sinais podem ser atribuidos deslocamento
quimicos em regides de carbonos metilicos, metilénicos, carbonilicos e
carboxilicos.

De acordo com os sinais obtidos nos espectros de carbono e
hidrogénio e das correlacdes de HSQC podemos verificar a presenca de
hidrogénios metilicos (H-11 e C-11), metilénicos (H-10 e C-10, H-9 e C-9,
H-8 e C-8,), a-carbonilicos (H-7 e C-7), a-carboxilicos (H12a e H-12b e
C-12) e hidrogénio de anel furano (H-5 e C-5). A presenca de carbonos
carbonilicos e carboxilicos também foram correlacionados no espectro de

HSQC, conforme mostra a Figura 52.
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Figura 52: Espectro de HSQC da substancia 4.
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Figura 53: Espectro de COSY da substancia 4.
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Figura 54: Espectro de HMBC da substancia 4.

A partir das correlagbes de HMBC podemos notar correlagdes entre
hidrogénios diastereotopicos entre H-12a, H-12b e C-12, H-12a com C-3,
C-5 e H-12b com C-2, C-3, C-5. H-12 se correlaciona também com C-6
devido a um acoplamento em W. Essas correlagcdes e as correlacbes de

COSY sdo mostradas na Figura 55.
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Figura 55: Correlagdes de COSY e HMBC para a substéancia 4.

Para esta substancia isolada foram realizados experimento de LC/MS
e LC/MS-MS para se obter algumas mais informagdes estruturais deste
composto. A figura 56 apresenta o espectro de full scan para o metabdlito

isolado e juntamente com seu espectro de ultravioleta.
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Figura 56: Espectro de massas full scan no modo positivo e espectro de

ultravioleta para a substancia 4.

De acordo com o0 espectro de massas, podem-se observar duas
possiveis massas para 0 metabdlito isolado m/z 257 e m/z 211. De acordo
com os dados de NMR atribuiu-se entdo para esta substancia a massa de
256 Da.
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O espectro de ions produtos para m/z 257 mostrou uma perda de 18
Da, referente ao pico de [M+H-H,0]". Também é possivel notar a perda de
46 Da, referente a perda de CO, e mais duas unidade de massa. Comprova-
se entdo que a molécula possui um grupo carboxilico. A partir das
informagdes acima, propfe-se a seguinte estrutura para o metabolito

isolado na Figura 57, ja descrito na literatura como acido viridicatico.

Figura 57: Estrutura proposta para a substancia 4.

O outro metabolito secundario isolado de Penicillium griseoroseum
(substancia 5) possui um espectro de *H NMR muito semelhante ao do
acido viridicéatico. Seu espectro de ultravioleta também possui as mesmas
bandas de absorcdo nos mesmos comprimentos de onda caracteristicos da
substancia 4 (232 e 267 nm).

Dos dados de 'H NMR, pode-se notar a presenca dos sinais em 4,60
(1H, m, H-5), 1,45 (2H, m, H-7), 2,93 (2H, m, H-8), 3,47 (1H, m, H-9),
1,76 (1H, m, H-10a), 1,63 (1H, m, H-10b), 0,92 (3H, t, J = 7.2 Hz, H-11),
1,37 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-12). Nota-se diferenca de sinais com relacdo a
hidrogénios diastereotopicos (H-10a e H-10b) e a diferenca de

deslocamento quimico no H-5.
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Os dados de *C NMR mostraram sinais referentes a somente 11
atomos de carbono: 176,0 (C-2), 97,1 (C-3), 202,3 (C-4), 79,2 (C-5), 201,5
(C-6), 31,5 (C-7), 36,3 (C-8), 74,0 (C-9), 33,5 (C-10), 11,4 (C-11), 17,9 (C-
12).

Como para o &cido viridicatico, nota-se a presenga de hidrogénios e
carbonos caracteristicos com sinais metilicos, metilénicos, a-carbonilicos,
carbonos carbonilicos e caracteristicos de um anel lactona, como citado
para 0 metabolito 4.

A diferenca entre 0s dois compostos se d& na presenca de um sinal em
o 3,47 referente a 1H no H-9, podendo este estar ligado a um carbono
ligado a um grupo carbindlico. Outra diferenca é notada no H-12 com &
1,37 referente & 3H como sendo uma metila terminal.

As correlagGes de HMBC entre a cadeia aciclica e o anel furano foram
também encontradas para a substancia 7, e a estrutura proposta € mostrada

na Figura 58.

Figura 58: Estrutura proposta para a substancia 5.

Ao analisarmos os espectros de ions produtos para as substancias 4 e
5, observamos ions em comum para esta classe de metabdlitos secundarios.
Os espectros e a proposta de fragmentacéo para esta classe sdo mostrados

na Figura 58 e no Esquema 4.
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Figura 58: Espectro de ions produtos para as substdncias 4 e 5,

respectivamente.

2R: C5H110

m/z 141

l 1R:CgHyy

m/z 123

Esquema 4: Proposta de fragmentacdo de acidos tetrdnicos para 0s ions em

comum m/z 141 e m/z 123.

A Dbiossintese de acidos tetronicos fangicos é estabelecida por dois
caminhos. Uma rota seria uma clivagem oxidativa de um precursor
aromatico originado dos policetideos e a outra seria a condensa¢do de um
policetideos (C6) com um &cido dicarboxilico (C4) proveniente do ciclo de

Krebs (provavelmente oxaloacetato). Experimentos de marcacéo isotopica
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com acetato de sodio [1-*C], [2-°C], [1,2-**C] levaram a seguinte proposta
biossintética, de acordo com o Esquema 5. Segundo ARAI et. al (1989), as
possiveis metilagbes que possam ocorrer na cadeia lateral destes

metabolitos sdo provenientes da a¢do da enzima SAM.

* L
CH,= COOH
/

Krebs cycle

Esquema 5: Rota biossintética para a formacéo de alguns acidos tetronicos
isolados de fungos (ARAI, et. al. 1989).

Algumas andlises também foram realizadas com o proposito de
identificar outros possiveis acidos tetrénicos em extratos de Penicillium
griseoroseum. Como visualizado pelos espectros de ions produtos para as
substancias 4 e 5 0s metabdlitos possuem ions em comum, sendo eles m/z
141 e m/z 123. Assim, foram realizados experimentos de ions precursores

por LC/MS-MS para verificar outros possiveis acidos tetrénicos.

