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RESUMO

“METABOLISMO SECUNDARIO DOS FUNGOS Penicillium sp E
Fusarium moniliforme ISOLADOS COMO ENDOFITICOS DE Melia azedarach
(MELIACEAE)” —Dos tecidos sadios de M. azedarach foram obtidos 59 isolados de
fungos endofiticos, representando oito géneros (um Ascomycetes, um Basidiomycetes
e seis Hyphomycetes), sendo Aspergillus e Penicillium os mais encontrados neste
estudo. Os extratos de dois fungos, Penicillium sp e Fusarium moniliforme foram
investigados quimicamente. Essa investigagdo resultou no isolamento de 34
compostos. Trés deles foram obtidos de F. moniliforme: dois depsidipeptideos
(bassiatina e um novo produto natural) e o perdxido de ergosterol. Dos extratos de
Penicillium sp foram isolados 10 meroterpenos de estruturas inéditas (preaustindide A,
preaustindide B, preaustindide A2, preaustinodide Al, austinolideo, preaustindide Bl,
isoaustinona, austinoneol, preaustindide B2 e preaustindide A3), trés ja descritos na
literatura (acetoxidehidroaustina, dehidroaustina e neoaustina) e dois meroterpenos em
identificagdo. Também foram isoladas cinco lignanas (duas foram identificadas como
novos produtos naturais), seis alcaldides (trés identificados como verruculogenina,
TR-2 e seu isomero), duas lactonas (4acido penicilico e acido desidropenicilico), um
nucleosideo (uridina) e dois polidis (eritritol e manitol). Alguns extratos e fragdes
desses dois microrganismos foram submetidos a ensaios bioldgicos (antibacteriano e
inseticida) e o meroterpeno dehidroaustina destacou-se por sua atividade contra as
larvas do mosquito Aedes aegyptii. Outros estudos paralelos foram realizados com o
fungo Penicillium sp, como o desenvolvimento de metodologias de andlises por
técnicas hifenadas a espectrometria de massas para a analise dos extratos oriundos do
cultivo para averiguacdo da producdo dos metabodlitos secundarios frente a um
determinado substrato. Os meétodos utilizando cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas permitiram a identificacdo dos meroterpenos utilizados
como padrdes, bem como os metabdlitos verruculogenina, uridina e a lignana nos
extratos desse microrganismo cultivado em arroz e milho. Adicionalmente foi
realizado o estudo dos limonoides nos extratos a partir dos tecidos de M. azedarach
por estas metodologias, com o objetivo de comparar o perfil metabolico dos dois

organismos associados. As andlises realizadas por cromatografia gasosa acoplada a

XVi



espectrometria de massas permitiram a identificacdo dos constituintes apolares do
fungo cultivado na presenca de diferentes substratos. Os estudos biogenéticos
envolvendo biologia molecular dos meroterpenos foram realizados com o tetracetideo
precursor, o acido 3,5-dimetilorselinico. Como resultado, foram encontrados trés genes
relacionados a policetideos ndo reduzidos, parcialmente reduzidos e totalmente
modificados e um gene que expressa a produg¢do das enzimas C-metiltransferases,
sugerindo uma possivel relagdo desses genes na producdo de meroterpenos, a qual
dever ser constatada através da continuidade deste trabalho, agora envolvendo ambos

os precursores policetidico e terpenoidico dessa classe de substancias.
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ABSTRACT

“SECONDARY METABOLISM FROM THE FUNGI Penicillium sp
AND Fusarium moniliforme FOUND AS ENDOPHYTC OF Melia azedarach
(MELIACEAE)” — From healthy tissues of M. azedarach, 59 isolates of endophytic
fungi were obtained, representing eight genera (one Ascomycetes, one Basidiomycetes
and six Hyphomycetes). Genera Aspergillus and Penicillium were the most found in
this present study. Extracts of two fungal strains, Penicillium sp e Fusarium
moniliforme were investigated chemically. This investigation resulted in the isolation
of 34 pure compounds. Three were obtained from F. moniliforme: two depsidipeptides
(bassiatin and a new natural product) and the ergosterol peroxide. From the
Penicillium sp were isolated 10 novel meroterpenes (preaustinoid A, preaustinoid B,
preaustinoid A2, preaustinoid Al, austinolide, preaustinoid BI1, isoaustinone,
austinoneol, preaustinoid B2, and preaustinoid A3), three known meroterpenes
(acetoxydehydroaustin, dehydroaustin, and neoaustin). The other two meroterpenes are
still to be identified. In addition, it has been found five lignans compounds (two were
identified as novel natural products), six alkaloids (three of them identified as
verruculogen, Tr-2 and its isomer), two lactones derivatives (penicillic acid and
dehidropenicillic acid), one nucleoside (uridine) and two poliols (eritritol and
mannitol). Some extracts and fractions from these two microorganisms were submitted
to biological assays (antibacterial and insecticidal). The meroterpene dehydroaustin
showed a great insecticidal activity against the mosquito Aedes aegyptii. An analytical
strategy, based on liquid-chromatography-mass spectrometry hyphenation was
established for the comparison of the secondary metabolites composition of the host
plant and the fungus Penicillium sp. This methodology had the meroterpenes and
limonoids from M. azedarach as targets in order to compare the metabolism between
these two associated organisms. Liquid chromatography-mass spectrometry
methodology allowed the standard meroterpenes identification in the extracts derived
from this microorganism cultivated on rice and maize, as well as, other metabolites,
verruculogen, uridine and a new lignan. Gas chromatography-mass spectrometry
analysis supplied the apolar constituents’ identification of the fungus on distinct

substrates. Biogenetics studies involving molecular biology related to meroterpenes
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were carried out using the tetraketide precursor — 3,5 dimethyl orsellinic acid. As a
result of this, were found three related genes to polyketides (non-reduced, partially
reduced, and highly modified) and C-methyltransferase gene. It suggests a relationship
between these genes and the meroterpenoid production. Further studies should be

carried out in order to investigate this relation.
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APRESENTACAO

O projeto de doutorado envolveu uma série de assuntos € como
conseqiiéncia desta diversidade a tese encontra-se dividida em sete capitulos, os quais
descrevem alguns aspectos da pesquisa com microrganismos associados a Melia
azedarach. O capitulo 1, basicamente a introdugcdo da tese, descreve a interagdo
planta-fungo e o envolvimento dos metabodlitos secundarios nestas interagdes. A
diversidade fingica encontrada na planta estudada (M. azedarach) ¢ explorada no
capitulo 2. A énfase nos estudos quimicos de isolamento e identificacdo dos
metabolitos secundarios dos fungos estudados foi dada no capitulo 3, apresentando
uma variedade de classes quimicas de substancias, bem como propostas biogenéticas
para as mesmas. Entretanto, a biossintese dos meroterpenos foi discutida mais
intensamente e, portanto, encontra-se no capitulo 4. Alguns experimentos de adi¢ao de
substratos exogenos foram realizados e sdo discutidos no capitulo 5. No capitulo 6
encontram-se os estudos envolvendo metodologias de andlise de substancias sem a
necessidade de seu isolamento por técnicas de GC/MS e LC/MS. A atividade bioldgica
de extratos, fracdes e substincias puras ¢ apresentada no capitulo 7. Em seguida
encontram-se as consideragdes finais e as perspectivas deste trabalho e as referéncias
bibliograficas consultadas para a execu¢do do mesmo. Os espectros obtidos para os

metabdlitos estudados sdo mostrados nos Apéndices 01, 02 e 03.
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OBJETIVOS GERAIS

Os principais objetivos deste projeto de pesquisa foram:

O estudo da relagdo de fungos com alguns metabodlitos (produgdo de
metabdlitos caracteristicos dos fungos e das plantas estudadas,
biotransformagdes, atividade bioldgica, estudos genéticos), utilizando
fungos que se desenvolvem nos tecidos internos de Melia azedarach

(Penicillium sp e Fusarium moniliforme).

O desenvolvimento e a aplicacio das metodologias j4 conhecidas para
analise dos metabolitos secundarios (limonoides, triterpenos, e outros),
utilizando para isso técnicas de separacdo (HPLC) acopladas a
espectrometria de massas, com as formas de ionizagdo APCI e electrospray,
além do recurso tandem, bem como o emprego de GC/MS para a analise de

fragdes apolares.

O estudo, utilizando estas metodologias, da composi¢do quimica dos

extratos obtidos das varias partes de Melia azedarach e de Penicillium sp.

XX1






CAPITULO 1: ESTUDO DA INTERACAO PLANTA-FUNGO
ENVOLVENDO METABOLITOS SECUNDARIOS

1 - Generalidades

A busca de substancias de uso pratico para o homem na natureza ¢ uma
das mais antigas atividades da nossa civilizagdo. No Brasil, as plantas tém sido os
organismos vivos mais investigados como fonte de produtos naturais (BRAS-F°,
1994). No entanto, os microrganismos, organismos marinhos, pequenos insetos e
animais também tém se mostrado uma fonte rica de substancias para a humanidade
(SCHEUR, 1978; NATORI et al, 1981). Como o Brasil ocupa destaque na
biodiversidade de plantas e animais, ¢ de se esperar que ocorra uma alta diversidade de
bactérias e fungos e, como conseqiiéncia, uma fonte versatil de substancias pode ser
encontrada.

No caso de substancias quirais e de estruturas moleculares complexas, a
obtencao das mesmas por meio de fontes naturais € uma grande vantagem em relacao a
via sintética in vitro, onde os baixos rendimentos podem inviabilizar sua producao. Por
outro lado, uma caracteristica dessas substancias ¢ que elas, em geral, sdo produzidas
em baixas concentragdes nas fontes naturais (HARBORNE ¢ TOMAS-BARBERAN,
1991). Esse obstaculo vem sendo elegantemente abordado por muitos pesquisadores
que tem investido em estudos visando maneiras de melhorar o rendimento e o0 acesso a
varios produtos naturais utilizando cultura de células e modificagdes genéticas
(VERPOORTE et al., 1999).

A grande maioria dessas substancias € classificada como metabdlitos
secundarios para diferencid-las daquelas de funcao primaria bésica para os organismos
vivos. Os metabolitos primarios sdo em geral macromoleculares, possuem as mesmas
fungdes e sdo amplamente produzidos pelos seres vivos independentemente da sua
classificagdo taxonomica (HARBORNE e TOMAS-BARBERAN, 1991). Ao
contrario, os metabolitos secundarios geralmente sdao micromoleculares, ndo
apresentam fungdes basicas aparentes, € sua producdo depende do tipo de organismo e

de sua espécie (NOSOV, 1994).



Capitulo 1: Estudo da Interagao Planta-Fungo Envolvendo Metabdlitos Secunddrios

O estudo dos fatores motivadores da biossintese ¢ também uma maneira
que pode ser utilizada para maximizar o rendimento de produtos naturais (YEOMAN e
YEOMAN, 1996). A inducao de rotas biossintéticas especificas tem sido possivel em
alguns casos utilizando esses fatores que podem ser de origem bidtica ou abidtica.
Muitos metabdlitos secundarios acumulados pelas plantas sdo induzidos por
microrganismos fitopatogénicos e sdo denominados de fitoalexinas (BAILEY e
MANSFIELD, 1982; PAXTON, 1981; DESJARDINS et al., 1989).

Mais recentemente, o estudo das interacoes entre plantas e
microrganismos tem revelado novos caminhos para a obten¢do de produtos naturais.
Entre essas interagdes, as associacdes entre plantas e microrganismos endofiticos
parecem ocorrer em um nivel de intimidade bioquimica surpreendente. Possivelmente
durante o desenvolvimento das mesmas, os organismos associados adquirem potencial

genético para biossintetizar as mesmas classes de substancias.

2 - Biologia das Interacoes entre Fungos e Plantas

A associacdo entre os seres vivos ¢ uma condi¢do vital para aquelas
espécies incapazes de conseguir por si proprias os seus meios de sobrevivéncia,
incluindo nutrientes e protecao contra espécies predatorias. Entre os microrganismos
(virus, bactérias e fungos) os fungos sdo aqueles que se encontram mais
freqiientemente associados as plantas (ZOBERI, 1972). Ao contrario das plantas, os
fungos, segundo maior grupo de organismos no mundo apds o0s insetos
(HAWKSWORTH, 1991), e pertencentes ao reino Fungi, nao produzem clorofila (sao
heterotroficos) e sua parede celular ¢ constituida de quitina ao invés de celulose
(WEBSTER, 1989) (Figura 1.1). Assim, a sobrevivéncia dos fungos ¢ dependente do
sucesso da sua associagdo com outros seres vivos, especialmente com as plantas.

Em geral, essas associacdes podem ser parasitarias ou simbioticas
(ZOBERI, 1972; MAYER, 1989). No caso das associagdes parasitarias, o parasita
(fungo) vive sobre ou dentro de outro organismo (planta), obtendo deste o alimento
necessario para seu crescimento e desenvolvimento (AGRIOS, 1988) sendo que, quase
sempre, o metabolismo do fungo ¢ prejudicial a planta ou pelo consumo dos seus
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elementos vitais (minerais, hormoénios, proteinas, carboidratos, etc.) ou pela
biossintese de metabolitos toxicos a planta (fitotoxinas). Assim, o parasitismo estd
intimamente relacionado com a patogenicidade, que seria a habilidade do parasita
(patégeno) de interferir em uma ou mais fungdes essenciais da planta causando-lhe

doencas que podem eventualmente leva-la a morte (AGRIOS, 1988).

Procariotos Procariotos aerdbios
fotossintéticos nao-fotossintetizantes

Cloroplasto o
Mitocbndria

Parede celular:
quitina
B-glucanos

Parede celular:
cutina

pectina '

CELULA VEGETAL celulose PROTISTAS EUCARIOTOS,

EUCARIOTICA FUNGOS E ANIMAIS

(a) (b)

FIGURA 1.1 — Representacao esquematica da estrutura e composicdo da parede celular: a) da
planta; e b) do fungo. Adaptado de PELCZAR et al., 1996.

No caso da associagdo simbiotica, entende-se que a “convivéncia” entre
fungos e plantas no nivel molecular ¢ pacifica uma vez que os dois seres vivos
sobrevivem a associacdo assintomaticamente. Os liquens sdo exemplos das
associagdes simbioticas entre Ascomicetos (e poucos Basidiomicetos) e algas verdes
e/ou cianobactérias (AHMADIJIAN, 1993 citado por SELOSSE e TACON, 1998). O
fungo obtém alimento de seus parceiros fotossintetizantes cercando-os com suas hifas,
como também através da penetracdo direta em suas células, ao passo que as algas sdo
protegidas pelo estroma fungico, tolerando situagdes inconvenientes (SELOSSE e
TACON, 1998). Um liquen ¢ morfoldgica e fisiologicamente diferente de qualquer um

dos dois organismos isoladamente (HAVEN et al., 1992). Eles crescem sobre rochas,
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cascas de arvores e em outros substratos normalmente improprios ao desenvolvimento
da planta. Muitos liquens podem crescer nas baixas temperaturas existentes nas
elevadas altitudes e nos ambientes polares (PELCZAR, 1996). A habilidade do liquen
de sobreviver sob condicdes adversas estd relacionada a sua capacidade em suportar
dessecacdo e permanecer em estado de dorméncia enquanto seco.

Um outro exemplo de interacdo simbiotica sdo as chamadas micorrizas
(Figura 1.2), as quais correspondem as associacdes entre raizes de plantas e fungos ou
bactérias, caracterizando-se pela ocorréncia em quase todas as familias de plantas. Elas
podem ser de dois tipos: endomicorrizas e ectomicorriza (HAVEN et al., 1992). As
endomicorrizas, nas quais os fungos geralmente encontram-se classificados como
zigomicetos, ocorrem em cerca de 80 % de todos os tipos de plantas vasculares. Em
tais associagodes, o fungo penetra nas células corticais do hospedeiro (HAVEN et al.,
1992), onde forma arbusculos ou rolos (espirais) (Figura 1.2) (SMITH e READ, 1997,
citado por SELOSSE e TACON, 1998). No caso das ectomicorrizas, o fungo ndo
penetra nas células do hospedeiro, mas forma uma camada feltrosa sobre suas raizes e
uma rede ao redor das células corticais (HAVEN et al., 1992).

As associagdes micorrizicas sao importantes para a planta em termos de
obtengdo de foésforo e outros nutrientes, através das hifas que aumentam a area de
superficie de absor¢do de nutrientes e minerais das raizes. Em outros casos, estas
associacoes podem também proteger as raizes do ataque de patogenos. O fungo ¢
beneficiado pelo fornecimento de carbono organico (AGRIOS, 1988). Talvez essas
associacOes sejam as simbioses mais perfeitamente estabelecidas.

Embora o mecanismo do estabelecimento das associagdes, desde o
primeiro contato do microrganismo com a planta até as conseqiiéncias finais para os
dois organismos, vem sendo extensivamente estudado em muitos casos,
principalmente aqueles envolvendo fitopatégenos (AGRIOS, 1988; ARORA et al.,
1992; PASCHOLATI, 1998), o interesse pelas associagcdoes mutualistas tem crescido
devido a importancia ja demonstrada das micorrizas e, mais recentemente, pelos
aspectos envolvendo metabolitos secundarios uteis na medicina humana.

Evidéncias sugerem que as associagdes mutualisticas podem ter sido
responsaveis pelo inicio da colonizagdo do planeta por plantas, conduzindo, portanto, a

hipétese de que tais plantas sdo produtos de uma associacdo entre algas verdes e
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fungos (HAWKSWORTH, 1991). Em um ambiente terrestre pobre em nutrientes e
exposto a rigores climaticos, as associagdes simbioticas mutualisticas teriam sido uma
estratégia de sobrevivéncia bem sucedida (BLACKWELL, 2000). Um bom exemplo
foi o isolamento de esporos ¢ hifas de fungos fossilizados com idade de 460 milhdes
de anos comprovando a coexisténcia de fungos potencialmente mutualistas em
briofitas (REDECKER et al., 2000). Além disso, os fungos tiveram um papel relevante
no aparecimento subseqiiente de outros grupos de plantas, através do desenvolvimento
do mutualismo, especialmente as plantas vasculares. Esta adaptagdo a vida terrestre ¢
resultante da troca de materiais genéticos durante a simbiose, contendo caracteristicas
complementares e diferentes criando entdo novas entidades com novas habilidades
(SELOSSE e TACON, 1998). Como exemplo, podemos citar a influéncia de plantas
com fungos endofiticos na qual, a interacdo simbiotica apresentou-se como uma
vantagem competitiva, contra herbivoros e pragas de insetos (HAWKSWORTH,
1991).

Hoje em dia, as associacdes intimas continuam a ser importantes na
evolugdo e a repercussdao desse estado co-evolucionario envolvendo fungos, ¢
impressionante. Esses organismos mutualistas sdo especialmente importantes nesta
conexdo e, realmente, estd se tornando evidente que dentro de um contexto
evolucionario, uma planta (ou inseto) ndo deveria ser visto como um Uinico organismo,
mas como uma associacao mutualista incluindo os seus habitantes como, por exemplo,
os fungos endofiticos e os fungos micorrizicos (ou endosimbiontes intestinais)

(HAWKSWORTH, 1991).
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Ectomicorriza
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FIGURA 1.2 — (A) Associagdes Endomicorrizicas: O fungo cresce intercelularmente e forma
vesiculas e arbusculos intracelulares. Adaptado de SELOSSE e TACON,
1998; (B) Exemplo de Ectomicorriza: uma associacdo de um fungo com raiz
de planta, na qual o fungo desenvolve uma camada de micélio (areas brancas)
nas extremidades das raizes alimentadoras do pinheiro de folhas curtas.
Adaptado de PELCZAR et al, 1996.
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3 - Interagoes de Plantas com Microrganismos Endofiticos

Os microrganismos fitopatogénicos recebem grande atencdo de
pesquisadores de varias dreas devido a sua importancia, principalmente na agricultura,
por causar enormes prejuizos anuais, muitas vezes destruindo plantagdes inteiras
(RIBEIRO do VALE e ZAMBOLIM, 1996). Mais recentemente, o estudo de
fitopatdgenos e seus mecanismos de acdo vém destacando os microrganismos
endofiticos como importantes em varios setores (PETRINI, 1996) e, sua taxonomia,
biologia e evolu¢do tém sido intensamente revisadas e discutidas por diversos
pesquisadores (PETRINI et al., 1992; PETRINI, 1996; SCHULZ et al., 1998).

O estudo dos fungos endofiticos foi intensificado nos Gltimos 25 anos,
conseqiiente de um aumento no interesse nos endofiticos de gramineas em paises de
clima temperado (TAYLOR et al., 1999). Mais recentemente, o estudo de endofiticos
de hospedeiros tropicais, incluindo as palmas, vem sendo destacado (TAYLOR et al.,
1999). Além disso, essa atencao aos endofiticos deve ser possivelmente por eles terem
desenvolvido uma associagdo bioldgica muito intima com os seus hospedeiros,
compreendendo os patdgenos, comensais e mutualistas (STROBEL, 2002).

Evidéncias baseadas na morfologia, quimica e relagdo com o hospedeiro
sugerem que os fungos no estagio nao patogénico possam ter evoluido de um ancestral
similar aos fungos no estagio patogé€nico nas plantas (CLAY, 1988). Estudos
taxondmicos ddo suporte a essa relagdo na qual os endofiticos sdo ditos como espécies
‘irmas’ dos patdgenos virulentos sobre o mesmo hospedeiro ou hospedeiros
intimamente relacionados. Como exemplo, Acremonium coenophialum, um importante
endofitico do gramado, ¢ intimamente relacionado a Epichloe typhina, um patdgeno
(CARROLL, 1988) por apresentar semelhanga com o estagio assexual e,
conseqiientemente, colocado com a forma assexual de E. typhina na classe
Deuteromycetes, baseado nas caracteristicas de crescimento em cultura (CLAY, 1988).
Além disso, os fungos ndo patogénicos sobre condicoes de estresse podem causar os
mesmos sintomas que os patogenos desencadeiam (CARROLL, 1988).

Um outro exemplo dessa relagdo endofitico patogénico pode ser visto
com Fusarium moniliforme, um patdogeno ndo obrigatério do milho (BACON e
HINTON, 1996). Em um experimento realizado por Bacon e Hinton (1996), foram
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utilizados dois isolados de F. moniliforme para examinar a relagdo entre parasita-
hospedeiro quanto a produg¢do ou auséncia dos sintomas da doenca. Nas plantas
assintomaticas foram encontrados os fungos durante as oito semanas do periodo
experimental; j& as plantas que apresentaram os sintomas da doenga, morreram dentro
de um periodo de 2-3 semanas. Durante todo o periodo de colonizagdo do hospedeiro
assintomatico, ndo houve efeito aparente das hifas intercelulares sobre a integridade da
estrutura celular do hospedeiro e de suas organelas, sugerindo que durante o estado
assintomatico ndo houve a produgdo de toxinas pelo fungo, as quais rompem a
estrutura celular do hospedeiro e, que também ndo houve reagdes do hospedeiro
indicativas de doencas, como por exemplo, a resposta hipersensitiva. Os dados deste
estudo indicaram que a infeccdo nem sempre resulta em doenga. A incapacidade de
produzir a doenca pode refletir em cada geragdao da planta, na detoxificacdo de
fitoalexinas e (ou) uma interacdo desses fatores com adequadas condi¢des ambientais.
Assim, as infecgdes endofiticas com auséncia de sintomas s3o referidas como
dormente, latente, ou quiescente (BACON e HINTON, 1996).

Esforcos vém sendo feitos para distinguir infeccdo de plantas por
microrganismos endofiticos mutualistas e patogenos latentes (SCHULZ et al., 1999).
Essa distingao ¢ dificultada pela auséncia de sintomas no hospedeiro durante a fase de
estabelecimento de coldnias e por dificuldades de encontrar metodologias de
1solamento que permitam essa distin¢do. No entanto, alguns métodos histologicos e
sorologicos foram utilizados de forma eficiente para a identificagdo de patogenos
(SINCLAIR e CERKAUSKAS, 1996). O possivel papel de tais estdgios “latente” ou
“endofitico” na histéria da interagdo de plantas com fungos, recebeu pouca atencao até
recentemente, com respeito aos seus potenciais relevantes para explicar as estratégias
de colonizagdo e desenvolvimento das varias espécies fungicas (CHAPELA, 1989).

Estrategicamente, o mutualismo endofitico apresenta dois modelos
(CARROLL, 1988). O primeiro denominado de mutualismo constitutivo ¢
representado pelos gramados e seus endofiticos, os quais sdo transportados através de
sementes, resultando no desenvolvimento de uma infeccao sistémica através das partes
aéreas das plantas envolvendo uma biomassa fingica substancial. As toxinas flngicas
produzidas podem deter os herbivoros, os quais mostram uma preferéncia por plantas

ndo infectadas, apresentando conseqlientemente, beneficios imediatos a planta
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hospedeira. Os custos para a planta podem ser altos, envolvendo a energia para o
metabolismo fungico e, algumas vezes, a perda da fun¢do reprodutiva (CLAY, 1988).
Ja o mutualismo induzido envolve uma associacdo mais livre entre o endofitico ¢ a
planta (CARROLL, 1988). A abundancia do endofitico pode variar muito com a
distribui¢do geografica e a idade do hospedeiro. Os fungos normalmente vivem em
tecidos mais velhos ou em tecidos metabolicamente inativos, tais como o cortex € a
epiderme, colonizando os tecidos vitais apenas quando o hospedeiro ¢ cercado ou
estressado por ataques de insetos ou patdogenos. Os endofiticos ndo servem como um
dissuasivo direto dos insetos, mas como uma fonte de indculo dispersa. A infec¢do dos
tecidos afetados resulta na morte ou decréscimo do desempenho do herbivoro levando
a uma diminuicdo geral nos niveis de herbivoros sobre as populagdes das plantas
hospedeiras. Em tais situagdes, os beneficios para o individuo hospedeiro sao difusos e
os custos metabolicos sdo provavelmente pequenos enquanto que para a populacao
hospedeira esses beneficios podem ser altos (CARROLL, 1988).

Embora as associagdes simbidticas possam ser parasiticas, mutualisticas
ou comensalistas, as bases genéticas destes diferentes estilos de vida permanecem
enigmaticas (FREEMAN e RODRIGUEZ, 1996). Contudo, em um estudo para
analisar a genética da especificidade do hospedeiro e patogénese do fungo, no qual
plantulas de melancia foram expostas a um patdgeno e ao seu mutante, foi observado
que as plantulas expostas ao fungo patogé€nico expressaram necrose € morte dentro de
sete dias apds a inoculagdo, mas na plantula exposta ao mutante, ndo foram observados
os efeitos detrimentais. Num primeiro momento, as duas linhagens produziram
apressorios idénticos morfologicamente e funcionalmente sobre a superficie da planta
e dentro do tecido hospedeiro. Contudo, depois de um certo periodo de crescimento,
houve uma inversdo da relacdo entre o numero de apressorios € micélio produzidos
pelo mutante. Também nao houve esporulagdo desse fungo nas plantas. Portanto, o
fungo fitopatogénico pode ser modificado por mutacdo para crescer como um
endofitico nao patogénico (FREEMAN e RODRIGUEZ, 1996).

Os fungos ou bactérias endofiticas podem estar presentes em todos os
orgaos de uma dada planta hospedeira (PETRINI et al., 1992) e como muitas dessas
associagdes envolvendo esses organismos e plantas mostraram-se benéficas para

ambos, o termo endofitico tem sido utilizado muitas vezes como sindénimo de
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mutualismo. Os endofiticos sdo isolados dos tecidos internos do hospedeiro apds
esterilizagdo da superficie dos mesmos, seguido de incubagdo sobre uma variedade de
meios para estimular o crescimento dos isolados (PETRINI et al., 1992). No entanto,
essa metodologia de isolamento nao distingue os microrganismos fitopatogénicos,
vivendo em estado de laténcia nos tecidos da planta, dos microrganismos
mutualisticos. Por esse motivo, as definigdes de microrganismos endofiticos tém
causado confusdo na interpretagao das conseqii€éncias bioquimicas dessas interacoes.
Segundo PETRINI ez al. (1992) "fungos endofiticos sao aqueles que durante um
periodo de suas vidas colonizam os tecidos internos de seus hospedeiros, sem lhes
causar sintomas". Esta definicdo engloba as associagdes simbioticas mutualisticas e
os patogenos em laténcia. Assim, conforme essa defini¢do, um mutualista pode vir a se
tornar patogénico se a planta ndo controlar seu desenvolvimento dentro dos seus
tecidos (CHAPELA, 1989). Outros pesquisadores t€ém demonstrado que, da mesma
maneira dos fitopatdgenos, os fungos endofiticos quando reinoculados na planta
hospedeira podem estimular a enzima fenil-alanina-amonialiase (PAL) (PETERS ef
al., 1998; REDMAN et al., 1999), que ¢ responsavel em muitos casos pela biossintese
de fitoalexinas (YOSHIOKA et al., 1992).

O estabelecimento de um fungo endofitico num dado 6rgao da planta
hospedeira ocorre com um certo grau de especificidade relacionado as condigdes
fisiologicas do hospedeiro, que provavelmente sofreu um processo de adaptacdo ao
longo do tempo (SELOSSE e TACON, 1998). Os endofiticos podem infectar
virtualmente 100% de uma populagdo hospedeira, e podem ser transmitidos de uma
geracao a outra através do tecido da semente hospedeira ou propagulos vegetativos.
Exceto nas gramineas, a maioria dos endofiticos parecem ser transmitidos
horizontalmente por esporos. O clima pode influenciar a germinacdo do esporo ¢ a
freqliéncia de infeccdo resultante nas plantas hospedeiras (CHAPELA, 1989) como,
por exemplo, o aumento da umidade e chuva, facilitando a dispersao dos esporos, a
germinacdo e o crescimento das hifas apds as secas sazonais (SCHULTHESS e
FAETH, 1998).

Em termos ecoldgicos, estudos citados por PETRINI et al. (1992)

demonstram que varios endofiticos podem ser isolados de diferentes o6rgdos e tecidos
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de uma mesma espécie de planta podendo chegar a centenas. No entanto, o0 nimero de
endofiticos dominantes em uma espécie varia entre 1 e 10.

A patogénese de plantas hospedeira de fungos envolve a penetragdo do
tecido hospedeiro, a compatibilidade patdgeno/hospedeiro, a disseminagdo através do
tecido hospedeiro, a indu¢do dos sintomas da doenca e a amplificagdo do patogeno por
esporulacio (AGRIOS, 1988; MAYER, 1989; JACKSON e TAYLOR, 1996;
PASCHOLATT; et al., 1998; PINHEIRO e col., 1999). Fisiologicamente, os fungos
endofiticos utilizam as mesmas armas de um patogeno para penetrar no hospedeiro. A
planta, por sua vez, responde a esta invasdo com suas armas de defesa e de
reconhecimento, tornando as infec¢des endofiticas geralmente localizadas, ou seja, o
fungo desenvolve-se no local da inoculacdo, atingindo raramente outras partes da
planta (PETRINI et al., 1992; PASCHOLATT; et al., 1998) (Figura 1.3). No entanto,
existem poucos estudos realizados sobre a fisiologia das interagdes planta-endofiticos
referentes a métodos de penetracao, producao de enzimas e fitohormonios (CARROLL
e PETRINI, 1983; HOWARD et al.,, 1991). Quanto a taxonomia, as especies de
endofiticos identificadas sdo pertencentes a classe dos Ascomycetes, Deuteromycetes,

Basidiomycetes e poucos Oomycetes (PETRINI et al., 1992).

4 - O Envolvimento de Metabolitos Secundarios na Interacdo Fungo-
Planta

As plantas sdo capazes de responder de diversas maneiras ao ataque por
microrganismos. As maneiras mais conhecidas sdo o estabelecimento de barreiras
fisicas (enrijecimento da parede celular com acimulo de ligninas) e quimicas
(produgdao de fitoalexinas) (KEEN ez al, 1982; AGRIOS, 1988). A inducdo da
biossintese de fitoalexinas ¢ uma das possiveis maneiras para promover o aumento da
produgdo de metabolitos secundarios em plantas (PAXTON, 1981; DESJARDINS et
al., 1989). Por sua vez, o microrganismo invasor pode degradar enzimaticamente essas
barreiras, estabelecendo uma verdadeira “batalha” quimica (Figura 1.4), dificultando a

identificagdo das fitoalexinas como metabolitos finais produzidos pelo hospedeiro
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(SNYDER e NICHOLSON, 1990; SOBY et al., 1996; WELTRING et al., 1998).
Além disso, os metabdlitos isolados da planta podem ter sido produzidos por
microrganismos invasores. A habilidade dos patogenos em produzir substancias
fitotoxicas in situ durante a infec¢do foi recentemente demonstrada por fungos do
género Fusarium infectando espigas de trigo no campo (EVANS et al., 2000). Essas
micotoxinas sdo tricotecenos do grupo deoxinivalenol e sdo bastante agressivas
inibindo o desenvolvimento de vdrias plantas (WANG e MILLER, 1988).

Os fungos endofiticos além de conferir certas vantagens a sua planta
hospedeira, eles também sdo reconhecidos como um armazém de novos metabolitos
secundarios, alguns dos quais apresentam atividades biologicas benéficas
(SURYANARAYANAN et al., 1998).

Muitas vezes, essas substancias podem ter atividades bioldgicas que
levam a concluir que elas apresentam a funcdo de manter a associacdo mutualista.
Essas substancias produzidas por microrganismos, € que tem apresentado possiveis
papéis na protecdo do hospedeiro, sdo denominadas de ‘“metabdlitos tercidrios”
(HABERMEHL, 1998). Plantas infectadas por endofiticos podem ser protegidas de
insetos predadores através da producdo de toxinas por estes organismos. Algumas
plantas infectadas com fungos da familia Clavicipitaceae exibem uma melhor
tolerancia e apresentam resisténcia aumentada aos microrganismos fitopatogénicos
(CLAY, 1988), e diferentes toxinas produzidas por esses fungos sdo ativas contra
diferentes espécies de insetos (BALL et al, 1997). Os endofiticos das folhas de
algumas gramineas produzem toxinas que parecem limitar o ataque por herbivoros
(BUSH et al., 1997). Isto poderia se a razao pela qual algumas plantas com endofiticos
especiais sao geralmente competitivas o suficiente para tornarem-se espécies

dominantes em um determinado campo (CLAY ¢ HOLAH, 1999).
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FIGURA 1.3 — Método de penetragao e invasao pelo fungo, adaptado de Agrios (1988).

Os alcaldides produzidos por endofiticos parecem ser a base da
resisténcia aos insetos e toxicidade aos mamiferos. As evidéncias sugerem que 0s
proprios fungos sdo os responsaveis pela producdo dessas substancias, pois as plantas
infectadas ndo as contém e que os fungos produzem em culturas puras. Todas as
espécies de Balansiae examinadas produzem alcaloides do ergot (CLAY, 1988). A
acdo dos alcaldides do ergot sobre os mamiferos ¢ vasoconstritora e alguns deles
possuem uso medicinal. Por exemplo, a ergotamina ¢ utilizada no tratamento da
enxaqueca, ¢ outros compostos similares t€ém poderosos efeitos alucindgenos; a
dietilamida do 4cido lisérgico ¢ um derivado sintético ocorrendo naturalmente como
alcaldides do ergot do 4cido lisérgico. Em altas concentragdes, esse composto pode ser
fatal (CLAY, 1988).

Os alcaloides 1-19 foram isolados em algumas de plantas infectadas por
fungos endofiticos, os quais apresentam estruturas moleculares complexas. Além da
atividade inseticida, alguns apresentam também outras importantes atividades
biologicas, conforme apresenta a Tabela 1.1. Muitos desses alcaldides sao também
produzidos por fungos em meios de cultivos artificiais (DIDEKBRUMEC et al.,
1996).
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DEFESA CONTRA-ATAQUE
Sintese de Fitealexinas Degradacio de Fitoalex]

FIGURA 1.4 - Representacdo diagramatica da interacdo do fitopatdgeno Nectria
haematoccoca e células de ervilha. Referéncia a capacidade de patdogenos
promoverem a detoxificacao de fitoalexinas produzidas por hospedeiros.
Adaptado de PASCHOLATI et al., 1998.

Mais recentemente foi descoberto que o fungo Taxomyces andreanae
isolado como endofitico em Taxus brevifolia produz paclitaxel (Taxol ™, 86) em meio
de cultura artificial na auséncia de células da planta (STIERLE et al., 1993; STIERLE
e STROBEL,1995). Essa descoberta causou grande impacto no meio académico
devido as propriedades anticancerigenas diferenciadas desse diterpeno (SCHIFF et al.,
1979). O rendimento de taxol na planta 7. brevifolia ¢ muito baixo, (uma quantidade
menor do que < 0.02 % da planta seca) (WANI et al.,, 1971) e devido a grande
demanda dessa substancia, certamente e, principalmente por razdes ecoldgicas, a
planta ndo apresenta condicdes de ser uma fonte sustentavel do taxol. Muitas outras
espécies de fungos produtores de taxol em rendimentos bastante razodveis foram

1solados dos tecidos de 7. brevifolia (STIERLE e STROBEL,1995) e também de
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outras espécies de Taxus (STROBEL et al., 1996; LI et al., 1996; BASHYAL et al.,
1999).

Ha ainda alguns dados intrigantes sobre a biossintese de taxdides
por fungos endofiticos. Por exemplo, o fungo Periconia sp, endofitico em Torreya
grandifolia, planta da mesma familia do género 7axus, mas que ndo produz taxanos,
produz taxol quando recém isolado e cultivado em meio artificial (LI ef al., 1998). A
biossintese de taxol diminui com sucessivas transferéncias do fungo para os meios de
cultura, mas ¢ reativada com a adi¢ao de acidos carboxilicos e fendis, sendo o acido
benzodico o melhor estimulante (LI et al., 1998). O fungo Pestalotiopsis guepinii,
endofitico em Wolemia nobilis, uma espécie da familia Araucaraceae, nao relacionada
com Taxus, ¢ também produtor de taxol. Os autores desse trabalho sugerem que o
fungo tenha adquirido a “habilidade” de produzir taxol hospedando alguma espécie de
Taxus e entao transferido para Wollemia nobilis através de insetos ou passaros (LI et
al., 1997). No mesmo sentido, o fungo Seimatoantherium tepuiense gen.nov. foi
relatado recentemente como o primeiro caso de um fungo epifitico produtor de taxol
(86) (LI et al., 1997), isolado de Maguireothamnus speciosus, uma planta da familia
Rubiaceae.

Os trés casos discutidos acima - a produgdo de giberelinas por fungos, o
acimulo de micotoxinas tricotecenos em plantas do género Baccharis e a producao de
taxol por fungos endofiticos em Taxus e plantas afins - definitivamente t€ém motivado
pesquisadores a investigar os mecanismos desse fendmeno bioquimico-ecoldgico.
Embora ainda ndo unanimemente aceito, este fenomeno tem sido interpretado do ponto
de vista bioquimico, como sendo uma “transferéncia genética horizontal” entre plantas
e fungos (HORR, 1997). O metabolismo secundario ¢ uma conseqiiéncia fenotipica do
organismo e ¢, portanto, uma expressao do seu conteudo genético (VOET e VOET,
1990). Imitando a natureza, os seres humanos tém sido bem sucedidos efetuando
manipulacdes genéticas em varios seres vivos (HOWE, 1995). Isso, muito
resumidamente, se procede em poucas etapas: 1) identificagdo do gene responsavel
pelas caracteristicas desejadas (inserido em um vetor, o plasmideo); 2) introdugdo
deste vetor no DNA do organismo receptor e; 3) expressao da modificagdo genética.
Muitos metabolitos secundarios podem atualmente ser obtidos por esse tipo de

transformacao genética. Por exemplo, a transferéncia de plasmideo que codifica a
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enzima tricodieno sintetase em fungos do género Fusarium, que sao produtores de
micotoxinas do grupo dos tricotecenos, para a planta Nicotiana tabacum, leva a planta
a produzir tricodieno (o precursor dos tricotecenos) (ZOOK et al., 1996).

No caso do taxol (86), o gene que codifica a enzima taxadieno sintetase,
uma enzima chave na ciclizacdo do difosfato de geranilgeraniol para produzir
taxadieno, foi recentemente clonado ¢ introduzido na bactéria Escherichia coli. Essa
transferéncia genética levou a uma superproducao de taxadieno sintetase pela bactéria
(HUANG et al., 1998) e podera vir a ser uma poderosa ferramenta na sintese de taxol.
Essa estratégia (engenharia genética) vem sendo utilizada com sucesso para a obtencao
de metabdlitos secundarios (BEYER et al., 1999), principalmente com atividades
anticancerigenas (STROBEL, 2002).

Embora ainda aceita por poucos, a transferéncia genética entre fungos e
plantas parece ser a melhor explicagdo para o "aprendizado" que os organismos
associados adquirem na producdo de metabolitos secundarios. A associagao entre
fungos e plantas pode ter sido iniciada no comeg¢o da vida na terra (BLACKWELL,
2000; REDECKER et al, 2000). LAMBOY e PIROZYNSKI (1988), citado por
HAWKSWORTH (1991) sugeriram que a “transferéncia horizontal” de genes pela
incorporacdo de DNA do fungo no genoma de plantas vasculares pode ter contribuido
para o desenvolvimento e, especialmente, para a diversificagdo das folhas, flores e
frutos. Depois de um longo periodo de co-evolugdo, plantas e fungos certamente
desenvolveram mecanismos que delimitam a extensdo dos beneficios e prejuizos
obtidos na associagdo. Essas interagdes devem envolver um conjunto complexo de
passos onde os genes em ambos os parceiros sdo ativados ou desativados por sinais
especificos. Esses sinais sdo freqiientemente efetivos em determinados estidgios ou
condigdes fisiologicas a uma dada condigdo ambiental, e inativos em outras (MAYER,
1989).

Os microrganismos podem trocar materiais genéticos com a planta
quando ocorre a penetracdo de suas organelas no interior das células do hospedeiro
(Figura 1.5) (AGRIOS, 1988), ou quando a planta libera parte desse material genético
para fora da célula. Deste ponto de vista, a transferéncia de caracteristicas genéticas ¢
bastante provavel, ndo somente de forma intraespecifica durante a reproducdo, mas

também de forma interespecifica através de possiveis "trocas naturais" de plasmideo.
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Alguns trabalhos envolvendo biologia molecular t€ém demonstrado a ocorréncia desse
fendmeno ecoldgico, onde foi constatado que as seqiiéncias de bases no DNA de
espécies de bambu (Bambusoideae) estavam contaminadas com DNA de fungos

endofiticos (CAMACHO et al., 1997; ZHANG et al., 1997).

FIGURA 1.5 — Microrganismos capazes de penetrar no interior da célula da planta e
comparagdo das dimensdes desses microrganismos com uma célula vegetal
tipica. Adaptado de AGRIOS, 1988.

A introducdo de genes em plantas ou células vegetais através de técnicas
de engenharia genética permite a alteracdo da expressao de genes envolvidos em vias
biossintéticas de interesse e assim modificar a producdo de metabolitos secundarios
(MARASCHIN e VERPOORTE). Num contexto mais amplo, a engenharia metabolica

objetiva o incremento do fluxo de carbono em dire¢do ao produto final de interesse.
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Neste sentido, diversas estratégias tém sido utilizadas buscando superar o(s) evento(s)
limitante(s), bloqueando vias metabdlicas competitivas ou do catabolismo pela
utilizagdo de genes com transcri¢do no sentido inverso (anti-sense), ou ainda pelo uso
de anticorpos. O aumento da atividade de uma determinada enzima podera ser
conseguido com a modificacdo genética de seu(s) gene(s) o(s) qual(s) podera(ao) ser
oriundo(s) da planta em si, de outra espécie vegetal, ou ainda de outro organismo
(bactérias, fungos, etc) (MARASCHIN ¢ VERPOORTE).

As conseqli€ncias previstas para essa troca de informagdo sdo observadas
na biossintese de moléculas idénticas as produzidas pelo hospedeiro (ou vetor), ou na
codificacdo de enzimas que tém papel chave na biossintese de classes de substancias
ou que atuam em parte da rota biossintética. A Tabela 1.2 apresenta uma ampla
ilustracdo das classes de metabolitos secundarios que tém sido isolados de fungos
endofiticos cultivados em meio de cultivo artificial. Assim, Pestalotiopsis spp, isolado
de Taxus brevifolia, produz sesquiterpenos (68 - 72) (PULICI et al., 1997) que podem
ser conseqiiéncia da agdo de enzimas parecidas com taxadieno sintase, sobre farnesil
pirofosfato; os fungos Hormononema dermatioides e Phyllosticta sp isolados da planta
Abies balsamea produzem uma série de diterpenos (87, 88) de estruturas similares
aquelas produzidas pelo hospedeiro (FINDLAY et al., 1995).

A quimica de microrganismos endofiticos tem sido muito pouco
estudada se considerarmos a vasta biodiversidade fungica e a especificidade nas
colonizag¢des das plantas hospedeiras por fungos. O estudo dessas interagdes entre
plantas e microrganismos, além de dar grande contribui¢do para o entendimento de
muitos processos quimicos na natureza e da ecologia, pode resultar no estabelecimento
de fontes alternativas de substancias de interesse para a humanidade. Como o ciclo de
vida de microrganismos ¢ sempre muito mais curto do que de plantas, sua exploragdo
na producdo de metabolitos secundarios pode ser mais viavel. Por exemplo, enquanto
Taxus brevifolia ¢ coletada aos cinco anos de crescimento para produzir taxol em um
rendimento muito baixo, alguns fungos endofiticos em Taxus podem produzir esse
diterpeno em excelentes rendimentos em uma ou duas semanas (HORR, 1997).

As substancias 20-237, todas isoladas de fungos endofiticos, sdo
representantes de varias classes de metabolitos secundarios, incluindo oligopeptideos

(121-128); esterodides (52-64); policetideos (110-120); e alcaldides derivados de bases
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purinicas (30, 31), de rotas mistas (38-44) e, principalmente indolicos (20-29). Os
diterpenos 89-91, isolados de Zythiostroma sp, s6 haviam sido identificados até entdo
em plantas (AYER e KHAN, 1996). As atividades biologicas apresentadas pela
maioria dessas substancias (Tabela 1.2), sdo principalmente relacionadas a toxicidade
a outros microrganismos. Isso sugere um papel fitoprotetor do fungo na relagdo

simbiotica.

TABELA 1.1 — Produgdo de metabolitos secundarios por plantas infectadas por fungos
endofiticos.

Fungo Planta Metabolitos  Efeito Ref.
Hospedeira

Neotyphodium Lolium perenne L. 1,2,3,4,5,6, Tremorgénico FINCH et al.,
lolii 7,8,9,10 1998;GATENBY
etal., 1999
Acremonium lolii  Lolium perenne L. 5 Neurotoxico GALLAGHER et
al. 1984; BERNY
etal., 1997
Neotyphodium Festuca 11,12, 15 Toxicoses BERNY et al.,
coenophialum arundinaceae 1997
Acremonium F. arundinacea 14,17, 18,19 Toxicoses YATES et al.,
coenophialum 1985; LYONS et
al., 1986;
BELESKY et al. ,

1988; YATES et
al., 1988; YATES
etal., 1989

Substancias de alta complexidade estrutural, inviaveis pela sintese
organica in vitro, podem ser obtidas cultivando-se fungos endofiticos em meios
artificiais. Além disso, a producao in vitro de enzimas codificadas por transferéncia
genética da planta para o fungo, pode ser uma ferramenta util para biotransformagao
de substratos levando a substancias analogas e produtos naturais bioativos. Isso seria
muito importante para estudos de relacao estrutura-atividade biologica de substancias

de alta complexidade estrutural.
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O isolamento de microrganismos endofiticos e seu uso para a producao

de metabolitos secundarios podem contribuir decisivamente para a preservacao da

flora no planeta mantendo as plantas hospedeiras intactas no seu habitat natural

(STROBEL et al., 1996b).

TABELA 1. 2 — Produgao de metabdlitos secundarios por fungos endofiticos.