Das analises realizadas, foram encontrados mais dois possiveis acidos

tetrdnicos nos extratos de Penicillium griseoroseum, sendo estes m/z 255 e
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m/z 271. Seus espectros de massas com 0s possiveis ions protonados sao

mostrados na Figura 59.
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Figura 59: A-D: Espectro de ions produtos para os &cidos tetronicos

encontrados. E: Cromatogramas de ions selecionados (m/z 123 e 141) para
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0s compostos encontrados no extrato de acetato de etila de Penicillium

griseoroseum. F: Espectros de UV das substancias 2, 3, 4 e 5.

De acordo com o0s espectros de ions precursores e de ultravioleta, os
compostos de massa 254 Da e 270 Da sdo pertencentes da classe dos &cidos
tetrénicos. O composto de massa 270 Da possui um ion de m/z 239
indicando uma perda de metanol ([M-CH3;OH+H]"). Com esta informagc&o
e com um maior tempo de retencdo em uma coluna de fase reversa, pode-se

concluir que o composto seria um éster metilico do acido viridicético (4).

Para 0 composto de massa 254 Da, observa-se uma diminuicdo de
duas unidades de massa comparado com 4. Seu espectro de ions produtos
mostra que 0 ion m/z 141 também possui duas unidades de massa a menos
que 4. Esta diferenca pode ser atribuida a um grupo carboxilixo o,f-
insaturado ligado ao anel lactdnico no acido viridicatico. Assim, as
estruturas propostas para as substancias de massa 270 Da (substancia 6) e
254 Da (substancia 7) sdo mostradas na Figura 60. Buscando estes
compostos na literatura, observou-se que ndo héa relatos destes compostos

isolados de fontes naturais.

0
/

Figura 60: Estruturas propostas para 0os compostos 6 e 7 detectados nos

8) (9)

extratos de Penicillium griseoroseum.

A publicacéo deste trabalho relacionado ao isolamento de metabolitos
secundarios de Penicillium griseoroseum ja foi submetida a aprovacéo de

uma revista cientifica.
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Até o presente momento, estes sdo 0s metabolitos secundarios
isolados de Penicillium griseoroseum. Sua composi¢do quimica é muito
vasta e estudos posteriores relativos a producdo destas substancias devem

ser continuados.

43 EXPERIMENTOS DE ADICAO DE SUBSTRATOS
HALOGENADOS AO MEIO DE CULTURA COM O FUNGO
Penicillium griseoroseum.

43.1 ADICAO DE NH,CI E NH,Br AO MEIO DE CULTURA,

4.3.1.1 ESTUDO DA TOLERANCIA DO CRESCIMENTO
FRENTE A ADICAO DE NH,CI E NH,Br.
Como realizado para P. brasilianum foram realizados estudos para

verificar a concentracdo ideal para um maior crescimento micelial quando
adicionados ao meio de cultura NH,Cl e NH4Br. A Figura 61 mostra este

grafico comparativo entre as concentragdes com NH,CI.
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(E)

Figura 61: Grafico do crescimento micelial em gramas, de Penicillium
griseoroseum com a adigdo de NH,4CI. (A) controle, (B) 19 mg/L, (C) 190
mg/L, (D) 19 g/L, (E) 190 g/L.

O grafico de tolerancia quando adicionado NH,4Br ¢é apresentado na
Figura 62.

B

Figura 62: Grafico do crescimento micelial em gramas, de Penicillium
griseoroseum com a adicdo de NH4Br. (A) controle, (B) 65 mg/L, (C) 650
mg/L, (D) 6,5 g/L, (E) 65 g/L.
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Como se pode observar com a adi¢do de suplementos ao meio de
cultura, o aumento da massa micelial ndo foi tdo pronunciado para nenhum
dos dois aditivos (NH4Cl e NH4Br) quando estes foram comparados ao
controle. Com excecdo de [NH,Cl]= 190 g/L, houve o crescimento do

microoganismo para todas as concentrac@es utilizadas neste experimento.

4.3.1.2 ANALISE POR HPLC/PDA DAS MODIFICACOES
METABOLICAS EM P. griseoroseum QUANDO
SUBMETIDOAS VARIACOES NOS MEIOS DE CULTURA.
Apoés os estudos de tolerancia do crescimento micelial, os extratos

obtidos foram analisados inicialmente por HPLC/PDA para verificar a
diferenciagdo no metabolismo secundario. A Figura 63 mostra 0s
cromatogramas comparativos dos extratos do micélio quando adicionado

NH,Cl ao meio de cultura.
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Figuréw 63: é"rthaibng}irﬁésijz:oFﬁpgraﬁvos do rﬁwicéiiowdowcomr;trgleMEASM, com a
adicdo de NH,Cl ao meio de cultura, nas seguintes concentracfes: 19 g/L
(B), 1,9 g/L (C) e 190 mg/L (D). (-----) Cromatogramas dos experimentos

com adicdo de NH4CI. Monitoramento em 254 nm.
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A Figura 64 mostra as analises cromatogréaficas para os extratos do
meio liquido.
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Flgura 64: Cromatogramas comparatlvos do meio Iqu|do do controle (A))
com adicdo de NH,Cl ao meio de cultura, nas seguintes concentragdes: 19
gL (B), 1,9 g/L (C) e 190 mg/L (D). (-----) Cromatogramas dos

experimentos com adicdo de NH4CI. Monitoramento em 254 nm.

De acordo com o0s cromatogramas mostrados nas figuras acima,
observa-se que as modificagbes metabdlicas ndo foram significativas
aparentemente. Como ocorrido para o fungo Penicillium brasilianum, estas
modificacbes podem ter ocorrido em pequenas concentracbes que nao
seriam detectadas por HPLC/PDA. O aumento e a diminuicdo da
intensidade de algumas bandas ja presentes no controle também foram
detectados, principalmente uma maior intensidade das bandas em menores

concentragoes.

Quanto aos extratos obtidos dos experimentos com adi¢do de NH,Br
ao meio de cultura, foram obtidos os cromatogramas do micélio, na Figura
65.
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Figura 65: Cromatogramas comparativos do micélio do controle (A), com a
adicdo de NH4Br ao meio de cultura, nas seguintes concentracGes: 65 g/L
(B), 6,5 g/L (C) e 650 mg/L (D) e 65 mg/L (E). (-----) Cromatogramas dos

experimentos com adicdo de NH,4Br. Monitoramento em 254 nm.