Fungo Planta Hospedeira  Metabdlito Efeito Ref.
Claviceps Festuca arundinaceae 13,14, 16,20, Toxico PORTER et al.,
purpurea 21 1987, PORTER
etal., 1977
Epichloe typhina  F. arundinaceae 14,22, 23 Toéxico PLIENINGER
etal., 1975;
PORTER et al.,
1979
Balansia epichloe F. arundinaceae 24, 25, 26 Toxico PORTER et al.,
(Weese) Cynodon dactylon L 1977
Colletotrichum sp Artemisia annua 27, 53-61 Antimicrobiano LU et al., 2000
Aspergillus Coffea arabica 28 Micotoxina MANTLE e
ochraceus CHOW, 2000
Aureobasidium sp Triticum vulgare Vill 29 Promove PETRINI et al.,
germinagdo de 1992
sementes
Hypoxylon Nicotiana tabacum 30,31 Estimulam o PETRINI et al.,
serpens processo de 1992
florescéncia
Pleurophomopsis Cardamine 32 Antimicrobiano  PETRINI ez al.,
heptaphylla 1992
Xylaria sp n.i. 33 n.t. PETRINI et al.,
1992
Nao identificado  Artemisia microcarpa 34 Citotoxico RATNAYAKI
L etal.,2001b
Rhinocladiella sp Tripterygium 35-38 Citotéxico WAGENAAR
wilfordii et al., 2000
Phomopsis sp Artemisia gracilostyla 40 Antibacteriano  HORN et al.,
var. Melanostachys 1995.
Cryptosporiopsis  Triptergyium 41',121° ' Antifingico LI et al. 2000;
cf quercina wilfordii ? Antimicotico ’STROBEL et
al., 1999
Neotyphodium sp ni 42-44 Toxico POWEL e
PETROSKI,
1992
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Cont. Tab. 1.2
Fungo Planta Hospedeira Metabdlito Efeito Ref.
Neotyphodium Festuca arundinacea 45-51 Inseticidas SCHARDL e
coenophialum; F. pratenses PHILLIPS,
N. unicinatum 1997
Pleospora Medicago lupulina 52 Algicida, KROHN et al.,
herbarum Herbicida, 1999
Antimicrobiano
Gliocadium sp Taxus chinensis 62-64 ZHANG et al.,
2002
Fusarium sp Baccharis 65—67 Fitotoxico JARVIS et al.,
Myrothecium sp  megapotamica 1987
B. coridifolia
Pestalotiopsis spp T. brevifolia 68-72, n.t. PULICI et al.,
202-204 1996a, b, c,
PULICI et al.,
1997
Phyllosticta sp Abies balsamea 73, 74 Téxico CALHOUN et
al., 1992
Epichloé typhina  Phleum pratense 75-81 Fungitoxicos KOSHINO et
al., 1989
Pestalotiopsis sp  Pinus taeda 82-84 n.t. MAGNANI et
al., 2003
Gibberella Curcubita maxima 85 Hormonio de AGRIOS, 1988,
Sfujikuroi crescimento STOWE e
YAMAKI,
1957
Periconia sp Torreya grandifolia 86 Antifingico, Ll et al., 1998
antiviral e
anticancer
Taxomyces Taxus brevifolia 86 Antifungico, STIERLE et al.,
andreanae, antiviral e 1993, STIERLE
Alternaria anticancer ¢ STROBEL,
alternata, 1995, JARVIS
Fusarium e MILLER,
graminearum 1996
Pestalotiopsis T. wallachiana 86 Anticancer STROBEL et
microspora al., 1996
Tubercularia sp  Taxus mairei 39, 86 Antifingico, WANG et al.,
antiviral e 2000; WANG
anticancer etal, 2003
Hormononema Abies balsamea (L.) 87, 88 Inibidor de FINDLAY et
dermatioides, alimentacdo dos al, 1995
Phyllosticta sp insetos
Zythiostroma sp  Populus tremuloides  89-91 Antifungico AYER e
KHAN, 1996
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Cont. Tab. 1.2
Fungo Planta Hospedeira Metabdlito Efeito Ref.
Artemisia Tripterygium 92,93 Imunossupres-  LEE et al.,
subglutinans wilfordii Sivos 1995
Geniculosporium  Teucrium scorodonia 33, 94 Algicida KONIG et al.,
sp 1999
Basidiomycete Daphnopsis 95-109 Antibiotico BRADY et al,
CR115 americana 2000a
BRADY et al.,
2001
Penicillium sp Taxus brevilolia 110, 111 Antifungicos STIERLE et al.,
1999
Sphaeropsis sp Taxus globosa 112 n.t. WILKINSON
etal., 1999
Fusarium sp Selaginella pallescens 113 Antibiotico BRADY ¢
CR377 CLARDY,
2000
Phoma sp Juniper twig 114,115 Inibidor da DABRAH et
farnesilacao al., 1997
Cytospora sp Conocarpus erecta 116-120 Antibidtico BRADY et al.,
2000c
Diaporthe sp Forsteronia spicata 116-120 Antibidtico BRADY et al.,
2000c
Acremonium sp Taxus baccata 122,123 Antifingico, STROBEL et
anticancer al., 1997,
STROH et al.,
1986
Phomopsis Lupinus spp 124 Micotoxina CULVENOR et
leptostromiformis al., 1989
Cryptosporiopsis ~ Pinus silvestris 125-128 Antimicrobiano NOBLE et al.,
sp 1991
Pezicula sp Fagus sylvatica 125-128 Antimicrobiano NOBLE et al.,
1991
Pezicula livida n.i 129 n.t. KROHN et al.,
Plectophomella sp 1997
Cryptosporiopsis
malicorticis
Cryptosporiopsis
Sp
Pezicula livida n.i. 129 Antibidtico e KROHN et al.,
Algicida 1997
Phomopsis sp n.i. 130 Antibacteriano, KROHN et al.,
Antifingico e 1997
Algicida
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Cont. Tab. 1.2
Fungo Planta Hospedeira Metabdlito Efeito Ref.
Cryptosporiopsis  n.i. 129, 131 Antibiotico e KROHN et al.,
sp Algicida 1997
Plectophomella sp n.i. 129, 131 Antibidtico e KROHN et al.,
Algicida 1997
Phomopsis sp n.i 130 n.t. KROHN et al.,
1997
Plectophomella sp n.i 131 n.t. KROHN et al.,
Cryptosporiopsis 1997
Sp
Plectophomella sp n.i 132,133 n.t. KROHN et al.,
1997
Cryptosporiopsis  n.i 134 n.t. KROHN et al.,
sp 1997
n.i Avicennia marina 135-138, 214 n.t. YONGCHENG
etal., 2001
E. typhina P. pratense 139 Antifingico KOSHINO et
al., 1992
Cytospora Eucalyptus 130, 140-143,  Antibidtico,Anti- KOKUBUN et
eucalypticola perriniana 222% fingico al., 2003
*Inseticida
Mycelia sterila Cirsium arvense 144-147,223, n.t. KROHN et al.,
224 2001b
Phomopsis sp Tectona grandis L. 148, 149 Citotoxico ISAKA et al.,
2001
Wardomyces Enteromorpha sp 150-152,225  Antioxidante, ABDEL-
anomalus Inibidores da LATEFF et al.,
tirosina quinase 2003
Phomopsis Dicerandra 153, 154 Antibidtico e WAGENAAR ¢
longicolla frutescens Citotoxico CLARDY,
2001
n.i. Arvore do Panama 155-158 Antibiotico SCHLINGMA
NN et al., 1993
Coniothyrium n.i 159-167 Antibacteriano, RAGOT et al.,
palmarum Antifingico e 1999
Herbicida
Hormonema n.i 168-170, 172 Antibacteriano e RAGOT et al.,
dematioides Antifingico 1999;
Mycelia sterila Atropa belladonna 170-175 Antibacteriano e KROHN et al.,
Antifungico 2001a
N. 1893 Kandelia candel 176,177 Citotoxico CHEN et al.,
2003
Paecilomyces sp  Taxus mairei 178 Citotdxico WANG et al.,
2002
Artemisia Torreya grandis 178 Citotoxico WANG et al.,
clavatus 2002
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Cont. Tab. 1.2
Fungo Planta Hospedeira Metabdlito Efeito Ref.
Fusidium sp Mentha arvensis 179-181, 231 Sob investigacio KROHN et al.,
2002
n.i. Poa ampla 182-185 Larvicida JU et al., 1988
Epichlée typhina  Phleum pratense 186, 187,190, n.t. KOSHINO et
205-208 al., 1988;
KOSHINO et
al., 1989
Xylariaceae spp  n.i 188, 189 Sinalizadores CHAPELA et
al., 1991
Cytospora sp Conocarpus erecta 191,192 Provével inibidor BRADY et al.,
da sintese DNA  2000a
n. i. Gaultheria 193, 194 Toxico FINDLAY et
procumbens al., 1997a
Fungo estéril ndo Planta da Costa Rica 195 Inibidor da MANDALA et
identificado sintese de al., 1997
esfingolipidios
Epichloe typhina  Phleum pratense 196-199 Fungitoxicos KOSHINO et
al., 1987
Cytonaema sp Quercus sp 200, 201 Antiviral GUO et al.,
1999
L 1930 Larix laricina. 209 Antibacteriano ~ FINDLAY et
al., 1997b
Phomopsis spp Salix sp 210, 211 Marcadores HORN et al.,
Taxondmicos 1996
Aspergillus “Redwood” 212, 213 Antitumorais STIERLE et al.,
parasiticus 1999b
Pestalotiopsis Taxus baccata 215 Antifingico Lletal., 2001b
microspora Torreya taxifolia
Taxodium disticum
Dendrobium
speciosum
Pestalotiopsis Wollemia nobelis 215 Antifiingico Lletal., 2001b
guepinii
Monochaetia Taxus wallichiana 215 Antifiingico Lletal., 2001b
Nao identificado  Artemisia microcarpa 216,217 Citotoxico RATNAYAKI
Linhagem 112/13 L. etal.,2001a
Pestalotiopsis Fragraea bodenii 218, 219 Antimicético LI &
jesteri STROBEL,
2001
Pestalotiopsis Torreya taxifolia 220 Citotoxico LEE et al.,
microspora 1996
Guignardia sp Spondias mombin 221 - RODRIGUES-
Hetal., 2001
Muscodor Paullinia 226 Repelente Insetos DAISY et al,
vitigenus paullinioides 2002
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Cont. Tab. 1.2
Fungo Planta Hospedeira Metabdlito Efeito Ref.
Pestalotiopsis Terminalia 227,228 Antifungico, STROBEL et
microspora morobensis Antioxidante al., 2002;
HARPER et al.,
2003
Leptosphaeria sp  Artemisia annua 229,230 n. t. LIU et al.,
2002; LIU et
al., 2003
AHU 9748 Abelmoschus sp 232 Alelopatico TANAKA et
al., 2002
Colletotrichum Artemisia mongolica 233 Antimicrobiano  ZOU et al.,
gloeosporioides 2000
Penicillium sp Taxus cuspidata 234-237 n.t. KAWAMURA
et al., 2000

n.i. = ndo identificado

n.t. = ndo testado
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Alcaloides

1 Terpendol M
2 Terpendol C

7 LolicinaA R=CH3 Ry=H
8 LolicinaB R=CHO Ry{=H

13 Ergotamina
14 Ergosina
15 Ergovalina
16 Ergostina
17 Ergoptina
18 Ergonina

9 Lolitriol

5 LolitremB R=H
6 Lolitrem HR = OH

R =H 31alfa, 35beta

10 Lolitrem N R =H 31alfa, 35alfa

R1 = CH3
R1 = CH3
R1 = CH3
R1 = CQH5
R1 = C2H5
R1 = C2H5

19 Ergocornina R4 =i-Pr
20 Ergocristina R4 =i-Pr

26

21 Ergonovina

R2 = PhCH2
R2 =i-Bu
R, = i-Pr
R2 = PhCH2
R, = i-Bu
Ry = i-Pr
R, = i-Pr
R2 = PhCH2
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Alcaloides

39 Citochalasina D

45 Lolina Ri=H R,=CHj

46 Norlolina R4=Ry=H

47 N-metil-lolina R4= Ry=CHj

48 N-acetil-norlolina R1=H Ry=Ac

49 N-formil-lolina R4= CH3 Ry,=CHO
50 N-acetil-lolina R4= CH3 Ry=Ac

41 Criptocina

43 Agroclavina R=H 51 5,6-dehidro-
44 Elimoclavina R= OH N-acetil-lolina
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Esteroides

o 53 Ergosterol 54

58 © 59 OHY 60 R=COCH,
61 R = COCH,Ph

OH

62
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Terpenos

Sesquiterpenos

o | R1 | 68 PestalotiopsinaA R=H
O 69 Pestalotiopsina C R = CH,
R2
HO HO
65 66 Ry=R,=0O Ry=H
67 Ry=H R,=OH Rs=OAc

HO,
(@] “ 0
X HO,,
HO e
OH =H
70 Pestalotiopsina B 72 2-o-Hidroxi- , o
4 dimeninol 73 Ac. Heptelidico
RO Ry
75 ChokolA R=H Ry
76 Chokol F R =Ac 77 ChokolC Ry=H Ry=OH
78 ChokolD Ry=OH R,=H
HO
HO
OH OH
79 Chokol B 80 Chokol E 81 Chokol G

82 Pestalotiopsolideo A 83 Taedolidol 84 6-Epitaedolidol
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Diterpenos

85 Ac. Giberélico

0] OH

89 Ac. Zitiostromico A R = OH 91 Zitiostromolideo _

90 Ac. Zitiostrémico B R = H, 92 Subglutinol A 12 S

93 Subglutinol B 12 R

94 Geniculol
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Diterpenos

OH

0]
Y o
0]

95

102

106

107 108 109
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Policetideos

HO

110

OH

OH

116 Citosporona A

~_0._0
0] OH o) OH (0]
OH OH
0 o) 0
0 OH
OH o OH
OH OH
117 Citosporona B 118 Citosporona C 119 Citosporona D 120 Citosporona E
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Peptideos

OH

121 Criptocandina

C1sHz4

122 Leucinostatina A R = CHj
123 LeucinostatinaB R=H

JQLH
124 Phomopsina A

-=Z
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125 Echinocandina A R4 =
126 EchinocandinaB Rq =
127 EchinocandinaD R4 =
128 EchinocandinaH R =

R2=R3=OH

H R,=Rj3=OH
R,=Rs=H
R, = OH R3= OCH,3
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Isocumarinas

Ri
Ry CHs
(@]

OH O

129 Meleina R1=H,R,=H
130 5-Metil-Meleina Ry =CH3, R, =H
131 6-Hidroxi-Meleina R4 =H, R, = OH

OH
HO.
o]
OH O

134 5,6-Dihidroxi-
Meleina

e o X H
~ (6]
© I ~
OH O
137
R R4
(@]
R3
R, O

140 R1 =H, R2 = CH3, R3 = OCH3, R4 =OH
141 R1=R3 =H, R2 = CH3, R4 = OCH3

cl
HO. CH,
o)

OH O

132 5-Cloro-6-Hidroxi-

Meleina

Cl
HO. N
~0 o
OH (‘3‘

135 Avinecina A

o N
o o)
|
OH O

138

142 5-Hidroxi-Metil-Meleina Rq=R3 = H, R, = CH,OH, R4 = OH
143 4-Hidroxi-5-Metil-Meleina R{=R, = OH, R, = CHs, R3 = H

0 146
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Xantonas

149 Phomoxantona B

148 Phomoxantona A

PSS
Rz o) OH

150 Anomalina A R1=R,=0OH,R3z=H

151 Anomalina B R4=R,=R3 = OH

152 R4=R3=H, Ry = OH 153 Dicerandrol A Ry =R, =H
154 DicerandrolB Ry=Ac R,=H
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Quinonas
o:::Iﬁ:
O OH OH OH ()H OH O OH
155 Diepoxina o 156 Diepoxina v 157 Diepoxina ¢ 158 Diepoxina ¢
OH OH O OH O OH
159 Palmarumicina C44 160 Palmarumicina C,

161 Palmarumicina CP4

X

0 OH °© 0 OH O
162 Palmarumicina CP, 163 Palmarumicina CP3 164 Palmarumicina C,
OH
O 0]
o OH e} OH o] 0]
165 Palmarumicina CPs 166 Palmarumicina C4 167 Palmarumicina Cq
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Quinonas

OH OH

168 Preussomerina A 169 Preussomerina F

171 Preussomerina H 172 Preussomerina | 173 Preussomerina J

0 OH

174 Preussomerina K 175 Preussomerina L
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Lactonas
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0]
176 1893 A
179 Fusidilactona A 180 Fusidilactona B 181 Fusidilactona C
Flavonoides
/
O OH
OH OH
RO HO.
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OH O OH O

182 Tricina R=H
183 R=Glu
184 R = Rha-Glu

185
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Fenilpropandides e Lignanas
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Outros

HO
T~

193 R=0
194 R=0H,H

HO
OH (0] (0] OH
/\/\/\/\/WN o OH
OH O

195 Khafrefungina

OH
/\/\/W(OH 0 ? 0
196 0 o o) OH
HO OH OH OH

OH )
/WM( 200 Ac. Citnico A

OH 197 o}
OH
WV\/'\/\/\M(OH
198 0 0 o) o)
VVV\/Y\M(OH ¢} O OH
OH 0 HO OH OH OH
199

201 Ac. Citénico B

HO "
OH
NF
OH
202
203 204
(0] (0]
R)WL O/\
205 R=H
206 R =H, 2,3-epoxido
207 R=0H

41



Capitulo 1: Estudo da Interagao Planta-Fungo Envolvendo Metabdlitos Secunddrios

Outros
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Outros
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CAPITULO 2: ISOLAMENTO DE FUNGOS ENDOFITICOS DE

Melia azedarach

1. INTRODUCAO

A familia Meliaceae, compreendendo cerca de 50 géneros e 1400
espécies, tem distribuicdo predominantemente tropical. Sdo plantas em geral arboreas,
as vezes de grande porte, conhecidas pelas qualidades de suas madeiras como, por
exemplo, o mogno (Swietenia macrophylla), o cedro-rosa (Cedrela sp), a cangerana
(Cabralea cangerana), etc (JOLY, 1966). Além de fornecedoras de madeira de alto
valor comercial, as plantas desta familia sdo também conhecidas por serem fontes de
substancias micromoleculares as quais apresentam diversas atividades biologicas,
entre elas a atividade inseticida (limondides do tipo C-seco, como por exemplo, a
azadiractina encontrada em Azadiracta indica), anticancer (12-hidroxi-amoorastatina,
por exemplo), antibacteriana, antifungica e antiviral (limondides do tipo C-seco)
(KAPOOR e CHAWLA, 1986; CHAMPAGNE et al., 1992). O grupo de pesquisa da
Universidade Federal de Sdo Carlos tem investigado a quimica da familia Meliaceae
com varios objetivos. Entre eles estdo a busca de substancias com bioatividade, o uso
do conhecimento quimico em questdes quimiossistematicas e a interagdo inseto-planta
(OLMO et al., 1996, OLMO et al., 1997; DI PAULA et al., 1997).

Em termos de metabolismo secundério, as plantas da ordem Rutales tém
em comum a degradagdo de triterpenos tirucalanos levando aos limonoides (familias
Rutaceae, Meliaceac e Cneoraceae) e quassindides (familia Simaroubaceae)
(WATERMAN e GRUNDON, 1983) como mostrado no Esquema 2.1.

A principal classe de metabolitos micromoleculares produzidos por
Meliaceae consiste de triterpenos modificados denominados de limonoides, do qual a
azadiractina ¢ a substancia mais conhecida devido as suas propriedades inseticidas
(PENNINGTON e STYLES, 1975; NAKATANI et al., 1981). Os limondides podem
ser encontrados em todos os tecidos da planta, mas diferentes 6rgaos dentro de uma
planta podem produzir tipos distintos dessas substancias (TAYLOR, 1984;
CHAMPAGNE et al., 1992). A produgdo de limondides através da degradacao dos
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triterpenos nas plantas parece ocorrer em uma série de passos, incluindo a oxida¢do do

tipo Baeyer-Villiger e rearranjos estruturais (WATERMAN e GRUNDON, 1983).

Quassindides «—

Limondides <«—-

|

Limonodides altamente modificados

ESQUEMA 2.1 — Caminho de degradagdo de triterpenos seguido pelas plantas da ordem
Rutales.

A ocorréncia de limondides com anel C seco do tipo da azadiractina parece
estar restrita as espécies dos géneros Melia e Azadirachta na familia Meliaceae
(OLMO, 1995). Acredita-se que a clivagem da ligacao entre os carbonos C-12 e C-13
deve ocorrer como mostrado no Esquema 2.2, onde um grupo abandonador ligado ao
carbono C-14 est4 orientado na forma anti-periplanar com uma fungao oxigenada com
configuracdo 3 no carbono C-12 (RODRIGUES-Fo, ndo publicado). Os limondides
com todos os anéis intactos também sdo encontrados nos extratos de M. azedarach.
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Exemplos de limondides com anéis intactos € com o anel C-seco podem ser vistos na

Figura 2.1.

ESQUEMA 2.2 - Clivagem do anel C em Melia e Azadiracta.

Em Melia azedarach - Meliaceae nativa no nordeste da India e
introduzida nos trépicos (PENNINGTON e STYLES, 1975) - os limondides parecem
se concentrar nas raizes, conforme estudos fitoquimicos feitos com espécies coletadas
em outros paises (TAKEYA et al, 1995; HUANG et al, 1996). Embora essas
substancias sejam conhecidas por suas atividades inseticidas (CHAMPAGNE et al.,
1992), outras atividades biologicas, incluindo as propriedades anticancerigenas,
antibidticas, antifingicas e antivirais sugerem que essas substancias devam representar
um papel na defesa da planta.

Como discutido anteriormente, os estudos sobre a quimica dos
microrganismos tém sido retomados por muitos pesquisadores com uma nova
abordagem considerando agora a bioquimica das associagdes desses microrganismos
com suas respectivas plantas hospedeiras.

Com o conhecimento ja acumulado por diversos grupos de pesquisas no
mundo sobre a fitoquimica das plantas da ordem Rutales, a investigacdo sobre o
metabolismo secundario de fungos associados a espécies pertencentes a familia
Meliaceae torna-se indispensavel. De acordo com o nosso conhecimento, ndo tem sido
registrado, at¢ o momento, publicagdes de fungos endofiticos de plantas da familia
Meliaceae no Brasil. Conforme levantamento bibliografico realizado em diversas
bases de dados (Web of Science, Scirus, Probe, Google, entre outras), dois grupos de
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pesquisadores realizam pesquisa de fungos endofiticos em duas plantas da familia
Meliaceae, Guarea guidonea, onde o enfoque foi verificar a diversidade microbiana
nesta planta (POLISHOOK et al., 1996; GAMBOA ¢ BAYMAN, 2001) e Carapa
guianensis com o objetivo de verificar a especificidade dos fungos hospedeiros em

plantas tropicais (CANNON e SIMMONS, 2002).

a) 12-hidroxi-amoorastatona b) Azadiractina A

FIGURA 2.1 — Exemplos de limonoides presentes em M. azedarach. a) com todos os anéis
intactos, b) com anel C-seco (TAYLOR, 1984).

Entretanto, alguns fitopatdégenos sdo encontrados em plantas da familia
Meliaceae, os quais causam sérios danos como, por exemplo, as manchas foliares,

verrucoses, ferrugens, entre outras (FERREIRA, 1989; MENDES et al., 1998). Alguns

exemplos sdo mostrados na Tabela 2.1.
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TABELA 2.1 — Relacao de Fungos Fitopatogénicos a Plantas da Familia Meliaceae.

Planta Hospedeira

Patégeno

Efeito

Referéncia

Melia azedarach

Azadiracta indica
Cabralia canjerana

C. multifuga

Cabralia sp

Carapa guianensis

Carapa sp

Cedrela fissilis,
C. mexicana

C. odorata

Cedrela sp

Guarea trichilioides

Guarea sp

Switenia
macrophylla

Cercospora meliae Ellis ¢ Verhart';
Sphaceloma meliae®

Sclerotium rolfsii
Scolecopeltidium cabraliae
Sydowiellina cabraliae

Diplodia sp, Penicillium sp;
Rhizopus sp

Botryosophaeria uleana

Arthonia platygraphidea
Chiodecton sp; Chroococcum sp;
Lopadium sp; Trentefolia sp
Actinoteichus sp;

Ainsworthia lecythidacearum,

Aulaxina quadrangular, Bacidia sp;

Didymopyrostoma xylopiae;
Lasinectria sp; Meliola trifurcata,
Micropeltella allomarginata;
Podosporium insipidum;
Spegazziniela congoensis
Phyllachora balansae

Aspergillus spp, Botryodiploidia sp;

Fusarium spp; Monocillium sp;,
Penicillium sp, Phomopsis sp;
Phyllachora balansae

Acremoniella cedrelae

Atichia glomerulosa; Balansiopsis
guareae; Micropeltis guareae;
Microthyriella guareae

Aecidium guaerae, A. muryense1
Meliola dysoxylicola, Meliola sp*;
Parasterina guaranitica
Calonectria crotalariae;
Cylindrocladium scoparium
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l .
Manchas foliares
2Verrucose

Murcha de mudas
1
n.m.

Queda da
viabilidade e
germinacgdo das
sementes

n.m.

n.m.

n.m.

n.m.

Queda no poder
germinativo,
reducdo no vigor e
podridao das
sementes

n.m.

n.m.
1Ferrugem

2Manchas foliares

Manchas foliares

FERREIRA, 1989;
MENDES et al,
1998

SILVA, 1994
FERREIRA, 1989;
MENDES et al,
1998
CARNEIRO, 1990

FERREIRA, 1989;
MENDES et al.,
1998
FERREIRA, 1989;
MENDES et al,
1998
FERREIRA, 1989;
MENDES et al.,
1998)

FERREIRA, 1989;
MENDES et al.,
1998

CARNEIRO, 1986

FERREIRA, 1989;
MENDES et al.,
1998

FERREIRA, 1989;
MENDES et al.,
1998

FERREIRA, 1989;
MENDES et al.,
1998

REIS, 1976;
ALFENAS &
FERREIRA, 1979
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Cont. Tabela 2.1

Planta Hospedeira Patégeno Efeito Referéncia

Trichilia weddellii  Uredo trichiliae Ferrugem FERREIRA, 1989;
MENDES et al.,
1998

Trichilia sp Uredo trichiliae n.m. FERREIRA, 1989;
MENDES et al,
1998

Meliaceae Meliola khayae n.m. FERREIRA, 1989;
MENDES et al.,
1998

'n.m. = esses microrganismos sdo conhecidos por serem fitopatogenos em geral.

2. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi isolar e identificar a composicdo da
comunidade de fungos endofiticos nos tecidos sadios de Melia azedarach L
(Meliaceae) e conservar estes microrganismos em condi¢des viaveis através da

constru¢ao de uma Micoteca.

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiais e Equipamentos

a) Materiais Utilizados para o Isolamento e Cultivo dos Fungos Endofiticos
- Alcool 70%

- Hipoclorito de sédio 11%

- Dextrose — Mallinckrodt

- Agar bacteriolégico — DIFCO, Henrifarma

- Batata inglesa
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b) Instrumentacio Utilizada
- Camara de Fluxo Laminar - Veco VL FS — 12M
- Estufa Incubadora - FANEM 347 CD
- Autoclave Vertical - Phoenix AV 75
- Soc. FABBE 103
- Microscopio Optico Comum - Nikon — Eclipse E2000

3.2. Fungos Endofiticos de Melia azedarach
3.2.1. Material Botanico

Os tecidos sadios de Melia azedarach L. (cortex das raizes, xilema das
raizes, cortex do caule, folhas e frutos) foram coletados em 1998 (agosto, estacdo seca)
e em 1999 (margo, estagdao umida). Um exemplar do espécime encontra-se depositado
no Herbario do Departamento de botanica da Universidade Federal de Sao Carlos. A
planta selecionada para este estudo ¢ uma arvore de porte médio e encontra-se no

estacionamento do Departamento de Quimica desta Universidade.

3.2.2. Cultura, Isolamento e Identificacao

Para determinar a distribuicdo de fungos endofiticos em Melia
azedarach, todos os tecidos estudados tiveram a sua superficie esterilizada. O
procedimento geral adotado seguiu a metodologia descrita por PETRINI et al. (1992).
As hifas e esporos de fungos epifiticos foram eliminados por imersdao da planta em
etanol a 70% por 2 sec., seguido da imersdo em uma solugdo aquosa de hipoclorito de
sodio 11% durante 1-5 min., etanol 70% por 2 sec. e por ultimo, a lavagem em 4gua
destilada esterilizada para a remog¢do dos agentes esterilizantes. Os fragmentos foram
entdo depositados sobre placas de Petri contendo meio BDA (batata, dextrose, agar) e

incubados no escuro a 25 °C e observados diariamente. Os exemplares de crescimento
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rapido foram re-inoculados sobre outras placas de Petri contendo BDA. A Figura 2.2
apresenta os procedimentos para o isolamento dos fungos endofiticos.

As culturas puras foram enviadas para identificacdo e as culturas em
mistura foram conservadas para estudos futuros. A identificagdo dos fungos foi
realizada através da colaboracdo com a Professora Doutora Maria Francisca Simas
Teixeira do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal do Amazonas. O
nimero de espécies e suas identidades foram registrados para cada tecido da planta
estudado. Estes fungos foram identificados conforme suas caracteristicas macro e
microscopicas, modo de reprodugdo e submissao aos testes fisiologicos em métodos de
cultivo utilizando meios seletivos. A identificacdo dos géneros e das espécies foi
obtida através dos estudos descritos por BARNETT e HUNTER (1987), BOOTH
(1977), PITT (1988), RAPER ¢ TOM (1949), RAPER ¢ FENNEL (1965), e RIFAI
(1969). Apods a identificacdo, estes fungos foram depositados na Micoteca do
Laboratorio de Bioquimica Micromolecular (LaBioMi) do Departamento de Quimica

da Universidade Federal de Sao Carlos.

—
Partes do tecido 3
Remocao
Planta da planta com do clcﬁ'ox
sadia clorox 11%

em diferentes duragoes

Apenas os Obtengao de cultura
endofiticos pura

FIGURA 2.2 — Procedimentos gerais para o isolamento dos fungos endofiticos dos tecidos de
plantas sadias.
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3.3. Micoteca

Para a elaboragdo da micoteca, os fungos isolados anteriormente foram
reativados através da semeadura em superficie em placas de Petri contendo BDA
(dgar, batata e dextrose) e incubados a temperatura ambiente (25°C), até que
apresentasse um bom crescimento, ou seja, que apresentassem esporulagao.

Ocorrida a esporulagdo, a colonia foi cortada em blocos de
aproximadamente 6.0 a 8.0 mm com o auxilio de bisturi e cerca de 10 blocos foram
transferidos para dois frascos do tipo penicilina contendo 5 mL de dgua destilada
esterilizada. Esses frascos foram imediatamente tamponados e vedados com aro de
metal e mantidos a temperatura ambiente.

Para a visualizacdo das caracteristicas macroscopicas um exemplar de
cada microrganismo catalogado foi cultivado em tubos de cultura com meio BDA. Foi
adicionada agua destilada esterilizada nestes tubos até recobrir a cultura pura e
esporulada. Em seguida foi adicionado cerca de 1mL de 6leo mineral esterilizado. Os
frascos foram tamponados e conservados a temperatura ambiente.

Durante a realizacdo desse trabalho, foram confeccionadas as laminas
para verificar se houve frutificagdo e também possibilitar alguma identificagdo desses
microrganismos. Estas laminas foram preparadas por meio da coleta de uma al¢ada do
material fungico e colocada sobre a lamina de vidro contendo uma gota do corante
lactofenol. Em seguida, esses materiais foram cobertos com uma laminula e

observados no microscopio sob aumento de 200 e 400 vezes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Micoteca

Em funcdo da grande quantidade de fungos endofiticos isolados dos
tecidos de Melia azedarach e Cedrela fissilis durante o trabalho do doutorado e de
outros microrganismos obtidos pelos alunos orientados pelo Professor Doutor Edson
Rodrigues Filho, foi implantado uma Micoteca em nosso laboratorio de Bioensaios -
Laboratorio de Bioquimica Micromolecular — LaBioMi, com a valiosa colaboragdo da
doutoranda Francinete Ramos Campos.

Esta micoteca teve o inicio com os fungos endofiticos isolados de M.
azedarach e em seguida, os fungos associados a C. fissilis. Posteriormente, outros
alunos serdo envolvidos e depositardo seus microrganismos nesta micoteca. Alguns
exemplos sdo os trabalhos em andamento com os fungos associados a Murraya
paniculata e Coffeae arabica (Rutaceaes), Pinus taeda e Sapindus saponaria.

Até o presente momento foram catalogados 89 isolados fungicos. A
Figura 2.3 apresenta os géneros catalogados, € que posteriormente serdo enviados para
a identificacdo de suas espécies. Essa figura mostra ainda a predominancia de dois
géneros de fungos: Penicillium e Aspergillus em M. azedarach e C. fissilis. Embora
ndo documentados esses dois géneros também foram encontrados em uma outra
Meliaceae — Azadiracta indica. Contrariamente, em plantas das outras familias
estudadas, principalmente Murraya paniculata (Rutaceae) ndo foi observada a
predominancia desses géneros, como também ndo foi observado algum em destaque.
Foi encontrado um outro nicho com uma grande diversidade de microrganismos,
sugerindo, portanto, que estes resultados poderiam indicar uma possivel relagdo entre
os fungos e seus hospedeiros.

Todos os microrganismos isolados, inclusive os ainda nao identificados
em nivel de género receberam um numero de registro (Figura 2.4). No registro de cada
fungo catalogado consta-se dados macro e micromorfologicos, a origem, o meio de
cultura utilizado. O modelo deste catdlogo pode ser visto na Figura 2.5. As Figuras 2.6
e 2.7 apresentam os fungos conservados em agua destilada estéril e em tubos de

cultura com agua destilada estéril e 6leo mineral.
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Aspergillus
17%

N?O Balansia 1%
Identificados
38% Fusarium 3%

Gilmaniella
3%

Basidiomiceto Nigrospora 3%

1% Penicillium 21%
Dematiaceo Pesfaqoojiopsis
9% Trichoderma °

3%

FIGURA 2.3 — Principais géneros catalogados na Micoteca do LaBioMi.

Existem varios métodos de preservagdo dessas culturas como, por
exemplo, o armazenamento em solo esterilizado, blocos de agar em agua destilada
estéril, imersdo em oleo mineral esterilizado, estocagem sob refrigeracao, silica gel e
liofilizagao (TEIXEIRA et al., 1995).

Para que ocorra uma perfeita manutencdo da colecdo, foi adotado um
esquema de checagem para monitorar a pureza das culturas e demais caracteres.
Conseqiientemente, foi necessario preencher alguns requisitos para que o método de
preservagdo fosse validado, onde, 1) a cultura deveria estar em bom estado e; 2)
deveria dispor de condigdes o6timas de crescimento, tais como: temperatura, umidade,
oxigenacdo, iluminagdo, meios de cultura, etc.

A micoteca surgiu como uma exigéncia das proprias atividades que
estavam sendo desenvolvidas, pois como era uma demanda muito grande desses
microrganismos, necessitava-se de espaco fisico, materiais de consumo e vidrarias.
Essa colecdo de culturas tem por objetivo a catalogagdao de fungos filamentosos
(endofiticos e epifiticos) de ocorréncia nas plantas estudadas por nosso grupo e
manuten¢ao dos mesmos em estado de viabilidade, pureza e estabilidade, conservando

suas caracteristicas morfo-fisiologicas e genéticas originais. Esses microrganismos
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foram e estdo sendo conservados em blocos de agar em agua destilada estéril, sob
monitoramento de suas purezas.

Os fungos identificados pela Professora Doutora Maria Francisca Simas
Teixeira foram catalogados nessa cole¢do, recebendo um nimero de registro. Os
fungos que ainda ndo foram submetidos a identificagdo foram reativados e
conservados. Alguns fungos que estavam em misturas foram separados e outros foram
conservados em mistura, pois para a separacdo dos mesmos ¢ preciso a utilizacao de
técnicas adicionais e aprimoradas para o isolamento dos mesmos, as quais ndo foram
possiveis de serem realizadas durante a execucao deste trabalho.

Como foi adquirido um bom microscdpio que permite captura de
imagens, alguns fungos estdo sendo identificados em nivel de género no nosso
laboratorio. Dessa forma, uma busca prévia na literatura do fungo que esta sendo
trabalhado tornou-se mais facil, além de enviarmos esses microrganismos para
identificacdo com informagdes adicionais que podem assegurar a caracterizagao

taxonomica dos mesmos.
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CATALOGO DA COLECAO DE CULTURA

Espécie N. Registro Procedéncia
Aspergillus aculeatus Lizuka LaBioMi 001 LaBioMi — FE*
Aspergillus carbonarius Bain LaBioMi 002 LaBioMi - FE
Aspergillus flavus LaBioMi 003 LaBioMi - FE
Aspergillus japonicus Saito LaBioMi 004 LaBioMi - FE
Aspergillus niger van Tiejhem LaBioMi 005 LaBioMi - FE
Aspergillus pulvurulentus Mc Alpine LaBioMi 006 LaBioMi - FE
Aspergillus sp LaBioMi 007 LaBioMi - FE
Aspergillus sp LaBioMi 008 LaBioMi - FE
Aspergillus sp LaBioMi 009 LaBioMi - FE
Balansia sp LaBioMi 010 LaBioMi - FE
Fusarium moniliforme LaBioMi 011 LaBioMi - FE
Fusarium nivale LaBioMi 012 LaBioMi - FE
Gilmaniella sp LaBioMi 013 LaBioMi - FE
Nigrospora sp LaBioMi 014 LaBioMi - FE
Penicillium citrinum LaBioMi 015 LaBioMi - FE
Penicillium herquei Bainier and Sartory LaBioMi 016 LaBioMi - FE
Penicillium implicatum Biorgue LaBioMi 017 LaBioMi - FE
Penicillium janthinellum LaBioMi 018 LaBioMi - FE
Penicillium janthinellum LaBioMi 019 LaBioMi - FE
Penicillium janthinellum LaBioMi 020 LaBioMi - FE
Penicillium rubrum Stoel LaBioMi 021 LaBioMi - FE
Penicillium rugulosum TOM LaBioMi 022 LaBioMi - FE
Penicillium simplicissimum LaBioMi 023 LaBioMi - FE
Penicillium sp LaBioMi 024 LaBioMi - FE
Penicillium sp LaBioMi 025 LaBioMi - FE
Penicillium sp LaBioMi 026 LaBioMi - FE
Penicillium sp LaBioMi 027 LaBioMi - FE
Pestalotiopsis versicolor LaBioMi 028 LaBioMi - FE
Trichoderma koningii Ouderm LaBioMi 029 LaBioMi - FE
Trichoderma nivale LaBioMi 030 LaBioMi - FE
Trichoderma sp LaBioMi 031 LaBioMi - FE
Aspergillus sp LaBioMi 032 LaBioMi - FE
Dematiaceo LaBioMi 033 LaBioMi - FE
Dematiaceo LaBioMi 034 LaBioMi - FE
NI LaBioMi 035 LaBioMi - FE
NI LaBioMi 036 LaBioMi - FE
Basidiomiceto LaBioMi 037 LaBioMi - FE
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NI
NI
NI
NI
Dematiaceo
NI
NI
NI
Dematiaceo
Dematiaceo
NI
NI

Aspergillus sp
Aspergillus sp
Aspergillus sp
Penicillium sp
Penicillium sp

Dematiaceo
NI
Dematiaceo
Dematiaceo
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI

FE: fungos endofiticos

S: solo

FIGURA 2.4 — Modelo dos fungos catalogados na Micoteca do LaBioMi. * FE: fungos

endofiticos; S: solo.
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Universidade Federal de Sao Carlos
Centro de Ciéncias Exatas

DEPARTAMENTO DE QUIMICA

Laboratoério de Bioquimica Micromolecular — LaBioMi
Via Washington Luiz, km 235 — Caixa Postal 676

Fone: (016) 260-8208 — FAX 260-8350 — Telex 162369 — SCUF - Br
Responsavel: Prof. Dr. Edson Rodrigues Filho

UFSCar - Sdo Carlos - Brasil e-mail: edson@dgq.ufscar.br

CATALOGO DE CULTURA

CARACTERISTICAS MACRO E MICROMORFOLOGICAS DOS MICRORGANISMOS

ISOLADOS

Numero de Registro: LaBioMi-001

1. Identificagao:
- Microrganismo: Aspergillus aculeatus Lizuka
- Ndmero ou codigo da amostra: G22a, G51a
- Origem: Fungo associado as folhas de Melia azedarach
- Meio de cultura utilizado: BDA (agar, batata, dextrose)
- Periodo de incubagéao: sete dias

2. Caracteristicas Macromorfolégicas:
- Diametro de crescimento da col6nia: 08 cm
- Cor e textura do micélio: branco cotonoso
- Abundancia e disposicao da frutificagéo, esclerdcio, cleistotécio: abundante frutificagéo

- Cor do reverso da coldnia: amarela
- Pigmento difuso ou n&o no agar: amarelo

3. Caracteristicas Micromorfolégicas:
3.1. Hifas

- presenca de septos: sim

- coloragéo: hifas hialinas

3.2 Estruturas Reprodutivas
3.21. Estado Anamorfico: 4.1.1. Estado Teleomoérfico:
- conidios: globosos - Ascocarpo/ Basidiocarpo: ausente
- conidioforos: hialinos - Asco/ Basidio:
- cabeca conidial: globosa - Ascésporo/ Basididsporo:
- forma: - cor:
- forma:
4. Fotos
Tl o E
.9
™ ;

FIGURA 2.5 — Dados macro e micromorfolégico dos fungos catalogados na Micoteca do

LaBioMi.
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FIGURA 2.6 — Representagdo dos fungos conservados em dgua destilada estéril em frascos de
penicilina.

FIGURA 2.7 — Representagdo dos fungos conservados em agua destilada estéril e oOleo
mineral estéril em tubos de cultura.
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4.2. Fungos Endofiticos de Melia azedarach

Um total de 59 isolados fungicos foi obtido dos tecidos sadios de Melia
azedarach. Estes isolados foram agrupados em 18 espécies, sendo uma delas
pertencente a classe Coelomycetes' e 17 Hyphomycetes’. Foram identificados oito
géneros, entre eles um Ascomycetes® (Balansia sp) ¢ um Basidiomycetes® (ainda ndo
identificado em nivel de género e espécie). Este total de isolados flingicos ndo incluem
os fungos Mycelia sterilia. Vale ressaltar que nenhum procedimento para induzir a
esporulagdo foi realizado e como conseqiiéncia, alguns fungos que nao apresentaram
as suas estruturas de reproducdo nao foram considerados. A distribuicao dos fungos
endofiticos nos tecidos sadios de M. azedarach encontra-se na Tabela 2.2.

Os fungos isolados dos tecidos sadios de M. azedarach foram
identificados no laboratério do Instituto de Ciéncias Biologicas do Departamento de
Microbiologia da Universidade Federal do Amazonas, pela pesquisadora Profa. Dra.
Maria Francisca Simas Teixeira, embora alguns ainda permanecam sem identificagao.
Alguns géneros de fungos foram identificados no nosso laboratorio.

Mais do que uma espécie endofitica foi isolada do mesmo tecido,
corroborando com os estudos similares com outros hospedeiros na qual foi encontrada
uma grande variedade de espécies flingicas decorrentes de uma uUnica espécie
hospedeira (PETRINI et al., 1992). Essas evidéncias sugerem que 0s grupos
endofiticos estdo distribuidos especificamente em cada tecido ou oOrgdo como
apresenta a Tabela 2.2. Estas diferengas poderiam ser refletidas na preferéncia dos
fungos pelos tecidos do hospedeiro, conforme PETRINI et al. (1992), que concluiram
em seus estudos que diferentes tecidos de plantas e 6rgaos podem exibir microhabitats
distintos. TAYLOR ef al. (1999) confirmou esta hipotese, verificando que cada tecido

de uma espécie hospedeira poderia funcionar como ecossistemas distintos. Além disso,

' COELOMYCETES: Fungos mitosporicos com conidioma (ALEXOPOULOS et al., 1996).

> HYPHOMYCETES: Fungos mitosporicos que contém os conidiéforos livres sobre o micélio, isto ¢, ndo
produzem conidioma (ALEXOPOULOS et al., 1996).

> ASCOMYCETES: Fungos meiésporos que produzem os seus esporos sexuais, denominados de ascésporos, no
interior de ascos (ALEXOPOULOS et al., 1996).

* BASIDIOMYCETES: Fungos meidsporos que produzem os seus esporos sexuais, denominados de
basididsporos, no interior de basidios (ALEXOPOULOS et al., 1996).
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geralmente um e na maioria das vezes, poucas espécies dominam a comunidade
fangica (PETRINI et al., 1992).

A maioria dos fungos isolados dos tecidos sadios de M. azedarach foram
pertencentes a classe Hyphomycetes. Os géneros mais comuns encontrados foram
Aspergillus e Penicillium (Figuras 2.8 e 2.9). Estes fungos sdo cosmopolitas e
geralmente epifiticos, mas também podem ocorrer endofiticamente (SCHULTHESS e
FAETH, 1998).

Espécies endofiticas de Balansia sdo conhecidas como produtoras de
metabolitos secundarios (alcaldides), os quais protegem suas plantas hospedeiras do
ataque por herbivoros (REDDY et al., 1996). Espécies de Fusarium e Trichoderma
foram registrados apenas nos fragmentos provenientes do cortex das raizes (Tabela
2.2, Figura 2.3). Os fungos do género Fusarium sao de particular importancia do ponto
de vista fitopatoldgico por serem patogenos de plantagdes. Fusarium moniliforme ¢ um
parasita ndo obrigatério do milho (Zea mays L.) e existe uma série de doencas do
milho que sdo resultantes da infe¢do por F. moniliforme, incluindo a podridao das
sementes e raizes e producao de micotoxinas (BACON e HINTON, 1996). Como visto
anteriormente no capitulo 1, um fungo fitopatogénico poder ser modificado através de
mutacdo e entdo crescer como um endoéfito ndo patogénico (FREEMAN e
RODRIGUEZ, 1993) e a infec¢do, portanto, nem sempre resulta no aparecimento da
doenga. A incapacidade em manifestar uma doenca pode ser reflexa da seletividade da
planta contra a enfermidade, da detoxificagdao de fitoalexinas pelos fungos, e/ou uma
interacdo de desses fatores mencionados acima com condi¢des ambientais adequadas,
freqiientemente ocorrendo posteriormente na vida da planta (BACON e HINTON,
1996).

A forma de reprodug¢do dos fungos ocorre nos modos assexuado e
sexuado, onde o agente de reprodugdo ¢ denominado de esporo (ALEXOPOULOS et
al., 1996). O desenvolvimento deste 6rgdo € um processo de diferenciacao das células
reprodutivas e suas estruturas de suporte, envolvendo mudangas na aparéncia
(diferenciagdo morfologica), na funcao (diferenciagdo fisioldgica) e na composicao
quimica (diferenciagdao bioquimica). Com relagdo a morfologia, os esporos diferem na
forma, tamanho, motilidade, etc. E com base nessas diferencas entre outras

(bioquimicas, por exemplo), que a classificacdo taxonomica dos fungos filamentosos ¢
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realizada, permitindo uma identificacdo segura do material examinado. Por exemplo,
fungos do género Penicillium (Figura 2.9-3) sdo identificados através da observacao
microscopica de conididforos com fidlides e de cadeias de conidios. Este género ndo
apresenta vesiculas como ocorre com Aspergillus (Figura 2.9-1). Para fungos do
género Fusarium os aspectos macroscopicos de suas colonias podem variar de branco
a cor purpura e microscopicamente podem ser observados desde microconidios
ovoides a elipsdides e macroconidios fusiformes septados, formados em conidiéforos
com fialides. Como mostra a Figura 2.9-2, o fungo Fusarium moniliforme foi
identificado em nivel de género com base nos seus macroconidios fusiformes
multiseptados ¢ em nivel de espécie através da analise em conjunto dos aspectos
macro € microscopicos com o auxilio das chaves taxonomicas.

Baseado nos nossos resultados, a micota de M. azedarach, como também
de C. fissilis parece ser altamente variada com predominancia de dois géneros:
Aspergillus e Penicillium. Estudos realizados com outras plantas da familia Meliaceae
levaram ao isolamento de nichos bastante diferentes, entre eles espécies de
Colletotrichum, Nodulisporium, Pestalotiopsis ¢ Phomopsis (POLISHOOK et al.,
1996; GAMBOA e BAYMAN, 2001; CANNON e SIMMONS, 2002). Algumas
espécies de Aspergillus, Penicillium e Fusarium foram encontradas nas folhas de
Guarea guidonea coletada em Porto Rico. A comparacao dos fungos isolados de M.
azedarach com os fitopatogénicos descritos na literatura (Tabela 2.1) sugeriu que esses
microrganismos isolados como endofiticos pertencem a comunidades diferentes.

A 1dentificagdo das espécies € de grande importancia para os estudos de
biodiversidade e relacdo com os hospedeiros. Como ¢ conhecida, toda a forma de vida
requer certas exigéncias nutritivas, em termos de substancias quimicas indispensaveis
ao seu crescimento € ao seu funcionamento normal. Alguns fungos embora crescam
bem no 4gar, outros o fazem pobremente ou simplesmente ndo se desenvolvem,
exigindo nutrientes especificos como vitaminas e outras substancias estimulantes
(PELCZAR et al., 1996). O uso de diferentes meios, portanto, pode expandir a
variedade e o nimero de espécies distintas dos isolados. Além disso, fatores como a
temperatura de isolamento pode influenciar na biodiversidade dos microrganismos
isolados, pois existem fungos que crescem exageradamente na temperatura Otima,

impedindo, por falta de nutrientes e espago fisico, outros fungos crescerem
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(antagonismo competitivo). Além disso, os métodos de isolamento da diversidade
fingica tem algumas limitagdes sérias em que muitos fungos nao esporulam e uma vez
estabelecida a cultura, a identificacdo dos mesmos foi feita baseada nos métodos de
estruturas que esporularam e como conseqiiéncia, nao foi possivel caracterizar todas as
espécies.

As associagdes entre plantas e endofiticos podem fornecer excelentes
modelos de sistemas para o estudo da evolucdo da simbiose microbiana. Se os
endofiticos podem ser evoluidos de patdgenos, as toxinas ativas contra os animais sao
provavelmente originarias de toxinas contra as plantas (CARROLL, 1988). Um estudo
minucioso dos produtos secundarios nos patdogenos de plantas e enddfitos poderia
fornecer uma historia fascinante da evolucdo bioquimica como, por exemplo, as
toxinas alteradas das plantas para os animais. Isto significaria que a infec¢do
microbiana dos hospedeiros indesejaveis pode proteger contra, no minimo, alguns
patogenos virulentos, os quais podem “imunizar” plantas hospedeiras contra patogenos

fangicos (CARROL, 1988).

Néo
identificados Aspergillus
19% 21%

Basidiomycetes Balansia 2%

2% '
Dematiaceo Fusarium 5%
9% Gilmaniella 5%

Trichoderma 5% Nigrospora 5%

Pestalotiopsis Penicillium
2% 25%

FIGURA 2.8 — Relagdo dos principais géneros encontrados nos tecidos sadios de Melia
azedarach.
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TABELA 2.2 — Ocorréncia das espécies fungicas em cada tecido sadio de Melia azedarach.

Grupo Fungico

Tecidos

N. Total de
Isolados

Ascomycetes
Balansia sp

Coelomycetes
Pestalotiopsis versicolor

Basidiomycetes
No identification

Hyphomycetes
A. aculeatus Lizuka
A. carbonarius Bain
A. flavus Link
A. japonicus Saito
A. niger van Tiejhem
A. pulvurulentus Mc Alpine
Aspergillus sp
F. nivale (Fr.) Ces
Fusarium moniliforme
Sheldon
Gilmaniella sp. Barron
Nigrospora sp. Zimm
Penicillium citrinum
P. herquei Bainier and
Sartory
P. janthinellum
P. rubrum Stoll
P. rugulosum Thom.
P. simplicissimum
P. implicatum Biorgue
Penicillium sp.
Trichoderma koningii
Ouderm
T. nivale
Trichoderma sp. Pers.

Outros
Dematiaceae
No identification

N. Total de Isolados em cada
Tecido

CR*

XR CC

L

01

02
01

01

11

01

01

01

01

01

02
03

10

02
01
01
01
01

03

01
05

24

01

02
02

13

01

01

01

40

16

59

* CR (cortex das raizes), XR (xilema das raizes), CC (cortex do caule), L (folhas), F (frutos)
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FIGURA 2.9 — Algumas espécies fungicas isoladas dos tecidos sadios de Melia azedarach. 1)
Aspergillus aculeatus Lizuka; 2) Fusarium moniliforme Sheldom; 3)
Penicillium sp; 4) Trichoderma nivale. Aumento 400x.

5. CONCLUSOES

Baseado em nossos resultados, a micota de M. azedarach parece ser
altamente variada e extensiva com predominincia dos géneros Aspergillus e
Penicillium. Utilizando mais amostragens e introduzindo variagdes complementares
(temperatura, meios cultura, entre outros) poderia esperar um nimero maior dessa
diversidade nos tecidos de M. azedarach.

Com excecdo dos grandes animais e plantas, o conhecimento da
diversidade biologica em termos de riqueza de espécies, distribuicdo local e global e
ecossistema dos microrganismos permanece muito incompleto. Sendo assim, o nosso
trabalho de isolamento e identificacdo dos fungos de M. azedarach contribuiu através

da divulgacdo dos grupos flngicos existentes nesta planta.
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As colecdes de culturas t€ém por objetivo a prestagdo de servigos para a
comunidade cientifica, fornecendo culturas auténticas e informacoes sobre o modo de
cultivo e preservacdo para propoésitos cientificos e industriais. Paralelamente, a
preservacdao dos microrganismos isolados torna-se indispensavel principalmente para
aqueles organismos isolados de amostras ambientes que nem sempre podem ser
encontrados novamente, e até mesmo, a tentativa de re-isolamento uma vez que podem
faltar as propriedades desejadas exibidas pelas linhagens anteriores para o seu

crescimento no interior de suas hospedeiras.
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CAPITULO 3: ESTUDO QUIMICO DOS FUNGOS Penicillium sp e

Fusarium moniliforme

1. INTRODUCAO

As diversidades bioquimicas e metabodlicas dos fungos sdo fatores que
permitem aos fungos a adaptacdo e a exploracdo de ambientes inospitos (ARORA et
al., 1992) e, conseqiientemente a producdo de uma vasta variedade de metabdlitos
secundarios. Apenas 7% das 5000 espécies fungicas conhecidas foram estudadas e
documentadas e estes microrganismos continuam produzindo novos produtos
comercialmente importantes com uma ampla variedade de aplicagdes como, por
exemplo, na industria alimenticia, farmacéutica e na agricultura (HAWKSWORTH,
1991).

Os fungos Penicillium sp e Fusarium moniliforme isolados dos tecidos
sadios de Melia azedarach foram escolhidos para serem estudados quimicamente. O
critério para selecdo desses microrganismos foi baseado no crescimento rapido em
meio contendo apenas batata, dextrose e agar (BDA), como também nas caracteristicas
macroscopicas observadas durante o cultivo como a coloragdo e aspecto das colonias.
Taxonomicamente, esses fungos encontram-se situados na ordem Hyphales, na classe
Hyphomycetes, pertencente ao grupo dos Fungos Mitosporicos (HAWKSWORTH et
al., 1995). Conforme levantamento bibliogréafico realizado para conhecer e comparar o
metabolismo desses fungos estudados foram encontrados metabolitos toxicos, as
micotoxinas como também aqueles possuindo alguma propriedade bioldgica tais como
antibacterianos, inseticidas, entre outros. A diversidade estrutural desses dois fungos ¢
bastante ampla encontrando policetideos, terpenoides, esterdides, aminoacidos, entre
outros. As Tabelas 3.1 e 3.2 apresentam alguns exemplos de substancias encontradas

nos extratos fungicos de Penicillium sp e Fusarium sp, respectivamente.
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TABELA 3.1 — Producgdo de metabolitos secundarios por fungos do género Penicillium.

Espécie Metabélito Atividade Biologica Ref.
P. fellutanum 1: Tripeptideo Promotor LEWIS, 1996
crescimento dos
nervos
P. chrysogenum 2: 2-[(2-hidroxi-propionil)- - LEWIS, 1996
amino] benzamida
P. roqueforti 3: Roquefortina - [HARA e

P. paraherquei

P. verruculosum

P. janczewskii
P. janthinellum
P. atrovenetum
P. islandicum

P. concavo-
rugulosum
P. paxilli

P. expansum

P. simplicissimum

Penicillium sp

4: Marcfortina
5: Paraherquamida B

6: Roquefortina C

7

8: Verruculotoxina

20:

Verruculogenina

9: Penitrem A

10:
11: Acido 3-nitropropionico
12:
13:
14: 8-Clororugulovasina A

Jantitrem B

Rugulovasina A
Rugulovasina B

15: 8-Clororugulovasina B

12,
16:

18:
19:

13
Paxilina

Viridicatumtoxina
Xantoepocina

9,10, 16, 17

21:
22:
23,
25:
26:
27:
28:
29:
30:
31:

Penigequinolona A
Penigequinolona B
24

Penitremona A
Penitremona B
Penitremona C
Peniamidienona’
Penidilamina’
Penienona’
Penidienona’

68

Micotoxinas

Inseticida
Inseticida

Micotoxinas

Micotoxinas
Toxina tremorgénica

Micotoxina
Antibiotico

! Reguladores do
crescimento de
plantas

FUKUMOTO, 1995
IHARA ¢
FUKUMOTO, 1995
IHARA ¢
FUKUMOTO,
1996;
MACMILLAN et
al., 1976;

HORAK ¢
VLEGGAAR, 1987
HERBERT, 1996
HERBERT, 1996
HERBERT, 1996
COLE et al., 1976

COLE et al., 1976

SPRINGER et al.,
1975

HORAK et al., 1988
IGARASHI et al.,
2000.

MICHAEL, 1998;
IHARA e
FUKUMOTO,
1995; IHARA e
FUKUMOTO,
1996; KIMURA et
al., 2000
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TABELA 3.2 — Produgdo de metabolitos secundarios por fungos do género Fusarium.

Fungo

Metabolito

Atividade Bioldgica Ref.

F. lateritium

F. moniliforme

F. proliferatum

F. javanicum

F. solani

F. bostrycoides
F. graminearum
F.culmorum

F. nivale

F. decemcellulare

32: 2-(1-hidroxietil)-4- Fungicidas

(3H)-quinazolinona
33: 2-acetil-4-(3H)-
quinazolinona

34: Eniatina B

35: Moniliformina

36: Zearalenona
37: Giberelina A

38: Fusaproliferina
39: Beauvericina
40: Fumonisina A1l
41: Javanicina

42: Fusarubina

43: Solaniol

44: Bostricoidina
44

45: Rubrofusarina

Micotoxinas

Micotoxinas

46: Nivalenol

47: Fusarenona
41,42, 44

48: Anidrofusarubina
49: Anidrojavanicina

69

TURNER, 1971;
LEWIS, 1996

TURNER, 1971;
APRINGER et al,
1974

TURNER, 1971;
SANTINI et al.,
1996

TURNER, 1971

TURNER, 1971

TURNER, 1971
TURNER, 1971

TURNER, 1971

MEDENTSEV e
AKIMENKO, 1988
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16:R' =R*=0
17:R' = OH; R = H
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OH
s Wl IS A S P O
N\H N T—CH—CO{O—CH—CO—N—CH—CO}O—CH—?O

2

(0} (0]
32 33

34: R= (CH3),-CH-

O'Na*
35

2. OBJETIVOS

O foco deste trabalho foi o estudo quimico dos fungos Penicillium sp e
Fusarium moniliforme visando o isolamento dos metabolitos secundarios e suas
identificacdes através dos métodos espectroscopicos usuais. Os metabolitos obtidos
foram ensaiados para verificar as suas propriedades biologicas, bem como averiguar

possiveis semelhancas com os metabolitos da planta objetivando-se avaliar a

possibilidade de transferéncias genéticas horizontais.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Materiais

3.1.1. Suportes para Cromatografia

As colunas cromatograficas foram realizadas utilizando como fases
estacionarias, silica gel 230-400 mesh (flash), silica gel 70-230 mesh (comum), florisil
e sephadex LH-20, para cromatografia em coluna (CC). Para os fracionamentos por
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) foi utilizada silica gel 60 PF,s,.
As andlises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram feitas usando folhas

de aluminio contendo silica gel 60 F,s4 (Merck).

3.1.2. Eluentes para Cromatografia

Para os fracionamentos cromatograficos foram utilizados solventes
comerciais destilados no DQ-UFSCar, como também solventes PA da Merck, Synth,

Reagen e outros.

3.1.3. Solventes Utilizados para Obtencao dos Espectros

Os espectros de RMN foram obtidos utilizando solventes deuterados com

98-99.9% (Merck, Isotec e Aldrich).

3.2. Elucidacao Estrutural

As estruturas foram elucidadas utilizando, principalmente, as técnicas de
RMN 1D e 2D e espectrometria de massas. Alguns parametros adicionais tais como
rotacdo Otica, ultravioleta e infravermelho, foram realizados quando necessario para
auxiliar nas determinagdes estruturais. A identidade das substancias isoladas com as
reportadas na literatura foi considerada e para algumas delas contendo dados

incompletos de RMN foram realizados estudos mais detalhados os quais foram
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publicados posteriormente. Pesquisas na literatura usando bases de dados on-line e
Chemical Abstract foram feitas e com base nos resultados dos levantamentos

bibliograficos algumas substancias foram consideradas inéditas.

3.2.1. Experimentos de CCD

Os cromatogramas obtidos com CCD foram detectados sobre luz UV
(254 e 366 nm) e reagente vanilina-acido sulftrico (1g vanilina dissolvida em 100 mL

H,S0, e aquecida ap6s imersao).

3.2.2. Espectroscopia por RMN

Os espectros de RMN dos extratos, fracdes e substancias puras foram
registrados nos espectrofotdometros Briiker ARX-200 e DRX-400 operando em 200 e
400 MHz (‘H) e 50 e 100 MHz (*°C), respectivamente. Os espectros foram obtidos
com solventes deuterados (CDCl;, MeOD, D,0, C¢Dg) e calibrados com o padrao
interno de referéncia tetrametilsilano (TMS). A multiplicidade para °C foi deduzida

através dos experimentos de DEPT 135, PENDANT e HSQC.

3.2.3. Espectrometria de Massas

Os espectros de massas foram adquiridos nos modos positivo € negativo
usando o espectrometro MICROMASS QUATTRO LC equipado com a fonte
ESI/APCI “Z-spray”.

3.2.4.Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho foram registrados sobre o

espectofotometro Bomen MB-102 na forma de pastilhas com brometo de potassio

(KBr).
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3.2.5. Espectroscopia no Ultravioleta

Os espectros de ultravioleta foram obtidos sobre o espectofotometro

Shimadzu, utilizando células de quartzo de 1.0 cm.
3.2.6.Rotacdo Optica

As rotagdes Opticas foram medidas em um polarimetro Perkin Elmer 241

equipado com uma cubeta de 1.0 cm.

3.3. Cultivo dos Fungos Fusarium moniliforme e Penicillium sp

Os microrganismos Fusarium moniliforme e Penicillium sp, isolados do
cortex das raizes de Melia azedarach (capitulo 2), foram cultivados em trés meios de
cultivo: arroz, milho e meio liquido Czapek enriquecido com extrato de levedura.