Os extratos do meio liquido foram submetidos a analises

cromatograficas, e seus cromatogramas sdo mostrados na Figura 66.
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Figu(ra 66: CsForﬁafBgF]émmésﬂ::oﬁr'ﬂhpmémrmativos do meio liquido do controle (A),
com a adicdo de NH4Br ao meio de cultura, nas seguintes concentragdes:
65 g/L (B), 6,5 g/L (C) e 650 mg/L (D) e 65 mg/L (E). (-----)
Cromatogramas dos experimentos com adicdo de NH,Br. Monitoramento

em 254 nm.

Observa-se nos cromatogramas acima o que foi observado para todos
0S outros experimentos, ou seja, uma modificagdo metabolica com

intensidades de absor¢cdo muito pouco intensas pouco significativas.

Experimentos utilizando o endofito Penicillium griseoroseum,
mostraram que as modificagcbes no metabolismo secundario do mesmo
foram encontradas em regides mais apolares dos cromatogramas, Vvisto que
a coluna utilizada nas analises era de fase reversa. O oposto foi verificado
para Penicillium brasilianum cujas diferenciagdes foram observadas em

regiGes de maior polaridade dos cromatogramas.
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4.3.1.3 ANALISE POR GC/MS DAS FRACOES DE MENOR
POLARIDADE DOS EXTRATOS OBTIDOS EM LARGA
ESCALA DE P. griseoroseum.

Como citado acima no item 4.3.1.2, foram observadas modificacdes

no metabolismo secundario de Penicillium griseoroseum em regifes mais
apolares dos cromatogramas mostrados na Figura 65 e 66. Assim, fez-se
necessaria a utilizacdo da técnica de GC/MS para verificar as possiveis
modificacGes nestes extratos. Os extratos previamente purificados por
coluna a vacuo foram analisados por GC/MS foram obtidos do experimento

de adicdo de [NH,Br] = 65 g/L com o extrato do meio liquido.

A partir destas andlises, a Figura 67 mostra o cromatograma da fragdo
PG65ML_A que foi obtida apos a eluicdo em fase normal de Hex:DCM na
proporcdo de 1:1 (vide Tabela 5).
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Figura 67: Cromatograma da fragdo PG65ML_A.

Através da comparacdo do cromatograma com o controle, podem-se
observar algumas bandas diferenciadas na regido de 24 a 30 minutos.A

figura 68 mostra uma ampliacdo desta regido do cromatograma.
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Figura 68: Ampliacdo do cromatograma da fracdo PG65ML_A analisada
por GC/MS.

Desta regido do cromatograma, as bandas foram processadas com o
auxilio do software GCMSSolutions (SHIMADZU) e as bandas em 24,9,
28,6 e 29,8 minutos apresentaram um perfil isotépico interessante, muito
similiar ao perfil de uma molécula contendo um atomo de bromo (M+2
possui intensidade de 98% quando comparado com M) (SILVERSTEIN,
2007). O espectro de massa para a substancia em 28,6 minutos é mostrado

na Figura 69.
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Figura 69: Espectro de massa para a substancia em 28,6 minutos.

De acordo com o espectro de massa, observa-se o ion [M*™] 230
correspondente a massa do composto. Observa-se também uma perda de 15

Da, relativo a perda de um grupo metil. A diferenca de massa entre m/z 230
98

T
305




e m/z 151 é de 79 Da, que corresponde a massa de um atomo de Br,
levando ao pico base do espectro de massa. Comparando o espectro da
Figura 69 com o da biblioteca do equipamento, foi sugerida a estrutura para
0 composto bromado na Figura 70.

Br

0] @)
-0

Figura 70: Estrutura proposta para substancia (8)em 28,6 minutos.

Para comprovar a estrutura da molécula, 0 Esquema 6 mostra uma

proposta de fragmentacéo para a substéncia 8.
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Esquema 6: Proposta de fragmentacdo para a substancia 8 de m/z 230.

A outra banda cromatografica em 24,9 minutos possui um espectro de
massa muito semelhante ao da substancia 8. O espectro € mostrado na

Figura 71.
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Figura 71: Espectro de massa da substancia com tempo de retencdo de 24,9

minutos.

Pode-se observar o ion molecular [M™] de m/z 216 e a perda de um
atomo de Br (79 unidades de massa) levando ao ion de m/z 137. A estrutura

proposta pela biblioteca para a substancia 9 ¢ mostrada na Figura 72.

Br

O OH
0
Figura 72: Estrutura proposta para a substancia 9.

A diferenca entre as substancias 8 e 9 é dada pela presenca da
metoxila em 8, enquanto em 9 existe uma hidroxila ligada ao anel

aromatico.

Para a banda cromatografica em 30 minutos, 0 espectro de massa €

mostrado na Figura 73.
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Figura 73: Espectro de massa para a substancia com tempo de retencdo de

39,8 minutos.

O espectro de massa possui 0 fon m/z 296 como ion molecular [M™],
que possivelmente possui perfil isotopico para uma molécula com dois
atomos de Br(SILVERSTEIN, 2007). Observa-se também que o ion m/z
279 ainda possui perfil isotopico para um atomo de Br, e que a diferenca
entre esses dois picos € exatamente a perda de 79 Da. O ion m/z 217 possui
um perfil de fragmentacdo muito semelhante ao da substancia 9. Assim,
para a substancia 10, propbGe-se a mesma estrutura com a adicdo de um

atomo de Br na molécula. Sua estrutura é mostrada na Figura 74.

Br
| X
Br— P
0] OH
-0

Figura 74: Estrutura proposta para a substancia 10 com tempo de retengédo
de 29,8 minutos.

As substancias 8, 9 e 10 ndo foram isoladas e sim, detectadas por
GC/MS. Em etapas futuras do trabalho, se faz necessario o isolamento
destes metabolitos para confirmacdo de suas estruturas, tanto quanto a

posicao do segundo atomo de bromo em 10.
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Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos relatando as enzimas
responsaveis pela halogenacdo de metabdlitos secundarios. Assim, a
bromacao das substancias citadas acima pode seguir caminhos diferentes,
dependendo de quais genes foram ativados para a expressdo de proteinas
responsaveis pelas reacdes de halogenacdo quando ao meio de cultura foi
adicionado NH,Br. (DRENNAN, 2009)

A Dbiossintese destes metabdlitos, provavelmente segue a rota dos
fenilpropandides, devido a presenga do grupo metilenodioxi formado pela
acdo da enzima fenilalanina-amoniliase (PAL) convertendo o aminoacido
fenilalanina em 4&cido cindmico. A maioria das enzimas ativas neste
caminho estd praticamente caracterizada. O esquema para a formacéo do

acido sinaptico (precursor do grupo metoxipiperonil) é mostrado a seguir.