Para o cultivo em arroz (meio de cultivo A) foram utilizados 50 frascos de
Erlenmeyers contendo aproximadamente 90 g de arroz parbolizado (marca Uncle
Bens) e 75 mL de &4gua destilada autoclavados duas vezes por 40 minutos a
temperatura de 121°C e 1 atm de pressdo. Pequenos fragmentos do meio BDA
contendo micélio e esporos dos microrganismos em estudo foram transferidos
assepticamente para 47 dos 50 frascos contendo o substrato esterilizado. Trés frascos
foram mantidos como controle. Apos 20 dias de crescimento a 25°C foi observado o
acimulo de agua nos frascos contendo os microrganismos, a qual foi removida da
biomassa fingica por filtra¢io e liofilizada originando os extratos aquosos (FMR-1'
para Fusarium moniliforme, € PR-1 para Penicillium sp). Em seguida, foi adicionado

metanol (aproximadamente 150 mL) em cada um desses frascos e a extracdo foi

' Cédigos: Os codigos dos experimentos com o fungo Fusarium moniliforme e Penicillium sp foram dados da
seguinte maneira: Fusarium moniliforme (FM), cultivado em arroz (FMR), milho (FMM), e meio liquido
(FML, micélio FMLM). As substancias isoladas foram codificadas como FM seguido de um nimero de
identificagdo (exemplo: FM-1). Penicillium sp(P), cultivado em arroz (PR), milho (PM), e meio liquido (PL,
micélio PLM). As substincias isoladas foram codificadas como PSP seguido de um nimero de identificacio
(exemplo: PSP-1).
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realizada durante 5 horas a temperatura ambiente e em repouso. Apos esse periodo, o
material obtido para Fusarium moniliforme foi separado por filtracdo, obtendo o
extrato metandlico (FMR-2). Durante o periodo de extracdo do material contendo
Penicillium sp foi observada a formagao de um residuo amarelo o qual foi removido
através da filtracdo por gravidade originando o extrato PR-2. O filtrado foi
posteriormente particionado com acetato de etila, produzindo, portanto dois extratos, o
acetoacético (PR-3) e o aquoso (PR-4). Finalmente o arroz contendo esses
microrganismos foi seco em estufa a temperatura de 60°C, moido e em seguida
extraido com diclorometano, diclorometano:metanol (1:1) ¢ metanol por duas vezes
consecutivas para dar os extratos brutos FMR-3 (F.moniliforme) e PR-5 (Penicillium
sp), os quais foram posteriormente particionados com n-hexano e metanol para dar
origem as fragdes hexanica (FMR-3-1, F. moniliforme; PR-5-H, Penicillium sp) e
metanolica (FMR-3-2, F. moniliforme; PR-5-PM e PR-5-M, Penicillium sp). Essas
fragdes foram ensaiadas biologicamente (capitulo 7). As quantidades obtidas para cada
um desses extratos sdo apresentadas na Tabela 3.3.

Para o cultivo em milho (milho para canjica, Yoki) foi adotado o mesmo
protocolo experimental realizado para o cultivo em arroz. Foram obtidos trés extratos
para cada um dos microrganismos ensaiados [F. moniliforme (FMM-1, FMM-2 e
FMM-3); Penicillium sp (PM-1, PM-2 ¢ PM-3)] e as quantidades produzidas sao
mostradas na Tabela 3.3. Apods extracdo com solventes em ordem crescente de
polaridade o extrato bruto foi particionado com n-hexano e metanol produzindo as
fracdes hexanica (FMM-3-1, F. moniliforme; PM-5-H, Penicillium sp) e metandlica
(FMM-3-2, F. moniliforme; PM-5-M, Penicillium sp), as quais fracoes foram
ensaiadas biologicamente (capitulo 7).

O meio de cultivo liquido foi preparado com 35 frascos de Erlenmeyer
(1L) contendo o meio Czapek enriquecido com 2% de extrato de levedura (Tabela 3.4)
autoclavado a 121°C durante 20 minutos. Pequenos fragmentos do meio BDA
contendo micélio e esporos dos microrganismos em estudo foram transferidos
assepticamente para 32 dos 35 frascos contendo o substrato esterilizado. Trés frascos
foram mantidos como controle. Apds 16 dias de crescimento a 25°C, o micélio dos
fungos estudados foram separados dos filtrados através da filtragdo a véacuo, seco e

moido. Subseqiientemente estes materiais (150 g micélio F. moniliforme; 170.5 g
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micélio Penicillium sp) foram extraidos com diclorometano, diclorometano:metanol

(1:1) e metanol durante 3 dias para cada sistema de solvente, produzindo,

respectivamente, os extratos FMLM e PLM. O rendimento desses extratos ¢ mostrado

na Tabela 3.3.

TABELA 3.3 — Extratos obtidos a partir do cultivo dos fungos Fusarium moniliforme e

Penicillium sp.

Fungo Codigo Extrato Quantidades
(9]
F. moniliforme
Arroz FMR-1 Extrato aquoso em arroz 1.0
FMR-2 Extrato metandlico em arroz 54
FMR-3 Extrato bruto em arroz 249.3
FMR-3-1 Fracao hexanica do extrato bruto 150.3
FMR-3-2 Fracdo metanoélica do extrato bruto 98.5
Milho FMM-1 Extrato aquoso em milho 3.0
FMM-2 Extrato metandlico em milho 88.6
FMM-3 Extrato bruto em milho 209.9
FMM-3-1 Fracao hexanica do extrato bruto 124.2
FMM-3-2 Fracao metanolica do extrato bruto 85.2
Meio Liquido FMLM Extrato bruto micelial 63.0
FMLF-1  Extrato bruto filtrado em pH 7.0 1.1
FMLF-2  Extrato bruto filtrado em pH 3.0 2.46
Penicillium sp
Arroz PR-1 Extrato aquoso em arroz 62.5
PR-2 Extrato metanolico em arroz 6.3
PR-3 Extrato acetoacético em arroz 10.24
PR-4 Extrato aquoso em arroz 1.86
PR-5 Extrato bruto em arroz 160.20
PR-5-H Fragdo hexanica do extrato bruto 105.92
PR-5-PM  Fracao metanodlica-1 do extrato bruto 9.28
PR-5-M Fragao metandlica-2 do extrato bruto 45.0
Milho PM-1 Extrato aquoso em milho
PM-2 Extrato metanolico em milho 143.3
PM-3 Extrato bruto em milho 86.73
PM-3-H  Fracdo hexanica do extrato bruto 63.53
PM-3-M  Fracao metanolica do extrato bruto 23.20
Meio Liquido PLM Extrato bruto micelial 50.75
PLF-1 Extrato bruto filtrado em pH 7.0
PLF-2 Extrato bruto filtrado em pH 3.0
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O filtrado remanescente (pH 6.5) foi particionado com acetato de etila
obtendo os extratos FMLF-1 e PLF-1. A fase aquosa foi entdo acidificada com acido
cloridrico (HCl, 1N) e em seguida particionado novamente para originar os extratos
FMLF-2 e PLF-2. Os rendimentos desses extratos também sao mostrados na Tabela

3.3.

TABELA 3.4 - Meio Czapek’s enriquecido com 2% de extrato de levedura

Reagentes Quantidades
NaNO; 30¢g
MgS04.7H,0 05¢g
KCl 05¢g
FeSO4.7H,O 001g
Glucose 300¢g
Extrato de Levedura 200¢g
H,O gsplL

3.4. Estudo Quimico de Fusarium moniliforme
3.4.1. Extrato Micelial (FMLM)
3.4.1.1. Isolamento dos Metabolitos FM-1, FM-2 e FM-3

O extrato obtido a partir do micélio cultivado em meio liquido (FMLM)
foi purificado empregando uma combinacao de técnicas cromatograficas. Inicialmente
esse material foi particionado com n-hexano (FMLM-1) ¢ metanol (FMLM-2). A
fracdo metanolica (51.0 g) passou por uma coluna de cromatografia a pressao reduzida
contendo como fase estaciondria silica de fase normal com um gradiente de partida
iniciando com n-hexano, diclorometano e finalmente metanol como fases mdveis para
produzir 07 fragdes. A fragdo 2 (FMLM-2-2, 928 mg, eluida com Hex/CH,Cl, 9:1) foi

fracionada por cromatografia em coluna com silica normal (flash) e hexano,
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diclororometano, acetona e metanol como solventes produzindo 6 subfragdes. A
subfragao 5 (180.8 mg) foi re-cromatografada novamente nas mesmas condig¢des
originando 8 subfracdes, na qual as subfracdes 4 ¢ 5 foram combinadas apos analise
por CCD (30,2 mg) produzindo a substancia FM-3 (1.5 mg) apds purificacao por CC
(silica normal flash, hexano, diclorometano e metanol). Todas as fragdes e subfragdes
foram examinadas por CCD e por espectros de RMN 'H, observando uma
predominancia de acidos graxos e triglicerideos.

A fracdo 4 (FMLM-2-3, 2.99 g, eluida com CH,Cl,) da primeira
separacao foi fracionada por CC, usando silica de fase normal e um gradiente solvente
com hexano, diclorometano e metanol, totalizando 9 subfragdes. A fracdo 2 (257.6
mg) foi purificada por CCDP (CH,Cl,/MeOH, 95:5), produzindo a substancia FM-2
(50.4 mg) e a fracdo 3 (96.9 mg) contendo a substancia FM-1.

Depsidipeptideo FM-1

Obtido como um po branco amorfo; pf 97.2-98.9% [a]*p + 18.52° (¢ 88.1x10"
3 CHCL); UV (MeOH) A nm: 214, 260(s); IV (KBr) viax em™: 1738, 1652, 1110;
RMN 'H (400 MHz, CDCl;) — Tabela 3.6; dados de "*C obtidos por Pendant (HOMER
e PERRY, 1995), HSQC ¢ HMBC (400 MHz, CDCl;) — Tabela 3.7; APCIMS (fons
filhos, 15 eV) m/z 262 (62) (IM+H]"), 206 (17), 180 (49), 160(19), 134 (100), 83 (21);
HREIMS m/z 261.1360 (calcd para C;sHoNO;: 261.1364).

Depsidipeptideo FM-2

Obtido como um pé branco amorfo; pf 139.9-142.3% [a]”p + 22.70° (¢
49.2x10”° CHCls); UV (MeOH) Amax nm: 218, 256(s), 266(s); IV (KBr) Vyax cm’':
1749, 1654, 1041; RMN 'H (400 MHz, CDCl;) — Tabela 3.6; dados de °C obtidos por
Pendant (HOMER ¢ PERRY, 1995), HSQC ¢ HMBC (400 MHz, CDCl;) — Tabela 3.7;
APCIMS (fons filhos, 15 eV) m/z 262 (81) (IM+H]"), 206 (25), 180 (51), 160 (35),
134 (100), 83 (28); HREIMS m/z 261.1359 (calcd para C;sH;oNO;: 261.1364).

Peroxido de Ergosterol FM-3
Obtido como um pé branco amorfo; RMN 'H (200 MHz, CDCl;) — Tabela 3.10.
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3.4.1.2. Outras fracoes de F. moniliforme

As fragOes obtidas a partir do meio liquido de cultivo de F. moniliforme
foram analisadas mostrando uma grande predominancia de d&cidos graxos e
triglicerideos nas fragcdes mais apolares € de peptideos e agucares nas fracdes mais
polares de acordo com os estudos feitos através dos espectros de RMN 'H.

Os extratos e as fragdes obtidos a partir do cultivo do fungo com arroz e

milho foram ensaiados biologicamente.

3.5. Estudo Quimico de Penicillium sp
3.5.1. Fracionamento do Extrato em Arroz

3.5.1.1. Extrato PR-1

O extrato obtido por liofilizacdo da agua excretada pelo fungo (62.5 g)
quando cultivado em arroz foi analisado por RMN 'H. Os dados mostraram
deslocamentos quimicos indicando uma provavel presenga de aguicares, os quais estdo
em mistura. Portanto, uma pequena parte desse extrato (3.0 g) foi submetida a um
fracionamento em uma coluna com sephadex LH-20 como fase estacionaria e metanol
como fase mdvel, no modo isocratico. Nove fragdes foram obtidas apds a reunido das

fracdes semelhantes, e em seguida, algumas delas foram novamente fracionadas.

3.5.1.1.1. Isolamento do Metabdlito PR-1-2-3 e PSP-18

A fracdo 2 obtida do fracionamento do extrato PR-1 (PR-1-2) foi
submetida a CC nas mesmas condi¢des mencionadas no item 3.5.1.1 produzindo um
total de 7 fragdes. Um metabolito ainda ndo identificado (fragdo 3, PR-1-2-3, 97.6 mg)
e a substancia PSP-18 (fragdes 6 e 7, respectivamente 12.1 e 12.5 mg) foram obtidos
durante este processo de purificagao.

O metabdlito PSP-18 também foi encontrado nas fracdes 3 (PR-1-3,
290.3 mg), 4 (PR-1-4, 418.8 mg) ¢ 4 (PR-1-5, 345.1 mg).
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Manitol(PSP-18):

Obtido como um pé branco amorfo; RMN 'H (200 MHz, CDCl;): Apéndices
2.2.2 ¢ 2.2.3 (acetilado); dados de RMN "°C obtidos por Pendant (HOMER ¢ PERRY,
1995), HSQC e HMBC (50 MHz, CDCl;): Apéndice 2.2.4; APCIMS (fons filhos, 15
eV) m/z 457(100) ([M+H]"), 397(40), 337(8), 277(5), 217(3), 153(10).

3.5.1.2. Extrato PR-2

Do extrato metandlico obtido a partir do cultivo de Penicillium sp em
arroz foi encontrado um precipitado amarelo o qual foi separado do filtrado através de
filtragdo a vacuo para formar o extrato PR-2 (6.3 g). Esse material foi purificado
empregando uma combinagao de técnicas cromatograficas. Primeiramente o extrato foi
submetido a cromatografia a pressdo reduzida contendo silica normal como fase
estacionaria e os solventes n-hexano, diclorometano e metanol no modo gradiente

como fase movel, produzindo um total de 7 fragdes (PR-2-1 a PR-2-7).

3.5.1.2.1. Isolamento das Substancias PSP-1 e PSP-2

A fracao PR-2-2 (444.8 mg) foi fracionada em CC (silica normal, com n-
hexano, diclorometano, isopropanol € metanol como eluentes no modo gradiente)
obtendo 5 subfragdes. A substancia PSP-1 (32.7 mg) foi obtida da subfracao 2 (PR-2-
2-2, 89.1 mg) apoés lavagem do precipitado. O sobrenadante foi entdo re-
cromatografado sobre cromatografia de camada delgada preparativa utilizando como
fase movel misturas de n-Hex/CH,Cl,/Acet, 59:39:2 obtendo os metabdlitos PSP-1
(4.0 mg) e PSP-2 (6.0 mg). Esses dois metabodlitos também foram encontrados nas
fragdes subseqiientes (como substincias puras e também em mistura com outros
metabolitos). Foram encontrados aproximadamente 75.3 mg de PSP-1 e 23.2 mg de

PSP-2.
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Preaustindide A (PSP-1):

Obtido como um p6 branco amorfo; pf 244-245°C; [a]”p -4.97° (¢ 110.8,
CH,Cl,); UV (CH,Cly) Apax nm: 238, 308(s), 344(s); IV (KB1) Vinax em™: 3391, 1746,
1728, 1701, 1692, 1637; RMN 'H (400 MHz, CDCl,): Tabela 3.15; dados de RMN "°C
obtidos por Pendant (HOMER e PERRY, 1995), HSQC ¢ HMBC (400 MHz, CDCl,):
Tabela 3.15; APCIMS (fons filhos, 20 eV) m/z 445 (22) ((M+H]"), 427(20), 413(100),
395(38), 385(19), 327(5); HREIMS m/z 444.2508 (calcd para CysH3604, 444.2512).

Preaustindide B (PSP-2):

Obtido como um po branco amorfo; pf 198-200°C; [a]*p —78.83° (¢ 6.0,
CH,Cl); UV (CH,Cly) Apax nm: 234, 312(s); IV (KBr) Viax cm: 3438, 1738, 1702,
1656; RMN 'H (400 MHz, CDCl;): Tabela 3.15; dados de RMN BC obtidos por
Pendant (HOMER e PERRY, 1995), HSQC ¢ HMBC (400 MHz, CDCls): Tabela 3.15;
APCIMS (fons filhos, 20 eV) m/z 445(29) (IM+H]"), 427(29), 413(100), 395(87),
385(30), 327(5); HREIMS m/z 444.2505 (calcd para C,sH360¢, 444.2512).

3.5.1.2.2. Isolamento da Substancia PSP-4

A subfracdao PR-2-2-3 (188.1 mg) foi fracionada em CC (silica normal,
com n-hexano, diclorometano, acetona e metanol como eluentes no modo gradiente)
obtendo 3 subfracdes. A substancia PSP-4 (6.2 mg) foi obtida a partir do
fracionamento da subfracdo 2 (PR-2-2-3-2, 41.1 mg), como também de outras

subfracdes subseqiientes totalizando 24.0 mg.

Preaustinoide A2 (PSP-4):

Obtido como um po6 branco amorfo; pf. 243.9-246.0°C; [a]st - 51,56 (¢ 7.7,
CHCI); UV (CH30H) Apax nm: 230(s); IV (KBr) vipax em™': 3422, 1745, 1730, 1705,
1674, 1630; RMN 'H (400 MHz, CDCl;): Tabela 3.17; dados de RMN "°C obtidos por
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Pendant (HOMER e PERRY, 1995), HSQC ¢ HMBC (400 MHz, CDCls): Tabela 3.17;
APCIMS (fons filhos, 15 eV): m/z 459 (10) (M+H]"), 441 (44), 423 (22), 409 (50),
391 (18), 349 (100); HREIMS m/z 458.2257. Calcd. para CosHs405: 458.230453.

3.5.1.2.3. Isolamento da Substancia PSP-3

A subfragdo PR-2-2-4 (93.9 mg) foi fracionada em CC (silica normal,
com n-hexano, diclorometano, acetona e metanol como eluentes no modo gradiente)
obtendo 5 subfracdes. A substancia PSP-3 (3.8 mg) foi obtida a partir do
fracionamento da subfracdo 1 (PR-2-2-4-1, 37.0 mg), como também de outras

subfragdes subseqiientes em um total de 14.8 mg de substancia pura.

7-P-acetoxidehidroaustina (PSP-3):

Obtido como um pé branco amorfo; pf 237-240°C; [a]*p +36.0 (¢ 0.25,
CH,Cl,); [Literatura: pf > 300°C; [a]ZSD +170 (¢ 0.30, CHCI3)] (HAYASHI et al.,
1994); UV (CHCl3) Apax nm: 234; IV (KBr) Viax em’™: 1776, 1757, 1739, 1722; RMN
'H (400 MHz, CDCl5): Tabela 3.21; dados de RMN "*C obtidos por Pendant (HOMER
e PERRY, 1995), HSQC ¢ HMBC (400 MHz, CDCl;): Tabela 3.21; APCIMS (fons
filhos, 20 eV): m/z 557 (13) ([M+H]"), 539 (41), 497 (18), 479 (100), 437 (28), 319
(18).

3.5.1.2.4. Isolamento das Substancias PSP-9 e PSP-6

A fracao PR-2-3 (1.8919 g) foi fracionada em CC (silica normal, com n-
hexano, diclorometano, isopropanol ¢ metanol como eluentes no modo gradiente)
obtendo 5 subfragdes (PR-2-3-1 a PR-2-3-5). A subfragdao 3 foi submetida a CC
usando florisil como fase estacionaria e n-hexano, diclorometano, acetona ¢ metanol
como eluentes no modo gradiente para obter 5 subfra¢des (PR-2-3-3-1 a PR-2-3-3-5).
A substancia PSP-9 (3.5 mg) foi obtida apos o fracionamento da subfragao PR-2-3-3-
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1 (42.2 mg) por cromatografia de camada delgada preparativa utilizando como fase
movel misturas de n-Hex/EtOEt (20:80). A substancia PSP-6 (24.6 mg) foi isolada da
subfracdo PR-2-3-3-3 (94.1 mg) ap6s CCDP com n-Hex/AcOEt (50:50). Esses dois
metabolitos também foram encontrados nas fragdes subseqiientes (PSP-6 = 54.4 mg;

PSP-9 = 6.9 mg).

Preaustinoide A1 (PSP-9):

Obtido como um pd branco amorfo; pf 240.5-241.4°C; [a]ZSD - 25,55 (¢ 2.7,
CHCI); UV (CH30H) Apa nm: 210, 308(s); IV (KBr) vijax em™: 3375, 1742, 1730,
1705, 1689; RMN 'H (400 MHz, CDCl;): Tabela 3.17; dados de RMN "*C obtidos por
Pendant (HOMER e PERRY, 1995), HSQC e HMBC (400 MHz, CDCls): Tabela 3.17;
APCIMS (fons filhos, 15 eV): m/z 461 (5) (IM+H]"), 429 (18), 411 (28), 393 (100),
369 (21), 351 (28), 323 (33), 273 (42), 235 (90), 167 (79); HREIMS m/z 460.24610.
Calcd. para CysH3507: 460.246103.

Dehidroaustina (PSP-6):

Obtido como um 6leo amarelado; [a]ZSD +58.46 (¢ 0.39, CH,Cl,); [Literatura:
[a]”p +140 (¢ 0.25, CHCl3)] (HAYASHI et al., 1994); UV (CH,Cly) Apax nm: 238; IV
(KBI) Vinax cm’': 1769, 1719, 1722; RMN 'H (400 MHz, CDCl;): Tabela 3.21; dados
de RMN "C obtidos por Pendant (HOMER e PERRY, 1995), HSQC ¢ HMBC (400
MHz, CDCl;): Tabela 3.21; APCIMS (fons filhos, 20 eV): m/z 499 (71) ((M+H]"), 481
(5), 457 (100), 439 (69), 421 (13), 411 (23), 321 (58), 293 (20), 251 (26).

3.5.1.2.5. Isolamento das Substancias PSP-19 e PSP-17

Os metabolitos PSP-19 (1.2 mg) e PSP-17 (1.6 mg) foram obtidos apds o
fracionamento cromatografico da subfracdo PR-2-3-3-4 (38.5 mg) por cromatografia
de camada delgada preparativa utilizando como fase mével misturas de n-Hex/AcOEt
(50:50). A substancia PSP-17 (24.6 mg) também foi obtida de uma fragdo subseqiiente
(6.9 mg).
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Preaustindide A3 (PSP-19):

Obtido como um po branco amorfo; RMN 'H NMR (400 MHz, CDCly): Tabela
3.18; dados de RMN °C obtidos por HSQC ¢ HMBC (400 MHz, CDCl;) — Tabela
3.18.

Preaustindide B2 (PSP-17):

Obtido como um pé branco amorfo; RMN 'H NMR (400 MHz, CDCl;): Tabela
3.16; dados de RMN °C obtidos por HSQC ¢ HMBC (400 MHz, CDCl;) — Tabela
3.16.

3.5.1.2.6. Isolamento das Substancias PSP-10 e PSP-12

A subfragao PR-2-3-4 (1.2974 g) foi fracionada por CC usando florisil
como fase estacionaria e n-hexano, diclorometano, acetona e metanol como eluentes
no modo gradiente para obter 7 subfragdes (PR-2-3-4-1 a PR-2-3-4-7). A subfragdo
PR-2-3-4-3 (175.7 mg) foi submetida a CCDP com n-Hex/CH,Cly/Acet (37:57:6)
como fase movel para produzir 6 subfracdes. A substancia PSP-10 (1.0 mg) foi obtida
do fracionamento da subfracdo PR-2-3-4-3-4-4 (2.0 mg) por CCDP utilizando como
fase movel misturas de n-Hex/AcOEt (50:50). A substancia PSP-12 (1.5 mg) foi
isolada da subfragdo PR-2-3-4-3-4-5 (2.4 mg) ap6s CCDP com n-Hex/AcOEt (50:50).

Austinolideo (PSP-10):

Obtido como um pé branco amorfo; RMN 'H NMR (400 MHz, CDCl;): Tabela
3.19; dados de RMN "°C obtidos por HSQC ¢ HMBC (400 MHz, CDCl;) — Tabela
3.20.

Isoaustinona (PSP-12):
Obtido como um p6 branco amorfoRMN 'H NMR (400 MHz, CDCl5): Tabela
3.19; dados de RMN "*C obtidos por HSQC ¢ HMBC (400 MHz, CDCl;) — Tabela
3.20.
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3.5.1.2.7. Isolamento da Substancia PSP-5

A substancia PSP-5 (19.4 mg) foi obtida a partir do fracionamento da
subfracdo PR-2-3-4-4 (138.40 mg) através da CCDP utilizando n-Hex/CH,Cl,/Acet
(37:57:6) como fase movel. Essa substancia também foi encontrada nas subfragdes

subseqiientes (63.6 mg).

Verruculogenina (PSP-5):

Obtido como um p6 amarelo claro, IV (KBr) v« cm_l: 3453, 2923, 1663, 1625,
1163; RMN "H NMR (400 MHz, CDCls): Tabela 3.11; dados de RMN B3¢ obtidos por
HSQC e HMBC (400 MHz, CDCl5) — Tabela 3.11; APCIMS (lons filhos, 25 eV): m/z
510 (22) [M-HT, 492 (5), 306 (47), 253 (13), 197 (12), 167 (100).

3.5.1.2.8. Isolamento da Substiancia PSP-11 e da Substiancia Nao
Identificada PR-234 561-4

A subfragdo PR-2-3-4-5 (85.7 mg) foi fracionada por CCDP com n-
Hex/CH,Cl,/Acet (37:57:6) como fase movel para produzir 6 subfracdes (PR-2-3-4-5-
1 a PR-2-3-4-5-7). A subfracdo PR-2-3-4-5-6 (7.2 mg) foi submetida a CCDP com -
Hex/AcOEt (50:50) como fase movel resultando 2 subfracdes. A substancia PSP-11
(3.5 mg) foi obtida desse fracionamento (subfracdo 2) e o metabolito ainda nado
identificado PR-2-3-4-5-6-1-4 (0.5 mg) foi obtido a partir do fracionamento da
subfracdo PR-2-3-4-5-6-1 (3.3 mg) por CCDP utilizando como fase mdvel misturas de
n-Hex/AcOEt (50:50).

Preaustinoide Bl (PSP-11):

Obtido como um poé branco amorfo; pf 46.4-48.0 °C; [a]*pb - 35,7 (¢ 2.7,
CHCI); UV (CH30H) Apax nm: 210, 222(s), 304(s); IV (KBr) viax cm_lz 3405, 1758,
1739, 1706, 1622; RMN 'H NMR (400 MHz, CDCl;): Tabela 3.16; dados de RMN
BC obtidos por Pendant (HOMER ¢ PERRY, 1995), HSQC ¢ HMBC (400 MHz,
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CDCl;) — Tabela 3.16; APCIMS (fons filhos, 15 eV): m/z 445 (21) [M+H]', 413 (37),
385 (10), 371 (10), 353 (100), 251 (12); HREIMS m/z 444.25119. Calc. para
C26H36O6: 444.251189.

3.5.1.2.9. Isolamento da Substiancia PSP-13 e da Substiancia Nao
Identificada PR-234 652-3

A subfragdo PR-2-3-4-6 (54.4 mg) foi fracionada por CCDP com n-
Hex/CH,Cl,/Acet (37.5:57.5:5) como fase movel para produzir 5 subfragdes (PR-2-3-
4-6-1 a PR-2-3-4-6-5). As subfracdes PR-2-3-4-6-2 (5.5 mg) ¢ PR-2-3-4-6-3 (21.5
mg) foram reunidas e submetidas a CCDP com n-Hex/EtOEt (10:90) como fase movel
resultando 5 subfracdes. A substancia PSP-13 (2.7 mg) foi obtida desse fracionamento
(subfragdao 5). O fracionamento da subfracio PR-2-3-4-6-5 (5.0 mg) por CCDP
utilizando como fase movel misturas de n-Hex/EtOEt (10:90) resultou em duas
subfragdes € o metabdlito ainda nao identificado PR-2-3-4-6-5-2-3 (0.6 mg) foi obtido
a partir do fracionamento da subfracdo PR-2-3-4-6-5-2 (1.5 mg) através de CCDP

utilizando como fase movel misturas de n-Hex/AcOEt (50:50).

Austinoneol A (PSP-13)
Obtido como um pé branco amorfo; pf. 224-226°C; [a]”p + 385.9 (¢ 0.22,

CHCI); UV (CHCI3) Apax nm:222, 260 (s); IV (KBr) Vinax cm-lz 3413, 1749, 1727,
1704; RMN 'H (400 MHz, CDCl;): Tabela 3.18; dados de RMN BC obtidos por
Pendant (HOMER e PERRY, 1995), HSQC e HMBC, 400 MHz, CDCl;): Tabela 3.18;
ESIMS (fons filhos, 15 eV): m/z 415 (12) ([M+H]"), 397 (12), 383 (9), 365 (100), 347
(27), 319 (39); HREIMS m/z 414.20411 (calcd para CyH3004414.204238).
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3.5.1.2.10. Isolamento das Substancias PSP-7 e PSP-8

As substancias PSP-7 (25.5 mg) e PSP-8 (32.0 mg) foram obtidas a
partir da fracdo PR-2-4 (1.19 g) fracionada em CC (silica normal, com n-hexano,
diclorometano, acetona e metanol como eluentes no modo gradiente, obtendo 7
subfragdes:PR-2-4-1 a PR-2-4-7). PSP-8 foi obtida nas fragdes subseqiientes,
totalizando 114.6 mg.

Acido Penicilico(PSP-7):
Obtido como um sélido alaranjado; [a]*p —5.75 (¢ 0.087, CHCL)IV (KBr) Viax
cm_lz 3426, 2925, 1760, 1640; RMN 'H (200 MHz, CDCls): Tabela 3.12; dados de

RMN "C obtidos por Pendant (HOMER e PERRY, 1995) (50 MHz, CDCl;): Tabela
3.12.

Neoaustina (PSP-8):

Obtido como um pé branco amorfo; pf 325-327°C; [a]*p +166.91 (¢ 1.21,
CH,Cl,); [Literatura: pf > 300°C; [a]ZSD +190 (¢ 0.15, CHCI3)] (HAYASHI et al.,
1994); UV (CH,Cly) Apax nm: 244, 312(s); IV (KBr) viax cm™: 3411, 1772, 1753,
1686; RMN 'H (400 MHz, CDCl;): Tabela 3.21; dados de RMN BC obtidos por
Pendant (HOMER e PERRY, 1995), HSQC e HMBC, 400 MHz, CDCl;): Tabela 3.21;
APCIMS (fons filhos, 20 eV): m/z 427 (26) (IM+H]"), 409 (28), 381 (14), 353 (12),
329 (100).

3.5.1.2.11. Isolamento da Substancia PSP-21

A subfracdo PR-2-4-5 (21.7 mg) foi submetida a CCDP com n-hexano,
diclorometano e acetona (36.5:56.5:7) como eluentes obtendo 4 subfragdes (PR-2-4-5-
1 a PR-2-4-5-4). A substancia PSP-21 (3.1 mg) foi obtida apds o fracionamento da
subfragdo PR-2-4-5-2 (5.8 mg) por CCDP utilizando como fase movel n-Hex/AcOEt
(50:50).

88



Capitulo 3: Estudo Quimico dos Fungos Penicillium sp e Fusarium moniliforme

3.5.1.2.12. Isolamento de PSP-20 e das Substancias Nao Identificadas
PR-24611, PR-24614 ¢ PR-24615

A subfracdo PR-2-4-6 (229.6 mg) foi submetida a CC usando silica flash
como fase estacionaria e n-hexano, diclorometano, acetona e metanol como eluentes
no modo gradiente para obter 5 subfragdoes (PR-2-4-6-1 a PR-2-4-6-5). A subfragdo
PR-2-4-6-1 (124.2 mg) foi posteriormente purificada através de CC (fase movel: n-
hexano, diclorometano, acetona e metanol no modo gradiente), produzindo as
subfragdes PR-2-4-6-1-1 (1.0 mg, substancia ainda nao identificada), PR-2-4-6-1-4
(4.0 mg, substancia ainda ndo identificada), PR-2-4-6-1-5 (8.8 mg, substincia ainda
nao identificada), PR-2-4-6-1-6 ¢ PR-2-4-6-1-7 (substancia PSP-20, 42.6 mg e 42.5

mg, respectivamente).

(PSP-20):

Obtido como um o6leo amarelo; [a]st —0.45 (c 2.67, CHCL3); 1V (KBr) vmax
cm_l: 3455, 3288, 1700, 1672, 1636; RMN 'H (400 MHz, CDCl;): Tabela 3.13; dados
de RMN "C obtidos por HSQC ¢ HMBC (400 MHz, CDCl;) — Tabela 3.13; ESIMS
(fons filhos, 10 eV): m/z 439 (40) [M+H]", 380 (100), 338 (30); ESIMS (fons filhos,
20 eV): m/z 437 (5) [M-HT, 419 (15), 395 (5), 378 (30), 336 (50), 58 (100).

3.5.1.3. Extrato PR-3

O extrato PR-3 (10,24 g) foi obtido da parti¢do com acetato de etila do
extrato metanodlico e fracionado por coluna em silica flash. As fragdes foram eluidas
seguindo a técnica de gradiente com n-hexano, acetato de etila e metanol. As fracdes
semelhantes foram reunidas, totalizando doze fracdes (PR-3-1 a PR-3-12). Algumas
delas foram fracionadas novamente (PR-3-3, PR-3-4 ¢ PR-3-5) ¢ outras foram
estudadas via LC/MS para a pesquisa de substancias de interesse (PR-3-6, 734.3 mg;
PR-3-7, 1.482 g ¢ PR-3-8, 1.12 g). As fragoes PR-3-9 (587.1 mg), PR-3-10 (1.58 g),
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PR-3-11 (194.0 mg) e PR-3-12 (1.25 g) mostraram espectros de RMN 'H sugestivos
de cerebrosidas e ceramidas e, portanto, estdo sob investigagdo no nosso laboratorio.

As subfracdes PR-3-4 (120.9 mg) e PR-3-5 (2.04 mg) foram re-
fracionadas obtendo, respectivamente, 8 ¢ 9 subfracdes, com a finalidade de serem
submetidas aos ensaios biologicos e estudos de LC/MS (PR-3-5-4, 62.4 mg; PR-3-5-5,
169.0 mg; PR-3-5-6, 233.5 mg).

3.5.1.4. Extrato PR-4

O extrato obtido por liofilizacdo da agua excretada pelo fungo (1.86 g)
resultante da particdo com acetato de etila do extrato metanolico quando analisado por
RMN apresentou deslocamentos quimicos indicando uma provavel presenca de
agucares, 0s quais estdo em mistura, € sdo muito similares aos agiicares encontrados no

extrato PR-1. Portanto, este extrato nao foi estudado.

3.5.1.5 Extrato PR-5

Primeiramente o extrato bruto PR-5 foi particionado com n-hexano e
metanol. Durante este procedimento foi verificada a formagdo de um precipitado, o
qual foi separado das duas fases organicas, formando, portanto, trés fragdes (PR-5-H,
105918 g; PR-5-PM, 9.2849 g e PR-5-M, 45.0 g). Essas fracoes foram
cromatografadas por filtragdo a vacuo em silica normal com n-hexano, diclorometano
e metanol como fase movel seguindo a técnica de gradiente de polaridade, produzindo,
respectivamente, 8, 9 ¢ 9 fragdes (Tabela 3.5), as quais foram analisadas por RMN 'H.
As fragdes apolares obtidas destes experimentos foram estudadas por GC/MS e

algumas fragcdes polares por LC/MS (capitulo 6).

90



Capitulo 3: Estudo Quimico dos Fungos Penicillium sp e Fusarium moniliforme

3.5.2. Fracionamento do Extrato em Milho

3.5.2.1. Extrato PM-1

O extrato obtido por liofilizacdo da agua excretada pelo fungo quando
cultivado em milho (PM-1) foi analisado por RMN 1H e apresentou deslocamentos
quimicos indicando uma provavel presenca de aglicares, os quais sao muito similares

aos encontrados no extrato PR-1. Portanto, este extrato nao foi estudado.

3.5.2.2. Extrato PM-2

O extrato PM-2 (143.3 g) foi submetido a cromatografia de alto vacuo,
utilizando os solventes n-hexano, diclorometano ¢ metanol com fase moével sobre a
fase estacionaria silica comum. Foram obtidas nove fragdes, as quais sdo apresentadas

no na Tabela 3.5.

3.5.2.3. Extrato PM-3

Primeiramente o extrato bruto PM-3 foi particionado com n-hexano e
metanol, obtendo duas fracoes (PM-3-H, 63.5290 g e PM-3-M, 23.1973 g). Essas
fragdes foram cromatogratadas por CC de alto vacuo em silica normal com #n-hexano,
diclorometano e metanol como fase movel seguindo a técnica de gradiente de
polaridade, produzindo, respectivamente, 8 e 9 fragdes (Tabela 3.5), as quais foram
analisadas por RMN 'H. As fracdes apolares obtidas destes experimentos foram

estudadas por GC/MS e algumas fragdes polares por LC/MS (capitulo 6).
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TABELA 3.5 — Rendimento das Fragdes Resultantes do Fracionamento Cromatografico de
PR-5-H, PR-5-PM, PR-5-M, PM-2, PM-3H ¢ PM-3-M.

Fracoes Rendimento Comentarios
(4]
PR-5-H
PR-5-H-1 52.5502 Acidos graxos e glicerideos analisados por GC/MS
PR-5-H-2 10.3294 Acidos graxos e glicerideos analisados por GC/MS
PR-5-H-3 13.4121 Acidos graxos e glicerideos analisados por GC/MS
PR-5-H-4 4.6839 Acidos graxos analisados por GC/MS
PR-5-H-5 5.0597 Acidos graxos analisados por GC/MS
PR-5-H-6 5.5651 Acidos graxos analisados por GC/MS
PR-5-H-7 1.1436 Acidos graxos analisados por GC/MS
PR-5-H-8 10.5210  Acidos graxos analisados por GC/MS
PR-5-PM
PR-5-PM-1 0.0611 Acidos graxos e glicerideos analisados por GC/MS
PR-5-PM-2 0.0152 Acidos graxos e glicerideos analisados por GC/MS
PR-5-PM-3 0.0187 Acidos graxos analisados por GC/MS
PR-5-PM-4 0.0558 Acidos graxos e glicerideos analisados por GC/MS
PR-5-PM-5 0.0307 Acidos graxos analisados por GC/MS
PR-5-PM-6 2.4451 Outras substancias analisadas por LC/MS
PR-5-PM-7 1.8102 Acucares e derivados
PR-5-PM-8 0.9719 Acucares e derivados
PR-5-PM-9 1.8550 Acucares e derivados
PR-5-M
PR-5-M-1 0.0104 Acidos graxos analisados por GC/MS
PR-5-M-2 0.007 Acidos graxos analisados por GC/MS
PR-5-M-3 0.009 Acidos graxos analisados por GC/MS
PR-5-M-4 0.041 Acidos graxos analisados por GC/MS
PR-5-M-5 0.2915 Outras substancias analisadas por LC/MS
PR-5-M-6 12.5959 Outras substancias analisadas por LC/MS
PR-5-M-7 14.0351 Acucares e derivados
PR-5-M-8 2.5778 Acucares e derivados
PR-5-M-9 2.2958 Acucares e derivados
PM-2
PM-2-1 0.4951 Acidos graxos analisados por GC/MS
PM-2-2 0.0028 Acidos graxos analisados por GC/MS
PM-2-3 0.0989 Acidos graxos analisados por GC/MS
PM-2-4 0.3189 Acidos graxos analisados por GC/MS
PM-2-5 5.0857 Outras substancias analisadas por LC/MS
PM-2-6 21.7514 Outras substancias analisadas por LC/MS
PM-2-7 94.5701 Acucares e derivados
PM-2-8 13.1288 Acucares e derivados
PM-2-9 3.4092 Acucares e derivados
PM-3-H
PM-3-H-1 27.4257 Acidos graxos e glicerideos analisados por GC/MS
PM-3-H-2 4.3709 Acidos graxos e glicerideos analisados por GC/MS
PM-3-H-3 5.2078 Acidos graxos e glicerideos analisados por GC/MS
PM-3-H-4 2.5597 Acidos graxos analisados por GC/MS
PM-3-H-5 2.0539 Acidos graxos analisados por GC/MS
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Cont. Tab. 3.5
Fracgoes Rendimento Comentarios
(9]

PM-3-H-6 2.2109 Acidos graxos analisados por GC/MS

PM-3-H-7 2.1500 Acidos graxos analisados por GC/MS

PM-3-H-8 7.4381 Acidos graxos analisados por GC/MS
PM-3-M

PM-3-M-1 0.0166 Acidos graxos e glicerideos analisados por GC/MS

PM-3-M-2 0.0109 Acidos graxos analisados por GC/MS

PM-3-M-3 0.0688 Acidos graxos analisados por GC/MS

PM-3-M-4 0.3467 Acidos graxos analisados por GC/MS

PM-3-M-5 1.0350 Outras substancias analisadas por LC/MS

POM-3-M-6 15.3400 Outras substancias analisadas por LC/MS

PM-3-M-7 6.7943 Acucares e derivados

PM-3-M-8 0.9490 Acucares e derivados

PM-3-M-9 0.6010 Acucares e derivados

3.5.3. Fracionamento do Extrato em Meio Liquido (PL)
3.5.3.1. Extrato PLM

O extrato PLM (50.7559 g) obtido da extragdao do micélio de Penicillium
sp cultivado em meio liquido, foi submetido a cromatografia sob vacuo utilizando
silica comum e os solventes n-hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol
seguindo a técnica de gradiente de polaridade. Foram obtidas seis fracdoes (PLM-1 a
PLM-6). Algumas delas foram fracionadas seguindo as técnicas cromatograficas
usuais. A analise das subfracdes obtida revelou a presenca de uma mistura de
substancias incluindo os meroterpenos (PSP-3, 24.9 mg ¢ PSP-8, 13.3 mg, entre
outros), o alcaldide verruculogenina (PSP-5, 625.4 mg), cerebrosidas e ceramidas,

agucares, peroxido de ergosterol.
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3.5.3.1.1. Isolamento da Substancia PSP-14

A fracdo PLM-4-7 (1.4916 g) foi fracionada em CC utilizando como fase
estacionaria sephadex LH-20 e metanol como fase movel obtendo 7 subfracdes (PLM-
4-7-1 a PLM-4-7-7). A subfragdo 5 (PLM-4-7-5, 186.8 mg) apresentou um
precipitado (PSP-14, 45.4 mg) o qual foi separado por filtracdo e analisado

posteriormente.

Uridina (PSP-14):

Obtido como cristais brancos; IV (KBr) vpax em™: 3412, 1682, 1269, 1098:;
RMN 'H (200 MHz, DMSO-d6): Tabela 3.14; dados de RMN "*C obtidos por Pendant
(HOMER e PERRY, 1995), (50 MHz, CDCl;): Tabela 3.14; ESIMS (fons filhos, 15
eV): m/z 243 (10) ([M-HJ), 200 (37), 152 (23), 140 (17), 110 (100).

3.5.3.1.2. Isolamento da Substancia PSP-15

A fracdo PLM-4-8 (3.1742 g) foi fracionada em CC utilizando como fase
estacionaria sephadex LH-20 e metanol como fase mdvel obtendo quatro subfragdes
(PLM-4-8-1 a PLM-4-8-4). A subfragdo 4 (PLM-4-8-4, 692.2 mg) apareceu como um

solido branco cristalino (PSP-15) o qual foi analisado posteriormente.

Eritritol (PSP-15):

Obtido como cristais brancos; RMN 'H (200 MHz, DMSO-d6): Apéndice 2.1.2;
dados de RMN "°C obtidos por Pendant (HOMER e PERRY, 1995), HSQC ¢ HMBC
(50 MHz, DMSO-d6): Apéndice 2.1.4; MS (Full-scan) m/z 121(100) ([M-H]).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Substancias Isoladas de Fusarium moniliforme

4.1.1. Identificacdo dos Ciclodepsidipeptideos FM-1 e FM-2

As substancias FM-1 e FM-2 foram produzidas durante o cultivo de
Fusarium moniliforme em meio liquido Czapek’s enriquecido com 2% de extrato de
levedura, e isoladas como s6lidos brancos amorfos apds cromatografia em coluna,
utilizando silica gel como fase estacionaria, do extrato metanolico da cultura.

O metabolito FM-1 teve a sua formula molecular, C;sH;oNO3, deduzida
por espectrometria de massas de alta resolucdo [experimental 261.1360 (EI);
calc.261.1364] e por analise dos dados espectrais. O espectro na regido do
infravermelho (Ap®. 1.1.2) mostrou uma forte absor¢do em 1738 cm™ (grupo éster ou
lactona), e 1652 cm™ (grupo amida ou lactama). Além disso, os espectros de RMN 'H
(Tabela 3.6; Ap.1.1.3) e °C (Tabela 3.7; Ap. 1.1.6) de FM-1 apresentaram os
deslocamentos quimicos e acoplamentos tipicos do grupo benzila, bem como o grupo
isopropila, os quais foram confirmados através da analise dos dados de '"Hx'H COSY
(Figura 3.1; Ap. 1.1.5). O sinal em 6 4.80 (H-6, ligado no carbono em & 75.7)
apresentou uma correlagcdo com o hidrogénio em ¢ 1.93 (H-7), o qual, por sua vez, tem
uma correlagdo com os grupos metilicos em 6 0.33 (H-9) e 6 0.80 (H-8), sugerindo a
presen¢a de um o-hidroxi-acido derivado de um aminoécido - valina (Val). O grupo
benzila foi deduzido pela presenca dos hidrogénios nos carbonos do tipo sp® [§ 7.17
(H-14), 7.23 (H-13, H-15), e 7.28 (H-12, H-16)], e o hidrogénio metinico H-3 em ¢
5.67 (dd) que acopla com os hidrogénios metilénicos diastereotdpicos H-10a e H-10b
(Figura 3.1) em ¢ 2.93 e 3.40, respectivamente, estabelecendo a estrutura parcial de
FM-1 como sendo um derivado do aminoacido fenilalanina (Phe).

A presenca dos sinais de duas carbonilas em 6 170.2 e 169.8 sugeriu que
a molécula fosse um dipeptideo, pertencente a classe das dioxopiperazinas. Entretanto,
o sinal no espectro de RMN "C (Ap. 1.1.6) de um carbono metinico muito
desblindado em & 75.7 e a absorcdo de um grupo éster ou lactona em 1738 cm’

observada no espectro na regido do infravermelho (Ap. 1.1.2), essa substancia foi

2 Ap: Apéndice. Os espectros das substancias discutidas sio mostrados nos apéndices.
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denominada como ciclodepsidipeptideo (ou peptideo lactona). Essa classe de
metabolitos ¢ definida como peptideos ciclicos onde uma ou mais ligacdes amidas sdao

substituidas por uma ligagao éster (BYCROFT e HIGTON, 1985).

H H Hp

H

FIGURA 3.1 — Estruturas parciais de FM-1 deduzidas das correlagdes 'Hx'H COSY.

A analise dos dados de correlagdes a uma ligacdo (HSQC, Ap. 1.1.7) e
de correlagdes de longo alcance (HMBC, Ap. 1.1.8) estabeleceu as correlagdes dos
carbonos carbonilicos dos grupos amida e éster, bem como do grupo N-metil do
residuo de Phe para FM-1. A conexao do residuo de Phe com Val foi estabelecida no
espectro de HMBC pela presenga das correlagcdes do hidrogénios em o 4.80, (H-6)
com a carbonila de Phe (6 170.2). O residuo Val esta ligado a Phe através das
correlagdes do hidrogénios N-metilico da Phe (63.04) ao grupo carbonilico da Val em
0 169.8. Além disso, a interpretagdo desses dados confirmou os deslocamentos
quimicos dos hidrogénios e carbonos de Phe, bem como do sistema isopropila
originado do residuo Val. Estas e outras correlagdes sdo mostradas na Figura 3.2.

A presenga de um grupo metilico altamente blindado em 6 0.33 no
espectro de RMN 'H pode ser explicado através do efeito anisotropico dos elétrons-n
do sistema aromatico do residuo Phe, corroborando para a geometria proposta para
FM-1, mostrada na Figura 3.3, o qual foi confirmada pelos experimentos de gNOESY
(Tabela 3.8). O hidrogénio H-3 (0 5.67) apresentou uma correlacio com os
hidrogénios de N-metil (6 3.04) no espectro de gNOESY. Por sua vez, estes
hidrogénios N-metil também apresentaram correlacdes com o hidrogénio H-6 (64.80).

Como conseqiiéncia, estes dados sugerem que o grupo N-metilico esta localizado na
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mesma face de H-3 e H-6, ao passo que os grupos isopropila e benzila estdo ambos

localizados na face oposta (Figura 3.4).

FM-1 FM-2

FIGURA 3.2 — Correlagdes de HMBC detectadas para FM-1 e FM-2.

Os espectros de massas obtidos por HREIMS e APCI/MS (Ap. 1.2.1)
para a substincia FM-2 foram consistentes para a proposta de um isOmero da
substancia FM-1 [[M]" 261.1359 (calc. 261.1364) e [M+H]" 262, respectivamente]. O
espectro na regido do infravermelho (Ap. 1.2.2) mostrou deformagdes referentes a dois
grupos carbonilas em 1749 e 1654 cm’, respectivas aos grupos éster/lactona e
amida/lactama. Uma compara¢cdo dos dados de RMN obtidos (Tabelas 3.6 e 3.7)
indicou que FM-1 ¢ FM-2 s3o dois depsidipeptideos que apresentam os mesmos
residuos de aminoacidos. Contudo, a presenga de um grupo metinico altamente
blindado em & 2.98 foi observado no espectro de RMN 'H de FM-2 (Ap. 1.2.3). As
correlacdes deste hidrogénio com um carbono em & 81.2 ('J) ¢ com um carbono
carbonilico em & 165.2 (*J) nos espectros de HETCOR (Ap. 1.2.7) e HMBC (Ap.
1.2.8), respectivamente, sugeriram um hidrogénio carbindlico que esta altamente
protegido provavelmente pelos efeitos anisotropicos dos elétrons-n do anel aromatico
do residuo de Phe. No depsidipeptideo FM-1 este efeito era observado sobre o grupo
metila H-8. Finalmente a estereoquimica em C-6 foi estabelecida com base nos efeitos

de NOE observados entre o hidrogénio H-6 (6 2.98) com o hidrogénio H-10b (6 3.29)
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e H-12,16 (07.13) (Tabela 3.8). Para FM-2 nao foram observadas as correlagdes de H-
6 com os hidrogénios H-3 e N-metil, sugerindo que H-6 deve estar na face oposta
desses hidrogénios (Figura 3.4). Como resultado, os dados indicaram que a substancia
FM-2 ¢ um diastereoisomero de FM-1.

Otimizagdes geométricas e estudos de dindmica molecular
(FROIMOWITZ, 1993) tém indicado que as conformagdes mais estaveis dos anéis
morfolinedionas nestes dois depsidipeptideos sdo algo entre a conformacdo barco e
meia-cadeira (Figura 3.3). O posicionamento dos substituintes benzila e isopropila
dados por estes calculos estdio em perfeita concordancia com os deslocamentos
quimicos de 'H e dos dados experimentais de NOE os quais foram discutidos acima.

Experimentos de RMN 'H e gNOESY a baixas temperaturas também
foram realizados no sentido de corroborar para a atribuicdo dos valores de NOE
observados e estabelecimento da estereoquimica devido a grande mobilidade
conformacional apresentada por estas substancias. Os espectros de RMN 'H obtidos
para FM-1 nas diferentes temperaturas, 253, 273 e 293 K (Ap. 1.1.4) mostrou que
conforme a temperatura diminuia, o sinal da metila H-9 tornava-se mais blindado,
sugerindo que a conforma¢do mais estdvel favorece o efeito de blindagem de H-9.
Entretanto, as irradiagdes de NOE obtidas nessa temperatura para os hidrogénios H-3,
H-6 e N-metila revelou a auséncia de correlagdes entre esses hidrogénios.

A estrutura proposta para esses metabolitos contém trés estereocentros -
C-3, C-6 e N — conduzindo, portanto, a formacao de oito estereoisdmeros, conforme
mostra a Figura 3.4. Os diastereoisOmeros apresentam propriedades fisicas diferentes
e, portanto podem ser separados ¢ identificados por espectroscopia de RMN como por
rotacdo Optica, ao passo que os enantiomeros, por apresentar propriedades fisicas
1dénticas, sdao diferenciados através da medida da rotagdo Optica, e eventualmente
podem ser separados por colunas quirais. Além disso, a presenca de dois hidrogénios
a-carbonilicos pode influenciar muito na estereoquimica dessas substancias uma vez
que por serem hidrogénios acidos podem migrar e retornar em ambas as faces da
molécula produzindo duas formas estereoisoméricas de cada um desses hidrogénios. O
atomo de nitrogénio também & um centro estereogénico que pode conduzir a formagao
de isdomeros. No caso de amidas dissubstituidas de cadeia aberta, a quiralidade ¢
conseqiiéncia de uma alta barreira de torsdo entre o substituinte e o atomo de
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nitrogénio, como ¢ o caso das substancias derivadas de N-arilamidas (CASS et al.,
1997). Por analogia, para amidas ciclicas a possibilidade de interconversao ¢

dificultada pela rigidez do anel, dificultando a racemizagao desse centro.

FIGURA 3.3 — Conformacdes sugeridas para FM-1 e FM-2 baseada nos espectros de
gNOESY. As numeragdes 1 e 2 correspondem, respectivamente, aos
compostos FM-1 e FM-2.

Considerando esta hipotese juntamente com os dados de NOE (Tabela
3.8) os quais revelam que FM-1 contém os hidrogénios H-3, H-6 ¢ N-metil na mesma
face da molécula e FM-2 apenas H-3 e N-metil, duas formas enantioméricas poderiam

ser esperadas para cada um desses depsidipeptideos (Figura 3.4).

99



Capitulo 3: Estudo Quimico dos Fungos Penicillium sp e Fusarium moniliforme
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FIGURA 3.4 — Estrutura dos estereoisdmeros para a substancia de formula molecular
CisHoNOs e as formas enantioméricas para os depsidipeptideos FM-1 ¢
FM-2.
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TABELA 3.6 - Dados de RMN 'H (8, J em Hz, 400 MHz) para os depsidipeptideos FM-1 ¢
FM-2 e compara¢do com os dados descritos na literatura (HASUMI et al.,
1993; KAGAMIZONO et al., 1995; OH et al., 2001).