o) 0 0
CAH
Hz HO Acido p-cumérico
0
0
Q AN
* "OH NS
HO NP OHS— OMT * ~OH
HO HO
HO OCHj o
OCH3 . _
Acido 5-hidroxi-ferulico Acido ferdlico Acido cafeico
0 . . L
PAL: Fenilalanina amdnio liase
HsCO X% OH CAH:Cinamato 4-hidroxilase
OMT: O-metiltransferase
HO

Acido sinaptico
OCH3
Esquema 7: Formacdo dos precursores &cido cindmico e acido sinaptico

(RITTER, 2004).
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Um fato intrigante com relacdo a producgdo de metabolitos secundarios
com o grupo metilenodioxi seria que estes metabdlitos sdo conhecidos por
serem predominantemente metabolitos produzidos por plantas com acdo
fungicida. S8o relatados na literatura que apds o ataque de patdégenos as
plantas comecam a produzir substancias da classe dos fenilpropanoides
como resposta defensiva. Assim, seria de se esperar que fungos, conhecidos
como seres inferiores, ndo possuissem sistema enzimatico capaz de

produzir determinadas substancias.

A presenca de outros metabdlitos fangicos com o grupo
metilenmodioxi, apesar de ser incomum, foi relatada por Fujita et.al. na
producdo de uma série de brasiliamidas (Figura 75) produzidas por
Penicillium brasilianum. FILL et. al.(2010) comprovou por meio de
estudos de marcacdo isotdpica utilizando as técnicas de NMR e LC/MS-
MS que o caminho biossintético utilizado pelo fungo endofitico seria
justamente a rota enzimatica utilizada pelas plantas, que seria possivel se

ocorresse trocas genéticas entre a planta e seu hospedeiro.
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Figura 75: Estrutura das brasiliamidas A, B e F, respectivamente isoladas
de Penicillium brasilianum (FILL, 2009).

Ap0os as analises por GC/MS das fragGes mais apolares do extrato de
Penicillium griseoroseum, passou-se entdo a buscar por outros possiveis
metabdlitos halogenados em fracfes de maior polaridade do extrato obtido

em larga escala.

4.3.1.4 ANALISE POR HPLC/PDA/MS-MS DAS FRACOES DE
P. griseoroseum.
As anélises por cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de

massas foram realizadas para as fragcdes de maior polaridade dos extratos
obtidos em larga escala quando adicionado ao meio de cultura [NH4Br] =
65 g/L.

A fracdo E (AcOEt:MeOH, 7:3) (Tabela 5) do extrato em larga
escala apresentou algumas bandas cromatograficas cujos espectros de
massa possuiam a propor¢do isotdpica de [M+2]" em ESI® que sdo
observadas quando se possui um atomo de bromo na molécula. Estas

bandas s&o mostradas na Figura 76.
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Figura 76: (A) Cromatograma de ultravioleta e (B) Cromatograma de ions
totais (TIC) da fracdo PGML65 E dos extratos de Penicillium

griseoroseum.

As bandas em 27,78 e 31,33 minutos foram as de maior interesse por
apresentarem os ions m/z 391 e 468, respectivamente. A banda em 27,78
minutos, na verdade, ndo é uma substancia proveniente dos estudos de
modificacGes metabdlicas, e sim um metabolito secundario de Penicillium
griseoroseum que ainda n&o havia sido isolada. A banda com [M+H]" 468
possui o perfil isotopico para um atomo de bromo na molécula, fornecendo
0 ion [M+H+2]" 470 com 98% de abundéncia. Os espectros de massa no
modo full scan e os espectros de ultravioleta para as bandas em questéo sao

mostrados nas Figuras 77 e 78, respectivamente.
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Figura 77: Espectro de massa no modo full scan e de ultravioleta para a

banda em 27,78 minutos.
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Figura 78: Espectro de massa no modo full scan e de ultravioleta para a

banda em 31,33 minutos.

Analisando os espectros de ultravioleta, observa-se que as duas
substancias possivelmente sdo da mesma classe de metabdlitos secundarios.
Com relagdo as massas, nota-se também que a diferenca entre as duas
substancias é de 77 Da, ou seja, aproximadamente a massa de um atomo de

Br. O espectro de ions produtos das substancias encontradas nesta fragdo
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sera apresentado posteriormente na determinagdo estrutural das

substancias.

Apesar do metabdlito em 27,78 minutos ndo ser resultante dos
experimentos com suplementacdo de aditivos halogenados ao meio de
cultura, sua determinacdo estrutural serd mostrada aqui para futuras

comparac6es com o metabdlito halogenado encontrado.

ApoOs a deteccdo destes metabolitos, foi realizado o isolamento dos
mesmos por HPLC no modo preparativo e o cromatograma de ultravioleta

é mostrado na Figura 79.
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Figura 79: Cromatograma da fracdo PG65ML_E.

Apds o isolamento das duas substancias de interesse, 0 metabdlito
com tempo de retencdo em 27,78 minutos (substancia 11) foi submetido as

analises de *H NMR, cujo espectro é mostrado na Figura 80.

108



e

N e e e
PPM 80 76 72 6.8 64 6.0 56 52 48 44 40 36 32 28 24 20 16 1.2 0.8

Figura 80: Espectro de 1H NMR da substancia 11. (MeOD, 600 MHz)

De acordo com o espectro, observa-se na regido de aromaticos 0s
seqguintes sinais: 67,12 (1 H, d, J =7,2 Hz, H-7), 6,97 (1 H, t, J = 7,6 Hz,
H-9),6,63 (1 H,t,J=7,6 Hz, H-8), 6,51 (1 H, d, J =7,6 Hz, H-10).

No espectro de HSQC, foram encontradas as seguintes correlagcdes
para os hidrogénios citados acima: 6 7,66 - 6 137,3; 7,12 — 125,8; 6,97 -
129,6; 6,63 — 119,2; 6,51 - 109,6. No espectro de HMBC foram
encontradas as correlacdes entre os hidrogénios em & 7,12 e 6 150 e 129; 6
6,96 e 6 125 e 150; 6 6,63 e 6 128 e 109; 6 6,51 e 6 128 e 119. O espectro

de HSQC e HMBS séo mostrados nas Figuras 81 e 82, respectivamente.
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Figura 81: Espectro de HSQC da substancia 11.
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Figura 82: Espectro de HMBC da substancia 11.
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Em funcdo destes dados, pode-se propor uma um anel aromatico
dissubstituido, sendo um deles um heteroatomo devido ao deslocamento de
um carbono em & 109, caracteristico de C-C-R.

A partir dos dados apresentados, propde-se a seguinte estrutura
parcial na Figura 83.
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Figura 83: Estrutura parcial para a substancia 11.

O espectro de massas para a substancia 11 apresentou o ion m/z 391
sugerindo que este heterodtomo possa ser um atomo de nitrogénio, uma vez
que o erro esperado para cada ion pelo equipamento é de 0,6 unidades de
massa. Considerando que o heterodtomo seja o nitrogénio, o metabodlito
isolado seria um derivado do aminoé&cido triptofano.

Pelos dados de HMBC pode-se correlacionar hidrogénios olefinicos
com carbonos metilicos caracterizando uma unidade isoprenila. O
hidrogénio olefinico em & 6,00 correlaciona com & 30,5 e 227,
confirmando a natureza desse grupo.

Unidades de triptofano com grupos isoprenila sdo uma caracteristica
de metabdlitos fungicos pertencentes a classe das roquefortinas.

Baseando-se nos dados da literatura e nos dados obtidos por
espectrometria de massas propde-se que a substancia isolada seja a
roquefortina C. Através da comparacdo dos dados de NMR com os dados
da literatura, foi possivel confirmar a natureza do metabdlito. A Tabela 12
apresenta a comparacao entre os dados de hidrogénio para a roguefortina C

descrita na literatura e os dados obtidos da substancia 11.
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Tabela 12: Dados de *H NMR da roquefortina C da literatura (1) e isolada
de P. griseoroseum (2) (VLEGGAAR, et. al. 1980).

Posigéo 1 2

3 3,96 (m)

5 6,33 (1H, s) 5,67 (1H, s)

7 7,19 (1H,d,J = 712d,J=7,.2
7,2 Hz) Hz)

8 6,61 (1H,d,J = 6,63 (1H,d,J =
7,6 Hz) 7,6 Hz)

9 7,11 (1H,t,J = 6,96 (1H,d,J =
7,6 Hz) 7,6 Hz)

10 6,78 (1H,t,J = 6,51 (1H,d,J =
7,6 Hz) 7,6 Hz)

13 - 6,00 (m)

14 - 5,07 (m)

14a - -

15 1,04 (3H, s) 1,02 (3H, s)

16 1,16 (3H, s) 1,18 (3H, s)

3 5,65 (1H, s)

5 6,96 (1H, s)

7 7,70 (1H, s) 7,65 (1H, s)

De acordo com os dados obtidos por meio dos experimentos de
NMR em uma e duas dimensdes e da comparacdo dos mesmos com 0S
encontrados na literatura, propde-se a estrutura mostrada na Figura 84 para

a substancia 11, conhecida como Roquefortina C.

112



O

NH
N X
N
H o 2 “NH
N=/

Figura 84: Estrutura proposta para a substancia 14 (Roquefortina C).

Roquefortina C ¢ um metabdlito secundario comum encontrado para
0 género Penicillium, isolado pela primeira vez de Penicillium roqueforti.
E conhecido como micotoxina, mas ¢ relatado como um interessante
metabolito com atividade antibiotica e neurotropica. Devido a sua alta
toxicidade como micotoxina, na literatura se encontram estudos
relacionados com o screening de linhagens de P. roqueforti para minimizar
a producao deste metabolito. (FERNANDEZ-BODEGA, 2009)

A biossintese deste alcaloide dicetopiperazinico é derivada do
aminoacido triptofano, histidina e dimetilalil pirofosfato (OHMOMO, et.
al., 1979; OVERY, 2005). Os metabolitos dihidrohistidil-triptofanil-
dicetopiperazina e 3,12-dihidroroquefortina (roquefortina D) sdo os
precursores para a roquefortina C (OVERY, 2005). Experimentos de
marcacdo com '“C mostraram que a substancia 11 é precursora das
glandicolinas A e B, como da meleagrina e da oxalina, conhecidas tambeém
por suas atividades biologicas ja relatadas (FERNANDEZ-BODEGA,
2009). Um esquema relacionado a formacéo destes metabolitos € mostrado

no Esquema 8.
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Esquema 8: Proposta biogenética para a formacéao da roquefortina C,
glandicolinas A e B e oxalina.

A segundasubstancia da fracdo PG65ML_E com tempo de retengédo
em 31,33 minutos, a qual apresentava um espectro de ultravioleta
semelhante ao da roquefortina C foi isolada e seu espectro de 'H NMR
(Figura 85) se mostrou muito semelhante ao da substancia 11, com excec¢édo
de um sinal em & 6,63 que desapareceu e, conseqlientemente, houve uma
diferenciacdo na multiplicidade dos sinais relacionados aos hidrogénios do

anel aromatico.
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Figura 85: Espectro de 'H da substancia 12. (600 MHz, MeOD)

Os sinais de *H obtidos para esta amostra foram 0s mesmos que para
a substancia 11, com excecdo dos sinais na regido de hidrogénios
aromaticos. De acordo com os sinais obtidos & 7,23 (1H, d, J = 2,1 Hz),
7,09 (1H,dd,J=1,8 Hze 6,3 Hz) e 6,4 (1H, d, J = 8,4 Hz) ha somente trés
atomos de hidrogénios aromaticos que se correlacionam pelo espectro de
HSQC da seguinte forma: 6 7,23 —129; 6 7,09 — 132 e 6 6,4 — 107. Estas
correlagdes estdo em total acordo com as apresentadas para a roquefortina

C. O espectro de HSQC e mostrado na Figura 86.
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Figura 86: Espectro de HSQC da substancia 12.
As diferencas surgem também no espectro de HMBC (Figura 87),
onde ha a correlacdo desses hidrogénios com um carbono em & 109. A
Figura 88 mostra as correlagdes para o sistema aromatico da substancia

bromada.
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Figura 87: Espectro de HMBC da substancia 12.
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Figura 88: Correlacbes de HMBC para a substancia bromada (12).

Assim, com os dados obtidos e comparados com a substancia 11,
propde-se entdo a seguinte estrutura para a substancia 12, mostrada na

Figura 89.
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Figura 89: Estrutura proposta para a substancia 12.

Como se pode notar pelos dados de NMR a unica diferenca € o
atomo de bromo na molécula no anel aromatico pertencente ao aminoacido
triptofano.