Posicio FM-1 FM-2 L-1 L-2 L-3 L-4 L-5 L-6 L-7

3 567dd 441t 551dd 438t 441t 440t 440t 547dl 4.40dd
(12.0; (4.0) (11.8; (4.5 (4.3) (4.9) (4.9) (5.1;
4.0) 4.8) 5.1)
6 48d 298d 489d 298d 3.01d 435d 435d 492d 436d
(9.0) (2.2) (8.43) (2.2) (2.3) (6.8) (6.8) (8.7) (7.4)
7 1.93 oct 2.31 1.99m 229m 23Im 120m 120m 2.02m 1.18 m
(6.7) dhept
(7.0;
2.2)
8 0.80d 084d 041d 082d 085d 0.86d 086d 042d 0.59d
(7.0) (7.0) (6.6) (7.1) (6.9) (6.8) (6.8) (6.9) (6.5)
9 0334 076d 085d 0.74d 0.77d 0.60d 0.60d 080d 0.85d
(7.0) (7.0) (6.96) (6.7) (6.9) (6.8) (6.8) (6.9) (6.9)
10 a:293 a:3.19 297dd 3.17dd 3.20dd 3.28dd 3.28dd 2.98dd 3.30dd
dd dd (11.8;  (14.0; (14.0; (14.2; (142; (145, (142
(15.0; (14.0; 14.5) 45) 4.3) 4.9) 4.9) 11.9) 5.1)
12.0)  4.0) 3.38dd 3.26dd 3.29dd 3.34dd 3.34dd 3.36dd 3.34dd
b:3.40 b:3.29 (14.5; (14.0; (14.0; (14.2; (14.2; (145 (142

dd dd 48) 41)  43) 49 49  51)  5.1)
(15.0;4. (14.0;
0) 4.0)

12,16 728m 7.13m 72m 7.09- 7.09- 7.12- 7.12- 7.23- 7.26-
7.13m 7.18 718m 7.18m 726 m 7.34m
13,15 723m 733m 72m 727- 730- 724- 724- 723- 7.15-
733m 7.36 736m 736m 726 m 7.16m

7.26 —
7.34m

14 717m 733m 72m 727- 730- 724- 724- 717m 7.15-
733m 7.36 736m 7.36m 7.16 m

N-CH; 3.04s 3.03s 299s 3.00s 3.02s 298s 298s 3.00s 299s

Conforme levantamento bibliografico realizado para essas substancias
foram encontradas trés referéncias as quais descrevem o isolamento e a atividade
bioldgica de metabdlitos muito similares aos isolados da cultura de F. moniliforme. A
primeira delas relata o isolamento da lateritina (L-1) (Figura 3.5), um depsidipeptideo

com atividade inibidora da acil-CoA:colesterol aciltransferase, enzima responsavel
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pela esterificacdo do colesterol resultando na formacdo de lesdes de aterosclerose
(HASUMI et al., 1993). Os dados espectroscopicos (RMN 'H e °C, Tabelas 3.6 ¢ 3.7)
para L-1 sdo muito similares aos encontrados para FM-1, porém a estereoquimica de
L-1 ndo foi definida pelos autores. Além disso, FM-1 ¢ um sélido branco amorfo

enquanto que L-1 aparece como um 6leo marrom claro (Tabela 3.9).

TABELA 3.7 - Dados de RMN "°C (¢, multiplicidade’, 100 MHz)para os depsidipeptideos
FM-1 e FM-2 e comparag@o com os dados descritos na literatura (HASUMI
et al., 1993; KAGAMIZONO et al., 1995; OH et al., 2001).

Posigdo FM-1 FM-2 L-1 L-2 L-3 L-4 L-5 L-6 L-7

170.2s 167.0s 1699s 1673s 167.3s 1659s 1659s 170.2s 1659s
56.5d 62.7d 573d 628d 628d 61.9d 619d 57.6d 619d
169.8s 16525 1693s 1655s 1655s 164.6s 164.6s 1695s 164.5s
75.7d 81.2d 755d 813d 813d 838d 838d 757d 83.8d
29.7d 29.6d 29.7d 29.7d 29.7d 324d 324d 299d 324d
183¢g 185¢q 17.5q 18.6q 18.6q 189q 189q 178q 17.5¢q
9 170 15.1¢ 183q 15.1d 152q 175q 175q 185q 189¢q
10 345¢ 371t 347t 371t 371t 381t 381t 350t 38.1t
11 136.2s 134.1s 136.6s 134.1s 1342s 134.8s 134.8s 1369s 134.8s
12,16 128.4d 129.7d 1289d 129.8d 129.8d 129.8d 129.8d 129.1d 129.8d
13,15 128.5d 129.1d 128.5d 129.2d 129.2d 129.1d 129.1d 128.8d 129.1d
14 126.0d 128.0d 126.7d 128.2s 128.2d 127.8d 127.8d 127.0d 127.8d
N-CH; 31.7q 324q 3234q 324s 324q 329q 329q 326q 329¢q

03 O\ L W N

“ As multiplicidades de ’C foram obtidas através dos dados obtidos de DEPT, HETCOR e HSQC.

A segunda referéncia apresenta o depsidipeptideo bassiatina (L-2)
isolado de Beauveria bassiana que possui atividade inibidora da agregagdo plaquetaria
(KAGAMIZONO et al., 1995). A estereoquimica relativa de L-2 foi determinada por
analises de cristalografia por raios-X indicando que as estereoquimicas relativas nos
carbonos C-3 e C-6 poderiam ser S/R ou R/S (KAGAMIZONO et al., 1995). A
configuracdo absoluta para L-2 foi determinada através da sintese de isomeros por

combinacao do aminoacido D- e L- fenilalanina com o 4cido (+)-(S)- e (+-)-2-hidroxi-
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3-metilbutirico como sendo (3S,6R)-4-metil-6-(1-metil-etil)-3-fenilmetil-1,4-peridro-
oxazina-2,5-diona (KAGAMIZONO et al., 1995). Nesse trabalho o autor sintetizou os
quatro estereoisomeros (L-2, L-3, L-4 ¢ L-5) e quando comparado os dados fisico-
quimicos e espectroscopicos com a lateritina (L-1) (Figura 3.5, Tabelas 3.6, 3.7 ¢ 3.9)
o autor deduziu que os deslocamentos quimicos referentes aos estereoisOmeros
sintéticos sdo diferentes dos obtidos para L-1, questionando a estrutura proposta para

L-1 (KAGAMIZONO et al., 1995).

TABELA 3.8 — Correlagdes espaciais sugeridas para FM-1 e FM-2 baseados nos espectros de

gNOESY.
FM-1 FM-2
dirradiado o afetado dirradiado o afetado

728 (H-12,16)  5.60 (H-3); 4.8 (H-6);  7.13 (H-12,16) 7.33 (H-13,15; H-14);

3.40 (H-10b); 3.04 (N- 3.29 (H-10b); 3.19 (H-
Metil); 2.93 (H-10a) 10a); 3.03 (N-Metil);
2.98 (H-6)
3.04 (N-Metil)  7.28; 5.67 (H-3); 3.03(N-Metil)  7.13 (H-12,16); 4.40 (H-
4.8 (H-6);2.95 (H-10a); 3); 3.29 (H-10b);
1.93 (H-7) 3.19 (H-10a);
5.67 (H-3) 7.28;3.04 (N-Metil);  4.40 (H-3) 3.03 (N-Metil);
H-10b; H-10a
3.40 (H-10b)  7.28;5.67 (H-3); 3.29 (H-10b)  7.13 (H-12,16); 4.40 (H-
2.93 (H-10a) 3); 3.19 (H-10a); 3.03
(N-Metil); 2.98 (H-6)
2.93 (H-10a)  7.28;3.40 (H-10b) 3.19 (H-10a)  7.13 (H-12,16); 4.40 (H-

3); 3.31 (H-10b);
3.03 (N-Metil);

4.8 (H-6) 3.04 (N-Metil); 1.93 (H-
7); 0.80 (H-8);
0.33 (H-9)

0.33 (H-9) 7.28; 4.8 (H-6); 0.76 (H-9) 2.98 (H-6); 2.31 (H-7);
3.03 (N-Metil); 0.85 (H-8)
1.93 (H-7); 0.80 (H-8)

0.80 (H-8) 7.28; 5.67 (H-3); 0.84 (H-8) 2.98 (H-6); 2.31 (H-7);
4.8 (H-6); 3.40 (H-10b); 0.76 (H-9)
3.04 (N-Metil); 1.93 (H-
7); 0.33 (H-9)
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Entretanto, OH et al. (2001) isolaram outro depsidipeptideo [L-6:
(3R,6R)-4-metil-6-(1-metil-etil)-3-fenil-metil-peridro-1,4-oxazine-2,5-diona] do corpo
de frutificagdo de Isaria japonica, um agente indutor de apoptose (morte programada
da célula regulada por processos genéticos) (McCONKEY, 1998 citado por OH et al.,
2001). Os dados de RMN para L-6 sao muito semelhantes aos apresentados para L-1,
comprovando a estrutura proposta por HASUMI et al. (1993) exceto a definicao da
estereoquimica. A confirmagdo da estrutura de L-6, como também as configuragdes
absolutas para os carbonos C-3 e C-6, foi obtida através da analise da substancia L-7
formada através da hidrélise de L-6.

A andlise dos dados fornecidos pela literatura mostrou uma certa
confusao (Figura 3.5, Tabelas 3.6, 3.7 e 3.9). Por exemplo, as substancias L-6 ¢ L-4
sdo idénticas, mas os dados obtidos para cada uma delas sdao muito divergentes, com
sinais de rotagdo Optica para um mesmo enantidmero, necessitando, portanto, de

maiores esclarecimentos.

SpeNpe:

L-4

H |
Hll\l (0] b, 'N (0]
O L
(0] 0] (0] (@)
L-1

L-2 o L-3 » Isdmero sintético
Lateritina Bassiatina isdbmero sintético
H | H | L] oA
o, N O ; N ? N H
T e OTYY
------ (0]
0”0 ’/ o0 @ “oH
L-5 L-6 L-7
Isdmero sintético Isbmero natural Isémero sintético

FIGURA 3.5 — Estrutura dos estereoisomeros de FM-1 e FM-2 descritos na literatura.
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TABELA 3.9 — Dados fisicos obtidos para FM-1 e FM-2 e dos depsidipeptideos encontrados
na literatura.

Substancias Aspecto Ponto de fusao [o]p
‘O

FM-1 P6 branco amorfo 97.2-98.9 +18.52

FM-2 P6 branco amorfo 139.9-142.3 +22.70
L-1 Oleo marrom claro
L-2 Cristais sem cor 143 — 148 + 181.05
L-3 Cristais sem cor 143 - 148 -167.0
L-4 Oleo +23.0
L-5 Oleo -24.3
L-6 P6 branco amorfo -48.8
L-7 P6 branco amorfo +25.0

No caso das substancias FM-1 ¢ FM-2, foram obtidos os valores de [a]p
positivo para ambas, sugerindo a presenca dos dois diastereoisdbmeros na sua forma
pura ou pelo menos com excesso enantiomérico dos mesmos. Através da comparagao
dos dados fisicos, a substancia FM-1 contém os dados espectroscopicos similares aos
obtidos para a lateritina (L.-1) e para o isomero natural (L-6), porém com valores de
rotagdo Optica diferentes, sugerindo a configuracio FM-1a para esse metabdlito e,
portanto, um novo produto natural. A substancia FM-2 provavelmente € o

depsidipeptideo bassiatina (I.-2) na forma enantiomérica FM-2b.

5.1.2. Identificacdo do Esteroide Peroxido de Ergosterol FM-3

A determinagao estrutural de FM-3 foi realizada por comparagao do seu
espectro de RMN 'H (Ap. 1.3.1) com os dados da literatura para o esteréide peréxido
de ergosterol, revelando uma intima similaridade entre eles. Os valores dos
deslocamentos quimicos de FM-3 e da literatura encontram-se na Tabela 3.10. Os
sinais que caracterizam essa substancia sao os dubletos em 6 6.24 e 6.50, respectivos

aos hidrogénios olefinicos H-6 e H-7, além dos sinais dos hidrogénios da dupla da
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cadeia lateral, H-22 ¢ H-23 em 6 5.18 (dd, 13.4; 6.1), do hidrogénio carbindlico H-3
em 0 3.97 (m) e dos sete grupos metilicos 3H-18, 3H-19, 3H-21, 3H-26/3H-27 e 3H-
28, respectivamente em 6 1.22 (s), 0.88 (s), 0.90 (d, 6.5), 0.81 (d, 6.5)/0.82 (d, 6.5) e
0.99 (d, 6.5).

TABELA 3.10 - Dados de RMN 'H (6, J em Hz, 200 MHz, CDCI;) para o esterdide FM-3 e
comparag¢do com os dados descritos na literatura (BARROS, 2002).

FM-3 Peroxido de Ergosterol

3 3.97m 3.96 m

6 6.24d (8.4) 6.24 d (8.5)

7 6.50d (8.4) 6.50 d ((8.5)

18 1.22s 1.23s

19 0.88s 0.88s

21 0.90d (6.5) 0.90 d (6.6)

22 5.18dd (13.4; 6.1) 5.20dd (15.2;7.4)

23 5.18dd (13.4;6.1) 5.20dd (15.2; 8.2)
26/27 0.82d (6.5) 0.84d (6.7)
26/27 0.81d(6.5) 0.81d(6.7)

28 0.99 d (6.5) 1.0 d (6.6)
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4.2. Substancias Isoladas de Penicillium sp

O estudo quimico dos extratos de Penicillium sp cultivados nos meios
arroz, milho e Czapek com extrato de levedura detectou a presenca de uma grande
quantidade de acidos graxos, muito deles altamente oxigenados e insaturados como
também glicerideos e polidis através de seus espectros de RMN 'H.

Nos extratos obtidos a partir do arroz, foi encontrada uma série de
meroterpenos (PSP-1, PSP-2, PSP-3, PSP-4, PSP-6, PSP-8, PSP-9, PSP-10, PSP-11,
PSP-12, PSP-13, PSP-16, PSP-17, PSP-19 ¢ PSP-22), alcaloides (PSP-5 e outros em
identificacdo), lignanas (PSP-20 e PSP-21), polidis (PSP-18 e outros nao
identificados), e outros metabolitos como, por exemplo, o acido penicilico (PSP-7) e
um peptideo ainda ndo identificado (PR-1-2-3).

O cultivo de Penicillium sp em meio liquido produziu, pequenas
quantidades, o esterdide perdxido de ergosterol, o qual ndo foi detectado nos extratos
obtidos do milho e do arroz. Nestes extratos também foram encontrados os
meroterpenos PSP-3 ¢ PSP-8, o alcaldide PSP-5, o nucleosideo PSP-14 ¢ o poliol
PSP-15. Outros alcaldides, nucleosideos, cerebrosidas e aguicares (que necessitam ser
purificados para a atribuicao de suas estruturas) também foram detectados, através da

analise de seus espectros de RMN 'H.
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4.2.1. Identificacao dos Poliois PSP-15 e PSP-18

Durante o cultivo do fungo Penicillium sp em arroz foi observado a
formacdo de um exsudato. O espectro de RMN 'H deste extrato revelou a presenca
majoritaria de agucares e, portanto, uma aliquota foi fracionada em coluna sephadex
(procedimentos descritos na se¢do experimental), obtendo a fragdo PR-1-3 da qual o
poliol denominado PSP-18 foi isolado. No meio de cultivo liquido também foram
encontradas varias fragdes contendo carboidratos. A fragdo PLM-4-8-4 apresentou um
precipitado branco (PSP-15) soltvel em solventes polares.

Os espectros de RMN 'H desses poliois (PSP-15, Ap.2.1.2 ¢ PSP-18,
Ap. 2.2.2) mostram os sinais referentes a hidrogénios carbindlicos na regido entre o
3.0-5.0. A analise desses dados juntamente com aqueles fornecidos pelos espectros de
Pendant (PSP-15, Ap. 2.1.4 e PSP-18, Ap. 2.2.4), nos quais foram encontrados apenas
dois atomos de carbonos nos espectros de PSP-15 e trés para PSP-18, forneceu
subsidios para sugerir que esses metabodlitos sdo polidis simétricos. Os valores de
massas (PSP-15, Figura Ap. 2.1.1 e PSP-18, Ap. 2.2.1) desses compostos permitiram
propor a estrutura de PSP-15 como sendo um poliol com quatro atomos de carbono
([M-HJ = 121, C4H,,0,) e PSP-18 ([M+Na]" 457, C3Hxc01,Na, derivado acetilado)
contendo seis. A acetilagio de PSP-18 permitiu a atribuicio dos valores de
deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio [0 4.06 (dd, J = 12.5; 5.0; H-1a),
4.22 (dd, J = 12.5; 2.7; H-1b), 5.07 (m; H-2) e 5.45 (d, J = 8.7; H-3)] (Ap. 2.2.3). A
analise comparativa desses dados com os descritos na literatura (BREITMAIER, 1987)
indicaram que os metabolitos PSP-15 ¢ PSP-18 sdo, respectivamente, os polidis

eritritol e manitol.

(o} (o}
OH OH OH P S Py
o o o
OH OH
HO/\H\/ HOW\/ /lk o
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OH OH OH
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AO-15 AO-18 ~ h
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C1gH26012
434.39
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4.2.2. Identificacao dos Alcaldides
4.2.2.1. Verruculogenina (PSP-5)

A substancia PSP-5 apresentou a férmula molecular C,;H;33N504,
baseada nos dados de espectrometria de massas com [M—H] a m/z 510, obtidos por
electrospray no modo negativo (Ap. 2.3.1). A presenga do grupo hidroxila foi
deduzida pela observagdao de uma banda larga de absorc¢ao na regido do infravermelho
(Ap. 2.3.2) em 3454 cm™'. Além disso, foram observadas bandas relativas as absor¢des
de carbonilas lactimicas em 1663 e 1625 cm™.

A interpretacdo dos dados obtidos no espectro de RMN 'H (Tabela 3.11,
Ap. 2.33) e 'Hx'H COSY (Ap. 2.3.4), indicou os sinais correspondentes ao
aminoacido triptofano devido aos deslocamentos quimicos dos hidrogénios do
esqueleto indodlico em & 7.89 d (H-4), 6.82 dd (H-5) € 6.59 d (H-7), sugerindo um anel
aromatico tri-substituido. A confirmac¢ao do indol-6-metoxi-substituido foi obtida dos
estudos de RMN 2D (HSQC, Ap. 2.3.7, ¢ HMBC, Ap. 2.3.8). O sinal referente a
metoxila (8 55.9) apresentou correlacdes a longa distancia (J°) com o carbono C-6 (8
156.4). Adicionalmente, os hidrogénios aromaticos H-4 e H-7 (& 7.89 e 6.59,
respectivamente) também apresentaram HMBC com o carbono C-6, além dos outros
carbonos do anel, corroborando com a presenca desse aminoacido. Além disso, esses
espectros mostraram os deslocamentos quimicos das posi¢des 10 e 11 do esqueleto
inddlico oxidadas, fato este comprovado pelos deslocamentos quimicos dos carbonos
em & 68.8 (C-10) e 82.7 (C-11), conforme apresentam os espectros de RMN *C
(Tabela 3.11, Ap. 2.3.5), DEPT 135 (Ap. 2.3.6) e HSQC (Ap. 2.3.7). O hidrogénio
carbindlico em 9 5.65 (H-10) mostrou correlagdes com os carbonos em o6 105.7 (C-3),
131.7 (C-2) do esqueleto inddlico, como também com a carbonila em 6 166.3 (C-19).

O esqueleto do aminoacido prolina foi deduzido pelos acoplamentos 'H-
'H COSY (Ap. 2.3.4) em & 4.48 (H-14, dd, ] = 9.7, 7.0), & 2.49 (H-150,, m), 5 2.06 (H-
158, m), 6 2.09 (H-16a, m), 6 1.96 (H-16B, m), 6 3.64 (2H-17, dt, J = 7.6, 7.6),
estabelecendo assim, as conexdes C14-C15-C16-C17. Os experimentos de HMBC
apresentaram as correlagdes do hidrogénio em & 4.48 (H-14) com o carbono

carbonilico da prolina em 6 170.9 (C-13) e de H-17 em & 3.64 com o carbono
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carbonilico do aminoacido triptofano em & 166.3 (C-19), estabelecendo, portanto, a
formacdo do anel 2,5-dioxopiperazina conseqiiente da unido dos aminodcidos
triptofano e prolina. Os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos, bem como
as correlagdes observadas no espectro de HMBC, sdo apresentados na Tabela 3.11.

O espectro de RMN 'H apresenta ainda os sinais de deslocamentos
quimicos para duas prenilas, ligadas no nitrogénio e no carbono C-2 do anel indolico.
A prenila ligada ao N inddlico foi confirmada por apresentar um sinal em & 6.65 (d, J
= 8.1), o qual corresponde ao carbono carbinodlico em 6 85.9 (C-25). Esse proton
apresentou um acoplamento com o hidrogénio vinilico em 6 5.04 (dt, J = 8.1, 1.3, 1.3)
do carbono em & 118.6 (C-26) o qual apresenta correlagdes de longo alcance (HMBC)
com as metilas vinilicas em 6 18.9 e 25.9, correspondentes respectivamente, aos
carbonos C-28 e C-29, como também com o carbono carbindlico em & 85.9 (C-25).
Por outro lado, a prenila ligada ao C-2 do anel indolico ¢ consistente com o sinal em 6
6.05 (d, J = 10.0) correspondente ao H-20, o qual apresenta acoplamento com apenas
um dos hidrogénios do C-21 localizado em 6 1.68 (d, J = 10.0), o que ¢ justificado
pelo angulo das ligagdes. A estereoquimica relativa alfa do H-20 foi atribuida pela
correlacdo com os hidrogénios H-21a (6 2.03, s) e H-23a (& 1.72, s) observada no
espectro de NOESY (Tabela 3.11, Ap. 2.3.9) e também com a comparagdo com oS
dados da literatura (HORAK ¢ VLEGGAAR, 1987). Conforme serd mostrado adiante,
a unido das duas prenilas ocorreu por um processo oxidativo, com a formagao do anel
peroxido de oito membros. A andlise destes dados, juntamente com aqueles obtidos na
literatura (HORAK e VLEGGAAR, 1987), indicam que a substancia PSP-5 ¢ o
alcaloide verruculogenina.

Os ions propostos no esquema de fragmentacdo (Esquema 3.1), foram
obtidos utilizando 25 eV como energia para fragmentacdo de [M—H] = 511 na célula

de colisdo, contribuindo, assim, para a caracteriza¢do da verruculogenina (PSP-5).
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TABELA 3.11 - Dados de RMN 'H, '*C, HMBC e NOESY (400 MHz, CDCl;) da substancia
PSP-5 ¢ dados de literatura (500 MHz, HORAK ¢ VLEGGAAR, 1987).

PSP-5 Verruculogenina
Posicio H C HMBC NOESY H C
2 - 131.7s 10,20,21, - - -
25
3 - 105.7 s 4,10 - - -
4 7.89 d (8.7)" 121.8d 5 - - -
5 6.82dd (8.7;2.2) 109.5d 7,20 - - -
6 - 156.4s 4,7,0CH; - - 156.4 s
7 6.59d (2.2) 94.0d 5 - - -
8 - 136.5 s 4 - - -
9 - 1209 s 5,7 - - -
10 5.65s 68.8d - - 5.63dd(2.6;1.1) 68.6d
11 - 82.7s - - - 82.5s
13 - 1709 s 12 - - -
14 4.48dd (9.6;7.0) 58.9d - 15a - -
15 a:2.49 m 292t 12,13 14aq, - }
B:2.06 m 16a
16 o:2.09 m 22.8t - 15a, - -
B:1.96 m 17a
17 3.64 dt (7,6) 455t - - - -
19 - 166.3 s 10, 15 - - -
20 6.05 d (10.0) 49.0d 21 210,23 6.03 dd (10.1; 48.9d
1.1; 1.1)
21 a: 2.03 sl 513t 20, 23 - o: 1.99 dd (13.4; SL.2t
B: 1.68 dd (10.0; 1.1)
3.3) B: 1.65 dd (13.4;
10.1)
22 - 82.3s 23 - - 82.1s
23 1.72s 244q - - 1.70s 242q
24 1.01s 273 q 21,23 21B 0.99s 27.1q
25 6.65d (8.1) 85.9d - - 6.62 d (8.0) 85.8d
26 5.04 dt (8.1; 1.3; 118.6d 25,28,29 - 503 dqq (8.1; 118.5d
1.3) 1.3; 1.4)
27 - 1433 s 25,28 - - -
28 2.0d(1.2) 18.9 q 26,29 - 1.98 d (1.3) 18.7q
29 1.73d (1.2) 259q 26,28 - 1.71d (1.4) 25.6q
O-CH; 3.84s 559q - - 3.81s -

* 0s valores em & sdo expressos em ppm, com valores de J em Hz entre parénteses.
® as multiplicidades dos sinais foram determinadas por DEPT 135 ¢ HSQC; s = singleto, d = dubleto, t
= tripleto, q = quarteto.
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ESQUEMA 3.1 — Principais fragmentacdes do alcaldide verruculogenina (PSP-5), obtida
através de MS/MS com energia de colisdo de 25 eV.

A proposta biossintética para o alcaloide verruculogenina foi estabelecida
com base nas referéncias bibliograficas consultadas (HORAK e VLEGGAAR, 1987;
VLEGGAAR et al, 1993), nas quais foram realizados os estudos de marcagao
1sotdpica e de incorporacao de substratos na forma de mevalono-lactonas e acetatos
para observar o enriquecimento de alguns grupos e, dessa forma, propor o caminho
biossintético e a estereoquimica desse metabdlito realizada pelos microrganismos.
Dessa forma, foi demonstrado que os 4&tomos de oxigénio presentes nos carbonos C-6,
C-11, C-22 e C-25 sao provenientes de processos oxidativos. A origem do atomo de
oxigénio em C-10 (proveniente da 4dgua) e em C-11 (proveniente do gias oxigénio)

pode ser explicada através do envolvimento do dtomo de N-inddlico na abertura do
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precursor (108, 11R)-oxirana. Subseqiientemente, ocorre o ataque da dgua na face-Re
em C-10 gerando a quiralidade presente na verruculogenina 10S, 11R.

Um possivel mecanismo para a formacao do anel C ¢ a introducao de
3,3-dimetil-alil no atomo de N e no C-2 do nucleo inddélico com inversdo de
configuragdo. A perda de um dos prdotons metilénicos diastereotopicos em C-20 gera
um carbocdtion alilico o qual permite rotacdo ao redor da ligagdo C-20-C-21 e nenhum
dos atomos de hidrogénio de C-23 e C-24 sdo perdidos neste processo. O ataque do N-
12 sobre a face Si-20 do carbocation alilico gera a estereoquimica correta em C-20 em
fumitremorgina B, o qual pode ser procedido por um mecanismo i6nico ou radicalar.
Os resultados obtidos para a verruculogenina estabelecem a estereoquimica na qual o
proton da lactona do acido mevalonico 5Si € retido em C-20, onde o proton SRe ¢
retido em C-25 (HORAK e VLEGGAAR, 1987; VLEGGAAR et al., 1993).

A formacao do radical-cation na dupla ligacdo 21,22 e conseqiiente di-
oxigenacdo do co-metabdlito fumitremorgina B ¢ assistida por uma enzima
dioxigenase. Uma adi¢do de um ion hidreto (derivado de NADPH) no C-21 gera o
radical C-22, o qual reage com a molécula de gés oxigénio formando o hidroperoxido.
Esta adicao do ion hidreto e da molécula de gas oxigénio ocorre em faces opostas da
dupla ligacao, isto ¢, as faces 215i, 22Re e 21Re, 225i, respectivamente, para formar a
correta proquiralidade em C-21 e C-22 na molécula da verruculogenina (VLEGGAAR
et al., 1993). O mecanismo biossintético pode ser visto no Esquema 3.2.

O alcaloide verrucologenina pertence a uma classe de metabolitos
tremorgénicos, que constituem de unidades de triptofano, prolina, mevalonatos e de
oxigénio (EICKMAN et al., 1975). Seu papel junto com outras toxinas tremorgénicas
¢ de causar desordens neurologicas em animais vertebrados (HORAK ¢ VLEGGAAR,
1987). Essa micotoxina pode ser encontrada nos géneros Penicillium e Aspergillus,
como por exemplo, os fungos P. verruculosum (EICKMAN et al., 1975; HORAK e
VLEGGAAR, 1987), P. raistrickii e P. simplicissimum (MANTLE e PENNY, 1981),
P. estinogenum (DAY e MANTLE, 1982), P. piscarium (GALLAGHER e LATCH,
1977), A. caespitosus (HORAK e VLEGGAAR, 1987) e A. fumigatus (FISCHER et
al., 1999).
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ESQUEMA 3.2 — Proposta biossintética para o alcaldide Verruculogenina (PSP-5).
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4.2.3. Identificacdo do Acido Penicilico (PSP-7)

O espectro de RMN 'H da substdncia PSP-7 (Tabela 3.12, Ap. 2.4.3)
apresentou os deslocamentos quimicos correspondentes a um grupo metileno vinilico
em O 5.14 e 5.22, um sinal de hidrogénio em & 5.59, uma metila sobre dupla ligacao
em O 1.76 e um singleto correspondente a metoxila em 6 3.91. Esses dados juntamente
com os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos obtidos através do espectro
de PENDANT [6 171.9 (carbonila de ésteres), & 89.1, & 139.8 e 116.3 (carbonos
olefinicos) e 6 60.2 (carbono da metoxila) (Tabela 3.12, Ap. 2.4.4)], sugeriram um
derivado prenilado hidroxi-metoxilado (Figura 3.6). No espectro na regido do
infravermelho (Ap. 2.4.2) de PSP-7 pdde ser observado os sinais em 3426, 1760 e
1640 cm™ sugerindo a presenca dos grupos hidroxila, carbonila de éster e de um grupo
vinil, corroborando com os dados obtidos por RMN 'H e °C.

Entretanto, os espectros de massas obtidos por electrospray nos modos
positivo e negativo (Ap. 2.4.1) apresentaram os picos dos ions pseudomoleculares
[M+Na]" e [M-H] respectivamente a m/z 195 e 169, sugerindo a formula molecular
CgH (04, para essa substancia, eliminando a possibilidade do derivado prenilado como
a estrutura para PSP-7 por apresentar 40 unidades de massas adicionais.

A analise comparativa dos dados de PSP-7 com os fornecidos pela
literatura através de levantamento bibliografico indicou que PSP-7 ¢ uma micotoxina
conhecida como acido penicilico (acido 3-metoxi-5-metil-4-o0x0-2,5-hexadienodico em,
equilibrio tautomérico com sua lactona) (TURNER, 1971) (Figura 3.6). O acido
penicilico foi isolado em 1913 de Penicillium puberulum e sua estrutura foi
estabelecida por Raistrick e colaboradores ao isolar esse metabolito de P. cyclopium
(TURNER, 1971). O acido penicilico ¢ um produto natural com atividade
carcinogénica (COLE e COX) que apresenta também atividade antibidtica e anti-HIV
(site na Internet), entre outras em verificagao.

A biossintese desta substincia tem sido investigada com base nos
experimentos de marcacgdo isotOpica, principalmente para averiguar a producdo da
cadeia C-7 ramificada (BIRCH et al., 1958). Dois possiveis caminhos, o acido

mevaldnico como intermediario ¢ a introducdo de unidades C; sobre atomos de
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carbonos de cadeias simples (unidades acetato) foram descartados: a ramificacdo da
metila ndo correspondeu as tais origens € a rota de uma substancia contendo uma

unidade “isoprénica” a qual ndo envolveu o 4cido mevaldnico.

TABELA 3.12 — Dados espectrais da substincia PSP-7 obtidos por RMN 'H (200 MHz,
CDCl;3) e PENDANT (50 MHz, CDCl;) e do acido penicilico obtido
através da simulagao dos espectros de RMN no programa ACD.

Posicio PSP-7 Acido Penicilico
C H C
O multi 0 multi, J (Hz)
2 171.9 s - 177.0 s
3 89.1d 522s 94.0s
4 179.4 s - 183.0 s
5 103.2 - 102's
6 139.8 s - 139.0 s
7 117.2t 5.14s 1120t
549s
6-Me 17.7 q 1.77 s 19.0 q
O-Me 60.2 q 391s 53.0q
OH - - -

O
O
O/ P\
OH
OH
Estrutura proposta PSP-7
anteriormente Acido Penicilico Patulina
para PSP-7 CgH1004
170.16

FIGURA 3.6 — Estruturas do Acido Penicilico (PSP-7) e Patulina.
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Uma outra possibilidade ¢ que esse metabolito poderia ser formado por
oxidagdo e clivagem do anel (C-1-C-2) de um precursor relacionado ao acido
orselinico, possivelmente o 4-metiléter, derivado do caminho do 4cido acético, de
maneira analoga a clivagem do 4cido gentisico na producao de patulina por P. patulum
(BIRCH et al., 1958). Essa hipdtese foi confirmada por MOSBACH (1960), através da
conversao do 4cido orselinico para acido penicilico por P. baarnense, mas com a

clivagem do anel aromatico entre os carbonos C-4-C-5, conforme apresenta o

Esquema 3.3.
0 0
HO.
o [0l OH o-Me MO
—» —>
HO OH (A Ho OH

—Q

Ac. Orselinico

l(B)
o] - =
0
7 — @
& T
/ OH
HO OH HO o~

Ac. Penicilico

ESQUEMA 3.3 — Propostas biossintéticas para a formacao do acido penicilico (PSP-7). (A):
Clivagem entre os carbonos C-1-C-2 (BIRCH et al., 1958); (B): Clivagem
entre os carbonos C-4-C-5 (MOSBACH, 1960).
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4.2.4. Identificacao da Lignana PSP-20

Os espectros de massas de PSP-20 obtidos por electrospray nos modos
positivo e negativo apresentaram os ions pseudomoleculares [M+H] e [M-H] em m/z
439 e 438 (Ap. 2.5.1), respectivamente. O espectro na regido do infravermelho (Ap.
2.5.2) indicou a presenca de anéis aromaticos, amidas secundarias e cetonas devido as
deformacdes em 3455 e 3288 cm (amida secundarias), 1700 cm™ (carbonila de
dialquilcetona) e 1672 cm™ (carbonila de amida/lactama). A analise comparativa
desses dados juntamente com os obtidos por RMN 'H ¢ "*C (Tabela 3.13) sugeriram a
formula molecular C,4H,6N,O¢ para o metabolito PSP-20.

O espectro de RMN 'H (Tabela 3.13, Ap. 2.5.3) mostrou os sinais de
hidrogénios aromaticos [H-2 em 6 6.23 (J 1.45) e H-6 em 6.28 (J 1.45)], o grupo
metilenodioxi (H-7"a em 6 5.94 ¢ H-7’b em & 5.96) e um grupo metoxila (H-8” em &
3.84). As correlagdes apresentadas por estes hidrogénios no espectro de HMBC (Ap.
2.5.8) com os carbonos aromaticos C-3 (0 143.7), C-4 (0 134.2) ¢ C-5 (& 149.1),
sugeriram a presen¢a do anel aromatico metilenodioxi-metoxi-substituido (anel A)
(Figura 3.6). Além disso, o espectro de RMN 'H mostrou sinais para um grupo
metileno em 6 3.19 e 3.30 (H-7a e H-7b, respectivamente), um hidrogénio olefinico
em 0 6.92 (H-9), o qual mostra um acoplamento com o hidrogénio desblindado em o
9.63 observado no espectro de 'Hx'H COSY (J = 10.0 Hz) (Ap. 2.5.5). O acoplamento
a longa distancia entre os hidrogénios H-7a e H-7b com H-9 foi deduzido do espectro
de RMN 'H obtido com TD de 128k. Além disso, esses hidrogénios mostraram
correlacdes JI° com os carbonos em & 108.9 (C-2), & 102.9 (C-6) e & 122.1 (C-9).
Também foram observados outros acoplamentos a longa distancia no espectro de
HMBC (Ap. 2.5.8) como a correlagdo da metila em 6 2.10 com a carbonila em 6 168.2
(C-27). Estes dados confirmaram a presen¢a de um derivado C6-C3 metilenodioxi-
metoxi substituido contendo um grupo amida terminal como estrutura parcial de PSP-
20. Estas e outras correlagdes estdo sumarizadas na Figura 3.6.

Os sinais remanescentes no espectro de RMN 'H sugeriram a presenga
adicional de um anel aromatico di-substituido [0 7.18 (H-6"), 7.26, 7.30 ¢ 7.34 (H-3’,
H-4’e H-5)], dois grupos metilénicos [0 3.74 (H-7’a), 3.82 (H-7°b), 3.03 (H-9’a) e
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4.53 (H-9’b)], um grupo metila em & 1.87 e um sinal sobreposto em 6 7.16 sugerindo o
hidrogénio de outra amida secundaria. Esses dados analisados juntamente com os
espectros de RMN 2D sugeriram uma segunda unidade C6-C3 como parte de PSP-20
(anel B) (Figura 3.6). As correlacdes observadas entre os hidrogénios metilénicos (2H-
7’e 2H-9’) com um carbono carbonilico em & 206.5 no espectro de HMBC (Figura 3.6,
Ap. 3.5.8) confirmaram o posicionamento dessa carbonila (C-8’). Uma outra
correlagdo dos hidrogénios metilénicos H-7" pode ser observada com os carbonos do
anel B em 6 132.7 (C-2") e 129.3 (C-6’) e, em conjunto com o padrao de acoplamento
dos hidrogénios aromaticos di-substituidos observado no espectro de RMN 'H obtido
em benzeno (Ap. 2.5.4), indicaram que o anel aromatico B de PSP-20 estd orto-
dissubstituido. Para corroborar com essa suposi¢io o espectro de RMN 'H de PSP-20
foi comparado com as simulagdes de espectros obtidas dos isdmeros orto e meta-
dissubstituidos com o uso de programas computacionais (ACD) (Ap. 2.5.10).
Conseqlientemente, a ligacdo entre as duas estruturas parciais deve ocorrer entre as

posi¢des C-8 (anel A) e C-2’ (anel B).

Anel B

Anel A

S
D

- Correlagoes "Hx'H cosy

FIGURA 3.6 — Estruturas parciais de PSP-20 estabelecidas com base nas correlacdes 'Hx'H
COSY ¢ HMBC.
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Finalmente a elucidagdo final da estrutura e a estereoquimica da dupla
ligacdo foi obtida através dos estudos de gNOESY (Figura 3.7, Ap. 2.59). A
irradiacao do hidrogénio H-9 em 6 6.92 produziu um acentuamento dos sinais em 0
9.63 (N-H 17), 6.28 (H-6), 6.23 (H-2), 3.30 (H-7b), 3.19 (H-7a), 2.10 (H-3”) ¢ 1.87
(H-6). Entretanto, o hidrogénio do grupo amida em 6 9.63 (N-H 1) mostrou
acentuamento dos sinais referentes ao hidrogénio olefinico H-9 em & 6.92, e dos
hidrogénios metilénicos H-7’a (& 3.74), H-7’b (& 3.82), H-9’a (6 3.03) ¢ H-9’b (o
4.53). Além disso, a irradiagdo desses hidrogénios metilénicos produziu um
acentuamento de um sinal em & 7.18 (H-6"). A analise em conjunto dessas irradiacdes
conduziu a suposi¢do de que a conformagao mais estdvel para PSP-20 apresenta o
hidrogénio H-9 do mesmo lado do anel A, enquanto que o hidrogénio de N-H
encontra-se mais proximo da cadeia lateral do anel B, sugerindo, portanto, a isomeria
Z para a dupla ligacdo de PSP-20. Essas e outras irradiagdes sdo apresentadas na
Figura 3.7). Aparentemente esse metabdlito ¢ um novo produto natural e, por
apresentar duas unidades C6-C3 (derivado fenilpropandide) foi incluido dentro da

classe das lignanas.

FIGURA 3.7 — Correlagdes espaciais para PSP-20 baseada nos espectros de gNOESY.
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Alguns esquemas de fragmentacdo foram propostos para PSP-20 em
ambos 0s modos positivo e negativo de ionizacdo e sdao apresentados nos Esquemas

3.3 ¢ 3.4. Em ambos os espectros houve a perda dos grupos acetamida e ceteno.

H
N o)
AL
o IM+H]* 439

C24H26N20g
438.48

~
HO__~ N\| o
S
“H

N

[M+H]* 439
m/z 380 (100%)

m/z 338(30%)

ESQUEMA 3.3 — Principais fragmentacdes da lignana PSP-20, obtido via ESIMS/MS, no
modo positivo com energia de colisdo de 10 eV.

A biogénese do metabodlito PSP-20 provavelmente deve ocorrer através
do caminho geral de biossintese para os fenilpropanoides, os quais contém boa parte
das enzimas caracterizadas. Os passos posteriores a formacdo dos esqueletos

precursores (acido cinamico e acido sindpico) podem ser conseqiiéncia de uma
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redu¢do aminativa com formag¢do de imina seguida de reacoes de reducao e oxidagdo
para finalmente ocorrer o processo de acoplamento entre essas duas unidades. A

proposta biossintética mecanistica ¢ sugerida no Esquema 3.5.

m/z 378 (30%)

t\T’Z(::C:O

m/z 58 (100%)

m/z 336 (50%)

m/z 419 (15%)

ESQUEMA 3.4 — Principais fragmentagdes da lignana PSP-20, obtido via ESIMS/MS, no
modo negativo com energia de colisdo de 20 eV.

Os trabalhos de BACHER et al. (1999) e NUGROHO ef al. (1999) com
os metabolitos de esqueleto ciclopentabenzofurano encontrado nas plantas do género
Aglaia (Meliaceae) - as rocaglamidas e tapsakinas (Figura 3.8) - deduzem uma
possivel rota biossintética para essas substancias. Esse mecanismo que envolve uma
mistura de um derivado flavonoide com o 4cido cindmico e a ligagdo ocorre entre o
carbono C-2 do flavonodide com o C-3 do acido cinamico ndo € bem estabelecido, uma

vez que ainda ndo foi realizado o estudo de marcagdo isotdpica que comprove essa
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rota. Entretanto, algumas semelhancas entre essas substancias com o metabolito PSP-
20 (anel metilenodioxi e derivados do acido cinamico) sugerem que PSP-20 pode ter

uma biogénese similar as flavaglinas.

TABELA 3.13 — Dados de RMN 'H (8, J em Hz) ¢ "°C (8, m) para as lignanas PSP-20 em
Cloroférmio-d (400 MHz).

PSP-20
Posicao C H

1 131.3 §* -

2 108.9d 6.23 d (1.45)

3 143.7 s -

4 1342 s -

5 149.1 s -

6 102.9d 6.28 d (1.45)

7 40.1t a:3.19 d (14.5)
b: 3.30 d (14.5)

8 129.3 s -

9 122.1d 6.92 d (10.5)

1 12245 -

2’ 132.7 s -

3’ 127.3°d 7.26 m" (6.96 d 7.2)°

4 128.7°d 7.30 m° (7.02 t)

5 128.7°d 7.34 m" (7.09 t)

6’ 129.3 d 7.18 (6.96 d, 7.2)°

7 47.7 t a:3.74 d (16.0)
b: 3.82d (16.0)

8’ 206.5 s -

9’ 56.5 t a:3.03 d (17.0)
b: 4.53 d (17.0)

1 - 9.63 d (10.5)

27 168.2 s -

3” 23.1q 2.10s

4 - 7.16 t (1.26) (7.16 8)°

5 170.7 s -

6” 199 q 1.87 s

77 101.4 a:5.94d (1.42)
b: 5.96 d (1.42)

8” 56.6 q 3.84s

“: As multiplicidades para "*C foram obtidas através da analise dos espectros de Pendant e HSQC.

®: Estes valores podem estar trocados.

¢ : Os deslocamentos quimicos entre parénteses e as multiplicidades destes hidrogénios foram obtidos
usando benzeno deuterado como solvente.
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R: H = Aglaroxina
R: OH = Roclagamida

FIGURA 3.8 — Estruturas quimicas de PSP-20, agaroxina e rocaglamida.

A)
PAL OH
NH
L-Fenilalanina Ac. Cinamico -
Ac. p-Cumarico Ac. Cafeico
PAL: Fenilalanina amonia liase OMT
CAH: Cinamato 4-hidroxilase
OMT: O-metiltransferase
(o]
H;CO. H
3 x OH \ OH
-~ -
HO
L HO OCH,
OCH .
] 3 ) 3 Ac. Ferulico
Ac. Sinapico Ac. 5-Hidroxi-Ferulico
B) O
HSCoA NADPH NADPH
\ OH —— SCOA T T\ "Ny > RON"OH T
(0]
OH © Q )Lso R
(6) )k o
R/\)\N)k Lo R/\/\'T' —— RN,
I
l H H
OH 0O l jL
> S N )l\ O/\/\'il
|
H H
H
/0

ESQUEMA 3.5 - Proposta biossintética para a formagdo da substancia PSP-20. A) Formagado
dos esqueletos precursores (4cido cindmico e 4cido sinapico); B)
Reducdo aminativa dos precursores.
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OH O

ESQUEMA 3.5 - Proposta biossintética para a formacdo da substancia PSP-20. Acoplamento
oxidativo dos esqueletos para dar origem a PSP-20.
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4.2.5 Identificacao do Nucleosideo PSP-14

O espectro de massas obtido por electrospray, no modo negativo da
substancia PSP-14 apresentou o ion [M-H] em m/z 243, sugerindo, portanto, a
férmula molecular CoH,N,O¢ (Ap. 2.6.1). O espectro na regido do infravermelho (Ap.
2.6.2) mostrou deformacdes em 3412 cm’ (sobreposi¢io dos sinais referentes a
hidroxilas e amidas) e em 1682 cm™ (grupo carbonila de amida/lactama).

Os sinais detectados no espectro de RMN 'H (Tabela 3.14, Ap. 2.6.3) em
0 5.63 (dd, J = 8.0; 2.0) e 7.87 (d, J = 8.0) foram atribuidos para os hidrogénios
olefinicos H-5 e H-6, respectivamente. O acoplamento do hidrogénio em 6 11.30 (J =
2.0) com um desses hidrogénios (8 5.63) foi deduzido através da anélise do espectro de
'Hx'H COSY (Ap. 2.6.4) e ¢ resultante de um acoplamento em W entre esses dois
hidrogénios. Esses dados juntamente com os sinais dos carbonos em 6 163.2 (C-4),
150.8 (C-2), 101.8 (C-5) e 140.8 (C-6) (Tabela 3.14, Ap. 2.7.5) indicaram a presenga
de uma base nitrogenada pirimidinica e, através da comparagdo com dados de
literatura® (BREITMAIER et al., 1979; FOLDESI et al., 2001), foi sugerida a base
uracila como parte da estrutura de PSP-14. O espectro de Pendant (Tabela 3.14, Ap.
2.6.5) mostrou cinco sinais de carbonos carbinolicos, sendo quatro metinicos (6 69.9,
73.6, 84.9 e 87.7) e um metileno em & 60.9, indicando uma ribose. Os acoplamentos
observados no espectro de 'Hx'H COSY (Ap. 2.6.4) para os hidrogénios carbindlicos
foram decisivos para o posicionamento dos mesmos, conforme apresenta a Tabela
3.14.

Portanto, PSP-14 ¢ um nucleosideo constituido da base nitrogenada
pirimidinica uracila ligada ao actcar ribose através de uma ligagdo glicosidica [3, para
formar o nucleosideo uridina. Quando um grupo fosfato ¢ adicionado ao agucar, os
nucleosideos passam a serem denominados de nucleotideos, os quais constituem os
acidos nucléicos (RNA), que sdao macromoléculas de extrema importancia biologica
em todos 0s organismos vivos, responsaveis pela transmissao da informagao genética

na célula.

3 Os dados obtidos por FOLDESI e al. (2001) foram adquiridos com 4gua deuterada e os nossos em
dimetilsulfoxido. Embora alguns valores de deslocamentos quimicos sejam diferentes devido a diferenca do
solvente, foi possivel uma comparagdo entre eles e entdo sugerir a estrutura de PSP-14.
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HOH,C
H
HO OH
PSP-14 Uridina
CgH12N206 CoH12N20g
244.20 244.20

o

HOH,C o

4

H
HO OH
Citidina
CgH13N305
243.22

TABELA 3.14 - Dados dos espectros de RMN 'H e "°C (obtido por Pendant) do nucleosideo
PSP-14 e dados da literatura da citosina e uridina (BREITMAIER et al.,
1979; FOLDESI et al., 2001), (50 MHz, dimetilsulfoxido).

Posiciio PSP-14' Uridina Citosina
C H C H C H
1 - - - - - -
2 150.8s - 1514 - 157.8 -
3 - - - - - -
4 163.2s - 1642 - 166.4 -
5 101.8d 5.63 dd (8.0; 100.3 - 96.4  5.97d(7.6)
2.0)
6 140.8d 7.87d(8.0) 142.1 - 141.9 776 d (7.6)
2 87.7d  5.77d(5.0)  90.5 5.81s 90.5  5.81s
3 73.6d  4.0m 75.6 - 756 -
4 69.9d  537d(5.0)  70.8 - 708 -
5 849d  5.09t(5.0)  83.6 - 83.6 -
6’ 609t  a:3.95m 62.9 - 629 -
b: 3.58 m
N-H - 11.30d (2.0) - - - -
NH, - - - -

' espectros obtidos em D,0.
%: espectros obtidos em DMSO.
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4.2.6. Identificacao dos Meroterpenos

4.2.6.1. Identificacdo dos Meroterpenos PSP-1 e PSP-2

O espectro de massas, obtido via ionizagdo no modo positivo por APCI
da substancia PSP-1 (Ap. 2.7.1), mostrou um ion abundante [M + H]" em m/z 445, do
qual a formula molecular C,H;3¢O¢ foi deduzida e confirmada pela espectrometria de
massas de alta resolugao (HRMS) (calc. 444.2512; experimental 444.2508). O espectro
na regido do infravermelho (Ap. 2.7.2) apresentou as deformagdes axiais dos grupos
hidroxila e carbonilas, respectivamente a 3391 (grupo hidroxila), 1746 (grupo
carboximetil éster), 1728(grupo ceto), 1701 (grupo ceto) e 1692 cm™ (grupo 8-lactona
a, B- insaturada). Foi observado também um sinal em 1637 cm™ correspondente a
deformacdo axial de carbonos do grupo vinil.

A analise dos dados de RMN (Tabela 3.15) e sua comparacdo com
compostos modelos indicou a presenga de uma estrutura parcial 4,4,8,10-
tetrametildecalina na substancia PSP-1, similar as estruturas observadas em muitos
terpenoides (AMMANN ef al., 1982). Os sinais observados em 6 2.38 (H-2a, m e H-
2B, m) no espectro de RMN 'H (Ap. 2.7.3) e RMN 'H x '"H COSY (Ap. 2.7.4) ¢ as
correlagdes 'H-"C a longa distdncia entre dois grupos metila [5 1.00 (3H-14) e 1.05
(3H-15)] com o carbono carbonilico (6 217.0) no espectro HMBC (Figura 3.9, Ap.
2.7.8) estabeleceu a posi¢cdo do grupo ceto em C-3. Ainda no espectro de hidrogénio
sdo observados os sinais de seis metilas quaternarias com deslocamentos quimicos a o
0.85, 1.00, 1.05, 1.26, 1.38 e 1.48, atribuidos, respectivamente, para os hidrogénios, H-
13, H-14, H-15, H-12, H-10" ¢ H-9’. Sao observados também os sinais de um singleto
em § 3.73, atribuido a um grupo metoxi e um singleto largo dos proétons olefinicos da
dupla exociclica a & 4.89 e 5.40. Essa dupla esta posicionada no anel C, confirmada
através das correlagoes a trés ligacdes de H-1 (6 4.89 e 5.40) com os carbonos C-3’ e
C-77 (0 51.0 e 72.5, respectivamente). Essas e outras correlagdes encontram-se
sumarizadas na Figura 3.9.

O espectro de RMN "°C (Ap. 2.7.5), PENDANT (Ap. 2.7.6) ¢ HSQC
(Ap. 2.7.7) mostraram sinais para dois grupos cetocarbonilicos adicionais (6 207.8 e
203.9), um carboximetil éster (6 168.5), uma dupla ligacao carbono-carbono exociclica
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(0 112.7 e 145.0), dois grupos metila (6 22.1 e 15.1) e um carbono carbindlico
quaternario (0 80.1). A conexdo de todas essas fun¢des foi baseada no espectro de
HMBC (Figura 3.9, Ap. 2.7.8). Os hidrogénios da metila em 6 1.38 mostraram
correlagdo com o carbono carbindlico quaternario em & 80.1 (o qual apresentou
correlagcdes com o hidrogénio do grupo hidroxila em & 3.30) e com os dois carbonos
carbonilicos em 0 207.8 e 203.9 estabelecendo, assim, a estrutura parcial 2-hidroxi-2-
metil-1,3-dioxo. A correlagdo de 3H em o 1.48 (3H-9) com o carbono carbonilico em
0 207.8 (C-4’) e a presenca de um atomo de carbono ndo oxigenado altamente
desblindado em & 72.5 (C-7), na correlagdo com hidrogénios vinilicos em & 5.40 (H-
1’b) no espectro de HMBC, sugeriu um sistema biciclo-[3:3:1] como a estrutura
parcial de PSP-1.

O espectro de massas obtido por APCI no modo positivo com energia de
colisdio de 25 el sobre o ion pseudo-molecular [M+H]  apresentou uma série de

fragmentos 10nicos, os quais sdo propostos no Esquema 3.7.

@)
oy
@)
- o o U
Correlagdes 'Hx'H COSY @

PSP-2

PSP-1

FIGURA 3.9 — Estruturas parciais de PSP-1 ¢ correlagdes de HMBC detectadas para PSP-1 e
PSP-2.

Finalmente, a identificacdo do grupo metil-éster e as configuragdes
relativas nos estereocentros foram obtidas através da analise dos dados de 1D-NOE. A

irradiacdo do sinal em & 3.73 (OCH;) no espectro de RMN 'H produziu um
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acentuamento dos sinais em 0 4.89 (H-1a), 3.30 (OH) e 1.26 (3H-12), enquanto que a
irradiagdo do sinal em & 1.38 (3H-10) mostrou acentuamento do duplo-dubleto em o
0.61 (H-9). Estes dados sugerem que o grupo metil 3H-10" esteja localizado na face
endo no sistema biciclo-[3:3:1] enquanto que o grupo hidroxila esta localizada na face
exo. Outros dados importantes de NOE sao representados na Figura 3.10 e Apéndice
2.7.9. Portanto, a estrutura deste meroterpeno identificado como PSP-1 foi

denominada preaustindide A e ¢ um produto natural inédito na literatura.

O
- H,0
@)
/ @)
0O HO \

[M* H] 445 (21%)

- CH40H

@)

I,

m/z 413 (100%)

m/z 427 (19%)

- CH,OH

O

.

m/z 395 (38%)

ESQUEMA 3.7 — Principais fragmentacdes do meroterpendide PSP-1, obtido via APCI-
MS/MS, modo positivo com energia de colisdo de 25 eV
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TABELA 3.15 — Dados de RMN 'H (8, J em Hz) ¢ "°C (8, m) para os meroterpenos PSP-1 ¢

PSP-2 em cloroférmio-d (400 MHz).

PSP-1 PSP-2
Posicao C H C H
1 39.0t* a:1.11m 37.8t a:1.65m
B:1.78 ddd (13.0; 6.4; B:1.75m
6.4)
2 335t o:2.38m 335t o:2.44m
B:2.38m B:2.44m
3 217.0s 217.0s
4 47.0s 47.0s
5 53.8d o: 1.23 dd (8; 4) 53.8d o: 1.46 m
6 19.6 t o:1.52m 200t o: 1.58 m
B: 1.52m B: 1.58 m
7 322t o:2.02m 319t o: 1.65m
B:2.26 dt (13.5; 3.3; 3.3) B:2.05dt(13.2;3.3; 3.3)
8 47.7 s 48.4 s
9 51.9d a: 0.61 dd (13.0; 3.0) 50.9d a: 1.59 dd (13.0; 3.0)
10 37.2s 37.2s
11 392t o: 1.93 dd (13.0; 3.0) 359t o: 2.01 dd (12.6; 3.3)
B: 1.65 dd (13.0; 13.0) B: 1.40 dd (12.6; 12.6)
12 16.8 q 1.26 s 16.9 q 1.27 s
13 16.0 q 0.85s 16.7 q 0.86's
14 209 q 1.0s 20.6 q 1.01s
15 26.9 q 1.05s 26.9 q 1.05s
1’ 112.7t a: 4.89 sl 107.7 t a: 5.02sl
b:5.40s b: 5.24 sl
2’ 145.0 s 151.0s
3 51.0s 49.6 s
4 207.8 s 92.0
5 80.1s 207.0 s
6’ 203.9s 203.0 s
7 72.5s 74.6 s
8 168.5 s 169.0 s
9’ 22.1q 1.48s 17.1q 1.04s
10° 15.1q 1.38 s 28.2 q 2.24's
OCH; 52.5q 3.73s 522q 3.72s
OH 3.30s 4.89s

“: As multiplicidades para "*C foram obtidas através da analise dos espectros de Pendant e HSQC.
® . Estes valores podem estar trocados.
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PSP-1

PSP-2

FIGURA 3.10 — Correlagdes espaciais sugeridas para PSP-1 e PSP-2, baseados no espectro
de NOEDIFF.