Nas anélises de GC/MS dos extratos de menor polaridade tambem
foram detectadas substdncias contendo atomos de bromo em suas
estruturas, mostrando que o fungo Penicillium griseoroseum € capaz de
halogenar seus metabdlitos secundérios, ou possivelmente ser induzido a
novas rotas biossintéticas quando ao seu meio de crescimento sao

adicionados suplementos diferenciados.

A halogenacéo da roquefortina C parece ser inédita na literatura e
estudos relacionados ao aumento ou diminuicdo de suas atividades

biologicas devem ser realizados, pois como mencionado no capitulo de
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Introdugdo, metabdlitos secundarios halogenados sdo conhecidos por

possuirem um amplo espectro de atividades bioldgicas.

Ainda ndo foi possivel detectar se 0 mecanismo de bromacéo
realizado por P. griseoroseum ocorre de forma enzimatica ou pela
formacdo de um intermediario reativo. Estudos posteriores deverdo ser

realizados para esta verificacao.

A halogenagdo ocorreu na posigdo 5 do triptofano. Na literatura se
encontram diversos trabalhos relacionados as enzimas ativas para a
formacdo de metabdlitos contendo atomos de cloro na posicdo 7 deste
aminoacido, porém ndo ha relatos de estudos com relagdo a acdo
enzimatica em substancias com um atomo de bromo na posicdo 5 do

triptofano.

Metabdlitos secundarios halogenados com alto valor agregado, como
a rebecamicina (potente agente anti-cancerigeno) tem sua biossintese
estudada h&d muito tempo. Um dos passos estudados, seria a cloragdo do
triptofano pela agdo da enzima RebH, uma flavina dependente que
necessita como co-fatores FADH,, ions cloreto e oxigénio. A reacdo do
FADH, com o oxigénio no sitio ativo da enzima leva a formacdo de um
intermediario 4-a-hidroperoxiflavina (FAD-4a-O0H) que reagird com CI
para formar HOCI. A enzimas K79 fornece uma ligacdo de hidrogénio para
0 substrato HOCI para ocorrer um melhor posicionamento do hipoclorito
para reagir com triptofano na posi¢do 7. Durante a aproximacdo de HOCI
com o triptofano (intermedidrio de Wheland) a adicdo eletrofilica é
estabilizada por um residuo de glutamato que desprotona o intermediario,
levando a formacéo do 7-clorotriptofano (CHEN, 2008). O esquema para a

formacdo do 7-clorotriptofano é mostrado abaixo.
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Esquema 9: Mecanismo proposto para a forrhagéo do 7-clorotriptofano.

A halogenagéo na posicdo 5 do triptofano é interessante como um
precursor do 5-hidroxitriptofano (5-HTP) o qual € um componente de
muitas drogas antidepressivas. Sua obtencdo é feita por meio da extracdo
de folhas de uma planta africana Griffonia simplicifolia. Outra alternativa
seria a expressao de genes responsaveis pela producdo deste metabdlito em
organismos geneticamente modificados, porém este possui um rendimento
muito baixo. Penicillium griseoroseum se mostrou um interessante
organismo capaz de halogenar a posicdo 5. ApOs a obtengdo do 5-
bromotriptofano, uma substituicdo nucleofilica seria o suficiente para a
obten¢édo do 5-HTP (CHEN, 2008).

4.4 ENSAIO BIOLOGICO REALIZADO COM OS ACIDOS
TETRONICOS E O DICLAVATOL.
Diclavatol, &cido viridicatico e acido terréstrico isolados como

metabolitos secundarios de Penicillim griseoroseum foram ensaiados frente
as bactérias descritas no item 3.4.18, porém nenhuma das substancias

testadas apresentaram atividade nas concentracdes testadas.

Acidos tetronicos sdo conhecidos por possuirem atividade antibiotica

relevante, porém o numero de carbonos na cadeia lateral pode influenciar
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na mesma. Assim, os metabdlitos isolados que possuem uma cadeia lateral
com apenas seis atomos de carbono podem néo ter sido ativos contra as

bactérias patogénicas testadas.

45 BIOTRANSFORMAGCAO DE SUBSTRATOS
POLIMETOXILADOS.
A inspiracdo para o estudo de modificacdes metabdlicas utilizando

fontes halogenadas com Penicillium griseoroseum partiu do trabalho de
Silva (2009), onde o mesmo fungo foi capaz de biotransformar e halogenar

um substrato exdgeno ao seu metabolismo, de acordo com o Esquema 10.

So o ~o o SO0 o

P. griseoroseum
o) o) HO o~

Esquema 10: Biotransformacéo da 2°,4’,6’-trimetoxiacetofenona.

HO O
Cl

Assim, foram testados o0s seguintes substratos: 2’,4°,6’-
trimetoxiacetofenona e 3’,4’,5’-4cido trimetoxibenzoico, com adicdo de
NH,Br e NH,4CI, nas concentracbes de 65 g/L e 19 g/L, respectivamente
com o objetivo de ocorrer possiveis reacdes de bromacdo e com o aumento
da concentracdo de halogénios no meio de cultura, aumentaria a
possibilidade de outras reagdes de halogenagbes em posi¢cdes permitidas

sinteticamente ou enzimaticamente.

Apols a obtencdo dos extratos, estes foram analisados por HPLC-
PDA/MS, uma vez que o detector de massa é mais sensivel e 0s substratos
possivelmente possam possuir proporcao isotopica com relagcdo aos &tomos
de halogénios (M+2 = 33% para Cl e M+2 = 98% para Br).
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Com a analise das bandas cromatograficas do experimento de
biotransformagéo da 2’,4°,6’-trimetoxiacetofenona com NH,CI no meio de
cultura, observou-se que uma delas com tempo de retencdo em 22 minutos
apresentava um espectro de massa com uma proporcdo isotopica de
[M+H+2]" bem interessante. O espectro de massas no modo full scan para

a banda em questdo é mostrado na Figura 90.
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Figura 90: Espectro de massas full scan da banda cromatografica em 22

minutos.

Na figura 90, observa-se que existe uma propor¢ao isotopica para o
fon [M+H+2]" mas a intensidade observada ndo era esperada para
substancias contendo um &tomo de cloro. Como a massa do substrato
inicial é de 210 Da e observamos uma massa de 264 Da, nota-se uma
diferenca de 54 unidades de massa. Como no trabalho realizado
anteriormente pelo grupo o microorganismo realizou a halogenacdo apés a
desmetilacdo de uma das metoxilas (SILVA, 2009), imagina-se que o
mesmo tenha ocorrido novamente. Assim, a massa do composto

desmetilado em uma posicdo seria de 196 Da. Da diferencga entre 264 e 196
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se obtém 68 unidades de massa, que é compativel com a substituicdo de

dois &tomos de hidrogénio por dois atomos de cloro.

Para verificar se a proporcdo isotopica quando dois &tomos de cloro
estdo ligados a um substrato, utilizou-se o software MassLynx 4.1 para uma
simulacdo do espectro de massas do produto desmetilado com dois 4tomos

de cloro. O espectro de massas simulado é mostrado a seguir na Figura 91.
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Figura 91: Espectro de massas simulado para o composto biotransformado.

Conforme observado, Penicillium griseoroseum possivelmente foi
capaz de substituir dois atomos de hidrogénio por cloro, como mostrado
pela proporcdo isotopica encontrada para o ion [M+H]" 265. Estudos
posteriores para o0 isolamento deste produto deverdo ser realizados para
melhor confirmacdo dos dados. O Esquema 11 apresenta uma
representacdo dos produtos de biotransformacdo encontrados para 2°,4’,6’-
trimetoxiacetofenona na presenca de NH4CI. Este tipo de halogenacdo no
anel aromatico é muito interessante para a producdo de flavonoides

halogenados no anel C.
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Esquema 11: Biotransformacdo da 2’°,4’,6’-trimetoxiacetofenona na

presenca de NH,CI.

Apesar da simplicidade estrutural também sdo inéditos na literatura,

como produtos de biotransformagéo.

As analises dos extratos do mesmo substrato na presenca de NH,Br
ndo apresentaram modificacdes aparentes com relacdo ao aparecimento de
bandas com proporgdes isotdpicas interessantes. O Unico produto
observado foi a desmetilacdo na posicéo 4’ do substrato. Esta diferenciacéo

entre os &tomos de halogénio € muito interessante e pode ser estudada.

Com relagdo ao substrato 3’,4°,5’-acido trimetoxibenzdico na
presenca de NH,Cl e NH Br ndo foram observados produtos de
biotransformagdo para nenhum dos experimentos realizados. A
proximidade dos grupos metoxi na molécula pode ter levado a uma néo
aproximacdo do sitio ativo da enzima para que ocorressem as
transformac6es. Pode-se presumir também que o substrato exdgeno nao
tenha sido téxico ao microorganismo fazendo com que o sistema

enzimatico responsavel pela modificagdo da substancia ndo fosse ativado.

46 HIDROXILACAO DA 1-INDANONA POR P. brasilianum.
Em paralelo aos estudos de halogenacdo de metabdlitos secundarios

utilizando a abordagem OSMAC e reacdes de biotransformacdo foram

realizados outros estudos visando entender se 0 mecanismo de hidroxilagéo
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da 1-indanona produzida por Penicillium brasilianum ocorria de forma

enzimatica ou nao.

No trabalho realizado por Silva (2009) em sua tese de Doutorado, foi
verificado que o fungo P. brasilianum era capaz de biotransformar a 1-
indanona, levando a alguns produtos sendo um deles uma dihidrocumarina
e 0 outro a 3-hidroxi-1-indanona. O Esquema 12 mostra uma ilustragdo

destes produtos de biotransformacéo.
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brasi (0] (@)
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Esquema 12: Biotransformacéo da 1-indanona por Penicillium brasilianum.

Este estudo teve por objetivo verificar se o produto hidroxilado era
um produto de biotransformacgdo ou somente um produto de reagdo do meio
de cultura com o substrato adicionado durante o crescimento do

microorganismo.

Para atingir este objetivo, foi necessaria a sintese da 3-hidroxi-1-

indanona e o isolamento da mesma produzida pelo fungo.

4.6.1 ISOLAMENTO DA 3-HIDROXI-1-INDANONA
PRODUZIDA POR Penicillium brasilianum.
Apos as etapas de isolamento, a indanona hidroxilada foi obtida na

forma de um sélido amarelo escuro e submetida a experimentos de 'H
NMR, que foram comparados com o mesmo metabolito isolado por Silva
(2009). Os sinais atribuidos para a amostra foram sinais de aromaticos em 6

7,76, 7,72, 7,70 e 7,50, 5 5,45 (dd, J = 2,9 e 6,8Hz), 5 3,1 (dd, J = 6,8 ¢
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19Hz) e 6 2,6 (dd, J = 2,9 e 19Hz). O espectro de 1H NMR é mostrado na
Figura 92.
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Figura 92: Espectro de 'H NMR para a 3-hidroxi-1-indanona isolada de
Penicillim brasilianum. (CDCl3, 400 MHZz)

4.6.2 SINTESE DA 3-HIDROXI-1-INDANONA A PARTIR DA
1-INDANONA.
A primeira etapa da sintese seria a bromacdo da 1-indanona a partir de

uma reagdo radicalar deste com N-bromosuccinamida (NBS). Apds a
obtencdo do extrato da reacdo, esta foi analisada por GC/MS e um dos
produtos obtidos foi a 3-bromo-1-indanona pela confirmagdo da massa com
0 fon m/z 211 e seu [M+2]" com proporgdo isotopica de 98%. Para dar
continuidade a reacdo, o extrato foi submetido a sucessivas etapas de
purificacdo. Uma das fragcGes que se mostrou mais pura pelas analises por
TLC foi analisada por GC/MS novamente e ‘H NMR. Surpreendentemente,
nesta fracdo foi encontrado o ion m/z 148, correspondente a 3-hidroxi-1-
indanona. As anélises por '"H NMR também apresentaram sinais idénticos

aos encontrados para a indanona hidroxilada isolada de P. brasilianum. O
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cromatograma de ions totais e 0 espectro de massas da fracdo contendo a 3-

hidroxi-1-indanona é mostrado na Figura 93.
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FIGURA 93: Cromatograma de ions totais da 3-hidroxi-1-indanona apés
etapas de purificacdo da sintese (A). Espectro de massas no modo full scan

para a banda em 22 minutos (B).

Uma justificativa para a obtencdo do produto hidroxilado seria a
presenca de &gua residual proveniente dos solventes destilados utilizados
no processo de purificagdo e a presenca de N-succinimida (base resultante
da reagdo radicalar da indanona com NBS), levando a uma desidratacdo no
carbono benzilico. Este produto reduzido foi detectado por GC/MS através
da presenca do ion m/z 130. Na presenca de agua, ocorre a hidratacdo do
produto reduzido, levando a formacéo da 3-hidroxi-1-indanona, de acordo

com o Esquema 13.
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Esquema 13: Possivel formagdo da 3-hidroxi-1-indanona a partir da 3-

bromo-1-indanona.