O espectro de massas obtido por HREIMS e APCI/MS (Ap. 2.8.1) para a
substancia PSP-2 foi consistente com o isdbmero do meroterpeno PSP-1 ([M]" a m/z
4442505 (calc. 444.2512) e [M+H]" a m/z 445, respectivamente). Quatro grupos
carbonilas [1738 cm™ (metil-éster) e 1702 cm™ (largo, trés cetonas)] e um grupo
hidroxila (3438 cm™) foram detectados no espectro de infravermelho (Ap. 2.8.2). A
comparagdo entre os dados dos espectros de RMN (Tabela 3.15, Ap. 2.8.3 — 2.8.8)
indicou que esses dois meroterpenos possuem os an¢is A, B e C idénticos. Contudo, a
presenca de um grupo metila em & 2.24 foi observada no espectro de RMN 'H (Ap.
2.9.3) de PSP-2. A correlacao destes hidrogénios da metila com o carbono carbonilico
em & 203.0 no espectro de HMBC (%, Figura 3.9, Ap. 2.8.7) sugeriu a presenca de
uma metil-cetona na molécula. Adicionalmente, o espectro de HMBC apresenta uma
correlagdo dos hidrogénios desta metil-cetona com o dtomo de carbono quaternario
ligado a um atomo de oxigénio (8 92.0, J°), o qual também correlaciona com o
hidrogénio do grupo hidroxila (6 4.89, Jz). A formula molecular (CysH3604) deduzida
do espectro de massas ¢ a correlagdo a trés ligacdes (J°) do hidrogénio da hidroxila
com os dois carbonos da carbonila (6 207.0 e 203.0) sugere a presenca de uma unidade
C, (3-hidroxi-2,4-dioxo) como a estrutura parcial deste meroterpeno. A conexao destes
quatro atomos de carbono com a parte peridrofenantreno da molécula foi obtida pel a
correlagio a longa distincia observada no espectro de HMBC (J°) detectada para os

hidrogénios metilicos em 6 1.04 (3H-9’) com o carbono em & 92.0 (C-4’), do qual o
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deslocamento quimico ¢ consistente com a presenca de uma 2-hidroxiciclopentanona.
A estereoquimica em C-4’ foi estabelecida através do NOE (Figura 3.10, Ap. 2.8.8)
observado entre os hidrogénios metilicos na metil-cetona (6 2.24) com os dois
hidrogénios vinilicos no grupo metileno exociclico [ 5.02 (H-1’a) e  5.24 (H-1"b)] e
os atomos de hidrogénio metoxilicos no metil-éster (& 3.73). Adicionalmente, o atomo
de hidrogénio da hidroxila (& 4.89) apresentou um intenso NOE com H-9 (& 1.59).
Conseqiientemente, os dados relatados acima indicaram que a substincia PSP-2
apresenta uma exo-metilcetona ¢ uma endo-hidroxila em um sistema biciclo-[3:2:1]
formando o meroterpeno denominado Preaustindide B, o qual ¢ um novo produto

natural.

O
PSP-1 PSP-2
Preaustindide A Preaustinodide B
C26H3606 CosH1s0
44457 244.57

4.2.6.2. Identificacao dos Meroterpenos PSP-11 e PSP-17

O espectro de massas do meroterpeno PSP-11 obtido por APCI (Ap.
2.9.1) exibiu um ion abundante [M+H]" detectado a m/z 445. Sua férmula molecular
(CyH3,0y,) foi obtida através dos dados de HREIMS (calg. 444.2512; experimental
444.2508). O espectro na regido do infravermelho (Ap. 2.9.2) apresentou absor¢des em
1758 (grupo acetila), 1739 (grupo carbometoxila), 1706 (grupo ceto) e¢ 1622 cm’
(grupo vinilico).
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O espectro de RMN 'H (Tabela 3.16, Ap. 2.9.3) analisado com o auxilio
dos dados de RMN 2D ('Hx'H COSY, Ap. 2.9.4, HMBC, Ap. 2.9.8), mostrou a
presenga da estrutura parcial 4,4,8,10-tetrametil decalina com um grupo ceto
localizado no carbono C-3, idéntico aos aqueles vistos nos meroterpenos
preaustindides A (PSP-1) e B (PSP-2). Isto foi estabelecido pela observagdo de uma
correlacio a longa distancia 'H-">C entre os dois grupos metila [8 1.02 (3H-14 ¢ 1.07
(3H-15)] com a carbono carbonilico (6 217.1) no espectro de HMBC (Figura 3.11) e
também pela comparagdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos no espectro de
RMN "°C (Tabela 3.16) nos anéis B ¢ C de PSP-11 ¢ PSP-2. Essas ¢ outras
correlacdes as quais corroboraram com esta afirmacao sao sumarizados na Figura 3.11.

Os espectros de RMN °C (Ap.2.9.5) e HSQC (2.9.7) mostraram sinais
para uma carbonila cetonica adicional em 6 206.6 (C-6’), um ¢éster carboximetil em o
168.0 (C-8’) e uma dupla ligagdo carbono-carbono exociclica em & 107.5 e 148.1
correspondendo, respectivamente, aos carbonos C-1’ e C-2’, estabelecendo assim, a
estrutura parcial 2-acetoxi-1-dioxo. De acordo com os dados de RMN ['H: § 2.21 (s,
3H-10"), °C: 8 169.8 (C-5") e 21.2 (C-10")] e o espectro de infravermelho (1758 cm’
", o meroterpeno PSP-11 contém um grupo acetil. O sinal do hidrogénio em & 5.12
(s), um préton carbindlico altamente desblindado (H-4’), exibiu correlagdes com o
carbono cetdnico em & 206.6 (C-6’), com a acetoxicarbonila em & 169.8 (C-5) e com
o carbono metilénico em 6 31.9 (C-11). Esses dados sdo consistentes com a presenca
de uma a-acetoxi-ciclopentanona como o anel D deste meroterpeno.

A elucidagdo final da estrutura foi obtida através dos estudos NOE
diferencial (gNOESY) sumarizados na Figura 3.12. A irradiacdo do hidrogénio H-1’a
resultou no acentuamento dos sinais referentes ao hidrogénio H-1’b em o 4.87, do
grupo metilico 3H-12 e do éster metilico, respectivamente a & 1.21 e 3.65. A irradiagao
do sinal em 6 5.12 (H-4’) mostrou um acentuamento do sinal do grupo metila em 6
1.23 (H-9’), sugerindo que o grupo acetoxi esteja localizado na endoface do sistema
biciclo - [3:2:1]-bicyclo enquanto que o hidrogénio carbindlico H-4’ est4 localizado na
exoface. Conseqiientemente, o meroterpeno PSP-11 foi denominado de Preaustindide
B1 e ¢ um novo produto natural. Os carbonos no grupo acetil foram numerados como

C-5’ (carbonila) e C-10’ (metila) apenas por conveniéncia. Embora quimicamente o

134



Capitulo 3: Estudo Quimico dos Fungos Penicillium sp e Fusarium moniliforme

acetil pode ser formado da metil cetona do preaustindide B (PSP-2), ainda se faz
necessario provar se esses dois carbonos fazem parte do precursor 3,5-

dimetilorselinato ou apenas resultado de uma reagdo normal de acetilagao natural.

@)
JA

PSP-17

FIGURA 3.11 — Correlagoes de HMBC detectadas para PSP-11 ¢ PSP-17.

PSP-11 PSP-17

FIGURA 3.12 — Correlagdes espaciais sugeridas para PSP-11 e PSP-17, baseados nos
espectros de gNOESY.
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TABELA 3.16 — Dados espectrais de RMN 'H (400 MHz) ¢ *C (100 MHz) para o
meroterpeno PSP-11 e dados sugeridos para PSP-17.

PSP-11 PSP-17
Pos. C H C H
1 386t o: 1.45dd (13.0; 13.0) 385t o: 1.79 td (13.0; 13.0;
B:1.83 ddd (13.0; 3.0; 3.0) 5.0)
B: 1.47 dt (13.0; 5.0;
5.0)
2 33.7t o:2.44 m 336t 242 m
B:2.49m
3 217.1s - 217.2s -
4 473 s - 48.0 s -
5 543d o: 1.38 m 54.2d o: 1.34 dd (7.0; 3.0)
6 19.8 t o: 1.57 ddd (10.0; 7.0; 4.0) 19.8t o: 1.50 m
B:1.56 m
7 315 o: 1.77 ddd (13.0; 13.0; 31.7t o: 1.70 m
4.0) B:1.98 dt (13.1; 3.5;
B:2.03 ddd (13.0; 4.0; 4.0) 3.5)
8 469 s - 46.8 s -
9 50.8d a: 1.30 dd (13.0; 4.0) 50.9d o: 1.19dd (7.0; 3.2)
10 37.2s - 36.9s -
11 319t o: 1.44 m 319t o: 1.87dd (13.0; 3.7)
B:1.83 dd (13.0; 13.0) B:1.50m
12 16.5q 1.21s 16.5q 1.20s
13 16.2q 091 s 16.2q 0.88 s
14 20.8 q 1.02s 20.8 q 1.01s
15 26.5q 1.07 s 26.7 q 1.05s
1° 107.5t a:4.87s 106.8 t a:4.86s
b:5.15s b:5.11s
2’ 148.1 s - 149.1s -
3 45.7 s - 46.0 s -
4’ 80.5d 5.12s 82.1d 3.69s
5 169.8 s - - -
6’ 206.6s - nd' -
A 70.7 s - 71.0s -
8 168.0 s - 167.8 s -
9 20.6q 1.23 s 22.7q 1.31s
10° 21.2q 2.21s - -
OCH; 52.0q 52.0s 52.0q 3.66s
OH - - 241s

' nd = nfio detectado
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O espectro de RMN 'H (Ap. 2.10.3, Tabela 3.16) para PSP-17 mostrou-
se muito similar aos obtidos para os meroterpenos PSP-2 ¢ PSP-11, exceto os sinais
referentes aos grupos metilcetona e acetila, respectivamente. De acordo com os dados
de RMN para esse meroterpeno, o carbono C-4’ a 6 82.1 contém um grupo hidroxila e
um hidrogénio carbinodlico a & 3.69 (s) enquanto que o carbono C-4’em PSP-11
contém o grupo acetil e o hidrogénio carbindlico a § 5.12 (s). A diferenca nos valores
de deslocamento quimico desse hidrogénio pode ser resultado da auséncia do cone de
desblindagem da carbonila do acetil no H-4’de PSP-11. A correlacio 'H — "°C a longa
distancia (HMBC) observada entre o hidrogénio de 3H-9’ a & 1.31 (s) com o carbono
carbindlico altamente desblindado a 6 82.1 (C-4’) corroborou com essa suposi¢ao.
Esta e outras correlagdes obtidas para essa substancia sdo apresentadas na Figura 3.11.

Finalmente a elucidacdo final da estrutura foi obtida através dos
experimentos de gNOESY (Figura 3.12, Ap. 2.10.7) sugerindo que PSP-17 possui a
mesma estereoquimica que PSP-11, onde o grupo hidroxi esta localizado na face endo
da molécula enquanto que o hidrogénio H-4’ encontra-se na face exo.
Conseqiientemente o meroterpeno PSP-17 ¢ um novo produto natural e foi

denominado de preaustindide B2.

PSP-11 PSP-17
Preaustindide B Preaustindide B,
C26H3606 C24H3405
444 57 402.53
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4.2.6.3. Identificacdo dos Meroterpenos PSP-9 e PSP-4

A formula molecular (C,sH3605) para o meroterpeno PSP-9 foi deduzida
baseada nos dados dos espectros de massas de alta resolu¢ao (HREIMS) e APCI (Ap.
2.11.1), os quais detectaram [M]"a m/z 460.24610 (calcd. 460.24610) e [M+H]" a m/z
461, respectivamente. Os sinais no espectro no infravermelho (Ap. 2.11.2) mostraram
absor¢des intensas como conseqiiéncia das deformacdes referentes aos grupos
hidroxila em 3375 cm’', e aos quatro grupos carbonilas em 1742, 1730, 1705 e 1689
cm™.

A comparacdao dos dados de RMN do meroterpeno PSP-9 com aqueles
obtidos para o preaustindide A (PSP-1) indicou uma certa similaridade entre eles. O
meroterpeno PSP-1 contém a estrutura parcial 2-hidroxi-2-metil-1,3-dioxo (anel D)
provavelmente derivada do pentacetideo 3,5-dimetilorselinato apos sua alquilagao com
o farnesil para formar o esqueleto dos meroterpenos. A substdncia PSP-9 possui um
grupo metila (8 1.36) que correlaciona no espectro de HMBC (Figura 3.13, Ap. 2.11.8)
com o carbono carbindlico (8 70.0, C-5, 2J) e dois carbonos carbonilicos (6 203.3, C-
4’ 3J: §207.1,C-6",° J). Estes dados juntamente com a comparagao dos deslocamentos
quimicos para os carbonos (Tabela 3.17, Ap. 2.11.5) dos anéis C e D do preaustindide
A confirmou a presenca da estrutura parcial 2-hidroxi-2-metil-1,3-dioxo no

meroterpeno PSP-9.

FIGURA 3.13 — Correlagoes de HMBC detectadas para PSP-9 ¢ PSP-4.
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Os dados de RMN 'H (Tabela 3.17, Ap. 2.11.3) indicou a presenca de
seis grupos metilicos tercidrios em & 1.02, 1.29, 1.36, 1.36, 1.45 ¢ 1.49, os quais
correspondem, respectivamente, aos hidrogénios 3H-13, 3H-12, 3H-14, 3H-10°, 3H-15
e 3H-9’. Dois destes grupos metila (6 1.36, 3H-14 e 1.45, 3H-15) sdo geminais,
conforme os dados encontrados nos espectros de HSQC (Ap. 2.11.7) e HMBC (Ap.
2.11.8), uma vez que esses hidrogénios mostram correlacio com o mesmo carbono
quaternario (8 85.4, C-4, *J), como também entre os carbonos correspondentes (8 30.6,
C-15, °J e 27.0, C-14, *J). Para este meroterpeno as correlacdes a longa distancia
desses hidrogénios metilicos dos carbonos C-14 ¢ C-15 com o carbono carbonilico em
C-3 nao foram detectadas como observadas nos meroterpenos preaustindides A e B.
Além disso, o espectro de RMN °C (Ap. 2.11.5) de PSP-9 contém um pico em &
174.2, atribuido para C-3, cujo valor do deslocamento quimico indica a presenca de
um éster ou lactona. Estes dados, juntamente com a presenca de um complexo sistema
de spins observados no espectro de RMN 'H (6 1.12, H-1a; 6 1.70, H-1B; 6 2.41, H-
2o € 8 2.49, H-2B) e com os dados de massas e infravermelho sugeriu que o anel A de
PSP-9 como uma g-lactona provavelmente formada por uma oxidagao do tipo Baeyer-
Villiger da ciclohexanona em preaustindide A (PSP-1). Os dados de RMN 'H x 'H
COSY (Ap. 2.11.4) e HMBC (Ap. 2.11.8) foram decisivos para a elucidagao estrutural
desta substancia (Figura 3.13). Portanto, este novo meroterpeno foi denominado de
preaustinoide Al.

Finalmente as configuracdes relativas nos estereocentros presentes em
PSP-9 foram propostas através das andlises dos dados de 1D-NOE (NOEDIFF e
gNOESY, Figura 3.14, Ap. 2.11.9). A irradiacdo do sinal em 6 4.9 (H-1’a) no espectro
de RMN 'H produziu um acentuamento dos sinais em ¢ 5.43 (H-1°b), 3.73 (OCH;) e
1.29 (3H-12), enquanto que a irradiagcdo do sinal em & 5.43 (H-1’b) acentuou o sinal
do singleto em 6 1.49 (3H-9’). Adicionalmente, o hidrogénio do grupo hidroxila em &
3.26 mostrou NOE com o hidrogénio H-12 (5 1.29), o qual indicou que o meroterpeno
PSP-9 apresenta um grupo hidroxila localizado na face exo do anel. Estas e outras

irradiacoes realizadas nesta substancia sao mostradas na Figura 3.14.
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TABELA 3.17 — Dados espectrais de RMN 'H (400 MHz) e "*C (100 MHz) para os
meroterpenos PSP-9 e PSP-4.

PSP-9 PSP-4
Pos. C H C H
1 39.7t"  a:1.12 ddd (14.0; 14.0; 1573d  o:6.04d(12.0)
5.0)
B: 1.70 m
2 321t «:2.41ddd (14.0;5.0; 122.5d o:5.81d(12.0)
5.0)
B:2.49 ddd (14.0; 14.0;
5.0)
3 174.2s - 167.6s -
4 854s - 85.6s -
5 51.7d a:1.63m 56.0d  o:1.79dd (13.0; 3.0)
6 234t a:147m 233t o 1.49m
B: 1.70 m B:1.70 m
7 31.8t  a:1.89ddd (13.0; 13.0; 315t o: 1.87 ddd (13.0; 13.0;
4.0) 3.0)
:2.23 ddd (13.0; 4.0; B:2.24 ddd (13.0; 3.0;
4.0) 3.0)
8 477s - 473s -
9 52.6d  a:0.56 dd (13.0; 3.0) 49.4d  «:0.65dd (13.0; 3.0)
10 39.7s - 432s -
11 39.6t  «:1.93dd(13.0;3.0) 399t @:2.0dd (13.0; 3.0)
B: 1.65dd (13.0; 13.0) B: 1.75 dd (13.0; 13.0)
12 163q 1.29s 16.6q 1.33s
13 186q 1.02s 147q 1.18s
14 270q 1.36s 325q 1.39s
15 306 1.45s 27.1q 1.42s
r 1129t a:49s 113.1t a:4.92s
b:5.43 s b:5.45s
2’ 1455s - 1453s -
3 51.1s - 51.1s -
4 207.3s - 207.9s -
5 80.6s - 80.6s -
6’ 2040s - 2034s -
7 72.5s - 72.2's -
8 168.5s - 168.2s -
9 221q 1.49s 219q 1.52s
10° 149q 1.36s 149q 1.37s
OCH; 53.0q 3.73s 526q 3.74s
OH - 3.26s - 3.28 sl

“. As multiplicidades foram obtidas através dos espectros de Pendant e HSQC.
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FIGURA 3.14 — Correlagdes espaciais sugeridas para PSP-9, baseados no espectro de
NOEDIFF.

A andlise da férmula molecular do meroterpeno PSP-4 (C,sH3407),
deduzida através dos espectros obtidos por HREIMS (M"em 458.2257; calcd.
458.2304) e APCI/MS ([M+H]" em m/z 459, Ap. 2.12.1) indicou que PSP-4 contém
10 graus de insaturacdo, um adicional ao calculado para PSP-9. Além dos dados de
massas, os espectros na regiao do infravermelho (3422, 1745, 1730, 1705 ¢ 1674 cm’,
Ap. 2.12.2) e em RMN 'H (Ap. 2.12.3) ¢ °C (Ap. 2.12.5) indicou que PSP-9 ¢ PSP-4
sdo meroterpenos intimamente similares, com os anéis B, C e D idénticos.

O espectro de RMN 'H de PSP-4 (Tabela 3.17, Ap. 2.12.3) contém um
par de dubletos correspondente aos hidrogénios cis-olefinicos em 6 5.81 (d, J = 12.0
Hz) e 6.04 (d, J = 12.0 Hz) para os hidrogénios H-2 e H-1, respectivamente, no anel A.
A correlacdo de H-1 (J) e H-2 (3J) com o carbono carbonilico em & 167.6 no espectro
de HMBC (Ap. 2.12.7) indicou claramente que o anel A do meroterpeno PSP-4 ¢
formado por uma e-lactona a,3-insaturada. Esta correlacdo e outras obtidas para esse
meroterpeno sao apresentadas na Figura 3.13.

Estudos de NOE diferencial (gNOESY e NOEDiff, Figura 3.14, Ap.
2.12.8) contribuiram para a completa elucidacao desta estrutura na qual, a irradiagdo
de H-12 (8 1.33) produziu um acentuamento dos sinais referentes aos hidrogénios H-
I’a, H-11B, H-7B, H-13 e grupo metoxila, respectivamente em 6 4.92, 1.75, 2.24, 1.18
e 3.74. Além disso, o grupo metilico 3H-10" (6 1.37) mostrou um NOE com H-9 (5

0.65), indicando que PSP-4 contém um grupo hidroxila na exoface. Este e os outros
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resultados sdo apresentados na Figura 3.14. Este meroterpeno inédito na literatura foi
denominado de preaustindide A2, uma vez que estd estruturalmente relacionado aos

meroterpenos preaustinoides A (PSP-1) e A1 (PSP-9).

PSP-9 PSP-4
Preaustindide A4 Preaustindide Ay
C26H3607 CoeH3407
460.57 458.55

4.2.6.4. Identificacao dos Meroterpenos PSP-19 e PSP-13

O espectro de RMN 'H de PSP-19 (Tabela 3.18, Ap. 2.13.3) analisado
com o auxilio dos dados obtidos de RMN 2D ['Hx'H COSY (Ap. 2.13.4), HMBC
(Figura 3.15, Ap. 2.13.7)] e comparagdao com os dados obtidos para PSP-1 ¢ PSP-9
revelou uma certa similaridade entre eles no anel D, com a estrutura parcial 2-hidroxi-
2-metil-1,3-dioxo. O grupo metilico 3H-10" em & 1.19 mostrou correlagdes com o
carbono carbindlico C-5" em & 77.9 (}J) e os carbonos carbonilicos C-4> ¢ C-6’,
respectivamente em & 205.9 (°J) e 203.5 (*J), corroborando com essa afirmacio. A
correlacdo da metila 3H-9° com o carbono carbonilico em & 205.9 foi decisiva para
atribuir corretamente os valores dos deslocamentos quimicos dessas carbonilas.

Contudo, o estudo comparativo desses espectros mostrou que os anéis A
e B de PSP-19 sdo bem diferentes dos encontrados para PSP-1 (cetona no anel A)
como para PSP-9 (e-lactona a,B-insaturada) sugerindo a presenca de uma o-

espirolactona o, B-insaturada no anel A. Os espectros de RMN °C (Ap. 2.13.5) e

142



Capitulo 3: Estudo Quimico dos Fungos Penicillium sp e Fusarium moniliforme

HSQC (Ap. 2.13.6) mostraram a presenca de quatro sinais correspondentes a carbonos
carbonilicos, sendo dois deles cetdnicos (6 203.5, C-6" e 205.9, C-4’) e dois derivados
de ésteres e lactonas em 6 164.0 (C-3) e 168.4 (C-8’). Foram observados também os
sinais oriundos de carbonos olefinicos. Dois sinais em & 113.9 e 143.5 indicaram a
presencga de uma dupla ligacdo exociclica no anel D, respectivos aos carbonos C-1’ e
C-2’. As duas duplas endociclicas adicionais foram atribuidas através das correlagdes
observadas no espectro de HMBC (Figura 3.15, Ap. 2.13.7). O par de carbonos C-1 e
C-2 encontra-se, respectivamente, em o 145.8 e 119.6 e a dupla nos carbonos C-9 e C-
10 em 6 135.9 e 131.8, respectivamente.

O espectro de RMN 'H de PSP-19 (Ap. 2.13.3) apresentou ainda seis
sinais na forma de singleto em 6 1.19; 1.22; 1.36; 1.48; 1.49 e 1.50, correspondendo,
respectivamente, aos hidrogénios 3H-10, 3H-14, 3H-15, 3H-12, 3H-13 ¢ 3H-9’ ¢ a
presenca do sistema espiro foi determinado pelas correlagdes observadas das metilas
3H-14 e 3H-15 com o carbono carbinédlico (C-4) em & 85.0 (*J) e com o carbono
quaternario (C-5) em & 45.2 (’J). Adicionalmente, a metila olefinica 3H-13
(comprovada pelas correlacdes com os carbonos sp” em & 135.9, C-9, °J e 131.8, C-10,
’J) em & 1.49 (’J) também apresentou correlagdo com esse carbono C-5 corroborando
com essa afirmacdo. O par de dubletos cis-olefinicos em 6 6.36 (H-1,d, J =9.8) ¢ 6.03
(H-2, d, J = 9.8) apresentou correlacio com o carbono carbonilico C-3 em 6 164.0,
indicando uma lactona de seis membros o,[3-insaturada. Essas correlagdes e outras que
foram decisivas para a atribuicdo da estrutura de PSP-19 sdo apresentadas na Figura
3.15.

A elucidagdo final juntamente com a indicacdo das configuragdes
relativas dos estereocentros foi obtida através dos estudos de gNOESY (Figura 3.16,
Ap. 2.13.8). A irradiacao do hidrogénio H-1’a em 6 4.99 produziu um acentuamento
dos hidrogénios H-1"b (6 5.49) e 3H-12 (& 1.48) enquanto que o hidrogénio H-1’b em
0 5.49 causou um incremento dos sinais dos hidrogénios H-1’a e 3H-9’,
respectivamente em 0 4.99 ¢ 1.50. Estas e outras correlacdes sdo mostradas na Figura
3.16. Conseqiientemente, o meroterpeno PSP-19 ¢ um novo produto natural e foi
denominado de preaustindide A3 por conter o mesmo anel D observado nos
meroterpenos PSP-1, PSP-9 e PSP-4.
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PSP-19 PSP-13

FIGURA 3.15 — Correlagoes de HMBC detectadas para PSP-19 ¢ PSP-13.

FIGURA 3.16 — Correlagdes espaciais sugeridas para PSP-19 e PSP-13, baseados no espectro
de gNOESY.
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TABELA 3.18 — Dados espectrais de RMN 'H (400 MHz) e¢ "*C (100 MHz) para os

meroterpenos PSP-19 e PSP-13.

PSP-19 PSP-13
Posicao C H C H
1 145.8d 6.36 d (9.8) 146.5d 6.42 d (10.0)
2 119.6 d 6.03 d (9.8) 119.3d 6.03 d (10.0)
3 164.0s - 164.2 s -
4 85.0s - 85.7s -
5 452 s - 45.6 s -
6 26.1t o:1.57m 265t 1.60 m
B: 1.59 m
7 245t o 2.04 dt (13.5; 3.4; 245t o:2.34m
3.4) B:1.74 dt (14.0; 4.0;
B:2.66td (14.7; 14.7, 4.0)
3.4)
8 469 s - 46.1 s -
9 1359s - 136.9 s -
10 131.8 s - 130.8 s -
11 41.1t a:2.22d(14.6) 36.1d a:2,96d(15.0)
B:2.96d (15.0) B: 1,98 d (15.0)
12 27.0q 1.48 s 21.1q 1.40s
13 15.4q 1.49s 15.4q 1.65d (1.0)
14 229¢q 1.22s 25.8q 1.36s
15 259¢q 1.36 23.1q 1.23 s
1° 1139t a:4.99s 107.4t a:5.01s
b:5.49 s b:5.25s
2’ 143.5s - 148.5 s -
3 50.8 s - 46.6 s -
4 2059 s - 82.7d 3.68 s
5° 779 s - - -
6’ 203.5 s - 2104 s -
7 71.6 s - 69.2s -
8 168.4 s - 1679 s -
9’ 22.7q 1.50s 19.8q 1.33s
10° 16.6 q 1.19s - -
CH;CO 52.6q 3.76 s 52.1q 3.70 s
OH - 2.89s - 36s
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O espectro de massas de alta resolucdo e o espectro de massas obtido via
1onizacdo por electrospray no modo positivo (Ap. 2.14.1) do meroterpeno PSP-13
exibiram [M]"em 414.20411 (calcd. 414.20423) ¢ [M + H] a m/Zz 415,
respectivamente, para os quais a formula molecular C,4H;004 foi estabelecida. O
espectro na regido do infravermelho (Ap. 2.14.2) indicou a presenga do grupo
hidroxila em 3413 cm™ e os grupos carbonilas em 1727, 1749 e 1704 cm™, o qual
sugeriu, juntamente com outros dados, a presenca de uma ciclopentanona, um grupo
carbometoxi e uma o-lactona a,p-insaturada, respectivamente.

O espectro de RMN 'H (Tabela 3.18, Ap. 2.14.3) analisado com o
auxilio dos dados obtidos das técnicas de RMN 2D (‘Hx'H COSY, Ap. 2.144 ¢
HMBC, Figura 3.15, Ap. 2.14.7), mostrou a presenca de quatro singletos para os
grupos metilicos terciarios em & 1.23, 1.33, 1.36 e 1.40, os quais correspondem
respectivamente aos hidrogénios 3H-14, 3H-9’, 3H-15 e 3H-12. Foi observado
também um dubleto correspondendo a um grupo metilico em 6 1.65 (3H-13, J 1 Hz),
resultante de um acoplamento em W com o hidrogénio em 6 1.98 (H-11p). Os sinais
dos hidrogénios vinilicos foram observados para apenas um metileno exociclico [H-
I’aem & 5.01 (s) e H-1"b em 6 5.25 (s)]. Adicionalmente, foram observados os sinais
para o par de hidrogénios vinilicos desblindados em 6 6.42 (d, 10 Hz, H-1) e 6 6.03 (d,
10 Hz, H-2) correspondente ao anel o-lactonico a,B-insaturado. O experimento de
HMBC (Ap.2.14.8) detectou acoplamentos de longa distdncia de 3H-13 com os
carbonos C-5, C-9 ¢ C-10 ¢ de H-1’ com os carbonos C-3’ ¢ C-7’. Estas correlagdes,
bem como outras observadas mostradas na Figura 3.16, foram decisivas para o
posicionamento dos hidrogénios metilénicos exociclicos como H-1" e da d-lactona
insaturada.

Uma comparagdo dos espectros de RMN de PSP-13 com os outros
meroterpenos ja isolados e os relatados na literatura, indicou a presenca de uma cetona
adicional (1727 ecm™) e um grupo hidroxila (3413 cm™). O grupo ceto adicional
encontra-se localizado no carbono C-6" em 6 210.4, com base nos espectros de HMBC
onde foram observadas as correlacdes de H-4°(5 3.68) com os carbonos C-9°(6 19.8) e
C-6’ (6 210.4). Além disso, a metila 3H-9’ (6 1.33) mostrou correlagdo com o carbono

em O 82.7 (C-4’) (Figura 3.16, Ap. 2.14.8).
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A elucidagdo final da estrutura foi obtida dos estudos dos acoplamentos
de longo alcance 'H-">C, observadas no espectro de HMBC ¢ dos experimentos de
NOEs (NOE-Diff e gNOESY, Figura 3.16, Ap. 2.14.8) observado para esse
meroterpenoide. As atribuicdes dos sinais dos grupos metilicos, dos hidrogénios
metilénicos diastereotdpicos e hidrogénios vinilicos resultaram dos estudos de NOES
diferenciais. A irradiacao de H-1 (6 6.42) resultou no acentuamento do dubleto em 6
6.03, o qual deve ser, portanto, o hidrogénio H-2, e do multipleto em o 2.34,
correspondente ao hidrogénio H-7a. A irradiacdo de & 5.01 (H-1’a) resultou no
acentuamento dos sinais de H-12 em ¢ 1.40 e do grupo metoxila em & 3.70, indicando
que o grupo carbometoxi estaria em uma configuragdo . A irradiagdo do sinal da
metila em & 1.33 (3H-9’) causou um acentuamento do sinal correspondente ao
hidrogénio H-4’ em 6 3.68, o qual corrobora com a configuragdo o do grupo hidroxila.
Finalmente, a irradia¢do do sinal em o 1.40 (3H-12) conduziu a um acentuamento do
sinal de H-1a, H-11p e H-78 em & 5.01, 1.98 e 1.74, respectivamente. Estes resultados
sao mostrados na Figura 3.16.

Estes dados indicaram que o meroterpeno PSP-13 ¢ um precursor
ciclopentanona dos outros meroterpenos e como ainda nao foi relatado na literatura,

recebeu a denominagao de Austinoneol A.

PSP-19 PSP-13
Preaustindide A, AgStIEOHSOI
Caola2s 214.50
456 .54 )
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4.2.6.5. Identificacdo dos Meroterpenos PSP-10 e PSP-12

O espectro de RMN 'H (Ap. 2.15.3) de PSP-10 analisado com o auxilio
dos dados obtidos das técnicas de RMN 2D (‘Hx'H COSY, Ap. 2.15.4 ¢ HMBC,
Figura 3.17, Ap. 2.15.7), como também dos valores encontrados na literatura para
meroterpenos relacionados descritos nas Tabelas 3.19 e 3.20 (M-27, M-70, M-71 e M-
72) (Capitulo 4, HAYASHI et al, 1994), mostrou a presenca de quatro sinais na forma
de singleto para os grupos metilicos terciarios em o 1.18, 1.31, 1.32 e 1.60, os quais
correspondem respectivamente aos hidrogénios 3H-14, 3H-12, 3H-15 e 3H-9’.
Também foram observados dois sinais de dubleto para os grupos metilicos em 6 1.22
(H-10°, J 6.0 Hz) e em 6 1.61 (H-13, J 1.0), sendo este ultimo, resultante de um
acoplamento em W com o hidrogénio H-11. Os sinais dos hidrogénios vinilicos foram
detectados em 6 5.55 (d, J 1.0) € 6 5.27 (d, J 1.0), correspondendo ao grupo metilénico
exociclico H-1’a e H-1’b, respectivamente. Adicionalmente, foram observados os
sinais para os hidrogénios do anel 6-lactonico o.,B-insaturado em 6 6.63 (d, 10 Hz, H-
1) e 8 6.0 (d, 10 Hz, H-2). O experimento de HMBC (Ap. 2.15.7) detectou
acoplamentos de longa distancia dos hidrogénios metilénicos e olefinicos e as
correlacdes observadas sdo mostradas na Figura 3.23, as quais foram decisivas para o

posicionamento dos hidrogénios metilénicos exociclicos e endociclicos.

OH
N CH; OH
KN
L N
O
= O/
O O%
N
PSP-10 O O
PSP-12

FIGURA 3.17- Correlagdes de HMBC detectadas para PSP-10 e PSP-12.
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O espectro de RMN "°C (Ap. 2.15.5) juntamente com os espectros de
HSQC e HMBC (Ap. 2.15.6 ¢ Ap. 2.15.7, respectivamente) permitiu uma atribuigdo
precisa dos valores de deslocamentos quimicos dos carbonos de PSP-10, os quais sao
apresentados na Tabela 3.20. Esses espectros relatam a presenca de seis carbonos
olefinicos em o 115.1 (C-1’), 119.6 (C-2), 132.2 (C-9), 133.8 (C-2’), 139.8 (C-10) e
146.9 (C-2). Os valores desses carbonos foram comparados com os dados literatura
(HAYASHI et al., 1994), apresentando concordancia entre eles. Além disso, foi
possivel a confirmacgdo da atribuigdo dos valores de deslocamentos quimicos para os
carbonos carbonilicos lactdnicos, uma vez que os espectros ndo apresentaram uma boa
resolucao.

A confirmacao final da estrutura foi possivel com base nos experimentos
de NOEs (NOESY e gNOESY, Figura 3.19, Ap. 2.15.8) observado para esse
meroterpendide. A irradiacdo de H-1 (0 6.63) resultou em um acentuamento do
dubleto em 6 6.0, o qual deve ser, portanto, o hidrogénio H-2, e dos sinais em 6 1.55 e
0 2.95, respectivos aos hidrogénios H-6a ou § e H-7a ou B. A irradiagdo do dubleto
em & 1.61 (H-13) resultou no acentuamento do hidrogénio em & 3.15 (H-11),
corroborando entdo para atribuir a configuracdo o para esse hidrogénio. A correlagao
entre os hidrogénios H-12 (& 1.31) com H-113 (& 2.34) corroborou com essa
suposi¢do. A irradiagdo de H-9’ em & 1.60 resultou no acentuamento de H-1’a em o
5.55, ao passo que H-1"b em 6 5.27 foi acentuado quando houve irradiacdo da metila
H-12. A confirmagdo desses hidrogénios foi obtida apds observar a correlagao entre a
metila H-10 com o hidrogénio vinilico H-1’a. Finalmente, a irradiagdo do grupo
hidroxila em o 3.49 conduziu a um acentuamento dos sinais em 0 1.22, 1.55 ¢ 6.63,
respectivos aos hidrogénios H-10°, H-7a e H-1, indicando que estes hidrogénios estdao
na mesma face da molécula. Estas correlacdes sdo apresentadas na Figura 3.20.

Estes dados indicaram que o meroterpeno PSP-10 ¢ um precursor dos
outros meroterpenos relacionados a austina (M-27) e como ainda ndo foi relatado na
literatura, recebeu a denominacao de Austinolideo.

Os dados obtidos dos espectros de RMN 'H (Tabela 3.19, Ap. 2.16.3) e
BC (Tabela 3.20, Ap. 2.16.5 e Ap. 2.16.6) para PSP-12 mostraram-se similares com
aqueles do meroterpeno PSP-10 (Tabelas 3.19 e 3.20) exceto que em PSP-12 os
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deslocamentos dos hidrogénios vinilicos da dupla exociclica em C-1" encontram-se
mais proximos [d 5.25 (s, H-1’a), & 5.23 (s, H-1’b)]. Além disso, os sinais dos
hidrogénios metilénicos encontram-se mais desblindados, absorvendo em & 1.24 (3H-
14), 1.28 (3H-10’), 1.30 (3H-9’), 1.37 (3H-15), 1.43 (3H-12) e 1.56 (3H-13).

A correta atribuicio dos deslocamentos quimicos de 'H e "*C desse
meroterpeno sé foi possivel com o auxilio das técnicas de RMN 2D. O espectro de
RMN 'Hx'H COSY (Ap. 2.16.4) apresentou os acoplamentos entre os hidrogénios
olefinicos da o-lactona o,fB-insaturada em & 6.58 (H-1) e 6.02 (H-2), com uma
constante de acoplamento de 9.8 Hz para o dubleto observado. Adicionalmente, podem
ser vistos os acoplamentos entre os hidrogénios H-6 e H-7, como também H-5" ¢ 3H-
10°. As correlagdes de longo alcance presentes no espectro de HMBC (Ap. 2.16.7)
também corroboraram para a confirma¢do da estrutura por permitir a atribuicdo dos
valores de deslocamentos quimicos dos carbonos quaternarios. A correlagao da metila
vinilica em 6 1.56 (3H-13) com os sinais em 6 135.9 e 139.9, os quais foram atribuidos
aos carbonos C-9 e C-10, respectivamente, foi observada. Os hidrogénios da metila em
0 1.43 (3H-12) apresentaram acoplamento a longa distincia com os carbonos em 0

135.9 (C-9), 66.2 (C-7°) e 40.8 (C-8).

H PSP-12

PSP-10

FIGURA 3.18 — Correlagdes espaciais sugeridas para PSP-10 e PSP-12, baseados no espectro
de NOESY e gNOESY.
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A contribuicdo mais importante do espectro de HMBC foi a correlacao

do hidrogénio metilénico (3H-9’) em 6 1.24 com os carbonos C-2°, C-3°, C-11 e com

um sinal em 6 212.5, confirmando, portanto, a suposicao de um grupo cetocarbonilico

em C-4’, diferindo este meroterpeno de PSP-10 no qual tem-se uma carbonila

lactonica. Esta e outras correlagdes podem ser visualizadas na Figura 3.19.

TABELA 3.19 — Dados dos espectros de RMN 'H das substincias descritas na literatura (M-
27, M-70, M-71 ¢ M-72) ¢ das substancias isoladas PSP-10 ¢ PSP-12

(400 MHz, cloroférmio).
M-27 M-70 M-71 M-72 PSP-10 PSP-12
1 6.72d (9.9) 6.73d(9.8) 6.82d(9.9) 6.75d 6.63d 6.58 d (9.8)
(10.0) (10.0)
2 6.11d(9.9) 5.98d(9.8) 5.89d(9.8) 6.13d 6.00d 6.02 d (9.8)
(10.0) (10.0)
6 * * * 4.89 dd o 1.55m 1.62 m
(13.1:3.9)  B:1.46dd
(14.2; 3.6)
7 o:3.21ddd 328 m * 3.16 dd o:295td  a:2.57td
(13.2; (13.2; (13.8;3.6) (13.3;4.8)
13.2;3.0) 13.1) B:1.68dt  B:1.82dt
B: 1.94dd (14.0;3.6) (13.3;4.8)
(13.2;3.9)
11 o: 6.03s o:4.59d o:5.63s o:3.18d a:3.15d o:2.88d
(5.5) (16.3) (16.0) (14.2)
B:2.38dq pB:2.34dd p:2.27dd
(16.3;1.6) (16.0;1.0) (14.2;1.5)
12 1.19s 1.27 s 1.28s 1.23s 1.31s 1.43 s
13 1.85s 1.63s 573t 1.66d(1.6) 1.61d(1.0) 1.56d(1.5)
14 1.53s 1.45s 1.40 s 1.43s 1.18 s 1.24 s
15 1.38 s 1.39s 146 s 1.29s 1.32s 1.37s
I’a 576d(1.6) 5.61d(1.6) 6.13d(1.8) 5.62d(1.5) 5.55d(1.0) 5.25s
I’b 549d(1.6) 5.16d(1.6) 587d(1.8) 532d(1.5) 5.27d(1.0) 5.23s
5’ 446 q(6.5) 4.41q(6.6) 528q(6.9) 4.37q(6.3) 4.34q(6.0) 4.28q(6.4)
9’ 1.61s 1.57 s 1.53s 1.64 s 1.60s 1.30s
10° 1.29d (6.5) 1.13d(6.6) 1.61d(6.7) 1.26d(6.3) 1.22d(6.0) 1.28d(6.4)
OAc (11) 2.02s - 1.99 s 1.97 - -
OAc (7) - - - - - -
OH 4.19s 5.77d (5.5) - 3.74 349s 2.70s
Outros 1.5-1.8 1.5-1.9 1.2-2.1 - - -
(3H, m) (3H, m) (4H, m)
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TABELA 3.20 —Dados dos espectros de RMN °C das substincias descritas na literatura (M-
27, M-70, M-71 e M-72) ¢ das substancias isoladas PSP-10 ¢ PSP-12 (50
MHz, Cloroférmio).

M-27 M-70 M-71 M-72 PSP-10 PSP-12

1 146.5d 1479 s 150.8d 144.5d 146.9d 147.0d
2 120.2d 1182s 1159d 119.9d 119.6d 119.2d
3 163.6 s 163.7 s 163.1s 163.7 s nd' nd'
4 85.5s 85.6s 86.0's 85.6s 859s 859s
5 46.6 s 45.7 s 50.4s 504 s 46.3 s 4568
6 27.0t 26.1t 27.0t 70.3d 28.4t 269t
7 26.5d 26.1t 26.5t 32.1t 25.6t 259t
8 42.1s 414 s 44.0 s 42.4 s 41.7 s 40.8 s
9 132.6s 1356 90.5 s 132.5s 132.2s 1399 s
10 143.8 s 1383 s 139.2s 1389 1394 s 1359
11 74.7d 73.5d 74.1d 42.0t 41.8t 42.4t
12 23.5q 23.7q 16.9 q 23.6 q 22.7q 22.2q
13 154 q 139¢q 125.4 t 16.0 q 154 q 15.1¢q
14 22.4q 22.7q 23.7q 23.7q 22.9q 23.1q
15 259q 25.8q 25.6q 26.8 q 259q 25.7q
1’ 1180t 11591 114.6 t 11561 115.1¢t 108.1t
2’ 137.5s 137.7 s 137.1s 134.0s 133.8 s 146.2 s
3’ 84.1s 85.2s 82.5s 83.5s 84.0s 55.2s
4’ 170.1s 1689 s 1673 s 170.7 s 171.1s 212.5s
5’ 78.7d 78.6d 76.3d 79.0d 78.9d 76.2d
6’ 80.6 s 80.5s 849 s 80.6 s 79.1s 90.6 s
7 62.8 s 62.8 s 64.3s 62.7 s 63.3s 66.2 s
8’ 170.8 s 1714 s 1689 s 170.8 s nd' 1744 s
9’ 20.2q 20.7 q 189q 22.5q 23.7q 152 q
10° 11.3¢q 11.7q 133 q 11.5q 11.4q 12.6 q
CH;CO 168.4 s - 168.3 s 169.6 s - -
(11)
CH;CO 20.6 q - 20.6 q 214 q - -
(11)
CH;CO (7) - - - - - -
CH;CO (7) - - - - - -

' nd = ndo detectado

A estereoquimica (configuracdo relativa) de PSP-12 foi estabelecida
através do experimento de gNOESY (Figura 3.20, Ap. 2.16.8), como também através
dos dados da literatura para meroterpenos relacionados (HAYASHI et al., 1994). A
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irradiacao de of H-1 resultou em um acentuamento do sinal em & 2.57 o qual deve ser
o hidrogénio H-7a. A irradiagdo do dubleto em & 1.56 (3H-13) produziu um
acentuamento do hidrogénio diastereotopico H-11 em 6 2.88, sugerindo a configuracao
a. A irradiagdo da metila 3H-9’ em & 1.24 resultou em um acentuamento do quarteto
em O 4.28 (H-5), indicando que ambos estdio na mesma face da molécula.
Conseqiientemente, a metila em & 1.29 (3H-10") encontra-se na face oposta.

Estes dados indicam que o meroterpeno (PSP-12) ¢ um precursor
ciclopentanona dos outros meroterpendides O-lactonas, e, conforme levantamento
bibliografico realizado, PSP-12 nao foi relatado, sendo, portanto uma estrutura inédita

e nomeada de [soaustinona.

PSP-10 PSP-12 v M2
Austinolideo Isoaustinona
Co5H3007 Ca5H300¢
442 51 426.51

M-70 M-71 M-72
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4.2.6.6. Identificacio dos Meroterpenos PSP-3, PSP-6 e PSP-8

A substancia PSP-3, de formula molecular C,H3,0,; foi detectada no
espectro de massas, obtido por ionizagdo por electrospray no modo positivo com
energia de colisdo de 25 eV, sob a forma do ion [M+H]" em m/z 557. Os fragmentos
que caracterizam essa substancia podem ser vistos no espectro de massas dos ions
filhos de 557 (Ap. 2.17.1) e as propostas de fragmentacdo sdo apresentadas no
Esquema 3.8. O espectro de infravermelho (Ap. 2.17.2) indicou a auséncia dos grupos
hidroxila presentes na austina (M-27) (SCOTT et al., 1986) e mostrou fortes absor¢des
resultantes das deformacodes axiais da ligagdo carbono-oxigénio de carbonilas em
1776, 1757, 1740 ¢ 1722 cm’".

O espectro de RMN 'H de PSP-3 (Ap. 2.17.3, Tabela 3.21) analisados
com o auxilio de dados de RMN 2D ['Hx'H COSY (Ap. 2.17.4), HMBC (Figura 3.19,
Ap. 2.17.8)], mostrou a presenga de quatro sinais de singletos para grupos metilas
terciarias em O 1.41; 1.42; 1.48 e 1.57, os quais correspondem, respectivamente, aos
hidrogénios 3H-14, 3H-12, 3H-15 ¢ 3H-9’ e de um dubleto para um grupo metila em 6
1.67 (3H-10’) resultante de um acoplamento com o proton carbindlico em & 5.25 (H-
5’, J = 7.0 Hz). Adicionalmente, também foram observados os sinais de hidrogénios
vinilicos para dois metilenos exociclicos presentes na estrutura [H-13a em & 5.82 (d, J
=2.1 Hz) e H-13bem 6 6.14 (d, J = 2.1 Hz); H-1’aem 6 5.73 (s) e H-1’b em 0 6.13
(s)]. Também foram observados os sinais dos hidrogénios da d-lactona a,3-insaturada
[0 6.96 (d, J = 10.0 Hz, H-1) e 6 594 (d, J = 10.0 Hz, H-2)]. O experimento de
deteccdo a longa distancia, HMBC (Figura 3.19, Ap. 2.17.8) detectou a correlagdo de
longo alcance do hidrogénio H-13 com os carbonos C-5 e C-10 e de H-1" com os
carbonos C-2°, C-3’ ¢ C-7’. Essas e outras correlacdes apresentadas na Figura 3.19
foram decisivas para o posicionamento dos dois grupos metileno exociclicos, os quais
esclareceram os dados publicados na literatura (HAYASHI et al., 1994).

Os espectros de RMN °C (Ap. 2.17.5, Tabela 3.21) e HSQC (Ap. 2.17.7)
mostraram a presenca dos dois grupos acetoxi em O 168.4 e 170.6 (C=0),
respectivamente ligadas nos carbonos C-11 e C-7. O grupo acetoxi no carbono C-7 ¢

confirmado pela presenca de correlacdes do carbono carbindlico C-7 com os
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hidrogénios em H-6 e H-12. O H-7 em o 5.37 apresenta como ressonancia um duplo
dubleto com valores de J de 11.8 e 4.0 Hz, conseqiientes dos acoplamentos com os
hidrogénios H-63 ¢ H-6a., respectivamente (COSY, Ap. 2.17.4) e mostra correlagdes a
longa distancia com os carbonos C-5, C-8, C-12 e C-9. A multiplicidade desses

hidrogénios e o NOE observado entre H-7 e H-2 (Figura 3.20, Ap. 2.17.9) confirmou o

grupo acetil em C-7 na configuragdo .

PSP-6

PSP-8

FIGURA 3.19 — Correlagdes de HMBC detectadas para PSP-3, PSP-6 ¢ PSP-8.
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Os dados de RMN 'H e "C do meroterpenos PSP-3 foram entdo
comparados com os dados publicados na literatura para os meroterpenos derivados da
austina, os quais sdo produzidos por Penicillium diversum e Aspergillus ustus
(HAYASHI et al., 1994). Os dados obtidos para PSP-3 sdo muito similares aos
obtidos para a acetoxidehidroaustina de acordo com HAYASHI et al, 1994.
Conseqiientemente a substancia isolada (PSP-3) de Penicillium sp corresponde a 7-3
acetoxidehidroaustina, representando o primeiro meroterpeno diacetato pertencente a
classe da austina. Por se tratar de substancias de complexidade estrutural relativamente
alta, esses meroterpenos descritos na literatura foram identificados através de andlises
por raios-X (SIMPSON et al., 1982). Contudo os dados de RMN utilizados para a
confirmagdo da identidade dos meroterpenos acetoxi-dehidroaustina e dehidroaustina
nao foram cuidadosamente estudados. O isolamento desses metabolitos nos extratos de
Penicillium sp e o estudo dos dados espectrais, especialmente RMN 2D, obtidos para
os mesmos foram extremamente Uteis para a correta atribuicdo dos valores de
deslocamento quimico para essas substancias.

A substancia PSP-6, de féormula molecular C,;H;300Oy determinada por
espectrometria de massas obtida por APCI no modo positivo de ionizagdo (Ap.
2.18.1,), e por comparacao com o espectro na regido do infravermelho (Ap. 2.18.2) e
com os dados espectrais de RMN 'H e ">C (Tabela 3.21) da dehidroaustina (M-71)
(HAYASHI et al., 1994), indicou uma similaridade significante entre esses dois
compostos. A presenga do anel d-lactonico o, B-insaturado no anel A pode ser
confirmada através dos sinais dos deslocamentos quimicos dos prétons cis-vinilicos
em 0 6.83 (d, J = 10.0 Hz) e 5.89 (d, J = 10.0 Hz), respectivamente relacionados aos
hidrogénios H-1 e H-2, os quais apresentaram uma correlacdo a longa distancia
(HMBC, Figura 3.19, Ap. 2.18.8) com o sinal da carbonila em & 163.0.

No espectro de RMN 'H (Ap. 2.18.3) sdo encontrados os deslocamentos
quimicos das metilas quaterndrias em & 1.31, 1.43, 1.50 e 1.57, todos singletos
respectivos aos hidrogénios 3H-12, 3H-14, 3H-15 e 3H-9’. O sinal da metila em o 1.65
aparece como um dubleto resultante do acoplamento com um proton carbinolico
bastante desblindado em & 5.29 (q) com valor da constante de 7.0 Hz. Os sinais dos

deslocamentos dos hidrogénios olefinicos em 6 5.74 (d, 2) € 6.14 (d, 2) parao 2H-13 ¢
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em O 5.65 (sl) e 5.87 (sl) para 2H-1’, foram confirmados através das correlacdes a
longa distancia de H-13 com os carbonos C-5, C-9 e C-10 e de H-1" com o carbono C-
7’ observados no espectro de HMBC (Ap. 2.18.8).

A estereoquimica de PSP-6 foi atribuida pela técnica NOESY (Ap.
2.18.9) e a estrutura 3D foi sugerida (Figura 3.20), sendo consistente com os dados

publicados por HAYASHI et al. (1994).

PSP-8

FIGURA 3.20 — Correlagdes espaciais sugeridas para PSP-3, PSP-6 ¢ PSP-8, baseados no
espectro de NOEDIFF.
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556 [M + H] 557 (13%) m/z 539 (41%)

l- CH5COOH l CHLCOOH

m/z 497 (18%)

m/z 437 (28%)

ESQUEMA 3.8— Principais fragmentacdes de PSP-3, obtido via APCI/MS-MS, modo
positivo com energia de colisdo de 15 eV.

O meroterpeno PSP-8, exibiu um pico de [M+H] em m/z 426 no
espectro de massas (Ap. 2.19.1) do qual foi deduzida a formula molecular C,5sH30O¢. O
espectro na regido do infravermelho (Ap. 2.19.2) indicou a presengca do grupo
hidroxila em 3411 cm™, das carbonilas dos anéis y-lactona e ciclopentanona em 1772 e
1753 cm’', respectivamente, e da presenca do anel -8-lactona a,B-insaturado em 1686

-1
cm .
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TABELA 3.21 — Dados espectrais de RMN 'H (400 MHz) e "*C (100 MHz) para os
meroterpenos PSP-3, PSP-6 ¢ PSP-8.

PSP-3 PSP-6 PSP-8
Posicio C H C H C H
1 150.8d 6.96d(10.0) 151.0d 6.83d(10.0) 152.2d 7.14 d (10.0)
2 116.4d 5.94d(10.0) 1159d 5.89d(10.0) 118.6d 5.88 d(10.0)
3 163.1s - 163.0 s - 164.8 s -
4 85.7 s - 86.2 s - 86.6 s -
5 456 s - 442 s - 499 s -
6 322t o: 1.94 dd 269t a:1.72m 27.1t a:2.92m
(14.0; 10.0) B:1.78 dd B:1.73 m
B:1.74 dl (14.0; 4.0)
(12.0)
7 67.3d o:5.37dd 270t a:2.13dd 276t o: 1.58 dd
(12.0; 4.0) (14.0; 4.0) (14.0; 5.0)
B:1.37m B: 1.78 m
8 55.1s - 50.7 s - 423 s -
9 92.2s - 90.6 s - 40.5d a:2.90 m
10 1383s - 139.1 s - 146.7 s -
11 74.1d a:5.75s 74.1d a=574s 4261t a:1.67m
B: 1.77 m
12 12.2q 1.42s 17.1q 1.31s 15.1q 1.08 s
13 1265t a:6.14d(2.0) 1256t a:6.14d(2.0) 1116t a:5.52s
b: 5.82d (2.0) b:5.74 d (2.0) b: 4.63 s
14 25.8q 1.48s 25.7q 1.50 s 233q 1.70 s
15 239q 1.41s 23.8q 143 s 259q 146 s
1° 116.7t a:6.13 s 1149t a: 5.87 sl 108.7 t a:5.20s
b:5.73 s b: 5.65 sl b:5.15s
2’ 1369 s 137.4 s 148.4 s -
3’ 82.3s 82.8s 559s -
4 168.8 s 170.7 s 215.0s -
5 76.2 d 525q 76.5d 5.29q(7.0) 85.1d 4.56 q (7.0)
6’ 84.7 s 85.1s 90.6 s -
7 61.5s 64.5s 65.1s -
8’ 167.1s 168.8 s 173.5s -
9’ 19.3¢q 1.57 s 19.1¢q 1.57 s 159q 1.24s
10° 13.2q 1.67d (7.0) 13.5¢q 1.65d (7.0) 18.2 q 1.18 d (7.0)
CH;CO 1684s - 168.8 s - - -
an
CH;CO 20.6q 2.04s 20.8q 2.03s - -
an
CH;CO (7) 170.6s - - - - -
CH;CO (7) 20.8q 2.09s - - - -
CH;CO (8) - - - - - -
OH - - - - - 39sl
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Os dados obtidos dos espectros de RMN 'H (Ap. 2.19.3, Tabela 3.21) e
BC (Ap. 2.19.5, Tabela 3.21) para PSP-8 mostraram-se similares aos observados para
o meroterpeno PSP-3 exceto que PSP-8 ndo exibe os sinais para os grupos acetil.
Contrariamente, esta substancia contém trés sinais de carbonos metilénicos [d 27.1 (C-
6), 27.6 (C-7) e 42.6 (C-11)]. Adicionalmente, a presenga de um carbono metinico (o
40.5, C-9) juntamente com a diminuicdo do grau de insaturagdo (dupla ligagdo
equivalente) quando comparado com PSP-3 (14 para PSP-3 e 11 para PSP-8), indicou
que o éter tetrahidrofurano encontra-se aberto na substincia PSP-8. Finalmente, o
espectro de RMN "°C apresentou um sinal para o grupo cetocarbonilico detectado em &
215.0 o qual apresenta correlacdes com os hidrogénios 3H-9” e 2H-11 no espectro de
HMBC (Figura 3.19, Ap. 2.19.7). Pode ser observado também o sinal para C-3’
detectado em 6 55.9.

A confirmagdo final da estrutura foi definida pelos acoplamentos de
longo alcance detectados no espectro de HMBC e também dos experimentos de NOEs
(Ap. 2.19.8) observados para PSP-8. Essas correlagdes sdo sumarizadas nas Figura
3.20. As atribui¢cdes das configuracdes das metilas, dos hidrogénios metilénicos
diastereotopicos e dos hidrogénios vinilicos foram obtidos dos resultados dos estudos
de NOE diferenciais. A irradiacao de H-1 resultou em um acentuamento do sinal em 6
5.88 ppm o qual deve ser o hidrogénio H-2 e dos multipletos em & 2.9 correspondendo
aos hidrogénios H-6 ¢ H-9 enquanto que o singleto em 6 5.52 mostrou correlagdes
espaciais com o hidrogénio diastereotopico H-13b, o hidrogénio vinilico em 6 4.63 e
também os hidrogénios da metila em & 1.70 e, portanto, estes dois sinais foram
atribuidos como H-13a, b e H-14p, onde a irradiacdo dos hidrogénios vinilicos em o
4.63 resultou em um acentuamento do hidrogénio H-11a. Estes resultados foram
consistentes com as atribui¢cdes dos sinais em 5.52 e 4.63 para os hidrogénios vinilicos
13a e 13b, respectivamente. A irradiacdo em 6 5.2 alterou os sinais de 3H-12, 3H-9’ e
3H-10’. A irradiacdo do sinal de metila em 1.70 ppm corrobora com a atribui¢do para
os sinais dos hidrogénios 3H-13 e 3H-15 e a irradiagdo da metila em 1.24 ppm (H-9’)
e 1.19 ppm (H-10’) causou um acentuamento dos sinais de H-1'b e H-5’,
respectivamente em 5.15 e 4.56 ppm. Finalmente a irradiagdo de 3H-12 resultou em

um acentuamento do sinal atribuido para H-la, H-11 e H-7, respectivamente em
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5.2, 1.77 e 1.78 ppm. Estes resultados estdo sumarizados na Figura 3.20, e indicam
como os valores de NOEs permitem propor a relagdo espacial dos hidrogénios nas
duas faces da molécula estudada.

Estes dados indicam que este meroterpeno ¢ um precursor
ciclopentanona dos outros meroterpenoides 6-lactonas. De acordo com a comparagao
dos dados da literatura (HAYASHI et al., 1994), o meroterpeno PSP-8 ¢ denominado
de neoaustina e os dados obtidos por RMN 2D corroboraram para as atribui¢gdes de
alguns sinais de deslocamentos quimicos inconsistentes. Entretanto, a estereoquimica
B foi atribuida para o carbono C-10’ através do experimento de raios-X (HAYASHI et
al., 1994). Os dados encontrados nos experimentos de NOE sugerem a configuracao o
para este carbono uma vez que a irradiacdo da metila 3H-12 em 6 1.08 produziu um
acentuamento do quadrupleto em 6 4.56 (H-5’), sugerindo que ambos estdo na mesma
face da molécula (beta). Analisando a estrutura determinada por raios-X e a proposta
biossintética para essa classe de substincias € possivel que tenha havido alguma
confusdo na interpretacdo desses dados, uma vez que os carbonos C-10’ encontra-se

na configuracdo al/fa em todos os metabolitos isolados.

PSP-3 PSP-6 PSP-8
Acetoxidehidroaustina Dehidroaustina Neoaustina
C29H3201 1 C27H3009 C25H3006
556.57 498.53 426.51
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5. CONCLUSOES

Embora nao realizado o estudo dos extratos de Fusarium moniliforme
cultivado em meio s6lido (arroz e milho), os resultados apresentados no cultivo deste
microrganismo em meio liquido mostraram uma produgdo significante dos
depsidipeptideos FM-1 e FM-2, os quais conforme levantamento bibliografico
possuem ampla atividade biologica dependendo de sua estereoquimica. Além disso,
foram encontrados, o esterdide peroxido de ergosterol, acidos graxos e triglicerideos
em grande quantidade. Ainda foi detectada a presenca de pigmentos os quais nao
foram estudados, mas que aparentemente sdao interessantes devido a mudanca de
coloracdo com a alteracdo do pH (pH acido, coloragcdo rosa intenso e pH basico,

coloragao violeta intenso).

O cultivo de Penicillium sp em arroz mostrou que esse substrato ¢ ideal
para a pesquisa de meroterpenos. A metodologia de extracdo e obtencdo das fracdes
foi adequada para o posterior isolamento dessas substancias. Nos extratos obtidos do
arroz ainda foram detectados aclcares (em grande quantidade no extrato PR-1),

alcaloides e lignanas.

O meio Czapek’s enriquecido com 2% de extrato de levedura levou a
producdo, por Penicillium sp, de outros metabdlitos como o alcaldide verruculogenina
(PSP-5), nucleosideos (PSP-14), acucares, cerebrosidas, peroxido de ergosterol (em
quantidades bem pequenas). Contudo, esse meio ndo ¢ adequado para que esse
microrganismo produza os meroterpenos, uma vez que foram detectados apenas dois

deles (PSP-3 ¢ PSP-8).

A observagio dos espectros de RMN 'H dos extratos e fragdes de
Penicillium sp quando cultivado em milho revelou que esse microrganismo ¢ capaz de
produzir meroterpenos, como também o alcaléide PSP-5 e o acido enicilico, PSP-7.
Quando crescido nesse meio, o fungo também produz uma grande quantidade de 6leos,

acUcares e pigmentos.
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Causou muita curiosidade a auséncia de isolamento de esteroides,
principalmente os esterdides comuns em fungos (ergosterol e peroxido de ergosterol)

nos extratos obtidos quando este microrganismo foi cultivado em meio s6lido.

O alcalodide verruculogenina (PSP-5) foi isolado em grandes quantidades
e em todos os meios de cultivo utilizados, sugerindo que esse metabolito poderia
funcionar como um marcador quimiossistematico para esse fungo ou pelo menos pelo
género Penicillium. Um outro marcador poderia ser a substincia PSP-7, uma
micotoxina encontrada também em todos os cultivos, o que dificultou, em partes, o

isolamento dos outros metabdlitos, principalmente os meroterpenos.
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CAPITULO 4: ESTUDOS BIOGENETICOS DOS
MEROTERPENOS

1. INTRODUCAO
1.1. Meroterpenos

1.1.1. Aspectos Gerais

O termo “meroterpendide” ou “meroterpeno” foi aplicado pela primeira
vez por CORNFORTH em 1968 para descrever os metabolitos secundarios que tinham
uma biogénese mista, com uma parte de origem terpendide. Os meroterpenos vém
sendo isolados de uma grande variedade de espécies de fungos e organismos marinhos
e, neste grupo de produtos naturais, encontra-se uma diversidade estrutural
significante, desde meroterpenos simples até os mais complexos, os quais sao
originados de uma série de modificacdes durante a sua biogénese.

Os meroterpenos mostrados na Figura 4.1 sdo representantes dos mais
diversos esqueletos utilizados em suas biogéneses. Alguns deles apresentam alguma
atividade biologica, como por exemplo, o meroterpeno citotéxico montadial A (M-1),
isolado do fungo Bondarzewia montana; M-1, contém apenas uma unidade prenila
ligada a um derivado fendlico (SONTAG et al., 1999).

Precursores biossintéticos derivados de duas unidades prenilas podem
estar associados a grupos aril-substituidos, como ¢é o caso do agente psicoativo A’ —
tetrahidrocanabinol (M-2) em plantas do género Cannabis (ASHTON, 2001), ou a
naftoquinonas, formando os meroterpenos do grupo das cordiaquinonas (M-3 a M-8),
encontrados nas raizes de Cordia linnaei (IOSET et al., 1998).

Os exemplos mais comuns de meroterpenos sdo aqueles origindrios do
precursor biossintético farnesila, incluindo os mais simples, onde a cadeia farnesila
permanece inalterada como ¢ o caso da grifolina (M-9) (GOTO et al., 1963), ou ainda
quando ocorre ciclizagdo e modificacdio como na sicanina (M-10) (HIRAI et al.,
1964). Um outro exemplo ¢ o acido micofendlico (M-11) isolado de Penicillium
brevicompactum. O nucleo aromadtico (5,7-dihidroxi-4-metilftalideo) dessa substancia

conttm uma cadeia lateral derivada da clivagem que ocorre com o intermedidrio
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farnesil-ftalideo durante a biossintese (BIRCH ef al., 1958). Outros meroterpenos mais
complexos passam por um extenso metabolismo oxidativo, como ¢ o caso dos
metabolitos austalideo (M-12) isolado de Aspergillus ustus (JESUS et al., 1983),
citreohidridonas e derivados (M-13 a M-25) isolados de espécies do género
Penicillium com potente atividade inseticida (inibidora da alimentacao) (KOSEMURA
et al., 1996; KOSEMURA, 2002). Neste grupo encontram-se também os meroterpenos
isolados de espécies do género Aspergillus como a andibenina (M-26) (DUNN et al,
1976), austina (M-27) (CHEXAL et al., 1976), anditomina (M-28) (SIMPSON e
WALKINSHAW, 1981), terretonina (M-29) (MCINTYRE et al, 1989) e
terreulactona (M-30), sendo este ultimo, uma lactona sesquiterpénica inibidora da
acetilcolinesterase isolada de Aspergillus terreus (KIM et al., 2002).

Substancias pertencentes a classe das cacosponginas (M-31 a M-33)
isoladas de esponjas marinhas do género Cacospongin tem sua origem a partir do
precursor geranil com um grupo fendlico (TASDEMIR et al., 2000). Adicionalmente,
as substancias usneoidol Z e E (M-34 e M-35) sdo meroterpendides
tetrapreniltoluquinodis encontrados em algas do género Cystoseira usneoides, os quais
apresentam atividades antivirais e antitumorais (URONES ez al., 1992).

Poucos estudos dos caminhos biossintéticos conduzindo a estes
compostos tem sido realizados. A aplicacdo de métodos de marcagdo isotdpica
utilizando precursores duplamente marcados contribuiu para o entendimento do
caminho biossintético dessas substincias. Estudos de precursores C duplamente
marcados para meroterpenos de origem policetidica-terpenoil (M-26 a M-29)
forneceram informagdes sobre o0 modo de unido, ciclizagdo e rearranjos dos esqueletos
carbonicos desses policetideos e terpendides (SIMPSON, 1998). Adicionalmente,
outros precursores marcados como ’H e 8O foram associados, fornecendo assim,
detalhes sobre as modificagdes oxidativas e redutivas ocorridas durante os estagios da
biogénese.

De modo geral, os vdarios métodos isotdpicos utilizados para
compreender os caminhos biossintéticos de um metabolito secundario tém por
finalidade: a) tracar o curso da biossintese € outros arranjos; b) determinar a origem

biossintética dos dtomos de hidrogénio, oxigénio e nitrogénio; e c) estabelecer, através
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de métodos indiretos, os niveis de oxidacdo dos intermediarios envolvidos na

biossintese (SIMPSON, 1998).

HO

O-...,_.

HO,C =

M-13: R = COCH3; M-15: R = COCH3;
M-14: R = CH3 M-16: R=H M-18: R = CH3

wo,", H ’
M-22: R = COOCH3
M-23: R = CH,OCOCH3

M-19: R = COCHj3
M-20: R=H

FIGURA 4.1 — Exemplos de metabolitos meroterpenoidicos.
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M-33

OH

M-35

FIGURA 4.1 — Exemplos de metabolitos meroterpenoidicos (continuagao).
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1.1.2. Biossintese de Meroterpenos Derivados de Farnesil-Pirofosfato e

3,5-Dimetilorselinato

O primeiro membro deste grupo, a andibenina, foi descrito pela primeira
vez em 1976 por DUNN et al. Estudos de marcagdo isotdpica mostraram que a
biossintese desses meroterpenos ¢ resultante de uma mistura de policetideos e terpenos
(HOLKER e SIMPSON, 1978). Conseqlientemente, um vasto nimero de metabolitos
com ampla e aparente diversidade estrutural estd intimamente relacionado
biossinteticamente (SIMPSON et al., 1997). Eles sdo formados via um intermediério
comum, do qual tem o inicio biossintético através da alquilagdo do intermediario
policetideo — 3,5-dimetilorselinato — por um precursor farnesil pirofosfato e o modo de
incorporacdo do esqueleto carbonico desse precursor dentro desses metabolitos ¢
resumido no Esquema 4.1. Nos metabdlitos andibenina (M-26) e andilesina o anel
carbociclico € incorporado intacto, enquanto que na anditomina (M-28), ocorre
clivagem de uma ligagdo do anel. Os metabdlitos derivados da austina (M-27) e
terretonina (M-29) apresentam um uma série de modificagdes drasticas, as quais foram
propostas através de extensivos estudos de marcagdo isotdpica, utilizando precursores
marcados nos atomos 13C, ’H e 0O (SIMPSON, 1998). Conseqiientemente, uma
provavel relacdo biogenética pode ocorrer entre esses metabolitos estruturalmente
distintos, como, por exemplo, 0os meroterpenos austina, terretonina, paraherquonina,
fumigatonina, citreohibridonas e andrastatinas, apresentados no Esquema 4.2

(SIMPSON et al., 1997).
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HO

@) O \
oH / M-28

M-26

M-27

ESQUEMA 4.1 — Modificacdes da porcdo orselinato nos metabodlitos meroterpenoidicos
(SIMPSON et al., 1997).

OH Andibeninas Aspergillus variecolor
Andilesinas Aspergilus stellatus
Anditomina
o A illus fumigat
i i spergillus fumigatus
COLH Fumigatonina perg g
l o T (o}
B —
COzH
x COH HO 2
l o
Aspergillus ustus
. Aspergillus variecolor
> Austinas Penicillium diversum
e} Emericella dentata
COzH l
HO
l Paraherquonina Penicillium paraherquei
O
Andrastinas Penicillium sp
—> Citreohibridonas  Penicillium citreo-viride
~o
COzH
HO
Terretonina Aspergillus terreus

ESQUEMA 4.2 — O caminho biossintético dos meroterpenodides fungicos (SIMPSON et al.,
1997).
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1.1.2.1. Biossintese da Andibenina e Derivados

Os meroterpenos isolados de Aspergillus variecolor e identificados como
andilesinas A (M-36), B (M-37) (DUNN et al., 1976), ¢ C (M-38) (SIMPSON, 1979),
juntamente com as andibeninas A (M-39) (SIMPSON, 1979), B (M-26) (DUNN et al.,
1976) ¢ C (M-40) (SIMPSON, 1979), constituem um grupo de metabolitos
biossinteticamente relacionados (Figura 4.2). Os estudos de marcagdo isotopica de
precursores permitiram propor a biogénese para a andilesina A (M-36) (MCINTYRE
et al., 1986) ¢ andibenina B (M-26) (DUNN et al., 1976; HOLKER ¢ SIMPSON,
1978, SIMPSON et al., 1997). O passo chave envolve a alquilacdo de um derivado
fenolico tetracetidico bis-C-metilado (M-41), com farnesilpirofosfato formando o
intermediario (M-42), o qual apds epoxidacao, sofre ciclizacdo (M-43) que em seguida
passa por uma rea¢ao de cicloadigdo 4+2 intramolecular gerando o esqueleto
carbonico desses meroterpenos (M-44), conforme apresenta o Esquema 4.3
(SIMPSON et al., 1997). Portanto a formagao do sistema octano biciclo [2.2.2] nestes

metabolitos fornece um raro exemplo de uma reagdo Diels-Alder biossintética.

M-39 M-26 M-40

FIGURA 4.2 - Estruturas dos meroterpenos do grupo das andibeninas e andilesinas.
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Experimentos utilizando metionina marcada [*C-metil], resultou em um
enriquecimento de ambas as metilas 9° ¢ 10° observado no espectro de RMN "°C,
confirmando que elas devem ser incorporadas no precursor tetracetideo antes da
aromatizacdo do fenol, confirmando assim, a incorporacao intacta desse precursor,
como também, a prenilacdo que provavelmente ocorre apds a aromatizacao, embora

seja um processo eletrofilico similar (SIMPSON et al., 1997).

u| O m] *OH
Ci C4 o o
“ 5
e
O
* m]
o o OH I
COSEnz CO,H *
* / x X OH
H3;C—CO,Na

M-41 < | o

OPP / V42

~ o
Eoio—>\ _ H

Oz

*
*(3 o o 9 0
o, \
SH Cicloadigao 4+2 *
c OH
3 CO.H
HO M-43
M-44

M_36 M'26

ESQUEMA 4.3 — O caminho biossintético da andibenina e derivados.
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Os estudos de marcagio no atomo de '*O permitiram atribuir a origem
dos atomos de oxigénio ligados aos carbonos C-3, C-4, C-1’ através de processos
oxidativos (derivados do oxigénio atmosférico), como também a formacdo da y-
lactona, a qual ¢ formada pelo ataque de um grupo hidroxila em C-1’ sobre C-8’
existindo como um carboxilato livre em algum estdgio durante a biossintese.
Experimentos de dupla marcagio °C e '*O contribuiram para definir que 6’-hidroxi-
orselinato (M-41) ¢ um intermedidrio obrigatdrio para a biossintese da andilesina A
(M-36). Além disso, esses resultados indicam que a andilesina A (M-36) ¢ o primeiro
metabolito a ser formado da série das andilesinas e € posteriormente convertido por
eliminagdo de agua para andilesina B (M-37), a qual ¢ entdo reduzida para andilesina
C (M-38) (MCINTYRE et al., 1986).

Na porcao farnesil do metabodlito, o sistema decalinico ciclizado passa
por uma série de modificagcdes para dar origem ao anel espiro-lactonico. Para a
formacdo desse sistema espiro € necessaria a migracao da ligagdo C-1 para C-5. A
presenc¢a de oxigénio atmosférico em C-4 (M-36) sugere um possivel mecanismo para
a biossintese do sistema espiro-lactona, o qual deve ter sua origem por uma oxidacao
biologica do tipo Baeyer-Villiger do precursor 3-ceto (M-46) e posterior rearranjo da
lactona de 7 membros (M-48). A perda de H-5 resultaria no alceno tetrasubstituido
(M-49) ¢ a oxidagao subseqiiente da dupla com formacao do epoxido (M-50), seguiria
um rearranjo para formar um intermediario carbocation (M-51), o qual seria
convertido a espirolactona. Para essa conversao, existem trés caminhos biossintéticos
propostos, os quais sdo apresentados no Esquema 4.4 (SIMPSON et al., 1997).

Esses possiveis mecanismos t€ém sido distinguidos através de uma série
de experimentos com ’H ¢ "*C marcados. A incorporacao de [5-°C, 4-’H,] mevalonato
apresenta um deslocamento B-isotopico atribuido ao carbono C-11, conseqiiente da
incorporacao de ’H em C-9, concluindo, portanto, a ndo ocorréncia de um
intermedidrio contendo uma dupla ligagdo C-9,10 (M-52), invalidando a proposta a.
Com a ocorréncia de retengdo de todos os trés hidrogénios marcados em C-13, elimina
a hipotese do envolvimento de um intermediario com uma dupla ligagdao exociclica
(M-54), como apresenta a proposta b. Os resultados destes experimentos entdo,
fornecem fortes evidéncias da ocorréncia do caminho ¢ (SIMPSON et al., 1997).
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Além disso, essas modificagdes envolvidas sugerem que o anel y-lactona
da porcao tetracetidica sera formado antes da adi¢do e subseqiiente modificagao da
porcao farnesil e que a e-lactona encontrada nas andilesinas € a progenitora do sistema

espirolactona das andibeninas (SIMPSON et al., 1997).

[O]
M-46
_—— =
H LA 02 H
0] V o_~
o)
H +
M-50 M-49 M-48

M-51 M-55

ESQUEMA 4.4— Caminho biossintético para a formacdo do intermediério carbocétion e do
anel espirolactona (SIMPSON et al., 1997).
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1.1.2.2. Biossintese da Anditomina

A anditomina (M-28) representa uma importante modificacdo do
caminho biossintético dos meroterpenos por ser o primeiro metabolito no qual o anel
carbociclico da por¢do tetracetidica apresenta-se fragmentado (SIMPSON et al.,
1997). Esse meroterpeno foi isolado de culturas de Aspergillus variecolor (SIMPSON
e WALKINSHAW, 1981) e relacionado ao metabdlito andilesina C (M-38), diferindo
apenas na presenga do grupo metileno exociclico na posi¢ao 9°. Como conseqiiéncia,
tem-se o surgimento de um novo esqueleto desta classe de compostos (meroterpenos)

com rearranjo de uma ligacao, conforme mostra o Esquema 4.5.

Cicloadigao 4+2
_—

OH

COzH
HO HO

M-43 M-44 M-56

ESQUEMA 4.5 — Provavel caminho biossintético para meroterpenos do tipo anditomina (M-
28).
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1.1.2.3. Biossintese da Austina e Derivados

O meroterpeno austina (M-27) foi isolado das culturas de Aspergillus ustus
e identificado por raios-X em 1976 por CHEXAL et al., que propuseram uma origem
poliisoprendide para esta substdncia, como um sesterterpeno ou um triterpeno
degradado. Contudo, SIMPSON e STENZEL (1981), através de estudos de marcagao
isotopica, constataram que M-27 tem sua biogé€nese através de um caminho
triprenilfenol, onde um precursor tetracetideo bis-C-metilado (M-41) ¢ alquilado por
farnesil pirofosfato, de maneira analoga ao que ocorre para as andilesinas e
andibeninas. A formacao do intermediario-chave (M-58) ¢ seguida pela formagdo da
ligagdo entre os carbonos C-8 e C-7°, contracdo do anel e clivagem oxidativa do anel
fenolico.

O tetracetideo 3,5-dimetilorselinato (M-41) considerado como o
precursor especifico para os metabolitos austina (M-27) e terretonina (M-29)
(MCINTYRE et al., 1982), foi comprovado através da incorporacdo de metionina
marcada [Me-"C, *H;], indicando que os grupos metila sio incorporados na austina
sem a perda do hidrogénio marcado. Essa incorporagdao foi analisada através da
espectrometria de massas, utilizando FAB como método de ionizagdo (SIMPSON et
al., 1984).

Segundo os resultados obtidos por SCOTT et al. (1986), a modificacao
drastica na porcao derivada do orselinato do intermediario ciclizado (M-58) na rota da
austina, ocorre por clivagens oxidativas e os 4&tomos de oxigénio ligados em C-3’ ¢ em
C-5’ tem sua origem da atmosfera (rea¢des de oxidagdes do oxigénio atmosférico e
por reagdes similares a Baeyer-Villiger). Os atomos de oxigénio existentes na austina
em C-3’ e C-5’ sdao derivados de processos oxidativos (oxigénio atmosférico) e aqueles
ligados em C-4> e C-8’, sdo derivados via 3,5-dimetilorselinato (M-41).
Adicionalmente, o 4tomo de oxigénio em C-8’, em algum estagio durante a biossintese
deve ocorrer como um carboxilato livre, seguido por ataque nucleofilico do grupo
hidroxi em C-5’ sobre C-8’ para formar a y-lactona da austina (SCOTT et al., 1986).

Ao contrario da andibenina (M-26) onde o esqueleto carbdénico do

precursor fendlico permanece intacto, a biogénese da austina necessita de um grau de

175



Capitulo 4: Estudos Biogenéticos dos Meroterpenos

modificacdo sem precedentes de seu derivado tetracetideo (AHMED et al., 1989). A
presenga de um grupo hidroxila em posi¢do orto a fungdo carboxila é necessaria para o
rearranjo subseqiiente da porcao tetracetidica do intermediario (M-58). Este grupo
hidroxila poderia estar envolvido na segunda alquilagdo do tetracetideo pelo farnesil.
Entdo a ciclizagdo poderia produzir a estrutura tetraciclica e adicdo de oxigénio e
contracao do anel produz a ciclopentanona (M-59) (AHMED et al., 1989), conforme

apresenta o Esquema 4.6.

OH >

COOH

M-42

HO

M-58 M-59

ESQUEMA 4.6 — Proposta biossintética para a formacdo do intermediario M-58. O
intermediario (M-58) passa por oxidacao e metilagao.

Essa modificagdo do anel aromatico ndo ¢ comum e, portanto, varios
caminhos quimicamente favordveis e racionais surgem para explicar como as
modificacdes que ocorrem nos derivados da austina surgem, justamente devido as
diferentes origens dos atomos de oxigénio e hidrogénio que sdo incorporados no
caminho biossintético (SIMPSON et al, 1984). Para a modificacdo da parte
tetracetidica foram propostos trés caminhos para a formacdo dos anéis lactonas

presentes na austina (M-27), apresentados no Esquema 4.7. O caminho a envolve um
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rearranjo catalisado por acido resultando na contracdo do anel e formagdo do sistema
etilideno através da perda de um hidrogénio em C-10° (M-61). A formacdo da y-
lactona procederia pela protonagdao da dupla ligagdo e subseqiiente ataque pelo grupo
carboxi sobre o carbocation resultante (M-62). Através dos estudos de incorporagao de
metionina marcada, percebeu-se que ndo era um mecanismo viavel. O caminho b
envolve um rearranjo catalisado por acido, seguido por contragdo do anel (M-63),
hidratagdo do intermediario carbocation e formagao da lactona por ataque do grupo
hidroxi sobre o carboxil (M-64). O caminho ¢ procede por hidroxilagdo em C-5 (M-
65), seguido de um rearranjo a-cetol (M-66), e redugdo da cetona resultante com
formacdo da lactona (M-68) ocorrendo como em b pelo ataque do grupo hidroxi sobre
o grupo carboxi. Estudos utilizando oxigénio marcado 'O forneceram dados que
indicam o caminho ¢ mais consistente, embora em ambos os caminhos, 0s 0xigénios
em C-6’ e C-8’ sdo derivados do 3,5-dimetilorselinato e os oxigénios da lactona em C-
3’ e C-5’ sdo incorporados via processos oxidativos (AHMED et al., 1989).

Na porcao farnesil do metabdlito, o sistema decalina ciclizado ¢
modificado com a formagao do anel espiro-lactona, de maneira analoga ao que ocorre
para os meroterpenos andilesinas e andibeninas (AHMED et al., 1989; SIMPSON et
al., 1997).

Uma série de metabolitos isolados de diferentes espécies de fungos sao
estruturalmente relacionados a austina, e portanto, um caminho biossintético comum
(Figura 4.3). Austinol (M-70), dehidroaustina (M-71) foram isolados de Aspergillus
ustus € os metabolitos isoaustina (M-72) e dehidroaustinol (M-73) encontrados nas
culturas de Penicillium diversum e Emericella dentata, respectivamente (SIMPSON et
al., 1984). Dois metabolitos adicionais, acetoxi-dehidroaustina (M-74) e neoaustina
(M-75) foram isolados de uma espécie ndo identificada do género Penicillium
(HAYASHI et al., 1994).

Os limonoides, ou meliacinas, sdo triterpendides produzidos por plantas
da ordem Rutales (CHAMPAGNE et al., 1992), com uma variedade de atividades
biologicas e de origem biossintética a partir dos triterpenos modificados com o
esqueleto 4,4,8-trimetil-17-furanil-esterdide (TAYLOR, 1984; CHAMPAGNE et al.,

1992). Os limonoides pertencentes ao grupo obacunol (M-76), os quais apresentam os
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anéis A ¢ D abertos, sdo caracteristicos da familia Rutaceae e raros em Meliaceae

(TAYLOR, 1984).
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ESQUEMA 4.7 - Provaveis caminho biossintético para a formacao da austina.

Neste grupo estdo incluidos alguns limondides muito incomuns (M-77,

M-78), isolados de Carapa procera e Carapa grandiflora (Figura 4.3) (TAYLOR,

1984; AHMED et al., 1989). Essas substancias apresentam algumas similaridades
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estruturais com a austina e seus derivados, especialmente o sistema espiro-lactona
(SIMPSON, 1979; AHMED et al., 1989). O rearranjo espiro-lactona de M-77
provavelmente poderia ser formado de uma e-lactona o,fB-insaturada, seguida por
adi¢dao de Michael do grupo 7a-hidroxi ao sistema conjugado do obacunol (AHMED
et al., 1989). Essas “semelhangas” tornam-se mais evidentes se considerar o sistema
enzimatico usado na biossintese das duas classes de substiancias, como sera visto neste

capitulo.

M-71

FIGURA 4.3 — Meroterpenos relacionados a austina e limondides
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1.1.2.4. Biossintese da Terretonina e Derivados

A terretonina (M-29) (Esquema 4.8) ¢ uma micotoxina isolada de
Aspergillus terreus (SPRINGER et al., 1979). O caminho biossintético deste
meroterpeno foi primeiramente proposto por MCINTYRE e SIMPSON em 1981,
através de marcadores isotopicos, confirmando que o intermediario chave para a
formagdo da terretonina ¢ o mesmo da austina (M-27). Adicionalmente a esses
estudos, foram utilizados precursores duplamente marcados '*O e "*C, permitindo
propor um caminho de biogénese, mostrado no Esquema 4.8 (MCINTYRE et al.,
1989). A oxidagdo aerdbica do lado terminal da cadeia olefinica, seguida por catalise
acida abrindo o epoxido e ciclizagdao do esqueleto carbonico poderia dar o carbocation
(M-79), formando o sistema de an¢is A/B requerido para M-29. O caminho proposto
para a formacdao dos anéis C/D envolve um deslocamento acil com a perda de um
préton para gerar a dupla ligacao exociclica (M-80). A hidroxilacao aerébica (M-81),
lactonizagao intramolecular (M-82) (o anel lactona ¢ formado via ataque de um grupo
hidroxi introduzido aerobicamente em C-5’ sobre o acido livre ou éster) e clivagem da
ligacdo C-C hidrolitica forneceria um intermedidrio &cido carboxilico (M-83). A
oxidagdo aerdbica para introduzir funcionalidade ao sistema de anéis A/B e metilagdo
do 4cido carboxilico livre C-6’ por metionina daria a terretonina (M-29) (MCINTYRE
et al., 1989).
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ESQUEMA 4.8 — Provavel caminho biossintético para a terretonina (M-29) (MCINTYRE et al.,
1989).
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1.2. Meroterpenos e sua Relacio com Policetideos

Poucos estudos biossintéticos envolvendo os Ultimos estagios da
biogénese dos meroterpenos foram realizados (SIMPSON et al., 1997). Durante o
desenvolvimento deste trabalho foi verificado que o fungo Penicillium sp associado a
Melia azedarach, produziu novos meroterpenos os quais foram denominados de
preaustindides A (1), B (2) e austinoneol (3) (Figura 4.4) (SANTOS e RODRIGUES,
2002, SANTOS e RODRIGUES, 2003). Estes metabdlitos provavelmente podem ser
os intermedidrios biossintéticos do meroterpeno austina (M-27) (SIMPSON et al.,
1997).

Como visto anteriormente (capitulo 2), a principal classe de metabdlitos
naturais produzidos por plantas da familia Meliaceae consiste de triterpenos
modificados conhecidos como limonodides (PENNINGTON e STYLES, 1975;
NAKATANI et al., 1981). A producao dos limondides através da degradagdo dos
triterpenos nas plantas ocorre em uma série de passos, incluindo as oxidagdes do tipo
Baeyer-Villiger e rearranjos estruturais (WATERMAN e GRUNDON, 1983). A
intrigante similaridade entre as modifica¢des encontradas nos limonodides e na porgao
terpenoidica dos meroterpendides sugere fortemente que as enzimas responsaveis por
estas modificagdes nestas substancias possam ser oriundas dos genes biossintéticos dos
limondides adquiridos pelas espécies fungicas através das trocas de plasmideos'.

As similaridades entre genes”, os quais parecem variar com as relagdes
taxondmicas, sdo altamente sugestivas de transferéncia genética horizontal. Este termo
descreve a hipdtese de que genes possam ser adquiridos de um organismo pelo outro,
nao taxonomicamente relacionados entre si, por um processo diferente dos ancestrais.
A transferéncia genética ¢ dificil de provar, mas poderia ser suportada pelos estudos
genéticos envolvendo a construgio de arvores filogenéticas® (baseadas nas seqiiéncias
e arvores construidas através dos genes) tais como aquelas obtidas para os metabolitos

primarios (HOPWOOD, 1997).

! Plasmideos: Moléculas de DNA circular, fita dupla, extracromossomais que ocorre naturalmente em bactérias
e possuem capacidade de replicagdo autonoma (PASSAGLIA e ZAHA, 1996).

% Genes: Sdo unidades funcionais do DNA cromossomal capazes de fazer transcrigdes (GRIFFITHS et al., 1999)
3 Arvores Filogenéticas: Diagramas que indicam a possivel relagio evolucionaria entre diferentes genes
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FIGURA 4.4 — Preaustindides A (1), B (2) e austinoneol (3).

Conforme levantamento bibliografico ndo foram constatados estudos de
genética molecular dos caminhos biossintéticos para a produ¢ao de austina (M-27) e
meroterpenos relacionados. Sabe-se que a manipulagdo genética dos genes que
governam o metabolismo secundario oferece uma alternativa promissora para obter
produtos naturais complexos biossinteticamente. O sucesso desta metodologia depende
da clonagem® e da caracteriza¢io genética e bioquimica do precursor biossintético dos
metabolitos. Uma andlise detalhada da organizacdo genética da biossintese de um
produto natural pode informar ndo apenas o nimero de enzimas envolvidas, mas
também fornecer a seqiiéncia e as posi¢des relativas dos genes relevantes nos
cromossomos dos organismos em estudo e, conseqiientemente, obter alguma
informagdo se estes genes evoluiram isoladamente ou foram selecionados como um
grupo (STONE e WILLIAMS, 1992).

A compreensdo da bioquimica e genética molecular da biossintese de
policetideos tem o potencial de fornecer uma pista para a biossintese dos
meroterpenos, incluindo os métodos para permitir o isolamento do(s) gene(s)
envolvido(s) na formacgao do esqueleto dos meroterpenos, o derivado tetracetideo 3,5-
dimetil orselinato. Para estudar a parte policetidica desse esqueleto, o método da

reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR’) usando como molde o DNA gendmico® ou

* Clonagem: Tecnologia que envolve o isolamento e a propagacio de moléculas idénticas de DNA
(PASSAGLIA e ZAHA, 1996).

> PCR: Amplificagdo ‘in vitro’ de seqiiéncias especificas de acidos nucléicos direcionada por primers através de
ciclos repetidos (BUFFERY, 1993).

° DNA gendmico (gDNA): DNA que contém as sequéncias transcritas e ndo transcritas (PASSAGLIA e ZAHA,
1996)
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complementar’ (gDNA ou cDNA) e iniciadores® degenerados’ com seqiiéncias
baseadas sobre os dominios'® fingicos PKS-tipo I cetosintase (KS) e C-
metiltransferases (CMeT) poderia ser um bom método.

Uma vez clonada e analisada a enzima policetideo sintase (PKS), o
proximo passo seria codificar o agregados de genes'' permitindo, entdo a construgdo
de um banco de dados para a deteccdo e sequenciamento do restante desse cluster, o
qual pode estar envolvido na biossintese do meroterpeno ou possivelmente em parte de
seu caminho biossintético. Paralelamente a esse trabalho, os genes terpenoidicos deste
cluster poderiam também ser analisados. A seqiiéncia de aminodcidos deduzida do
fragmento PKS revelaria similaridades que permitiria os genes associados com a
modificacdo da por¢do terpenoidica do meroterpeno ser isolado e seqiienciado. Em
seguida, estes genes poderiam servir como sondas ideais para os genes de limonoides

das plantas Meliaceae.

1.3. Policetideos

Os policetideos (PKs) sdo produtos naturais sintetizados por bactérias,
fungos e plantas através de condensacdes sucessivas de acidos carboxilicos simples
(Figura 4.5)(BIRCH, 1958). Eles podem variar amplamente na estrutura e sdo
responsaveis pela variedade de produtos naturais. Este grupo inclui aflatoxinas de
fungos e compostos com varias atividades bioldgicas tais como os antibidticos, agentes
anticancerigenos, antifungicos, antiparasitarios, agentes que diminuem o colesterol
(SIMPSON, 1995; KATZ, 1997). Além disso, outras classes de metabdlitos contém
uma porgao policetidica como parte de suas origens biogenéticas, como por exemplo
os meroterpenos, peptideos e ciclosporinas (SIMPSON, 1995). O papel exato dos

policetideos nos ciclos de vida dos organismos que os produzem ainda permanece

" DNA complementar (cDNA): Sintese de DNA a partir de uma molécula de RNA (PASSAGLIA e ZAHA,
1996).

¥ Iniciadores: Pequena seqiiéncia de oligonucleotideos que dio inicio a polimerizagdo de nucleotideos (primers)
(GRIFFITHS et al., 1999).

? Iniciadores degenerados: Contém misturas de bases ou inosinas que maximizam as chances de ter uma reagéo
PCR com sucesso (NICHOLSON et al., 2001).

' Dominios: Unidades funcionais e/ou estruturais discretas das proteinas (PASSAGLIA e ZAHA, 1996).

' Agregados de genes: Série de genes agrupados numa mesma regido (PASSAGLIA e ZAHA, 1996).
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desconhecido, mas estes metabolitos secundarios sao provavelmente sintetizados para

eliminar os microrganismos competitivos durante os periodos de limitacdo de

nutrientes (PFEIFER e KHOSLA, 2001).

HOLC /\H/SCOA 0
2 <
o /U\SCoA KS = cetosintase ACP = proteina acil carreador:
KR = cetoredutase AT = aciltransferase
DH = dehidratase MT = maloniltransferase
ER = enoilredutase CoA = coenzima A
MT AT
(0]
SACP
HOZC/\H/ JS
o R SKS
A A
-CO, lCondensagéo i i
O (0] =
Redugao OH O EI|m|na<;ao Redugao
R SACP kR R SACP DH SACP ER R SACP
ORI |
AN #
(0] (0] (0]
(0] (0] OH (0] 0]
R X /U\/U\/K/\/\/U\
- S X SX RWOH
n
Policetideo Policetideo reduzido

Acido graxo

FIGURA 4.5- A formacdo dos dacidos graxos, policetideos e policetideos reduzidos
(SIMPSON, 1995).

A foramg¢do de grupos de esqueletos carbonos iniciais de um policetideo
¢ catalisada por uma grande familia de enzimas conhecidas como policetideo sintase
(PKS) que ¢ estruturalmente similar a acido graxo sintase (FAS) (HOPWOOD, 1997).
As diferentes policetideo sintases (PKSs) parecem usar basicamente o0 mesmo conjunto
de enzimas componentes mas diferem na freqiiéncia e na ordem seqiiencial nas quais
as enzimas individuais agem sobre os intermediarios da reagdo, determinando o
produto final de cada sintase (BECK et al, 1990).

Por serem extraordinariamente similares nas seqiiéncias primarias € em
todos os exemplos flingicos e bacterianos, os genes PKS sdo encontrados na forma de

clusters simplificando o seu isolamento genético bem como a sua expressao heterdloga
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(PFEIFER e KHOSLA, 2001). As PKSs sao classificadas dentro de duas categorias:
Tipo I ou Tipo Il baseada na semelhangca que elas imitam a arquitetura das acido
graxos sintases Tipo I (vertebrados) ou tipo II (bactérias e plantas) (PFEIFER e
KHOSLA, 2001). As sintases do Tipo I consistem de um grande polipeptideo multi-
funcional contendo todas as enzimas necessarias como discretos dominios cataliticos
e, as sintases do Tipo Il nas quais as mesmas fungdes cataliticas sdo encontradas em
enzimas isoladas associadas dentro de um complexo de multi-enzima (SIMPSON,
1995). Completamente diferente dos sistemas Tipo I e Tipo II sdo os complexos
policetideo sintases, as quais possuem conjuntos multiplos, ou mddulos, de sitios
ativos (HOPWOOD, 1997) e as PKS responsaveis por muitos policetideos produzidos
por plantas [chalcona sintase (CHS)] (HOPWOOD, 1997).

Na maioria dos casos, os produtos iniciais formados por uma PKS sao
modificados por reacdes como, por exemplo, as reagdes de oxidagdo, redugdo,
metilacdo que conduzem os policetideos ao amplo espectro de metabolitos especificos
(HUTCHINSON e FUIJII, 1995). A formagdo de policetideos biologicamente ativos
algumas vezes requer a atividade de vdarias enzimas “alfaiate” que agem sobre o
intermedidrio derivado de PKS para produzir o produto final. As enzimas alfaiate sao
entidades evolucionarias diversas que comumente incluem as ciclases, grupos
transferases (C-, O- e N- metiltransferases, glicosiltransferases e aciltransferases),
oxidoredutases NADP(H)- ou FAD(H)-dependentes e oxigenases do tipo citocromo
P450. Estas enzimas sdo invariavelmente codificadas por genes adjacentes aos genes
PKS e podem, portanto ser clonadas facilmente (PFEIFER e KHOSLA, 2001).

Nos sistemas PKS fungicos as O- e N-metilagdes sdo catalisadas por
enzimas separadas da PKS, ocorrendo no final do caminho biossintético.
Contrariamente, as C-metilagcdes ocorrem durante a formagdo da cadeia policetidica,
com CMeT presente como um dominio catalitico bem definido na propria PKS. Por
exemplo, as PKS Tipo I LNKS" e LDKS" responsaveis pela biossintese da
lovastatina em Aspergillus terreus ambos contém os dominios CMeT catalisando as C-
metilacdes em pontos especificos sobre as respectivas cadeias nascentes de

policetideos (NICHOLSON et al., 2001).

2 PKS LNKS: Lovastatin nonaketide synthase gene (NICHOLSON et al., 2001)
3 PKS LDKS:. .Lovastatin diketide synthase gene (NICHOLSON et al., 2001)
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1.3.1. PKS de Sistemas Fungicos

As PKSs fungicas representam uma classe de PKSs que parecem
intimamente com as acido graxos sintases do Tipo I (vertebrados). As proteinas sdao
multidominio e agem num modo interativo, isto €, todas as fungdes cataliticas
necessarias sdo contidas em regides distintas sobre uma tUnica e grande proteina
codificada por um unico gene (SIMPSON, 1995).

A enzima 4cido 6-metilsalicilico sintase (MSAS) do fungo Penicillium
patulum foi a primeira PKS microbiana purificada. E a PKS fingica que catalisa as
sete reacdes iniciais na biossintese do acido 6-metilsalicilico (6-MAS), o qual ¢
posteriormente convertido para o antibidtico patulina. O complexo multienzimatico
realiza um total de 11 passos individuais da reacdo, os quais sdo catalisados por 7
diferentes enzimas componentes (Figura 4.6b) (BECK et al., 1990).

Outras PKSs Tipo I de fungos incluem uma PKS de 130 kDa de
Penicillium cyclopium resonsavel pela sintese do acido orselinico, a forma 4-hidroxi
do 4cido 6-metilsalicilico(cuja sintese nao requer atividades de KR e DH), e a proteina
codificada por um gene PKS de 7.6 kb envolvida na biossintese do
tetrahidroxinaftaleno e melanina (Figura 4.6a) (HUTCHINSON e FUJII, 1995).

O outro exemplo sdo as PKS altamente reduzidas obtido a partir do acetil
e malonil-CoA, como a mevinolina (sinonimia de lovastatina), um importante inibidor
da biossintese do colesterol isolado de Aspergillus terreus (Figura 4.6c)

(HUTCHINSON e FUJII, 1995).
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(a) non-reduced PKS
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FIGURA 4.6 — Exemplos de dominios dos genes policetideo sintases Tipo I e os metabdlitos
relacionados (NICHOLSON, 2000).

2. OBJETIVOS

Esse trabalho teve dois objetivos. O primeiro visou a procura de genes
relacionados ao esqueleto dos meroterpenos, o precursor tetracetideo 3,5-
dimetilorselinato, para detec¢do, isolamento, clonagem e sequenciamento dos mesmos
utilizando iniciadores com seqiiéncias baseadas sobre os dominios fungicos PKS-tipo I
cetocintase (KS) e C-metiltransferases (CmeT) para futuramente colaborar com os
estudos da interagdo entre meroterpenos e limonoides. O segundo objetivo foi sugerir
uma possivel rota biossintética para os meroterpenos com base na série desses

metabolitos isolados de Penicillium sp (capitulo 03).
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Reagentes

- Reagentes Usados na Extracao do DNA Gendmico:
e Gen Elute ™ Plant Genomic DNA kit — SIGMA
e Reagentes para obter gDNA (SAMBROOK e RUSSEL, 2001;
NICHOLSON et al., 2001)

- Reagentes Usados nos Experimentos de PCR:
e Red Taq polymerase e Tag polymerase — SIGMA
o LC1/LC2c, LC2/LC5¢c, CMeT1/T2¢c and CMeT1/T3c¢ pares de
primers (BINGLE ef al., 1999; NICHOLSON et al., 2000)
e High Pure PCR Product Purification kit - ROCHE

- Reagente Usado para a Reagao de Ligacao:

e Vetor: pPGEM®-T Easy Vector System I - PROMEGA

- Reagente Usado nos Experimentos de Transformacao e Clonagem:

e TAM-1 Fa comp E. coli — ACTIVE MOTIF (células competentes)

- Reagente Usado para Purifica¢do do Plasmideo contendo DNA Recombinante:

e Spin Prep™ Plasmid kit —- NOVAGEN

-Reagente Usado para a Reacao de Restrigao:

e Enzima de Restricao: EcoR I — SIGMA

3.2. Materiais e Equipamentos

- Experimentos de PCR:
e Ciclador Térmico: Thermal Controller PTC-100™ — Genetic Research
Instruments Ltd.

- Todos os equipamentos necessarios para realizar o trabalho bioldgico.
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3.3. Microrganismos e Meios de Cultivo

O fungo utilizado para esse estudo foi o Penicillium sp isolado do cortex
das raizes de Melia azedarach como uma colonia azul-esverdeada seguindo a
metodologia descrita por PETRINI et al. (1992) citada no capitulo 2. O fungo foi
mantido em meio BDA e o DNA genomico fingico foi obtido apos o crescimento do

fungo em meio liquido Czapek (50 mL) durante 4 dias a 25°C, sob agitagdo (140 rpm).

3.4. Extracio do gDNA Fungico
3.4.1. Experimentos de PCR

O gDNA fangico foi preparado filtrando a cultura e imediatamente
triturando aproximadamente 3 gramas do micélio filtrado sob nitrogénio liquido
usando um grau e pistilo previamente resfriados com nitrogénio liquido. O micélio
moido (aproximadamente 100 mg) foi colocado em um microtubo de 1,5 mL e o DNA
gendmico foi obtido através do uso de um kit de extragio de DNA - GenElute™ Plant
Genomic DNA kit. A concentragdo do gDNA foi determinada por andlise
espectroscopica medindo a absorbancia (A) em 260 nm. Uma absorbancia de 1.0 em
260 nm corresponde aproximadamente a 50 pg/mL de DNA dupla fita. O tamanho e a
qualidade do DNA foram determinados por eletroforese em gel de agarose. Um gel
contendo 0.7% de agarose em uma solugao tampao TAE foi usada sob 92 mA, 200 V e

o DNA foi visualizado apods corado com o agente intercalante brometo de etidio.

3.4.2. Construcao do Banco de Dados

Aproximadamente 5.0 gramas de micélio foram pulverizados até a
obtengdo de um po fino sob nitrogénio liquido usando um pistilo e um grau
previamente resfriados. O micélio foi colocado em um tubo de centrifuga de
polipropileno Oak Ridge Nalgene 35 mL (Fisher Scientific) e ressuspenso a 0°C em 10
mL de tampao de extragdo de DNA (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM 4cido etileno-
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diamino-tetra-acético (EDTA), 0.5% lauril-sulfato (SDS)). Foram adicionados 10.0
mL de uma solucdo de extracdo contendo fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1) e misturados levemente durante 15-30 minutos em um rotor cilindrico
horizontal (Denley Spiramix 5). As fases foram separadas por centrifugagdao (Sorvall
Instruments, SS-34 rotor) a 6.000 rpm por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi
removida e mantida e a fase fendlica foi novamente extraida e separada da fase aquosa
novamente e este procedimento foi repetido até que a interface entre as duas fases
estivesse clara.

Os tragos remanescentes de fenol foram removidos apds o tratamento da
fase aquosa com a mistura de cloroférmio e 4lcool iso-amilico (24:1) e as fases foram
separadas como descrito acima. Foi adicionado 10 pl de uma solugdo de Ribonuclease
A (pancreas bovino) a 20.0 g/L na fase aquosa e esta foi incubada a 37°C por 30
minutos. A extragdo com fenol seguida da extracdo com cloroféormio foi repetida mais
uma vez e o DNA precipitou da solugdo aquosa apos a adigdo de 2.5 volumes de
etanol 100% e '/ 10 volume de solugao de cloreto de litio 4M a -20°C durante a noite. O
DNA foi recuperado através da centrifuga¢do a 13.000 rpm durante 10 min e o pelete
foi lavado com etanol 70% a 4°C, seco no ar e ressuspenso durante a noite em
aproximadamente 1 mL de tampao TE (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA). O
gDNA para uso como template em reagdoes PCR foi armazenado a 4°C. Durante todo o
processo de extracdo foi tomado bastante cuidado para garantir que os prejuizos ao
DNA resultante dos processos mecanicos fossem minimizados. O processo de pipetar
as solucdes de DNA foi realizado lentamente utilizando ponteiras de grosso calibre.

O gDNA foi posteriormente purificado por dois ciclos de centrifugagao
em equilibrio em um gradiente continuo de uma solucdo de cloreto de césio (CsCl)
com brometo de etidio (EtBr) (tampao TE contendo CsCl (densidade — 1.56 g/mL) e
EtBr (0.4 mg/mL). As amostras foram centrifugadas a 100.000 rpm por
aproximadamente 16 horas a 15°C usando uma ultracentrifuga TL-100 (Beckman)
com um rotor de angulo fixo TLA-100.2. A banda de gDNA foi visualizada com uma
lampada de comprimento de onda longo UVL-21(Ultra-Violet Products Inc.) e
removida com o auxilio de uma agulha hipodérmica e seringa e entdo diluida em 2.5
volumes de agua. EtBr e CsCl foram removidos por adigdo de 0.6 — 1 volumes de
isopropanol resfriado e precipitacio a —20°C por 15 minutos. A solugdo foi
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centrifugada por 10 minutos a 13.000 rpm e o pelete de DNA obtido foi seco e

ressuspenso em 200 pl de solugdo TE durante a noite a 4°C.

3.5. Fragmentos de gDNA de Penicillium sp
3.5.1. Reaciio de Polimerizacio em Cadeia (PCR)"
3.5.1.1. Séries LC (PKS)

3.5.1.1.1. Primers PK nio reduzidos e parcialmente reduzidos

O experimento de PCR utilizando uma série de primers degenerados LC
nao reduzidos (NR) e parcialmente reduzidos (PR) foi realizado com o uso da enzima
red-Tag DNA polymerase numa concentracio de 1 U.uL™" em tampdo fornecido pelo
fabricante em um volume final de 50 puL sob condi¢des padrdo. As solugdes reacao
continham o tampao PCR 10x, primers degenerados nas seguintes concentragdes:
LC1EXT, 3.2 uM; LC2¢EXT, 0.4 uM; LC3EXT, 1.2 pM, LC5¢cEXT, 0.8uM, dNTPs'”
em 5 mM, 1 U da enzima e 64-96 ng de template (gDNA). Esse experimento foi
otimizado variando a quantidade de solucao de MgCl, (25 mM, 0-8 pL). As amostras
foram cobertas com 6leo mineral para evitar a evaporagdo e entao foram amplificadas
em um ciclador térmico. O processo de desnaturagdo inicial a 94°C durante 3 min foi
realizado antes da adi¢do da enzima Tag polymerase. O perfil da ciclagem térmica
ocorreu durante 34 ciclos, desnatura¢do a 94°C por 30 sec, anelamento dos primers a
50°C por 30 sec e extensdo a 72°C por 45 sec. O processo de extensdo final ocorreu a
72°C por 10 min. Foi realizado um controle positivo usando como molde o gDNA do

fungo Phoma sp para cada conjunto de iniciadores nos experimentos de PCR.
3.5.1.1.2. Primer HR LC

Experimentos de PCR usando um par de primers altamente reduzidos

(HR) KS3/KS4c foi realizado usando 7aq polymerase, ANTP a 5 mM, MgCl, a 25 mM

Y PCR: Polymerase Chain Reaction (BUFFERY, 1993).
> ANTPs: dideoxy nucleotide triphosphates (GRIFFITHS et al., 1999).
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(5 pL), Tampao 10x Buffer sem MgCl,, primers a 25 uM e 32 ng de gDNA template
em um volume final de 50 pL. Os parametros da ciclagem térmica consistiu de 34
ciclos de 94°C para 30 sec (desnaturagdo), a 50°C por 30 sec (anelamento), 72°C por

45 sec (extensdo) e uma extensdo final a 72°C por 10 min.
3.5.1.2. Primers CMeT

PCR usando uma série de primers degenerados de C-methyltransferases
(CMeT) foi realizado com as enzimas red Tag polymerase e Taqg polymerase em um
volume final de 50 uL sob as seguintes condig¢des: Solugdes reagentes continham
tampao PCR10x, dNTPs a 5 mM, primers a 25 uM (CMeT1/T2c e CMeT1/T3c, 1-4
uL), 1 U da enzima adicionado ap6s a desnaturagdo inicial e 32 ng de gDNA template.
As amostras foram recobertas com 6leo mineral e amplificadas por uma desnaturagdo
inicial a 96°C por 3 min, seguida por 34 ciclos a 94°C por 15 sec (desnaturagido), 50°C
por 30 sec (anelamento), 72°C por 30 sec (extensdo) e uma extensdo final a 72°C por

10 min.
3.5.2. Purificacao dos Fragmentos de DNA (Produtos de PCR)

O fragmento de DNA de interesse foi cortado em um volume minimo
possivel de gel de agarose (0.7 — 2.0 % LMP'® agarose gel) e purificados pelo uso de
um kit de purificacao - High Pure PCR product purification kit.