Com a obtencdo da 3-hidroxi-1-indanona produzida por P.
brasilianum e a sintética, foram realizadas as analises por HPLC/PDA

quiral para o estudo do excesso enantiomérico dos produtos.

4.6.3 ANALISE POR HPLC/PDA DA 3-HIDROXI-1-
INDANONA.
O produto hidroxilado obtidovia sintética foi analisado por

cromatografia liquida em uma coluna de fase quiral. Como o esperado

obteve-se uma mistura enantiomerica de 1:1, conforme mostra a Figura 94.

Area Percent

50.57

49.43

Figura 94: Cromatograma da 3-hidroxi-1-indanona sintetizada.
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Para o0 produto de biotransformacéo, esperava-se que se a reacao
ocorresse via hidroxilagdo enzimatica ocorreria um excesso enantiomeérico,
0 que de fato foi observado levando a uma proporcdo de 1:9, conforme

mostra a Figura 95.

Area Percent

10.82

89.18

Figura 95: Cromatograma da 3-hidroxi-1-indanona isolada de P.

brasilianum.

O excesso enantiomérico para esta substancia foi calculado em 78%.
A atividade 6tica da mesma substancia também foi medida, fornecendo um
[o]o® = -14.7°, mostrando que o fungo produz majoritariamente o isomero
(-). Estes dados confirmam que a hidroxilacdo na posi¢do 3 da indanona
ocorre de forma enzimatica quando 1-indanona é adicionada ao meio de

cultura.

RESNICK et. al.(1994) descreveram a biotransformacdo da 1-
indanona e 2-indanona em hidroxi-indanona com cepas bacterianas capazes
de expressar naftalenodioxigenases (NDO) e toluenodioxigenases.
Pseudomonas sp. expressando NDO foram capazes de oxidar 1-indanona
em 3-hidroxi-1-indanona (91%) e 2-hidroxi-1-indanona (9%). (R)-3-
hidroxi-1-indanona foi formada em excesso entantiomérico de 62% (R:S,
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81:19), enquanto 2-hidroxi-1-indanona foi obtida em forma de racemato.
Com relacdo a enzima purificada NDO, a oxidacdo de ocorreu da mesma
forma para as duas indanonas. Resnick também avaliou a oxidacéo de 1- e
2-indanona na presenca de [**0] indicando que os produtos hidroxilados
foram formados pela incorporacdo de um dnico a&tomo de oxigénio
molecular e ndo pela dioxigenacdo das cetonas quando ocorre o equilibrio

tautomeérico.

O trabalho envolvendo a biotransformagcdo da indanona em
dihidrocumarina e 3-hidroxi-1-indanona foi submetido & uma revista

cientifica para avaliagéo.
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5 .CONCLUSOES



5.1 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram realizados estudos relacionados as
modificacbes metabodlicas por fungos endofiticos quando submetidos a
variagbes no meio de cultura. Assim sendo, para o fungo Penicillium
brasilianum foram isolados um metabolito secundéario, oriundo da
modificacdo metabodlica e uma mistura de dois alcaldides tremorgénicos,
sendo um resultante da modificacdo do meio de cultura e outro ja isolado
(verruculogenina TR-2) em condi¢Bes normais estabelecidas pelo grupo
LaBioMMi. Com a mistura das duas substdncias ndo foi possivel
determinar a modificagdo no metabolismo, mas suposi¢des foram feitas.

Posteriores anélises deverdo ser feitas para determinagdo desta estrutura.

Os extratos relacionados aos outros experimentos (variacdo dos
cations, sal marinho e a-haloacidos) sdo promissores na busca de novos
metabolitos secundarios ainda ndo relatados para esta espécie de

Penicillium.

Para o fungo Penicillium griseoroseum, foram isoladas substancias
da classe dos acidos tetronicos (acido viridicatico e acido terréstrico),
diclavatol, e roquefortina C. Também foram detectados por meio de
anélises por HPLC-PDA-MS/MS dois &cidos tetrdnicos nos extratos de
acetato de etila. Estes dois metabolitos, juntamente com o diclavatol,

parecem ser inéditos.

Com relagdo as alteragcbes metabolicas provocadas pela adicdo de
sais halogenados no meio de cultura, foram detectadas por GC/MS trés
substancias contendo bromo em sua constituicdo, sendo que uma delas foi

relatada como possuindo dois atomos de bromo em sua estrutura. Em

131



fracOes de polaridade mais elevada, foi isolada a roquefortina C bromada,

que até o presente momento é inédita na literatura.

Acido viridicatico, acido terréstrico e diclavatol foram investigados
quanto a atividade antibacteriana. Nenhum dos compostos apresentou

atividade frente a concentragéo testada.

Em trabalhos paralelos, foi verificado que o fungo Penicillium
griseoroseum € capaz de halogenar substratos biotransformado, levando a
formacéo da 2’,6’-dimetoxi,3’,5’-dicloro,4’-hidroxi-acetofenona, quando o
meio é suplementado com NH,Cl na concentracdo de 19 g/L. A
halogenagdo ndo foi confirmada quando foi adicionado NH;Br na
concentragdo de 65 g/L. Acido 3°,4’,5’- trimetoxibenzéico foi utilizado
como substrato para as mesmas reacGes de biotransformacdo, porém

nenhum produto foi detectado.

3-hidroxi-1-indanona foi isolada de Penicillium brasilianum como
produto de biotransformacdo e sua sintese foi realizada. O excesso
enantiomérico para a substancia produzida pelo fungo foi de 78%,
enquanto houve uma mistura racémica para o produto da reacdo, conforme
0 esperado. A atividade Otica do produto enzimatica foi avaliada,
concluindo que Penicillium brasilianum ao hidroxilar a 1-indanona produz

majoritariamente o enantibmero (-).

A proposta de trabalho utilizada neste projeto € inovadora no ponto
de vista cientifico. A descoberta de novos metabolitos secundarios,
halogenados ou ndo, e as rotas biossintéticas utilizadas para a produgéo dos
mesmos € de interesse académico e industrial. Este trabalho permitiu o
inicio de investigagbes sobre a inducdo de possiveis genes silenciados
relacionados a reacfes de halogenacdo para a descoberta de produtos

naturais e enzimas.
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