3.5.3. Ligacdo'’

As reagdes de ligacdo foram realizadas utilizando um sistema de vetor'®

denominado pGEM-T Easy Vector. O plasmideo de DNA foi ligado ao inserto de

' LMP agarose gel: gel de agarose de baixo ponto de fusio

' Liga¢io: unido de dois finais de duas moléculas de DNA e a formagio de uma ligagdo covalente em uma ou
ambas as fitas através da acdo das enzimas ligases (Howe, 1995).

'® Vetor: nome dado as moléculas de DNA na qual o DNA estranho ¢ inserido para a subsequente propagagio
em uma célula hospedeira. Exemplos de vetores sdo os plasmideos e fagos (Howe, 1995).
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DNA" (propor¢do de vetor:inserto, 1:3) na presenca do tampdo 2x Rapid Ligation
Buffer T4 DNA ligase ¢ de 1 unidade da enzima T4 DNA ligase em um volume total
de 10 pL. As ligagcdes foram realizadas a temperatura ambiente com duragdo de uma

hora.
3.5.4. Transformacéio®

As transformagdes foram realizadas utilizando como células
competentes®' as células TAM-1 Fo. comp E. coli (Active Motif) em um volume de 25
ou 50 uL, o qual foi adicionado dentro dos tubos contendo os produtos de ligagao.
Ap0s o choque térmico foi adicionado 1 mL de meio de cultura SOC (1 mL meio TY,
10 uL MgCl, 2,5 M ¢ 10 puL Glucose 1,0 M) e a cultura foi incubada a 37°C durante
1.5 h, sob agitacdo (230 rpm). As culturas transformadas foram colocadas dentro de
placas de Petri contendo 4gar LB (liquid broth, 20 mL) com carbenicilina (100
mg/mL, 20 pL), IPTG (isopropil-P-D-tiogalactopiranosideo, 1 M, 4 uL) e X-Gal (X-

galactose, 50 mg/mL, 20uL) e incubadas durante a noite a 37°C.
3.5.5.Clonagem
Cerca de 4 transformantes de cada placa foram colocados separadamente

dentro de tubos contendo o meio L (3 mL) e carbenicilina (100 mg/mL, 3 pL). Esses

tubos foram incubados durante a noite a 37°C, sob agitagdo (230 rpm).

' Inserto de DNA: fragmento de DNA que deseja ser clonado

2 Transformacio: processo de introdugdo do DNA nas células (Howe, 1995).

21 Células competentes: células com capacidade de adquirir o vetor contendo o inserto (DNA recombinante) e
que tem a funggo de propagacdo do DNA recombinante (Howe, 1995).
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3.5.6. Obtencao do Plasmideo contendo DNA Recombinante

Os plasmideos contendo o DNA recombinante foram obtidos seguindo
os procedimentos padrao para obté-los do meio de cultura. Para esses fins foi utilizado

o kit Spin Prep' ™ Plasmid Kkit.
3.5.7. Restricio®

As reagoes de restricdo foram realizadas utilizando a enzima de restrigao

EcoR 1 (geralmente utilizada quando o vetor utilizado for pGEM®-T Easy).
3.5.8. Sequenciamento

As amostras de concentragio 50 ng.uL” foram submetidas ao
sequenciamento utilizando os primers T7P/SP6 primers. O sequenciamento do DNA

foi realizado pela companhia Lark Company.
3.5.9. Analise dos Dados

A andlise das seqiiéncias foram realizadas utilizando o programa Vector
NTI® Suite V.6 contendo os seguintes programas de aplicagdo: Vector NTI®,

BioPlot®, Align X®, e Contig Express' .
3.5.10. Analise Filogenética
O alinhamento das seqiiéncias multiplas foi realizado utilizando o

programa Vector NTI® Suite V.6. A partir deste alinhamento foi contruido um

filograma usando o software Align X°.

22 Restri¢dio: processo de corte do DNA em regides previamente conhecidas realizado por enzimas de restrigdo
(GINGOLD, 1993).
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4. RESULTADOS
4.1. DNA Genomico Fungico

O gDNA de Penicillium sp foi obtido através do kit GenElute™ Plant
Genomic DNA kit para realizar os experimentos de PCR, e também do método
quimico para preparar o banco de dados de gDNA. O gDNA obtido pelo primeiro
método apresentou uma concentragdo de 32 ng/mL de DNA de dupla fita e um

tamanho de 42 kb (kilobase de pares) como mostrado na Figura 4.7.

A) M1 M2 1 B)

FIGURA 4.7 — Detecc¢do do tamanho do gDNA. a) M1, M2 = marcadores Hyper Ladder I e
VI, respectivamente. 1 = gDNA. b) M2 = marcador Hyper Ladder VI; 1 =
gDNA. gDNA foi analisado sobre um gel de agarose a 0.4% em um tampao
TAE a 100 mA, 200 V, marcadores de tamanho lkb ¢ 6 kb DNA de
marcador de tamanho (Bioline).

4.2. Produtos de PCR

Os produtos de PCR foram obtidos utilizando os primers degenerados
projetado para amplificar os fragmentos contendo os dominios de condensagao (LC)
dos genes PKS (Figuras 4.8, 4.9 ¢ 4.10) (BINGLE et al., 1999; NICHOLSON et al.,
2001). Para os primers LCI1, LC2¢c, LC3 e LC5c foram utilizadas as suas versdes
extendidas as quais contém extremidades ndo degeneradas curtas acrescidas do final 5’

preparadas por BINGLE et al (1999). As extremidades tém a fungdo de permitir o
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anelamento das seqiiéncias de primers complementares a extremidade da seqiliéncia
sobre o produto amplificado para facilitar o sequenciamento direto dos produtos de
PCR, bem como fazer a clonagem “sticky-ended’ (das extremidades coesivas) do
produto devido aos seus sitios de restricao. Estes primers foram manufaturados
conforme LCIEXT (GATCGTTGGATCCTCTA-LC1), LC2cEXT
(TAAGATCTCGAGCTCTAGA-LC2c). LC3EXT (GATCGTTGGATCCTCTA-LC3)
e LC5Cext (TAAGATCTCGAGCTCTAGA-LC5c) (BINGLE et al., 1999).

segue:

Os primers degenerados de DNA contém bases mistas ou inosinas €

desta forma maximizam as chances de obter um experimento de PCR com sucesso de
. o, . . ~ J4 23 b

genes PKS desconhecidos permitindo a amplificacdo dos cddons™ desconhecidos

(NICHOLSON et al., 2001).

A
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Als @lu 31n Me= hep Fra #1n A

Alu Luw Sin Ale Rap Ere Als
Al Miu EZin Th: Rap kre deo

L% [3' k&S MSASope primee]
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Hiv Mer Hls RIF Thy aly T A Zigulazs W lu Alw iz Ale Thz Ser Tac I, opaliiuw HEAD
Hlv, e Hle wly Thy oly L Joposasim PKES la Ale =i Rla The Ser Far A. parawibsicuw FESTS
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le Ale Hla Alae Thr fa: Izr A paresdiom ¥ Wl FRE A48 v vhe W1y BT FEIALIE PER.
o

L1 e L2 LC5:

| q I | |

[RE] LY I I 157
0= 4

FIGURA 4.8 — Séries LC de primers degenerados. (A) Seqiiéncia dos primers LC1, LC2c,
LC3 e LC5c. (B) Posigdes relativas dos sitios de ligagao da séries de LC dos
primers degenerados. I = inosina, ¢ = seqiiéncia nucleotideos complementar
reversa (BINGLE et al., 1999).

2 Cédon: Seqiiéncia de trés nucleotideos (GRIFFITHS et al., 1999).
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KS3 (5' KS HR primer)

primer sequence
degeneracy = 16

C. heterostrophus TTS
A. terreus LNKS

(o]

TTT GAT GCI GCI TTT TTT AA

[o}

Phe Asp Ala Prco Phe Phe Asn
Phe Asp Ala Ala Phe Phe Asn

KS4c (3' KS HR primer)

primer sequence ATG ATT IGG CAT IGT TAT ICC

degeneracy = 4 G G

Pro Asn Ser
Pro Asn His

Gly Ile Thr Met
Gly Ile Thr Met

C. heterostrophus TTS
A. terreus LNKS

? I%GS 2]”0 11560 bp
—1 T xs] lovB (LNKS) [ KR]
I el PCR product sizes vs. LNKS:
; KS3/KSdc - 745 bp :
KS3 intron intron T
——| B
y y —
62 nt 53 nt KSac

FIGURA 4.9 — Seqiiéncia de primers e design dos primers de PCR degenerados HR KS3/4c. 1

= inosina, ¢ = seqiiéncia de nucleotideos complementar reversa
(NICHOLSON et al., 2001).
CMeT1 (SAM binding site primer) CMeT3c (LNKS type active site primer)
Primer sequence GAA ATI GGI GGI GGI ACI GG Primer sequence AC CAT ITG ICC >CC IGG TTIT
degeneracy = 4 G C degeneracy = 4 ol C
A. terreus LDKS Glu Ile Gly Gly Gly Thr Gly A. terreus LDKS Lys Pro Gly €ly _vs Leu Ile
A. terreus LNKS Glu Ile Gly Ala Gly Thr Gly A. terreus LNKS Lys Pro 6ly 6ly 6ln Met Val
CMeT2c¢c (LDKS type active site primer)
Primer sequence AT IAG TTT ICC ICC IGG TTT
degeneracy = 8 A C c
A. terreus LDKS Lys Pro Gly Gly Lys Leu Ile
A. terreus LNKS Lys Pro Gly Gly Gln Met Val
0 4560 4900 11560 bp
| N\ |
—— | KS | ILNKS [MeT] [ KR ]
Predicted product size vs.

# \\ LNKS:

CMeTI CMeT1/2c - 320 bp

—] CMeTl/3c - 320 bp

IR
—
CMeT2c/3¢

FIGURA 4.10 — Seqiiéncia de primers e design dos primers de PCR degenerados CMeT. I =

inosina, ¢ = seqiiéncia de nucleotideos complementar reversa (NICHOLSON
etal., 2001).
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4.2.1. Primers NR/PR PKS

Produtos de PCR de aproximadamente 740 e 760 pb (pares de bases) em
extensao foram obtidos utilizando os primers LC1/2¢c e LC3/5¢, respectivamente. Estes
resultados sdo mostrados na Figura 4.11A e estdo de acordo com os valores propostos
para estes primers os quais foram projetados como LC1/LC2c para policetideos nao
reduzidos (NR) e LC3/LC5c para policetideos parcialmente reduzidos (PR), onde os
tamanhos dos produtos PCR, obtidos a partir do gDNA, podem ser estimados em 720
pb e 680 pb, respectivamente (NICHOLSON et al., 2001). Foram realizados
experimentos com a troca dos pares de primers (LC1/LC5c e LC3/LC2c) e os
resultados obtidos para estes estdo apresentados na figura 4.11A.

As reacdes de PCR foram realizadas sob concentragdo constante de
primers, mas com o objetivo de otimizar a formagdo dos produtos as reagdes foram
realizadas com varia¢des nas concentragdes do template ¢ de ions magnésio (Mg”")
(Figura 4.11A). As reacdes de PCR com template gDNA foram visualizadas sob
eletroforese em gel usando os primers mencionados acima e mostraram multiplos
produtos, incluindo o tamanho prognosticado em todos os casos. Isto pode ter
acontecido devido a baixa temperatura de anelamento (50°C) durante a reagdo de PCR
porque com essa temperatura aumentam as chances de ligar os primers aos genes PKS
menos homologos (NICHOLSON et al., 2001). Apenas os produtos que migraram
consistentes com o tamanho esperado entre 600 e 800 pb foram purificados. O
tamanho de 1.4 — 1.5 kb (Figura 4.11A, linhas 5-7, 9-11, e 13) sugere que estes podem

ser dimeros dos produtos iniciais de 700-800 pb.
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A M1234 5678 M 9101112 13141516

FIGURA 4.11 — Produtos de PCR obtido do template gDNA de Penicillium sp usando os
primers LC NR/PR. (A) Produtos de PCR de aproximadamente 700 pb
(indicado por setas) foram obtidos usando os pares de primers LC1/2¢ (linhas
1-3), LC1/5c (linhas 5-7), LC3/2¢ (linhas 9-11) e LC3/5¢c (linhas 13-15).
Phoma sp foi usado como controle positivo para cada conjunto de pares de
primers (linhas 4, 8, 12, 16). Os parametros da ciclagem térmica foram:
(94°C, 3 min ) x 1, (94°C, 30 sec; 50°C, 30 sec; 72°C, 45 sec) x 34, (72°C, 10
min). Os primers PCR foram usados nas seguintes concentragdes: LC1 3,2
uM, LC2¢ 0.4 uM, LC3 1.2 uM, LC5c 0.8 uM. Volume de template usado
(32ng. puL™"): linhas 1-2, 5-6, 9-10, 13-14, 2.0 uL e linhas 3-4, 7-8, 11-12, ¢
15-16, 3.0 uL. Volume de MgCl, usado (25 mM): linhas 1, 5, 9, 13, 4.0 uL;
2-4, 6-8, 10-12, e 14-16, 8.0 uL. (B) Produtos de PCR purificados derivados
de LC1/2¢ (linha 1), LC1/5¢ (linhas 2-3), LC3/2¢ (linhas 4-5) e LC3/5c
(linhas 6-7). Os produtos de reagdao foram fracionados sobre um gel de
agarose a 0.7% imerso em tampao TAE a 100 mA, 200 V, Marcador de
tamanho Hyper Ladder I.

Ap6s a purificagdo (Figura 4.11B) os produtos de PCR foram clonados
utilizando a célula competente E. coli e os plasmideos foram obtidos de pelo menos 4
clones de cada produto de PCR e esses clones foram seqiienciados. Como existe a
possibilidade de que bandas individuais de PCR contenha seqiiéncias multiplas

heterologas, estes clones pertencendo ao mesmo fragmento de PCR mas mostrando
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diferentes tamanhos de bandas na eletroforese em gel apds a reagdo de restrigdao

também foram clonados (Figura 4.12, linhas 11-12).

M 7 8 9 10 1112 1314

FIGURA 4.12 — Fragmentos de genes ap0s a reacao de restricdo. Os produtos da reacao foram
fracionados sobre um gel de agarose a 0.7% em tampao TAE a 100 mA, 200
V, Marcador de tamanho Hyper Ladder I. LC1/2c¢ (linhas 1-2), LC1/5¢ (linhas
3-6), LC3/2¢ (linhas 7-10) e LC3/5c¢ (linhas 11-14).

A seqiiéncia dos dados revelou a presenca de um fragmento KS
amplificado pelos pares de primers LC1/2¢c e LC3/5c¢, e a seqiiéncia de nucleotideos e
a predicdo dos aminoécidos para a regido analisada sdo mostrados na Figura 4.13 e
4.14, respectivamente. A analise das seqiiéncias de LC1/5¢ e LC3/2¢ ndo apresentaram

correlagdes com os dominios KS.
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ctagatccgaggttttttaatatgacgcctattgaagccatgtgg
L D P R F F N M T P I E A MW

ttggatcctcaacagcgcaagattctcgaagtcegtetatgagtge
L D P Q Q R K I L E V V Y E C

ttcgaatcggccggcttgacgttggatcaagtttcgggcagtaac
F E S A GG L T L D Q V S G S N

actgctgtcttcgtcggcagttttactagtgattaccagcagatg
T A V F VvV G S F T S D Y Q Q M

tcaatccgcgagccggactttcecgceccacaattatgctgeccacgggt
s I R E P D F R H N Y A A T G

gtggatacaggcctcatcagtgctcgecattggaaatgtttttaac
v D T G L I S A R I G N V F N

ctgcaaggaccaagctttacaatcaataccgcatgttcctecgtcece
L 9 G P S F T I N T A C s S S

atttatgccgttcataacgcttgccacgcactccgtggaagagac
I Y A VvV H N A C H A L R G R D

tgcaatgccgctgttgtgggaggagtaaacttgatcatgacagtc
c N A AV V G GV N L I M T V

gaccagcacatgaacactgcaaagctgggaattctgtcgccaacc
D Q H M N T A K L G I L s P T

tcgacttgccacacttttgatgcctcggeccgatggttatggtege
s T ¢ H T F D A S A D G Y G R

gcggaaggtgctggtgctctctacttgaagcgactgtccgatgec
A E G A G A L Y L K R L S D A

attcgtgacggggatgttattcgaggcgtaattcegetectetget
I R D G D V I R G Vv I R S S A

gtaaacaccaacggcaaggtacctggtatgggaatcactcaccca
vV N T N G K VvV P G M G I T H P

agcaagcgcggtcaagagcgtgtcgtgcgctctgcttatgagaag
S K R G 9 E RV V R S A Y E K

gcacgtctgaaccccgatcgcaccgcatatttcgaaatgcacgge
AR L N P D R T A Y F E M H G

accggcactctagagctcaagatctta
T 6 T L E L K I L

Bam HI (49) Hin dIII (283) EcoRI (435)
\

| N |

PenK$81/2¢ no intron
747 bp

FIGURA 4.13 — Seqiiéncia de nucleotideos e predicdo dos aminoacidos para a regidao
analisada usando o par de primer LC1/2¢ (NR) com template de gDNA de
Penicillium sp. A seqiiéncia foi alinhada usando o programa Vector NTI®
Suite program. A seqiiéncia ¢ mostrada na dire¢do LC1— LC2c¢ sem a

presenca de introns.
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ctagcggaacaaatggatccgcagcaacgactgttgttgcaagtt
L A E Q9 M D P Q O R L L L Q V

gcatatgaagcgatggagtctgccggatattgcggecttgecgggec
A Y E A ME S A G Y C G L R A

acaaatcttccagaagacgtagggtgctatgtcggagtcggtaca
T N L P E D V G C Y V G V G T

gaagattacagtgagaacgttggttctcgtaacgccactgecttt
E DY S E N V G S R N A T A F

tcagcaacaggtacacttcaagcatttaatagtggtcgagttagt
s AT G T L Q A F N S G R V S

catcactttggttggactggaccttccgtcacggttgatacgget
H H F G W T G P s V T V D T A

tgctcctccgecgetgtagctatccaccttgectgtcaggcecacta
c s s A AV A I H L A C Q A L

caaaccagtgattgctccgttgccgttgcgggtggagtgaatgtg
Q T s D C S V A V A G G V N V

atgacagatccccggtggtcgcaaaaccttgectgctgectetttt
M T D P R W S Q N L A A A S F

ctctcgccaactggcgcecctccaaagecgtttgatactaatgcaaat
L s p T G A S K A F D T N A N

ggatattgtcgtggcgagggggctggattggttgtcecctececggeca
G ¥y ¢ R G E G A G L V V L R P

ttagaagcagcgctgcgcgatggggatccaatttatgeccgtcatt
L E A A L R D G D P I Y A V I

actggtacttcggtgaaccagggagccaactgttcgccgattaca
T 6 T s v N Q G A N C S P I T

gttccggattccaactctcaaagatcgctctacatgaaagcecttg
v p D S N S Q R S L Y M K A L

tcgttatcgggcttgaagectgaagttgtcagetatgtagaagee
s L s$S G L K P E V V S Y V E A

cacgccacctccactctagagctcgagatcttaaatcgaattccce
H A T s T L E L E I L N R I P

gcggccgecatggecggecgggagecatgecgacgtcgggeccaa
A A A MA A G S M R R R A Q

Bam HI (16) Bam HI (520)

Aval(698)
EcoRI (714)
Neol (729)

PenKs3/5¢B no intron
762 bp

FIGURA 4.14 — Seqiliéncia de nucleotideos e predi¢do dos aminoacidos para a regido
analisada usando o par de primer LC3/5¢c (PR) com template de gDNA de
Penicillium sp. A seqiiéncia foi alinhada usando o programa Vector NTI®
Suite program. A seqiiéncia ¢ mostrada na dire¢do LC3— LC5c sem a

4

presenca de introns.
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4.2.2. Primer HR PKS

Os primers degenerados KS3/KS4c foram usados € um produto de PCR
de tamanho de Ca 600 pb foi obtido (Figura 4.15). Esta banda foi clonada e
seqiienciada (Figura 4.16). A analise da seqiiéncia revelou uma regido contendo o
dominio HR PKS KS (Figura 4.16), mas com um tamanho menor do que o esperado

de 745 pb quando este par de primer foi usado (NICHOLSON et al., 2001).

A)

FIGURA 4.16 — Produto de PCR obtido do gDNA de Penicillium sp usando os primers
KS3/4c. (A) Produtos de PCR de aproximadamente 700 pb (indicado por
setas, linha 2) foi obtido usando 2 pL. de primers a 25 uM, concentragao de
MgCl, de 25 mM e 1 pL de template de DNA (32 ng. pL™'. (B) Produtos de
PCR purificados (linha 2). O produto de reagdo foi fracionado sobre um gel
de agarose a 0.7% em tampao TAE a 100 mA, 200 V, Marcador de tamanho
Hyper Ladder I.
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ttcgacgcggcgttcttcaacatcactgtacaggaagcgcgctcc
F AF F NI TV Q A

ct cgacccgcagcaacgact act t ct cgaat gt t cat at gaageg
L L E S Y E A

ct ggaaaat ggt ggaat caccaaacaat at ct t caaggt cgt gat
LENGGGI TKOQVYLOQGTRTD

gtcggtgttttcgtcggcggttctccgtcagactacgaagttaac
\% V F V S P S DY E V N

aatctccgcgatgtggcgacaattcctatgcatcaaactaccggc
N L T M H

tgtgcgacatctttgcaatcgaatcgtatctcatattacttcgat
AT SL QSN NRI S Y Y FD

ctgaagggtcctagcatgaccgcagagacggcgtgttcatctagc
P A S S S

ttgacagctttacacct ggcat gt cagagcct ccgat ccaaggaa
H L Q

tgttcgactgcgctggtcggcgggtgtcatattaacttgctcccc
T HI1 N L L P

gatacatttgcctccatgtctttgtccaagcaat ccaagt cacag
DTFASMSTLSZKT® OQSTZKSO

acggt gaacgggt acggt cgaggcgaaggt gt gggat gt at agt a
T VINGY GRGEGV GCI V
ttgaaaccactgcaagacgctattgatgcgggcgatgcgatccga

L K P L QDA AI D |

gcggttattt ggaat accggcgt gaat caagacggt cgaaccccg
A VI WNTGVNQDGRTP

ggcat caccat gcccaaccat
I T M P N H

Xina 1(583)
|Ava1(583)
| sma1(585)
i/

PenKS3/4c no intronB
606 bp

FIGURA 4.16 — Seqiiéncia de nucleotideos e predi¢gdo dos aminoacidos para a regido
analisada obtida usando o par de primers KS3/4c (HR). A seqiiéncia
mostrada na dire¢do KS3 — KS4 foi alinhada utilizando o programa Vector

NTI® Suite program, ndo apresentando os introns®*

4.2.3. Primers CMeT

* Introns: Segmentos de DNA que nio contém informagio intercalado na regido de transcrigio dos genes

(éxons) (GRIFFITHS et al., 1999).
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Os pares de primers degenerados CMeT1/T2c e T1/T3c foram usados e
ambos apresentaram multiplos produtos sobre o gel de eletroforese, sob as condi¢des
usadas para a temperatura de anelamento nos experimentos de PCR (50°C), incluindo
as bandas desejadas na regido entre 300-350 pb (Figura 4.17A, C).

As bandas de tamanho desejados para CMeT (Figura 4.17B, D) foram
clonadas e seqiienciadas. As seqiiéncias dos produtos CMeT1/T2¢ e CMeT1/T3c
foram analisadas e comparadas com outros dominios PKS CMeT j4 conhecidos.

Produtos de PCR de 200, 300, 350 e 400 pb foram obtidos quando o par
de primer CMeT1/T2c foi usado. Estes fragmentos de DNA foram seqiienciados ¢ a
comparagdo com a seqiiéncia dos polipeptidios derivados revelou a auséncia de
relagdo com o dominio CMeT (dados nao mostrados). Isto sugere que estes fragmentos
podem ser artefatos provenientes da reagdo de PCR. Uma tentativa foi feita para este
polipeptidio usando o mesmo par de primer, mas aumentando a temperatura de
anelamento no experimento de PCR para 55°C. Neste caso, nenhuma banda de
tamanho desejado foi obtida.

O fragmento de DNA de 300 pb foi obtido quando foi utilizado o par de
primer CMeT1/T3c no experimento de PCR. Este fragmento foi clonado e
sequienciado (Figura 3.18). A seqiiéncia foi consistente com o dominio PKS CMeT
fingico apos a analise e comparacdo com outras seqiiéncias através do alinhamento e
entdo esses dados revelaram a similaridade mas nao a identidade dos dominio de PKS
CMeT fangicos ja conhecidos. Isto sugeriu que o fragmento de DNA foi derivado de
um novo dominio PKS CMeT (Figura 4.22). O produto foi denominado de
PenCMeT1/T3c.
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A B
)M123456789M ) M 1 2 3 4

r T LR
F - g
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C) D) M1 M 2

M1 23 45 6 7 829

FIGURA 4.17 — Produtos de PCR obtidos do gDNA de Penicillium sp usando os primers
CMeT. (A) Produtos de PCR de aproximadamente 400 pb foram obtidos
usando o par de primer CMeT1/T2c. (B) Produtos de PCR purificados de
CMeT1/T2c¢ (200, 300, 350, e 400 pb, indicado por setas). (C) Produto de
PCR de aproximadamente 350 pb foi obtido usando o par de primer
CMeT1/T3c. (D) Produto PCR purificado e ap6s a restricdo quando usado
os primers CMeT1/T3c. Os produtos de reagdo foram fracionados sobre
um gel de agarose a 2% em tampao TAE a 100 mA, 200 V, Marcador de
tamanho Hyper Ladder I.
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1 gagat gggggcggggacggggt cggcaact tt gcccat ctt ggaa
E M GAGTGSATUL P11 L E

46 agcttcggt ggt aaggat ggagaaagcacaccgcggt t ccaccac
18 S F G G K D GE STPRFHH

91 ttcaagtacacggatatttcaaccgggtt cattgagaaggcgaag
33 F K Y TDI S TGFI1I E K AK

136 gagaagtt ccat gact gggact cact cat gt cct accagagcctt
48 K FHDWDSULMSY QS L

181 gacgt cacgaaagat cccat ggat caaggat acact gcccaat ca
63 D Vv T KD P MDQGYTAIQS

226 tacgacctaataattgcctgtaacgttctgcacgcaacccctcge
78 Y bL1 I ACNVLHATUPR

271 attggcgagact gtt gccaacgcgcggaagctttt gaagcccgge
93 I G E TV A NARIKIULIL K P G

316 ggccagat ggt
108 G Q M X

Hin dIII (46) Neol(198) Hin dIlI (299)
] | |
] ] ]

PenCMeT1/3¢c
326 bp

FIGURA 4.18 — Seqiiéncia de nucleotideos e predicdo dos aminoédcidos para a regido
analisada usando o par de primer CMeT1/3c. A seqiiéncia encontra-se na
dire¢io CMeT1 — T3¢ e foi alinhada usando o programa Vector NTI® Suite
program.

4.3. Alinhamento e Analise Filogenética

4.3.1. Dominio KS

A comparacio da seqiiéncia predita dos aminoacidos por Align X® com
as seqliéncias PKS disponiveis confirmou os produtos LC PCR (LC1/2¢, LC3/5¢c e
KS3/4c) serem novos produtos de origem PKS KS (Figura 4.19).

O filograma foi construido para as proteinas prognosticadas codificadas
pelos produtos de PCR com os primers LC- ¢ KS juntos com os varios genes PKS
fungicos conhecidos (Figura 4.20). Este diagrama indica uma possivel relagdao
evoluciondria entre os diferentes genes PKS fungicos e os genes representados pelos
produtos de PCR LC1/2¢, LC3/5c, e KS3/4c. O gene PKS fungico caiu dentro de trés
clusters distintos: ndo reduzido (genes de pigmentos dos esporos, melanina e

aflatoxina), parcialmente reduzido (gene tipo MSAS), e altamente reduzido.
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Os genes em um cluster provavelmente compartilham o progenitor
comum com cada um mais recentemente do que com genes de outros clusters
(BINGLE et al., 1999). Uma distingdo significante entre os genes nos clusters poder

ser a presenca ou auséncia do dominio cetoredutase (BINGLE et al., 1999).
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ATER RRDIRNPKILDQTTKRGYFLD--H-VENFDAAFFGVSPKEAEQMDPQORL
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MFINT13B (1) ===—=———m———mmm FDAAFFSITELEATSMDHQQORL
LDKS VYHPNGQRVGSMHVRGGHFLD--EDPALFDASFEFNMSTEVASCMDPQYRL
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CHET FYHPDSSRHGTHNVEYGHWEFQ--QDVYNEFDAPFENVSPAEAAALDPQQORM
ANWA HVDLTGTATNTSKVPYGCWI---REPGLFDPRFFNMSPREALQADPAQRL

PenKS3/4c no intronB
PenKS3/4c no intron
PenKs3/5cB no intron

———————————————————————————— FDAAFFNITVQEARSLDPQORL
———————————————————————————— FDAAFFNITVQEARSLDPQORL
———————————————————————————————————————— AEQMDPQORL

PenkKS1/2c (1) —=====——————————————————————— DPRFFNMTPIEAMWLDPQQRK
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101 150
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FAS RAT (63) LLEVSYEAIVDGGINPASLRGTN---TGVWVGVSGSEASEALSRDPETLL

MFINT13B (23) LLECAFEALDNAGIQKHATVGKD---IGVFMGAGSPEYEFDLFRDSDTMP

LDKS (61) ILEVVYEALEAAGIPLEQVSGSK---TGVFAGTMYHDYQGSFQRQPEALP

ATPKS3INT12B (23) LLECAFEAAESARITLAKLHGTK---TGVLPPWSDADMEKSSSM---TCP

CHET (61) LLECSYEAFENSGTPMSKIVGTD---TSVFVSSFATDYTDMLWRDPESVP

ANWA (52) ALLTAYEALEGAGFEFVPDSTPSTQRDRVGIFYGMTSDDYREVNSG--QDID

PenKS3/4c no intronB (23) LLECSYEALENGGITKQYLQGRD---VGVFVGGSPSDYEVNNLRDVATIP
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PenKs3/5cB no intron (11) LLQVAYEAMESAGYCGLRATNLP-EDVGCYVGVGTEDYSENVG----- SR
PenKSl/2c (22) ILEVVYECFESAGLTLDQVSGSN---TAVFVGSFTSDYQQOMSIREPDFRH

AviM KS (99) MLEVAWQALEHAGIPPHTLAGTD---TGVFAGVCTYDYGAGR---LEDLP

CalO5 KS (84) LLEVGWEALEHAGLPPTRLAGTD---TGVFVGVSTTDYGDRL---LEDLP

Consensus 101) LLEV YEALE AGI L G TGVEFVG DY R P

151 200

ATER NVEAWMGIGTAYCGVPNRISYHLNLMGPS————-=-=-——————-—-——— TAVD

FAS RAT GYS-MVGCQRA--MMANRLSFFFDFKGPS——===————==——————— IALD
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PenKS3/4c no intron MHQT-TG--CATSLQSNRISYYFDLKGPS---———=-=-=-—————-—-—— MTAE
PenKs3/5cB no intron NATAFSATGTLQAFNSGRVSHHFGWTGPS————--=-—-——————-—-——— VTVD
PenKS1/2c NYAA-TG--VDTGLISARIGNVENLQGPRVQLLPIGAMKSLTILTSFTIN
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Consensus TG A NRIS FDL GPS D

201 250

ATER AACASSLVAIHHGRQAILQGESEVAIVGGVNALCGPGLTRVLDKAGATST

FAS RAT TACSSSLLALONAYQAIRSGECPAAIVGGINLLLKPNTSVQFMKLGMLSP

MFINT13B TACSSSLTAVHFACQSIRNRESEVALVGGCNLNIIPEYFINYSTSRLMGD

LDKS TACSTTLTALHLAIQSLRAGESDMAIVAGANLLLNPDVFTTMSNLGFLSS

ATPKS3INT12B SACSSSVYALHLACQSLRMAECSAAFVGAATLIINAKPITALDTMGALSP

208




Capitulo 4: Estudos Biogenéticos dos Meroterpenos

CHET

ANWA

PenKS3/4c no intronB
PenKS3/4c no intron
PenKs3/5cB no intron
PenKS1/2c

AviM KS

CalO5 KS

Consensus

ATER

FAS_RAT

MFINT13B

LDKS

ATPKS3INT12B

CHET

ANWA

PenKS3/4c no intronB
PenKS3/4c no intron
PenKs3/5cB no intron
PenKS1l/2c

AviM KS

CalO5 KS

Consensus

ATER

FAS RAT

MFINT13B

LDKS

ATPKS3INT12B

CHET

ANWA

PenKS3/4c no intronB
PenKS3/4c no intron
PenKs3/5cB no intron
PenKS1l/2c

AviM KS

CalO5 KS

Consensus

ATER

FAS RAT

MFINT13B

LDKS

ATPKS3INT12B

CHET

ANWA

PenKS3/4c no intronB
PenKS3/4c no intron
PenKs3/5cB no intron
PenKS1l/2c

AviM KS

CalO5 KS

Consensus

ATER

FAS RAT

MFINT13B

LDKS

ATPKS3INT12B

CHET

ANWA

PenKS3/4c no intronB
PenKS3/4c no intron
PenKs3/5cB no intron
PenKS1l/2c

AviM KS

CalO5 KS

Consensus

ATER

FAS RAT

MFINT13B

LDKS

ATPKS3INT12B

CHET

ANWA

PenKS3/4c no intronB

373)
349)

TACSGGLTALHLACQSLLVGDVRQALAAGSSLILGPEMMVTMSMMKFLSP
TACSSSLAATHLACNSIWRNDCDTAITGGVNILTNPDNHAGLDRGHFLSR
TACSSSLTALHLACQSLRSKECSTALVGGCHINLLPDTFASMSLSKQSKS
TACSSSLTALHLACQSLRSKECSTALVGGCHINLLPDTFASMSLSSGKSY
TACSSAAVAIHLACQALQTSDCSVAVAGGVNVMTDPRWSQONLAAASFLSP
TACSSSIYAVHNACHALRGRDCNAAVVGGVNLIMTVDQHMNTAKLGILSP
TACSASLVALHTAAQSLRLGECTVALAGGVNLLVSPGQTIALGTAGALAP
TACSASLVAVHLACQSLLLRESTVALAGGVNLVLTPGQONASLQAAGTLSP

TACSSSL ALHLACQSLR EC A VGG NL P G LSP
251 300
EGRCL-——————-- SFDEDAKGYGRGEGAAVVILKRLSTAIRDGDHIRAI
DGTCR-—=-=-=———-— SFDDSGNGYCRAEAVVAVLLTKKSLARR----VYAT
DGRSY-—---—-——-— SFDARGTGYGRGEGCGMLLLKPLDQALKDNDYVRAV
DGISY-——-————-— SFDSRADGYGRGEGVAAIVLKTLPDAVRDGDPIRLI
DGKSY-—==-=-=-——- AYDSRRNGFGMGEGGGCLILKRLEDALEAGDPIQAV
DGRCY-—--—--——- AFDERANGYARGEGVAVLLLKRLEDALADNDT IRAV
TGNCN-—-———---— TEFDDGADGYCRADGVGTVVLKRLEDALADNDPILGV
Q--—————————————— TVNGYGRGEGVGCIVLKPLQDAIDAGDAIRAV
PFDQQ-—-—-=-—----- SKSQTVNGYGRGEGVGCIVLKPLQDAIDAGDAIRAV
TGASK-—-———---— AFDTNANGYCRGEGAGLVVLRPLEAALRDGDPIYAV
TSTCH--—-——---- TFDASADGYGRAEGAGALYLKRLSDAIRDGDVIRGV
DGRSKPFAASAGRYAVAASADGYGRGEGCGVLVIKLLTDAVRDGDRVLAV
DGVSK-———-—-—-——-— SFDRDADGYGRGEGCGVLVLKRLDEAERDGDRVLAV
DG FD A GYGRGEG G VLK L DA RDGD IRAV
301 350

IKGSAVAQDG--KTNGIMAPNAKAQELVAWNALRTAGVD-PLTVGYVEAH
ILNAGTNTDG-CKEQGVTFPSGEAQEQLIRSLYQPGGV-APESLEYIEAH
ISASGVNQDG--YTPGITMPNH---—-—-—-—-—-—----—-—-—-—————————————
VRETAINQDG--RTPAISTPSGEAQECLIQDCYQKAQLD-PKQTSYVEAH
IRHTVCNHSG--RTRGITMPNH---—------—-—-—---——————————————
IRGTGCNQDG--KTPGITMPNSVSQEALIRSVYKKAALD-PLDTTYVECH
INGAYTNHS--AEAVSITRPHVGAQAFIFKKLLNEANVD-PKNISYIEMH
IWNTGVNQDG--RTPGITMPNH--—-—=-=--————————————————————
IWNTGVNQDG--RTPGITMPNH---—------————-———————————————
ITGTSVNQGAN--CSPITVPDSNSQRSLYMKALSLSGLK-PEVVSYVEAH
IRSSAVNTNGKVPGMGITHPSKRGQERVVRSAYEKARLN-PDRTAYFEMH
LRGSAFNQDG--RTNGIMAPCGQAQEHVMRRALTAAGVA-ADTVDFVEAH
IRGSAVNQDG--HTDGIMAPSGPAQQHVVRRACDRAGVA-PASVDYVEAH
I VNQDG T GIT P Q A P Y EH
351
ATSTPLGDPTEVSAVSA-——————————— - ————————m——————————
GTGTKVGDPQELNGITR----————-—-————————————————————————

GTGTQAGDTTEAS——=—=== === === === == ————mmmm oo
GTGTQAGDAVEMQSVLD-======= === === —————————— -

ATSTLELEILNRIPA=————————— o
GTGTLELKIL-——===========——mmm—mmmmmmmmmm o e e e o
GTGTRLGDPMEIGAIAAVYGRDRSGQEPCAVGSVKSNIGHLEGAAGVAGY
GTGTQLGDPVEATALAAVYGAGRPDDRPCLIGSIKSNVGHLEGAAGVAGL
GIGT GD E
401

IKAILALDEDRIPASLLDGDPNPEIDWAGLDIRLATRALPWPERPHPRRA
MKAILALHRGQIPGTPLRGQAIP-AVGDGTGLRLVTGTLPWPERDGPRRA




Capitulo 4: Estudos Biogenéticos dos Meroterpenos

PenKS3/4c no intron (211) ——————————— - - - - - - — o
PenKs3/5cB no intron (241) ———=——=----mmmmmm o
PenKS1/2c (266) —————————mmm
AviM KS (423) AVSGFGYGGTVAHVVLEQAPTAPARPAPEPAGTLEFPVSAA--—-——-————-—
CalO5 KS (398) AVSGFGYGGTIAHVVLEEAPPVPADGDAPAADEAARPLEFPLSARSDAALR
Consensus  (451)

501 517

ATER  (292) —==-===-=—=———mmmm

FAS RAT (292) -———===————————mm

MFINT13B (211) -—=———=—=——————————
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PenKS1l/2c (266) ——————=———————————

AViIM KS  (463) ———=———==—=————————

CalO5 KS (448) QQAARLADRLDGDDRPD

Consensus (501)

FIGURA 4.19 — Alinhamento dos produtos clonados de PCR usando os primers LC e KS com

outros dominios cetosintase PKS. O sitio ativo cisteina estd indicado pelo
asterisco. Os codigos de identificagdo das seqiiéncias sdo: ATER: Aspergillus
terreus (PR); FAS RAT (rat fatty acid synthases); MF INT 13B (unknown
fungus, HR); LDKS (A4spergillus terreus); ATPKS3INTI2B (Aspergillus
terreus, HR); CHET (Clostridium heterostrophus PKS1, HR); ANWA
(Aspergillus nidulans WA, NR), PenKS3/4c no intronB (Penicillium sp,
KS3/4c, HR), PenKS3/4c no intron (Penicillium sp, KS3/4c, HR),
PenKS3/5¢B no intron (Penicillium sp, LC3/5¢c, PR), PenKS1/2c (Penicillium
sp, LC1/2¢, NR), AviM KS; Cal05 KS (Clostridium lagenarium, NR).

ATER

AviM KS
CalO5 KS

ANWA

PenKs3/5¢B no intron|

PenKS1/2c

FAS_RAT

MFINT13B

— PenKS3/ 4¢ no intronB

L PenKS3/4c no intron
CHET

{

ATPKS3INT12B

LDKS

FIGURA 4.20 — Relacdo filogenética dos produtos PCR com os primers LC- e KS e outros

dominios cetosintase PKS fungicos. Os codigos de identificacdo das
seqiiéncias sdo: ATER: Aspergillus terreus (PR); AviM KS; Cal05 KS
(Clostridium lagenarium, NR); ANWA (4spergillus nidulans WA, NR);
PenKS3/5¢B no intron (Penicillium sp, LC3/5¢, PR); PenKS1/2¢c (Penicillium
sp, LC1/2¢c, NR); FAS RAT (rat fatty acid synthases); MF INT 13B (unknown
fungus, HR); PenKS3/4c no intronB (Penicillium sp, KS3/4c, HR);
PenKS3/4c no intron (Penicillium sp, KS3/4c, HR); CHET (Clostridium
heterostrophus PKS1, HR); ATPKS3INTI12B (Aspergillus terreus, HR);
LDKS (4spergillus terreus).

4.3.2. Dominio CMeT
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A seqiliéncia deduzida dos aminodcidos do fragmento isolado revelou
uma similaridade extraordinaria com as CMeTransferases dadas na Figura 4.21(A). A

filogenia para as proteinas deduzidas ¢ mostrada na Figura 4.21(B).

I\ 1 50
LDKS (1) ARILEIGGGTGGCTQLVVDSL----- GPNPPVGRYDFTDVSAGFFEAARK
LNKS (1) MDILEIGAGTGGATKYVLAT---—--- PQLGFNSYTYTDISTGFFEQARE
MFcmetl (1) ----EMGGGTGGATGAVLEGFAARGDGSGTLLGHYTFTDVSSGFFEAARQ
MFcmet2 (1) -—-—--EMGAGTGATTSAVLREIG---—--—— DTYSSYTFTDISSGFFMAAEE
Phcml (1) ----EMGAGTGGCTRAVLDALSN---QGIARCAQYDFTDVSSGFFEAAQQ
Phcm2 (1) ----EMGAGTGGASREIFAKLG------— TAYKSYTYTDISSGFFEKAKE
Phcm3 (1) —-—-—--EMGAGTGGTTYHVLERLRN--PDGSSKATQYHFTDISPGFLAKAAD
PenCMeT1/3c (1) ----EMGAGTGSATLPILESFGGKDGESTPRFHHFKYTDISTGFIEKAKE
Consensus (1) EMGAGTGGAT VLE LG F YTFTDISSGFFEAARE
51 100
LDKS (46) RF--AGWQNVMDFRKLDIEDDPEAQGFVCGSYDVVLACQVLHATSNMQRT
LNKS (44) QF--APFEDRMVFEPLDIRRSPAEQGFEPHAYDLIIASNVLHATPDLEKT
MFcmetl (47) KFAG--WTALMDFNKLDIEQDPAEQGFELGSYDIVVASAVLHATKSLAKT
MFcmet?2 (40) RFTR--ESGRMIFKTFNMEKEPSGQGFVEGSYDLAIAVNVLHVSANMEAS
Phcml (44) KS--AAFDDVIRFQKLDIEKDIEMQGFECGSYDLVIASQVLHATGKMEHT
Phcm2 (40) NFA--AYGDRMIYKTLDITKDPCEQGYIEGAYDAVVAANVLHATPDLETT
Phcm3 (45) RFD--KDASIMQFGTLNIENNPTEQGFSPESFDLIVCANVLHATKSIQET
PenCMeT1/3c (47) KFH--DWDSLMSYQSLDVTKDPMDQGYTAQSYDLIIACNVLHATPRIGET
Consensus (51) KF W LM F TLDIEKDP EQGF GSYDLVIASNVLHAT LE T
101 120
LDKS (94) LTNVRKLLKPGGKLILVE--
LNKS (92) MAHARSLLKPGGOMVILEIT
MFcmetl (95) LANVRKLLKPGGKL------
MFcmet?2 (88) LSNVRRLLKPGGQM------
Phcml (92) MANVRKLLKPGGKL------
Phcm2 (88) LRNARILLKPGGKF------
Phcm3 (93) LAHCKSPLKPGGKL------
PenCMeT1/3c (95) VANARKLLKPGGOM---—--—
Consensus (101) LANVRKLLKPGGKL
B
LDKS
_i Phcml
— MFcmetl
Phcm3
5 MFcmet2
LNKS
Phcm2
PenCMeT1/3c¢c

FIGURA 4.21 — (A): Alinhamento do produto clonado de PCR com o primer de C-Methyl
Transferases com outros dominios de CMeT. Os cddigos de identificacdo das
seqiiéncias sdo: LDKS (A4spergillus terreus, LDKS); LNKS (A4spergillus
terreus, LDKS); MF CMeTl1 (MF5453, CMeTl, SAM); MF CMeTt2
(MF5453, CMeT2, LDKS); Phcml (Phoma sp, CMeTl, SAM); Phcm?2
(Phoma sp, CMeT2, LDKS); Phcm3 (Phoma sp, CMeT3, LNKS);
PenCMeT1/3c (Penicillium sp, CMeT1/T3c). (B): Relagdo filogenética dos
produtos PCR com primers de CMeT e outros dominios fungicos de CMethyl
Transferases.

5. DISCUSSAO
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5.1. Genes PKS

Os resultados indicaram trés diferentes classes de genes PKS flingicos
derivados do genoma de Penicillium sp. Esta observagdo ja seria esperada uma vez que
alguns géneros de fungos filamentosos sdo conhecidos por produzir varios metabolitos
policetidicos, com varias classes de esqueletos policetidicos (NICHOLSON, 2000).
Por exemplo, uma grande classe de policetideos fungicos (1,3,6,8-tetrahidroxi-
naftaleno, acido orselinico) onde ndo tem os passos de redugdo durante suas
biossinteses, sdo referidos como policetideos ndo reduzidos (NR). Uma outra classe
mostra uma reducao parcial (PR) e ¢ representada pelo acido metil-salicilico. Uma
terceira classe mostra niveis muito maiores de reducdo (HR) e ¢ representada por
compostos tais como a lovastatina e esqualestatina (NICHOLSON et al., 2001).

Este trabalho foi realizado usando primers especificos degenerados de
PCR para certas classes de PKS projetadas por BINGLE et al., (1999) e NICHOLSON
et al., (2001). A seqiiéncia dos dados mostrou que para cada par de primer foi
amplificada apenas uma unica seqiiéncia de Penicillium sp e elas foram denominadas
como PenKS1/2¢ (Figura 4.13), Pen KS3/5¢B no intron (Figura 4.14), ¢ Pen KS3/4c
no intron (Figura 4.16) derivadas, respectivamente, dos pares de primers LC1/2¢ (NR),
LC3/5¢c (PR), e KS3/4c (HR).

A comparagdo destes produtos através do alinhamento com as regides
que circundam o sitio ativo cetosintase de um nimero de genes PKS (Figura 4.19)
mostrou alguma homologia entre as classes de policetideo sintases NR, PR e HR. Por
exemplo, o fragmento PenKS1/2¢ mostra alguma homologia com Aspergillus nidulans
WA (ANWA), um tipo de PKS ndo reduzido. O gene PenKS3/5¢ foi obtido através do
par de primer LC3/5c baseado no gene 6-MSAS, mas de acordo com este alinhamento
nao foi observada alguma relacdo com esse gene. O gene HR PenKS3/4c apresentou
homologia com outros derivados PKS3/4c (como MFINT13B, CHET, ATPKS
3INT12B). A seqiiéncia predita dos aminoacidos através do programa Vector NTI

confirmou que esses genes sao novos produtos de origem LC PKS.

5.2. Gene CMeT
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O propdsito de estudar os genes C-metil-transferases € que uma possivel
relacdo com a biossintese dos meroterpenos onde eventos de metilagdo ocorrem
durante a biogénese destas substancias. Dois deles envolvem a C-metilacdo dos
carbonos C-3, C-5 do acido orselinico, um dos esqueletos dos compostos
meroterpenoidicos. Experimentos realizados por SIMPSON et al. (1997)
demonstraram que essas duas reacdes de metilagdo ocorrem antes da aromatizagao do
tetracetideo, dando origem ao acido 3,5-dimetilorselinico. Esta reacdo ¢ um evento
importante na biossintese dos meroterpenos uma vez que a introducao desses grupos
metila € essencial para dar seqiiéncia ao passo posterior que € a incorporacao intacta
do farnesil pirofosfato a parte terpenoidica dos meroterpenos. Entdo a metiltransferase
seria a responsavel pelas C-metilagdes no precursor acido orselinico.

De acordo com estes propodsitos os primers CMeT foram usados nas
reagoes de PCR e um fragmento de DNA do tipo CMeT foi obtido. A seqliéncia obtida
usando o primer CMeT1/T3¢ mostrou ser similar, mas ndo idéntico aos dominios PKS
CMeT fungicos ja conhecidos (Figura 4.21). A seqiiéncia encontra-se dentro da classe

LNKS, como mostrado na Figura 4.22.

6. PROPOSTAS BIOSSINTETICAS

Os meroterpenos, PSP-1, PSP-2, PSP-3, PSP-4, PSP-6, PSP-8, PSP-9,
PSP-10, PSP-11, PSP-12, PSP-13, PSP-17 ¢ PSP-19, isolados dos extratos do fungo
Penicillium sp apresentam uma relacdo estrutural significante com o meroterpeno
austina (M-27). Isto nos permite propor que algumas dessas substancias sejam
precursoras biossintéticas de M-27, como também de outros meroterpenos analogos.

Os Esquemas 4.9, 4.10 e 4.11 sugerem uma possivel relagdo entre essas
substancias, a qual deve ser, de fato, comprovada através de estudos de marcacao
isotopica e re-isolamento dessas substdncias com alguns &4tomos marcados. O
intermediario chave (M-58) para a formagdo da austina (M-27) e seus correlatos ¢
formado pela alquilagdo do tetracetideo 3,5-dimetilorselinato (M-41) pelo farnesil-
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pirofosfato, conforme apresentado anteriormente no Esquema 4.6. Como visto
anteriormente, a partir deste intermedidrio uma série de transformagdes ocorre em
ambas as partes terpenoidica e policetidica. Na porcao farnesil do metabolito, o
sistema decalina ciclizado passa por uma série de modificagdes para dar origem ao
anel espiro-lactona, passando por oxidagdes biologicas do tipo Baeyer-Villiger e
posterior rearranjo da lactona de 7 membros. Na parte tetracetidica, o anel aromatico ¢
alquilado, sofre oxidacdo, passa por um rearranjo a-cetol com a possibilidade de
formacdo de dois intermediarios. Posteriormente ocorre a redu¢do da carbonila
cetonica em um desses intermediarios com formagao da lactona.

Os meroterpenos isolados sugerem fortemente que as transformacoes nas
duas partes que compde essa classe de metabdlitos ocorram concomitantemente,
diferentemente do proposto para as andibeninas, na qual SIMPSON et al. (1997)
propde que a modificagdo do tetracetideo para formar o anel y-lactona antecede as
modificagdes ocorridas na por¢ado farnesil. Uma possivel explicagdo seria a utilizagao
do mesmo arsenal enzimatico ou similar em ambas as partes envolvidas, visto que as
modificacdes, na maioria das vezes, sdo de oxidagdes biologicas do tipo Baeyer-

Villiger.
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PSP-1

Rearranjo
a-cetol

°  psSP-13

ESQUEMA 4.9 — Proposta biogénica para a formacao dos meroterpenos PSP-1, PSP-2, PSP-
17, PSP-11 ¢ PSP-13.
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Rearranjo
a-cetol
(b)
-
-—
: PSP-19
Rearranjo
a-cetol
(b)
PSP-10 PSP-12

ESQUEMA 4.10 — Proposta biogénica para a formagdo dos meroterpenos PSP-9, PSP-4,
PSP-19, PSP-8, PSP-12 e PSP-10.
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PSP-3 PSP-6

ESQUEMA 4.11 — Proposta biogénica para a formagao dos meroterpenos PSP-3, PSP-6, M-
27, M-70 e M-72.

O fato da similaridade entre os limonodides e os meroterpenos e a
possibilidade de possuir um sistema enzimatico muito semelhante, nos motivou a
propor uma biossintese para a formagao do anel espiro nestes metabdlitos baseado nos

limondides, conforme mostra o Esquema 4.12.
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ESQUEMA 4.12 — Proposta biossintética para a formagao do sistema espiro em limondides.

7. CONCLUSOES

A analise filogenética das seqiiéncias deduzidas de aminoécidos de
produtos de PCR LC e CMeT obtidos do gDNA de Penicillium sp mostrou trés novos
genes PKS fungicos e um gene CMeT.

O gene PenKS1/2¢ pode estar envolvido na biossintese da classe de
policetideos ndo reduzidos do qual o &cido orselinico ¢ membro. Isto poderia sugerir
uma possivel relacdo com a biossintese dos meroterpenos. O gene CMeT também foi

obtido. Conseqiientemente estudos posteriores usando DNA complementar (cDNA)
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como molde para obter sondas para triagem do banco de dados de gDNA devem ser
realizados para encontrar o gene relacionado a biossintese dos meroterpenos.
Adicionalmente, este gene poderia ser checado pela abolicdo da producdo dos
meroterpenos através da disrup¢do da unidade de transcricdo (deletando os genes do
genoma), ou introduzindo este gene em um hospedeiro adequado e ensaiar a produgao

dos meroterpenos.

Os genes PKS relacionados aos meroterpenos oferecem a oportunidade
de decifrar o caminho biogénico dos meroterpenos e posteriormente estabelecer uma
possivel relacdo com as enzimas envolvidas na biossintese dos limonoides e em longo
prazo, auxiliar no entendimento das interagdes planta-microrganismo. Investigacdes
das bases genéticas e bioquimicas para a biossintese de produtos naturais complexos
sdo essenciais para a completa compreensdao de suas formagdes € o mecanismo das

transformagdes biossintéticas.
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CAPITULO 5: METABOLISMO SECUNDARIO DO FUNGO
Penicillium sp NA PRESENCA DE SUBSTRATOS EXOGENOS

1. INTRODUCAO

A comunidade cientifica tem recentemente, voltada sua atencdo para a
obten¢do de substancias enantiomericamente puras (LIMA, 1997; BARREIRO et al.,
1997), uma vez que a existéncia de enzimas e receptores no organismo conduz a
caracteristicas biologicas diferentes para as estruturas quirais. A sintese de produtos
naturais que possuem estereocentros ¢ uma tarefa de grande dificuldade na obtenc¢do
por métodos exclusivamente quimicos devido & producdo de isdmeros. Nestes casos,
os processos de biotransformagao sao de grande interesse (GRANADOS et al., 1999).
Entende-se por biotransformacao as reagdes quimicas que consistem em converter uma
substancia organica em um ou mais produtos organicos, -catalizadas por
microrganismos ou por enzimas isoladas dos mesmos (FABER, 1995). Além disso,
nos diversos cultivos fungicos a producdo de metabdlitos secundarios pode ser
positivamente afetada pela adicao de intermediarios da via biossintética.

Como visto anteriormente no capitulo 2 a planta hospedeira do fungo
Penicillium sp, Melia azedarach, produz uma classe de metabolitos denominada
limondides. O estudo dos extratos obtidos a partir de suas raizes mostrou também o
aparecimento de ésteres de ferulatos e flavanonas (SANTOS, 1999). O papel dos
limondides nesta planta foi discutido nos capitulos 2, 3 e 4, como também no capitulo
7. Biossinteticamente a planta possui um arsenal enzimatico para a producao desses
metabolitos que incluem as oxidases (principalmente as Baeyer-Villiger oxidases),
bem como uma série de rearranjos estruturais conduzindo para a obtencdo destas
substancias. De maneira andloga, o fungo Penicillium sp possui um arsenal muito
similar ao da planta para a producao dos meroterpenos.

O isolamento dos compostos fendlicos de M. azedarach ¢ comum uma
vez que os acidos fendlicos sao predominantes nas raizes, ocorrendo quase
universalmente nas plantas superiores (SIQUEIRA et al., 1991). Os fenodlicos sao

pertencentes a uma ampla classe de metabolitos secundarios derivados dos caminhos
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fenilpropanodides e chalconas/flavonas e sdo conhecidos pelo papel que representam
nos sistemas planta-solo. A maioria dessas substidncias ¢ considerada como
metabolitos de estresse e sua sintese ¢ induzida ambientalmente. Além disso, os
fenodlicos sdo importantes agentes alelopaticos, agentes antimicrobianos (fitoalexinas)
e podem agir como sinais moleculares nas interacdes entre plantas e microrganismos
(SIQUEIRA et al., 1991).

Os fenolicos livres no solo estdo sujeitos a processos mediados por
microrganismos, os quais sdo capazes de polimerizar os acidos fenolicos através da
atividade das enzimas polifenol-oxidases e peroxidases, como também utiliza-los
como fontes de carbono. Esses dois processos sdo importantes mecanismos de
detoxificacao nos sistemas planta-solo (HAIDER e MARTIN, 1975; RAHOUTI et al.,
1989). O acido fertlico é um agente alelopatico' bem conhecido exsudado para o solo
através das raizes das plantas. Isto sugere que esse acido seqiiestrado na forma de
¢ésteres de cadeia longa ndo ¢ toxico a planta hospedeira. Esses ésteres sdo clivados

para liberar o acido para agir no solo como um aleloquimico (NAIR et al., 1988).

2. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi verificar o comportamento através da
produ¢do de algum produto de biotransformagdo ou inducao de algum metabdlito do
fungo Penicillium sp na presenca de alguns substratos. Os substratos utilizados foram
trés derivados fenolicos (acido cinamico, acido ferulico e flavona) para verificar a
inducdo de resposta contra fitoalexinas e seis terpenos (quatro limondides e dois

triterpenos) para verificar a expressao das enzimas Baeyer-Villiger oxidases.

' Alelopatia: refere a produgio de metabdlitos ativos por plantas vivas ou seus tecidos os quais interferem no
crescimento de plantas vizinhas (RICE, 1984 citado por SIQUEIRA et al., 1991).
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Materiais

a) Substancias utilizadas para os experimentos de biotransformacio:

Os 4cidos cindmico (PBC?, 1000 mg) e fertlico (PBF, 500 mg) foram
sintetizados no laboratorio a partir de seus aldeidos correspondentes (SANTOS, 1999).
Alguns limonoides e triterpenos, como a limonina (PBLI, 66,1 mg), odoratol (PBOD,
63,5 mg), gedunina (PBGE, 65,6 mg), fotogedunina (PBFQO, 57,3 mg), pentaol
(PBPE, 61,4 mg) e a, B-amirina (PBAM, 70,0 mg), bem como a flavona (BFP, 100

mg) foram isolados no laboratorio de Produtos Naturais da UFSCar.

b) Microrganismo

O microrganismo utilizado nesse experimento foi o fungo Penicillium sp

isolado do cortex das raizes de Melia azedarach (cap. 2).

3.2. Cultivo e Obtencao dos Extratos

Em cada frasco de Erlenmeyer contendo os meios de -cultivos
autoclavados a 121°C por 15 minutos foi introduzida uma aliquota da suspenséo de
esporos de Penicillium sp. Esses frascos foram incubados a 25°C durante quatro dias
sob agitacdo e em seguida foram adicionados os respectivos substratos dissolvidos em
acetona e distribuidos para um ntimero total de frascos Erlenmeyers, os quais foram
incubados nas mesmas condi¢des por mais quatorze dias. Uma duplicata de frascos de
Erlenmeyers foi preparada contendo apenas o meio de cultivo com o fungo (controle).
As condigdes especificas para cada substrato encontram-se na Tabela 5.1.

Finalizado o periodo de incubagao, o meio de cultivo contendo o fungo e
os substratos, como também os frascos Erlenmeyers controle foram filtrados por
gravidade, obtendo-se assim, o micélio e o filtrado (Figura 5.1). O micélio foi

submetido a secagem em estufa a 60°C e apds a moagem, foi extraido com os

2 Codigos: Os codigos para as fragdes obtidas dos experimentos de biotransformagio estio descritos no decorrer
do texto, em parénteses apoOs a primeira citagao.
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solventes, conforme descrito na Tabela 5.1. Para todos os extratores, a extra¢ao foi
realizada durante 20 minutos por duas vezes a temperatura ambiente e em ultra-som. O
filtrado obtido foi particionado com acetato de etila por duas vezes. No caso do
experimento II (flavona) foi adicionado acetato de etila no meio de cultivo e sonicados
durante 20 minutos e em seguida o material foi filtrado, particionado e a fase organica
concentrada. Os fluxogramas a seguir esquematizam os procedimentos adotados e as

quantidades obtidas para cada um dos substratos estudados.

FILTRACAOD

dmg \_: Jr

Meio de cultivo liguido Meio de cultivo com substrato

Incubagio a25°CH dias Incubagio a 25°CH5 dias ~
PARTICAO

- EXTRATO
SUBFRACOES FUNGICO

FRACIONAMENTO
CROMATOGRAFICO

FIGURA 5.1. — Procedimentos gerais utilizados para os ensaios de biotransformacao.
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TABELA 5.1 — Relagao dos substratos exodgenos adicionados no meio de cultivo contendo o
fungo Penicillium sp e as condi¢des experimentais utilizadas.

Experimento Substrato Meio de N° frascos Solvente
(mg) Cultivo (mL) Erlenmeyer Extracao
(capacidade)
I = Fendlicos A' (100 mL) 12 (250 mL) CH,Cly;
CHQClz/ MeOH
(1:1); MeOH
(micélio)
Acetato de Etila
(filtrado)
Ac. Ferulico (PBF) 500
Ac. Cinamico (PBC) 1000
II = Fendlicos B* (300 mL) 05 (1000 mL) Acetato de Etila
Flavona (BFP) 100
III = Limondides e C’ (100 mL) 05 (500 mL)  Acetato de Etila
Triterpenos
Limonina (PBLI) 66.1
Odoratol (PBOD) 63.5
Gedunina (PBGE) 65.6
Fotogedunina (PBFO) 57.3
Pentaol (PBPE) 61.4
a,B-amirina (PBAM) 70.0

' Meio de Cultivo A: Glucose (160 g), NH,NO; (0.96 g), K,HPO, (10 g), MgSO,4 (2 g), FeS0,4.7H,0
(0.2 g), CuS04.5H,0 (0.3 g), ZnS0O,4.7H,0 (0.322 g), MnSO4.H,0 (0.02 g), (NH4)sM0,0,4.H,0 (0.2 g)
e H,O (Qsp 2 L).

? Meio de Cultivo B: Meio Czapek.

* Meio de Cultivo C: Meio Czapek enriquecido com 2% de extrato de levedura.
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a) Experimento 1

PB
Biotransformacgéo dos substratos
por Penicillium sp

PBB | PBC l PBF
Branco acido cinamico acido ferulico
a a

[ ] [

PBB-1 PBB-2 PBC-1 PBC-2 _PBF-1 PBF-2
Micélio(2,4967 g Filtrado Micélio (13,5647 g Filtrado Micelio (11,55 g) Filtrado
l b c lb c lb c
Extrato Bruto Extrato Bruto Extrato Bruto
1,3096 g 6,3645g 4,7895g

| | |

Fase aquosa PBB-2 | Fase aquosa PBC-2 Fase PBF-2
74,6 mg

514,5 mg 445,7 mg
a) Filtragdo por gravidade.
b) Extracdo com diclorometano, diclorometano:metanol (50:50) e metanol, 20 minutos em
ultra-som, duas vezes.
¢) Particdo liquido-liquido com acetato de etila, duas vezes.

b) Experimento I1

BFP
Biotransformagao da flavona
por Penicillium sp

l

Branco flavona

a

[ ] [ ]

ccali BFPB Gl BFP
‘ Micélio e Micélio Filtrado
Desprezado Desprezado

]

Fase aquosa | BFPB Fase aquosa | BFP
17,4 mg 102,8 mg

a) Filtragdo por gravidade.
b) Particao liquido-liquido com acetato de etila, duas vezes.
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¢) Experimento I11

Biotransformagéo dos substratos

PB

por Penicillium sp

PBLI

—

I

|

reo0)

—

oD

a

]

[PB

GE

—

a

]

[ ]

[ ]

PBFO | PBPE | PBAM |
a a

a

[ ]

‘ PBLIM |‘ PBLIL ‘ PBODM | pBODL | PBGEM || PBGEL || PBFOM PBFOL | PBPEM | pBPEL | PBAMM | PBAML
6,69 filtrado 6,49 filtrado 6,59 filtrado 699 filtrado 6,89 filtrado 6,79 filtrado
ib c lb c ib c lb c ib c ib c
Extrato Extrato Extrato Extrato Extrato Extrato
Bruto Bruto Bruto Bruto Bruto Bruto
194,1 mg 234,4 mg 249,2 mg 163,3 mg 225,8 mg 308,9 mg
Fase PBLIL Fase Fase EL Fase PBFOL Fase PBPEL Fase PBAML
aquosa || 79,7 mg aquosa aquosa 118 aquosa || 70,9 mg aquosa 92,8 mg | | aquosa || 89,6 mg

a) Filtragdo por gravidade.

b) Extracdo com acetato de etila em ultra-som por 20 minutos.

¢) Parti¢do liquido-liquido com acetato de etila, duas vezes.

3.3. Analise dos Extratos do Experimento I

Inicialmente os extratos fingicos foram fracionados em coluna utilizando

silica flash. Como eluentes, foram utilizados hexano, diclorometano e metanol,

seguindo a técnica de gradiente de polaridade.

esquematizadas nos fluxogramas a seguir.
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PBB-1 PBB-2
1,3096 g 74,6 mg

a

| | | | | | | |

PBB-2-1 | PBB-2-2 || PBB-2-3 || PBB-2-4 || PBB-2-5 | PBB-2-6 | pBB-2-7 | PBB-2-8 || PBB-2-9
0,1 mg 2,0mg 5,7 mg 0,5mg 1,7 mg 16,3 mg 1,0 mg 1,0 mg 29,0 mg
Subfracdes analisadas por RMN 'H e CCD
PBC-1 PBC-2
6,3645 g 514,5 mg
b
PBC-2-1 || PBC-2-2 || pBC-2-3 || PBC-2-4 || PBC-2-5 || PBC-2-6 || PBC-2-7
1,0mg | 266,5mg|| 31,5mg 5,6 mg 27,1mg | 31,1mg 95,1mg
Subfragdes analisadas por RMN 'H e CCD
PBF-1 PBF-2
4,7895g 445,7 mg
(o
PBF-2-1 || PBF-2-2 || PBF-2-3 || PBF-2-4 || PBF-2-5 | PBF-2-6 | PBF-2-7 | PBF-2-8 || PBF-2-9 | PBF-2-10 | PBF-2-11
0,1mg 0,1mg 0,2mg 0,2mg 246,1 mg| 13,2mg 4,5mg 6,0 mg 27,5mg | 40,7 mg 66,5 mg

Subfracdes analisadas por RMN 'H e CCD

a) Coluna em silica flash. Eluente: diclorometano e metanol por gradiente com gotas de 4cido

acético. p =2 cm, 1 =26 cm.

b) Coluna em silica flash. Eluente: diclorometano e metanol por gradiente com gotas de acido

acético. ¢ =3 cm, | =30 cm.

¢) Coluna em silica flash. Eluente: diclorometano e metanol por gradiente com gotas de acido

acético. p =3 cm, 1 =27 cm.
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3.4. Analise dos Extratos do Experimento II1

3.4.1. Biotransformacao da Limonina (PBLI)

Inicialmente os extratos fingicos foram fracionados em coluna utilizando
silica flash. Como eluentes, foram utilizados hexano, diclorometano e metanol,
As

seguindo a técnica de gradiente de polaridade. fragdes obtidas estdo

esquematizadas nos fluxogramas a seguir.

A) Filtrado (PBLIL)

PBLIL
79,7 mg
a
PBLIL-4 PBLIL-5 PBLIL-6
13,6 mg 36,7 mg 18,1 mg

| l l

PBLIL-1 PBLIL-2 PBLIL-3
2,3mg 1,8 mg 16,1 mg
Acido Acido b
graxo graxo
f
Outraf PBLIL-3-5 | PBLIL-36 || PBLIL-3-7 || PBLIL-39 Outraf PBLIL-5-6 Outraf
subfragoes 3,2 mg 3,4mg 2,0 mg 2,7 mg subfragoes 6,9 mg subfragoes
B-1 PSP-3 B-3
c d e
PBLIL-3-6-3 | | PBLIL-3-6-4 PBLIL-3-9-1 || PBLIL-3-9-2 Outras PBLIL-4-3 || PBLIL-4-6
0,4 mg 3,4mg 0,1 mg 1,0 mg subfracoes 2,9 mg 2,1 mg
B-1 PSP-5 Mistura de PSP-5
+ Meroterpenos B-2
Limonina

a) Coluna em silica flash. Eluente: hexano:diclorometano e metanol por gradiente. ¢ =3 cm, 1
=13 cm.

b) CCDP. Eluente: hexano:acetato de etila (30:70). Foram aplicados cerca de 16,1 mg da
amostra.

¢) CCDP. Eluente: diclorometano:metanol (95:5). Foram aplicados cerca de 3,4 mg da
amostra.

d) CCDP. Eluente: diclorometano:metanol (95;5). Foram aplicados cerca de 2,7 mg da
amostra.
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e¢) CCDP. Eluente: hexano:acetato de etila (30:70). Foram aplicados cerca de 13,6 mg da

amostra.
f) CCDP. Eluente: diclorometano:metanol (95:5). Foram aplicados cerca de 36,7 mg da
amostra.

B) Micélio (PBLIM)

PBLIM
194,1 mg

g9
PBLIM-1 PBLIM-2 PBLIM-3 || PBLIM-4 || PBLIM-5 || pBLIM-6 | PBLIM-7 || PBLIM-8 | PBLIM-9
6,8 mg 28,5mg 5,9 mg 4,2mg 10,9 mg 77.0mg | 329mg 34,4 mg 11,4 mg
h
Acidos graxos
Triglicerideos
Ergosterol

Acidos graxos

Acidos graxos
9 Triglicerideos

Triglicerideos

Outras PBLIM-6-3 || PBLIM-6-4 | PBLIM-6-5 || PBLIM-6-6
subfragdes 2,9mg 27,9 mg 10,9 mg 1,5 mg

I

Limonina Limonina PSP-5 PSP-8

Alcaldides

g) Coluna em silica flash. Eluente: hexano:diclorometano ¢ metanol por gradiente. ¢ =5 cm, |

=15 cm.
h) CCDP. Eluente: diclorometano:acetona (90:10). Foram aplicados cerca de 77,0 mg da

amostra.
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3.4.2. Biotransformac¢ao da Odoratol (PBOD)
A) Filtrado (PBODL)

PBODL |
73,2mg

i

PBODL-1 PBODL-2 PBODL-3 || PBODL-4
4,4 mg 31,0 mg 26,4 mg 10,0 mg
j !
PBODL-1-1 | | PBODL-1-2 PBODL-3-2 || PBODL-3-3 Outras
3,4 mg 3,6 mg 3,5mg 4,0 mg subfragoes
l l B-3
B-1 PSP-3 p B-3
+ outros
PBODL-2-1 || PBODL-2-2
11,6 mg 7,1 mg
Mistura de Alcaldides

substancias

i) Coluna em silica flash. Eluente: hexano:diclorometano e metanol por gradiente. ¢ =3 cm, |
=13 cm.

j) CCDP. Eluente: diclorometano:acetona (90:10). Foram aplicados cerca de 4,4 mg da
amostra.

k) Coluna em silica flash. Eluente: hexano:diclorometano:acetona e metanol por gradiente. ¢
=3cm,l1=16 cm.

/) Coluna em silica flash. Eluente: hexano:diclorometano:acetona e metanol por gradiente. ¢ =
3cm,1=15cm.
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B) Micélio (PBODM)

PBODM |
2344 mg

m

PBODM-1 || PBODM-2 || pBODM-3 || PBODM-4 || pBODM-5 | PBODM-6| PBODM-7 || PBODM-8 | PBODM-9 || PBODM-10
41.7mg 7,0 mg 4,0mg 6,5mg 49,9 mg 498mg | 20,1mg 16,8mg | 437mg 16,5 mg
Ergosterol
Acidos graxos n o
Triglicerideos | | | | |
PBODM-6-1 || PBODM-6-2 || PBODM-6-3 Outras PBODM-7-2 || PBODM-7-4
23,4 mg 7,3 mg 9,3 mg subfragoes 6,5 mg 3,0 mg
Odoratol Odoratol Acidos graxos Odoratol
+outros  Triglicerideos + outros

m) Coluna em silica flash. Eluente: hexano:diclorometano e metanol por gradiente. ¢ = 5 cm,

1=15cm.
n) Coluna em silica flash. Eluente: hexano:diclorometano:acetona e metanol por gradiente. ¢

=3cm,1=15cm.
o) Coluna em silica flash. Eluente: hexano:diclorometano:acetona e metanol por gradiente. ¢

=3cm,l=15cm.
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3.4.3. Biotransformacao da Gedunina (PBGE)

PBGEL | PBGEM l
118,8 mg 249,2mg

P q
PBGEL-1 || PBGEL-2 PBGEL-3 PBGEL-4 PBGEM-1 || PBGEM-2 PBGEM-3 || PBGEM-4 || PBGEM-5 || PBGEM-6 | PBGEM-7 |(PBGEM-8
24,7 mg 45,4 mg 3,7mg 8,3 mg 3,2mg 36,7 mg 48,6 mg 82,0 mg 25,7 mg 8,7 mg 11,1 mg 28,9 mg
l l l r ) i
Alcaldides  Misturade  Ajcajsides i
Meroterpenos Substancias Gedunina - PSP-5
N em mistura
Gedunina
PBGEM-1-4 || outros PBGEM-2-1 | |PBGEM-2-3 | | PBGEM-2-4 || PBGEM-2-6
0,4 mg 2,1mg 5,9 mg 7,4 mg 3,9mg
Esteroide Esteroide Ergosterol Ergosterol ~ Peroxido de
Ergosterol

p) Coluna em silica flash. Eluente: hexano:diclorometano e metanol por gradiente. ¢ =3 cm, |
=14 cm.

q) Coluna em silica flash. Eluente: hexano:diclorometano e metanol por gradiente. ¢ =5 cm, |
=17 cm.

r) CCDP. Eluente: hexano:acetato de etila (50:50). Foram aplicados cerca de 3,2 mg de
amostra.

s) Coluna em silica flash. Eluente: hexano:acetato de etila e metanol por gradiente. ¢ =3 cm, 1
=16 cm.

3.4.4. Biotransformacao da Fotogedunina (PBFO)

PBFOL PBFOM
70,9 mg 163,3 mg
¢ u

PBFOL-1 PBFOL-2 || PBFOL-3 || PBFOM-1 || PBFOM-2 || PBFOM-3| PBFOM-4 || PBFOM-5 || PBFOM-6

33,6 mg 20,5 mg 13,3 mg 35,0 mg 45,4 mg 17,2 mg 27,8 mg 14,7 mg 10,9 mg

Mistura B-3 Mistura Acidos graxos
substancias em mistura Ssubstancias PSP-5

Mistura
Esteroides

f) Coluna em silica flash. Eluente: hexano:diclorometano e metanol por gradiente. ¢ =3 cm, |
=14 cm.

u) Coluna em silica flash. Eluente: hexano:diclorometano e metanol por gradiente. ¢ =5 cm, |
=17 cm.
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3.4.5. Biotransformacao do Pentaol (PBPE)

PBPEL PBPEM
92,8 mg 225,8 mg

v X

PBPEL-1 PBPEL-2 PBPEL-3 PBPEL-4 PBPEL-5 PBPEM-1 PBPEM-2 PBPEM-3 || PBPEM-4 || PBPEM-5
1,2mg 31,1 mg 37,5 mg 12,2 mg 9,8 mg 47,5mg 12,3 mg 76,1 mg 52,1 mg 19,4 mg
Mistura Promissora Mistura
substancias B-3 substancias
. em mistura
Esteréides Ergosterol

Perdxido Ergosterol
Acidos graxos
Triglicerideos

v) Coluna em silica flash. Eluente: hexano:diclorometano e metanol por gradiente. ¢ =3 cm, |

=14 cm.

x) Coluna em silica flash. Eluente: hexano:diclorometano e metanol por gradiente. ¢ =5 cm, 1
=18 cm.

3.4.6. Biotransformacio da a,-Amirina (PBAM)

PBAML PBAMM
89,6 mg 288,9 mg
V4
y
PBAML-1 || PBAML-2 || PBAML-3 | PBAML-4 || pBAMM-1 || PBAMM-2 || PBAMM-3 || PBAMM-4 || PBAMM-5 || pPAMEM-6 || PBAMM-7
1,4 mg 34,3 mg 37,2mg 8,9 mg 3,6 mg 52,1 mg 100,4 mg 5,6 mg 10,0 mg 75,5 mg 61,9 mg
a-B-Amirina |] B-3 Mistura Acidos  Muito Ftalato
Mistura em mistura a-B-Amirina substancias graxos  promissora
substancias

y) Coluna em silica flash. Eluente: hexano:diclorometano e metanol por gradiente. ¢ = 3 cm, |
=18 cm.

z) Coluna em silica flash. Eluente: hexano:diclorometano e metanol por gradiente. ¢ =5 cm, 1
=17 cm.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Experimento com o Acido Cinamico e Acido Ferulico

Os acidos cinamico e fertlico foram introduzidos nos cultivos de
Penicillium sp com a intencao de verificar algum produto de biotransformacao desses
substratos, uma vez que nos extratos das raizes da planta Melia azedarach, da qual
esse microrganismo foi isolado, foram encontrados ésteres do acido cis e trans-
ferulico (SANTOS, 1999), como também pelas inimeras atividades atribuidas aos
fenolicos discutidas anteriormente.

As fracdes obtidas apds o periodo de cultivo do fungo foram estudadas
através de CCD ¢ RMN 'H e mostraram-se promissoras. Nos espectros de RMN 'H
foram observados sinais na regido de hidrogénios aromaticos (& 6.0-8.5), hidrogénios
olefinicos (& 5.0-6.0) e hidrogénios carbindlicos (6 3.5-4.5) onde além do sinal do
grupo metoxila em & 3.93, outros sinais foram detectados nessa regido. Ainda foram
encontrados os sinais de grupos metila blindados (6 0.71, d, J 7.0) e desblindadas (1.98
e 2.22). Os espectros mostraram ainda que nenhum metabdlito do fungo, em particular
os meroterpenos, foi induzido pela adicao desses substratos.

A analise geral desses materiais sugere a presenca de derivados fenolicos
com alguma possibilidade de biotransformacdo. O proximo passo seria a andlise dessas
fragcdes por GC/MS para a caracterizacao de algum produto de biotransformagdo, mas
infelizmente esta etapa nao pdde ser concluida devido a problemas de manutencao do
aparelho.

Uma série de microrganismos do ambiente ¢ conhecida por metabolizar
uma ampla variedade de compostos aromaticos e hidrocarbonetos alifaticos. O
principio basico do catabolismo aerdbico microbiano dessas substincias ¢ a sua

ativacao inicial por oxigenagao via mono ou dioxigenases (FABER, 1995).
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4.2. Experimentos com a Flavona

As duas fragdes BFP (Penicillium sp com o substrato flavona) ¢ BFPB
(branco) foram analisadas através de cromatografia em camada delgada através de
comparagdo com o padriao (flavona) para verificar se a presenca de alguma mancha
apresentando um rf diferente que pudesse indicar a presenca de produtos de
biotransformagdo. Concomitantemente, a analise dos espectros de RMN 'H dessas
duas fragdes revelou que nao houve, aparentemente, algum produto biotransformado,
além dos sinais respectivos a flavona. Provavelmente se houve alguma transformagao,
foi em pequena quantidade e conseqiientemente, as técnicas utilizadas tornam-se

invidveis para a sua detec¢ao necessitando do estudo das mesmas por GC/MS.

4.3. Experimentos com os Limonoides e Triterpenos

Os extratos contendo os limonoides e triterpenos como substratos foram
fracionados e parte deles foram purificados e identificados. As fracdes foram
analisadas por RMN 'H e por cromatografia de camada delgada (CCD), realizando um
ponto misto, ou seja, co-injecdo do substrato padrao com a fracdo para averiguar o
fator de reten¢ao das mesmas (7).

As fragdes obtidas do cultivo de Penicillium sp na presenca da limonina
(PBLI) foram estudadas extensivamente através de re-fracionamento, analises por
RMN 'H e CCD de ponto misto com substrato de partida e nenhum produto resultante
de biotransformacao foi detectado. Entretanto, foram encontradas algumas substancias
como o derivado deo acido penicilico codificado como B-1 e dois alcaloides, B-2 ¢ B-
3. Outros metabolitos mais comuns também foram encontrados, tais como, ergosterol,
peroxido de ergosterol, acidos graxos, triglicerideos, verruculogenina (PSP-5) e
acetoxi-dehidroaustina (PSP-3). Algumas fragdes continham mistura complexa de
substancias as quais nao puderam ser caracterizadas devido as quantidades

insuficientes para o seu isolamento.
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As fracOes originadas a partir do cultivo com os limonoides odoratol e
gedunina também foram extensivamente estudadas e aparentemente ndo mostraram
produtos de biotransformacdo. Nelas também foram encontradas as mesmas
substancias detectadas nos extratos contendo limonina. Em algumas fragdes do cultivo
com a gedunina foram encontrados os esterdides ergosterol, perdxido de ergosterol
além de um outro em pequenissimas quantidades, o qual devera ser identificado
através de GC/MS e comparacao com os dados da biblioteca do espectrometro.

O estudo das fragdes contendo fotogedunina também apresentou
resultados similares aos anteriores, mas com um detalhe bastante interessante que foi a
auséncia do substrato de partida nas fragdes mostrado através da andlise dos espectros
de RMN 'H e CCD de ponto misto. As fracdes PBPEL-4 ¢ PBAMM-6 originadas
respectivamente do cultivo do fungo com pentaol e a,p-amirina, mostraram-se
sugestivas para o encontro de algum produto uma vez que os espectros de RMN 'H
dessas fragdes mostraram sinais similares aos substratos de partida, mas a analise das
mesmas usando CCD de ponto misto detectou valores de rf diferentes (menores) da

dos padroes.

4.3.1. Identificacao do Metabdlito B-1 (PBLIL3-5)

Os espectros de massas de B-1 obtidos via electrospray nos modos
positivo e negativo (Apéndice 3.1.1) apresentaram os picos dos ions pseudo-
moleculares [M+Na]" e [M-H], respectivamente em m/z 195 e 171, sugerindo,
portanto, a férmula molecular CgH,04. O espectro na regido do infravermelho (Ap.
3.1.2) apresentou absor¢des em 3382, 1748 e 1639 cm™, sugerindo, respectivamente, a
presenga de grupos hidroxila, carbonila e olefinas.

O espectro de RMN 'H (Tabela 5.2, Ap. 3.1.3) de B-1 mostrou os sinais
em 0 0.91 e 1.10 na forma de dubleto (J = 6.9) os quais apresentaram acoplamento
com o septeto em & 2.22 (J = 6.9) observado no espectro de "Hx'H COSY (Ap. 3.1.4),
estabelecendo a presenga do grupo isopropil como estrutura parcial de B-1. Neste

espectro foi observado dois singletos desblindados em 6 3.91 e 5.07, sugerindo a
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presenga de hidrogénios, os quais correspondem aos carbonos em 6 59.9 e 89.8
(HSQC, Ap. 3.1.6). Os sinais restantes observados no espectro de RMN C (Tabela
5.2, Ap. 3.1.5) em o6 105.1, 170.0 e 179.5 sugerem a presenca de um carbono
quaternario muito desblindado e carbonilas de éster/lactona.

A analise comparativa dos dados de B-1 com aqueles obtidos para PSP-7
(Tabela 5.2) revelou uma similaridade entre eles, exceto a presenca do sistema
isopropil em B-1, sugerindo, portanto, que este metabolito ¢ um derivado hidrogenado

do 4cido penicilico.

TABELA 5.2 — Dados espectrais das substancias B-1 e acido penicilico (PSP-7) obtidos por
RMN 'H (400 MHz, CDCl;) e PENDANT (50 MHz, CDCLs).

@) B-1 PSP-7 (Acido Penicilico)

B-1
Posicao C H C H
0 multi 0 multi, J (Hz) O multi O multi

2 170.0 s* - 171.9 s -

3 89.8d 507s 89.7d 522s

4 179.4 s - 179.4 s -

5 105.4 s - nd" -

6 33.6d 2.22 hept (6.9) 139.8 s -

7 15.4 qt 1.10d (6.9) 117.2t 5.14s
549s

6-Me 16.6 q 0.91d(6.9) 17.7 q 1.77 s

O-Me 599¢q 391s 60.2 q 391s

OH - 3.33s - -

*. As multiplicidades dos sinais foram determinadas por HSQC
® nd = ndo detectado
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4.3.2. Identificacao do Metabolito B-3 (PBODL3-2)

A comparacio dos dados de RMN de 'H (Tabela 5.3, Ap. 3.2.2) de B-3
com os obtidos para a verruculogenina (PSP-5) indicou uma certa similaridade entre
eles. A substincia B-3 apresentou os sinais referentes aos hidrogénios aromaticos H-4,
H-5e H-7em & 7.42, 6.76 e 6.84, respectivamente. A atribuicdo desses deslocamentos
foi realizada através dos valores das constantes de acoplamento apresentada por estes
hidrogénios e através do espectro de '"Hx'H COSY (Ap. 3.2.3). O espectro de RMN 'H
mostrou ainda sinais de hidrogénios metilénicos, metinicos e metilicos. Do espectro de
'Hx'H COSY (Figura 5.2) dois fragmentos de B-3 puderam ser deduzidos.
Acoplamentos 'Hx'H foram observados entre os hidrogénios metilénicos indicando a
presenc¢a do aminoacido prolina e de um grupo prenila, o qual encontra-se ligado no C-
2 do indol. Esta suposi¢ao foi confirmada pelas correlagdes observadas no espectro de

HMBC (Figura 5.3, Ap. 3.2.5) do hidrogénio em 6 5.96 (H-20) e 2.28 (H-21) com o

carbono C-2 em o 104.1. Estes dados, juntamente com a comparagdo dos
deslocamentos quimicos dos carbonos (HSQC, Ap. 3.2.4), confirmaram a presenca do
alcaloide B-3 cuja estrutura consiste da mistura de dois aminoacidos 6-metoxi-
triptofano e prolina combinados para formar uma dicetopiperazina ¢ uma unidade

1soprendide.

== Conexodes estabelecidas por 'Hx'H cosy

FIGURA 5.2 — Estruturas parciais de B-3 deduzidas das correlagdes 'Hx'H COSY.
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FIGURA 5.3 — Correlagdes de HMBC detectadas para B-3.

As configuracdes relativas nos estereocentros de B-3 foram propostas
conforme a literatura descreve para TR-2, pois essa substancia degradou em seguida a
adicdo de cloroférmio deuterado, sendo possivel a obtencdo de alguns espectros.
Futuramente, B-3 devera ser isolada das fragdes que a contenham para entdo finalizar

os estudos espectrais.
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TABELA 5.3 - Dados de RMN 'H, "°C (400 MHz, CDCls) da substincia B-3, PSP-5 ¢ TR-2.

B-3 TR-2 PSP-5
Posicio C H C H® C H
1 - 9.51§* - - -
2 135.4s° - 131.8s - 131.7s -
3 104.1s - 105.5s - 105.7s -
4 118.0d 7.42d(8.5) 121.2d 7.71d(9.0) 121.8d 7.89d(8.7)"
5 1102d 6.76dd (8.5; 109.8d 6.60 dd (9.0; 109.5d 6.82dd (8.7;
1.9) 3.0) 2.2)
6 156.4s - 156.6 s - 156.4s -
7 95.4d 6.84d (1.9) 952d 6.87d(3.0) 940d 6.59d(2.2)
8 136.2s - 1208s - 136.5s -
9 119.0s - 1372s - 1209s -
10 69.1d 5.04s 688d 5.50d 68.8d 5.65s
11 849 s - 83.4s - 82.7s -
13 nd* 1662s - 168.5s -
14 599d 436dd (10.5; 58.8d 44m 589d 4.48dd(9.6;
6.0) 7.0)
15 299t o:2.43m 29.6t 1.9m 202t o:2.49 m
B:1.90 m B:2.06 m
16 220t o:2.12m 227t 2.0m 228t a:2.09 m
B: 1.93 m B: 1.96 m
17 459t o: 3.6l m 499t 3.6m 4551t 3.64 dt (7,6)
B:3.72m
19 167.1s - 1714s - 1709s -
20 47.7d 595dd(7.3; 49.0d 537m 49.0d 6.05d(10.0)
2.7)
21 49.6 t o: 2.05dd 452t 1.9m 513t a: 2.03 sl
(14.7;2.7) B:1.68 dd
B:2.28 dd (10.0; 3.3)
(14.7;7.3)
22 71.4 s - 71.1s - 82.3s -
23 28.9q 1.47 s 29.7q 1.30s 244q 1.72s
24 33.6q 1.29s 320q 1.10s 273q 1.01s
25 - - - - 859d 6.65d(8.1)
26 - - - - 118.6d 5.04 dt (8.1;
1.3; 1.3)
27 - - - - 1433s -
28 - - - - 189q 2.0d(1.2)
29 - - - - 259q 1.73d(1.2)
O-CH; 56.0q 391s 557q 3.75s 559q 3.84s
10-OH - 443 s - 49d - -
11-OH - 3.80s - 425 - -
22-OH - 5.50s - 5.94 m - -

“ 0s valores em & sdo expressos em ppm, com valores de J em Hz em parénteses.

" as multiplicidades dos sinais foram determinadas por HSQC; s = singleto, d = dubleto, t = tripleto, q = quarteto
¢ dados obtidos em DMSO

4 nd = ndo detectado
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Conforme comparagcdo dos dados espectroscopicos a substancia B-3
parece ser um derivado da verruculogenina (PSP-5). Esta suposicao foi confirmada
por COLE e KIRKSEY, (1973), apds a hidrogenacao da verruculogenina em solugao
etandlica na presenca de palddio sobre carbono (5%) a temperatura ambiente,
formando dois produtos, isovaleraldeido e TR-2. Em 1977, esse derivado sintético
TR-2 foi obtido como produto natural isolado de Aspergillus fumigatos por COLE et
al. (1977). A comparagdo dos dados indica que a substancia B-3 corresponde ao

alcaldide TR-2 e agora foi isolada pela primeira vez dos extratos de Penicillium sp.

4.3.3. Identificacio do Metabolito B-2 (PBLIL4-3)

Os dados espectroscopicos obtidos para a substancia B-2 mostraram-se
muito similares aos obtidos para o alcaldoide B-3 (Tabela 5.4), exceto para os
deslocamentos quimicos dos hidrogénios H-20, H-21 a, H-21B, 3H-23 e 3H-24,
respectivamente em 9 5.95, 2.02, 1.71, 1.53 e 1.17, sugerindo que B-2 seja um isdmero
de B-3. Essa suposi¢cdo deveria ser confirmada através dos estudos de NOE, mas
infelizmente a amostra degradou apds a introdu¢do de cloroférmio deuterado para

obter os primeiros espectros.
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TABELA 5.4 - Dados de RMN 'H, "°C (400 MHz, CDCls) da substincia B-2 e B-3.

B-2 B-3
Posiciao C H C H
1 - 9.03s - 9.51s
2 nd® - 13545 -
3 nd - 104.1s -
4 120.9d 7.81d(8.6) 118.0d 7.42d(8.5)
5 109.3d 6.79dd (8.6; 2.1) 110.2d 6.76dd (8.5; 1.9)
6 nd - 156.4s -
7 95.0d 6.85d(2.1) 954d 6.84d(1.9)
8 nd - 136.2s -
9 nd - 119.0s -
10 68.7d 572s 69.1d 5.04s
11 nd - 84.9s -
13 nd - nd -
14 58.8d 4.46dd (9.0;6.4) 59.9d 4.36dd (10.5; 6.0)
15 29.1t  :248dd(12.7;6.4) 299t o: 243 m
B:2.05m B: 1.90 m
16 222t  2.04m 220t o:2.12m
B: 1.93 m
17 450t 3.64 dd (8.9; 4.7) 459t o: 3.6l m
B:3.72m
19 nd - 167.1s -
20 485d 5.46dd(8.2;2.3) 47.7d  595dd(7.3;2.7)
21 49.7 t a:2.02dd (14.0;2.3) 49.6t a:2.05dd (14.7; 2.7)
B:1.71dd (14.0; 8.2) B:2.28 dd (14.7; 7.3)
22 nd - 714 s -
23 29.7q 1.53s 289¢q 1.47 s
24 322q 1.17s 33.6q 1.29s
O-CHj 552q 3.83s 56.0qg 391s
10-OH - 4.62 s - 443 s
11-OH - 392s - 3.80s
22-OH - 5.12 - 5.50s

* 0s valores em 6 sdo expressos em ppm, com valores de J em Hz em parénteses.

® nd = ndo detectado
¢ as multiplicidades dos sinais foram determinadas por HSQC; s = singleto, d = dubleto, t = tripleto, q

= quarteto.
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5. CONCLUSOES

Os resultados dos experimentos do cultivo de Penicillium sp com a
introdu¢do de substratos exogenos mostraram a auséncia de produtos de
biotransformagao, sugerindo que deve ser realizada uma série de otimizagdes para que
essas reagdes possam ocorrer. H4 muito que debater sobre a propriedade desses
substratos nos meios de cultivo, como por exemplo, a selecdo dos procedimentos
experimentais favoraveis para que alguma reacao possa ser realizada (cultivo, modo de

extragdo).

Das fragdes estudadas foram encontrados dois alcaldides (B-2 ¢ B-3) os
quais provavelmente participam do caminho biossintético do alcaloide

verruculogenina (PSP-5).

As substancias exdgenas adicionadas nos meios de cultivo de Penicillium
sp ndo estimularam a biossintese dos meroterpenos nas culturas, mas alteraram a
biossintese dos alcaldides, como também o aparecimento do derivado hidrogenado do

acido penicilico.
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CAPITULO 6: ANALISE DE SUBSTANCIAS DE Penicillium sp E
Melia azedarach POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

1. INTRODUCAO

Inimeros trabalhos encontrados na literatura descrevem o isolamento e a
identificacdo de produtos naturais, os quais sdo realizados através das metodologias
classicas de fitoquimica. Entretanto, algumas técnicas de analise como a
espectrometria de massas acoplada a um método cromatografico vém sendo utilizadas
para a caracterizagdo dessas substancias em misturas complexas sem a necessidade de
isolamento.

Uma série de metabdlitos secundérios foi obtida do extrato metandlico do
fungo Penicillium sp quando cultivado em arroz, os quais foram isolados e
identificados em sua maioria por estas técnicas classicas, descritas no capitulo3.
Contudo, alguns extratos provenientes deste cultivo ndo foram estudados seguindo esta
metodologia, pois demandaria um certo tempo de trabalho em bancada. Paralelamente,
este microrganismo também foi cultivado em outros meios de cultivo produzindo
outros extratos com o objetivo de verificar se ocorre diferenciacdo na producao de
substancias alterando as fontes nutricionais.

Num esfor¢o para analisar todos os extratos oriundos do cultivo de
Penicillium sp nos variados substratos e checar a producdo dos metabdlitos
secundarios frente a um determinado substrato, as técnicas de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) e cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC/MS) foram aplicadas para analisar as fragdes apolares e
polares, respectivamente.

Adicionalmente a esses trabalhos foi realizado o estudo dos limonoides
nos extratos a partir dos tecidos de Melia azedarach por LC/MS devido a grande
semelhanga dessas substdncias com os meroterpenos produzidos pelo fungo, sendo

possivel comparar o perfil metabdlico dos dois organismos associados.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:
- A analise das fra¢des apolares de Penicillium sp utilizando a técnica

acoplada GC/MS;

- Tragar o perfil quimico do fungo Penicillium sp quando submetido a
diferentes meios de cultivo utilizando como ferramenta de analise

GC/MS;

- Desenvolver uma metodologia de andlise por LC/MS para os
meroterpenos € outros metabolitos de Penicillium sp e analisar a

presenca destas substancias variando-se os meios de cultivo do fungo.

- Desenvolver uma metodologia de andlise por LC/MS para os
limonoides de Melia azedarach e avaliar a deteccdo dos mesmos nos

diferentes tecidos estudados;

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes e Equipamentos
a) Reagentes para Derivatizaciao

Os reagentes utilizados na derivatizacao das amostras foram: N-metil-N-
nitroso-4-toluol-sulfonamida (Diazald) (Aldrich), KOH PA (Merck), Na,SO, PA

(Merck), éter etilico PA (Mallinckrodt), alcool etilico PA (Mallinckrodt), acido acético
glacial PA (Merck) e acido cloridrico (Merck).
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b) Cromatografo para HPLC

Os cromatogramas foram obtidos usando um HPLC Shimadzu LC-8a
(Preparative Liquid Chromatography), com o detector de diodos Diode Array
Shimadzu SPD-6AV.

¢) Cromatdgrafo a gas

As analises por GC/MS foram realizadas em um espectrémetro CARLO

ERBA GC 8000 equipado com uma coluna DB 1 MS (30m, 0.25mm ID).

d) Espectrometro de massas

Os espectros de massas foram adquiridos em dois aparelhos: o
espectrometro MICROMASS QUATTRO II (quadrupole-hexapole-quadrupole
tandem mass spectrometer) usando a interface ESI/APCI (Z-spray) e o espectrometro
MICROMASS PLATFORM II equipado com a interface por impacto eletronico. Os
programas utilizados para as andlises dos espectros foram os software MassLynx 3.1

(Quattro) e MassLynx 3.11 (Platform)

e) Cromatégrafo a gas acoplado ao espectrometro de massas

O cromatografo a gas acoplado ao espectrometro de massas (GCMS —
QP 5000, Shimadzu) equipado com a coluna HP 5 MS (30m, 0.25 mm ID, 0.25p),
hélio como gés de arraste e a interface por impacto eletronico. O programa Class 5000

foi usado para analisar os cromatogramas resultantes.
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3.2. Derivatizacao das Amostras

3.2.1. Hidrolise e Metilacao

A reagao de hidrdlise das fragdes contendo tri- di- € mono-glicerideos foi
realizada adicionando-se 10 mL de alcool etilico e 5 mL de hidroxido de potéssio
aquoso 5% (p/p) em um baldo contendo aproximadamente 200 mg da amostra a ser
hidrolisada. A reagdo procedeu-se sob refluxo e agitagdo a uma temperatura de 60°C
durante 30 min. Em seguida a mistura foi particionada com éter etilico e a fase
organica foi seca e reservada. A fase aquosa foi acidificada com HCl IN e
particionada novamente com éter etilico. A fase organica foi recolhida e seca e em
seguida foi metilada de acordo com os procedimentos descritos no item 3.2.1. e

analisadas por GC/MS.

3.2.2. Preparo do Diazometano e Metilacao

A solucdo de diazometano foi preparada dissolvendo-se 2.14 g de n-
metil-n-nitroso-p-toluenosulfonamida (Diazald) em 30 mL de éter etilico. Esta solugdo
foi resfriada em banho de gelo e transferida para um baldo de destilagao,
acrescentando-se 0.4 g de hidréxido de potéssio dissolvido em 10 mL de etanol. O
sistema foi colocado em repouso por 5 min em banho de gelo. Em seguida iniciou-se a
destilagdo do éter em um sistema sem juntas esmerilhadas em banho-maria a 60°C.
Finalizada a destilagao a solu¢ao de diazometano foi mantida no freezer e a solugao
restante foi neutralizada com acido acético glacial para ser descartada.

Para metilar as fracdes uma aliquota do destilado (diazometano em éter
etilico) foi adicionada as amostras resfriadas em banho de gelo. Os frascos foram
agitados e deixados no banho de gelo durante cinco minutos. Em seguida as amostras

foram secas e entdo analisadas por GC/MS.
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3.3. Experimentos de GC/MS

3.3.1. Analise das Fracoes Apolares de Penicillium sp

As fragdes apolares obtidas através do cultivo do fungo Penicillium sp
em arroz ¢ milho (secdo experimental do capitulo 3) foram analisadas por GC/MS
apds tratamento prévio (metilagdo e hidrolise seguida de metilagdo) conforme
apresenta a Tabela 6.1. As condigdes cromatograficas de andlise destas fragdes sao

descritas na Tabela 6.2.

TABELA 6.1 — Relacdo das fragdes que foram analisadas por GC/MS e o tipo de tratamento

recebido.
FRACOES TIPO DE TRATAMENTO
ARROZ
PR-5H-1, PR-5H-2, PR-5H-3, PR-5H-4, Hidrolise e Metilacdo
PR-5H-5, PR-5H-6, PR-5H-7, AOR-5H-8
PR-5PM-3, PR-5PM-5 Metilacao
PR-5PM-1, PR-5PM-2, PR-5PM-4 Hidrolise e Metilagao

PR-5M-1, PR-5M-2, PR-5M-3, PR-5M-4 Metilagao
BRANCO Hidroélise e Metilagao

MILHO
PM-2-1, PM-2-2, PM-2-3, PM-2-4, Metilacao

PM-3H-1, PM-3H-2, PM-3H-3, PM-3H-4, Hidrolise e Metilacao
PM-3H-5, PM-3H-6, PM-3H-7, PM-3H-8

PM-3M-1 Hidrolise e Metilacao
PM-3M-2, PM-3M-3, PM-3M-4 Hidrolise e Metilacao
BRANCO Hidrolise e Metilacao
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Juntamente com essas fracdes foram preparados dois extratos a partir dos
substratos utilizados para o crescimento do microrganismo (arroz € milho). Cerca de
5.0 g de cada um dos substratos moidos obtidos nas mesmas condig¢des de cultivo dos
experimentos (90.0 g substrato em 75 mL de agua, esterilizados e mantidos por 20
dias) foram suspensas em 100 mL de solvente (diclorometano: metanol, 80:20) e
sonicadas por 20 minutos e em seguida filtradas. As solu¢des foram concentradas e o
extrato bruto obtido apresentou um rendimento de 2.4 mg e 11.3 mg para o arroz e

milho, respectivamente.

TABELA 6.2 — Condigdes Cromatograficas de Analise das Fragdes Apolares de Penicillium

sp.
EQUIPAMENTO CONDICOES
GC
Coluna HP 5 MS, 30 metros, 0.25 mm m, 0.25 p de
espessura do filme de didmetro interno
Temperatura do Injetor 250°C
Temperatura da Interface 280°C
Volume de Inje¢do 1 uL
Espectrometro de Massas
Temperatura da Fonte 130°C
Aquisi¢ao “solvent delay” 3 min
Intervalo de massa (m/z) 50 -550
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3.3.2. Estudo do Perfil Quimico de Penicillium sp sob Diferentes
Substratos

3.3.2.1. Cultivo do Fungo

O fungo Penicillium sp foi cultivado em diferentes substratos os quais
sdo descritos na Tabela 6.3. Quatro frascos Erlenmeyers foram preparados para cada
substrato sendo um deles mantidos como controle (auséncia do microrganismo). Apds
a esterilizagdo desses frascos foram introduzidas aliquotas de 100 pL de uma
suspensdo de esporos desse microrganismo (uma alcada do fungo crescido em BDA
foi adicionada a 10 mL de agua destilada estéril e agitadas com o auxilio de um

agitador) e estes frascos foram incubados a uma temperatura de 25°C durante 15 dias.

TABELA 6.3 — Relacdo dos substratos utilizados nesse experimento e o modo de preparo de
cada um deles.

Meio de Cultivo Modo de Preparo
BDA ’ Foram preparados 200 mL de meio BDA (60.0 g de batata, 4.0
(Batata, Dextrose, Agar) g de dextrose e 3.0 g de dgar bacteriologico), os quais foram

distribuidos para quatro frascos Erlenmeyer de 125 mL.

BD Foram preparados 200 mL de meio BD (60.0 g de batata e 4.0
(Batata, Dextrose) g de dextrose), os quais foram distribuidos para quatro frascos
Erlenmeyer de 125 mL.

MDA ’ Foram preparados 200 mL de meio MDA (60.0 g de mandioca,
(Mandioca, Dextrose, Agar) 4.0 g de dextrose e 3.0 g de 4gar bacteriologico), os quais
foram distribuidos para quatro frascos Erlenmeyer de 125 mL.

MD Foram preparados 200 mL de meio MD (60.0 g de mandioca e
(Mandioca, Dextrose) 4.0 g de dextrose), os quais foram distribuidos para quatro
frascos Erlenmeyer de 125 mL.

AM Foram preparados 200 mL de meio AM (40.0 g de amido de

(Amido de Milho) milho da marca Maisena), os quais foram distribuidos para
quatro frascos Erlenmeyer de 125 mL.

FM Foram preparados 200 mL de meio FM (20.0 g de fécula de

(Fécula de Mandioca) mandioca da marca Yoki — polvilho azedo), os quais foram

distribuidos para quatro frascos Erlenmeyer de 125 mL.
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3.3.2.2. Obtencao dos Extratos
a) Extratos a partir dos substratos BDA, MDA e AM

Os frascos Erlenmeyer contendo o fungo incubado nos meios de cultura
BDA, MDA e AM e seus respectivos frascos controle foram extraidos com 100 mL de
cloroférmio:metanol (3:2) em ultra-som durante 20 min. Estes frascos foram filtrados
em seguida e concentrados, apresentando rendimentos conforme mostra a Tabela 6.4.
Foram pesados 1.0 mg de cada um dos extratos obtidos e ressuspensos com 1 mL de
cloroférmio. Estas solucdes foram filtradas com algoddo e 4.0 uL foram injetados no

cromatografo.

b) Extratos a partir dos substratos BD, MD e FM

Os frascos Erlenmeyer contendo o fungo incubado nos meios de cultura
BD, MD e FM e seus respectivos frascos controle foram primeiramente filtrados com
gaze e o filtrado foi entdo particionado com 100 mL de acetato de etila, com uma
pequena quantidade de cloreto de sodio para garantir que todos os compostos
organicos fossem para a fase organica. Em seguida esses extratos foram filtrados e
concentrados, apresentando rendimentos conforme mostra a Tabela 6.4. Foram
pesados 1.0 mg de cada um dos extratos obtidos e ressuspensos com 1.0 mL de
cloroformio. Estas solugdes foram filtradas com algodao e 4.0 pL foram injetados no

cromatografo.

TABELA 6.4 — Cédigo dos Meios de Cultivo e seus Rendimentos

Meio de Cultivo Rendimento Meio de Cultivo Rendimento
(mg) (mg)
BDA 497.1 BD 38.7
Branco 85.9 Branco 2.7
MDA 67.9 MD 82.4
Branco 141.6 Branco 1.7
AM 64.3 FM 2.6
Branco 6.7 Branco 34
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3.3.2.3. Parametros das Analises por GC/MS

As condigOes de analises estabelecidas sdo descritas na Tabela 6.5.

TABELA 6.5 — Condigdes cromatograficas utilizadas para a analise dos diferentes substratos
contendo o fungo Penicillium sp.

EQUIPAMENTO CONDICOES
GC
Coluna DB-1, 30 metros, 0.25 mm, 25 um de espessura do
filme de didmetro interno
Temperatura do Injetor 250°C
Temperatura da Interface 280°C
Volume de Injegdo 4 uL

Programacdo de Temperatura 3 min - 80 °C a uma velocidade de 7.0 °C/min
4 min - 290 °C a uma velocidade de 5.0 °C/min
temperatura final de 325°C

Espectrometro de Massas

Temperatura da Fonte 180°C
Aquisi¢do “solvent delay” 3 min
Intervalo de massa (m/z) 50-550

3.4. Experimentos de LC/MS
3.4.1. Estudo dos Meroterpenos e outros Metabolitos de Penicillium sp

3.4.1.1. Padroes

Os padrdes de meroterpenos PSP-1, PSP-2, PSP-3, PSP-4, PSP-6, PSP-
8, PSP-9, PSP-11 e¢ PSP-13, como também o alcaldéide verruculogenina (PSP-5), o
nucleosideo (PSP-14) ¢ a lignana (PSP-20) foram obtidos do cultivo de Penicillium sp
em arroz, conforme apresenta a se¢do experimental do capitulo 3. As solucdes de
meroterpenos foram preparadas dissolvendo esses padrdoes em acetonitrila em um

banho de ultra-som.
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3.4.1.2. Preparo das Fracoes

Algumas fragdes obtidas durante os procedimentos de obtengdo dos
meroterpenos (capitulo 3) foram ensaiadas para verificar a presenca destas substancias
e testar a metodologia. As fragdes estudadas mostradas na Tabela 6.6 foram preparadas

dissolvendo-se 1.0 mg de cada uma delas em acetonitrila e analisadas em HPLC.

TABELA 6.6 — Relagdo das fragdes que foram analisadas por LC/MS.

ARROZ MILHO
PR-5PM-6, PR-5M-5, PR-5M-6, PM-2-5, PM-2-6, PM-2-5-4, PM-2-5-5,
PR-3-5-4, PR-3-5-5, PR3-5-6, PR-3-5-9,  PM-2-6-4, PM-2-6-5, PM-2-6-6,
PR-3-6, PR-3-7, PR-3-8 PM-3M-5 ¢ PM-3M-6

3.4.1.3. Condicoes Experimentais usadas nas Analises por HPLC

Para essas andlises foi utilizada como fase estacionaria uma coluna de
fase reversa, Hypersil 5-ODS (25 cm x 4.6 mm 1.D., 5 um de didmetro do poro) e
como fase movel um gradiente entre agua e acetonitrila (ACN). A variagdo do
gradiente ocorreu da seguinte forma: 0-5 min 25% ACN; 5-15 min 60% ACN; 15-25
min 60% ACN; 25-30 min 80% ACN; 30-50 min 100% ACN. A fase movel foi
degaseificada por 20 minutos em banho de ultra-som antes de ser utilizada. A
velocidade do fluxo foi de 0.5 mL/min e o volume injetado de amostra foi de 35 uL.

Os sinais de UV foram registrados em 211 nm.
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3.4.1.4. Condicoes Experimentais usadas nas Analises por

Espectrometro de Massas

Os estudos foram realizados utilizando como forma de ionizagao
electrospray no modo negativo com uma temperatura da sonda de 350°C e temperatura
do bloco da fonte de 135°C. O gas nitrogénio (318 lit/h) foi utilizado como gas secante
e o gas argonio (1.4 x 10~ mBar) como o gas de colisdo para os experimentos de
fragmentacdo MS/MS (recurso tandem) do ion molecular.

A introducdo da fase modvel no espectrometro de massas procedeu-se
através de um sistema de “splitter”, permitindo apenas a entrada de 150 pL/min
provenientes do HPLC. A fonte foi operada com a voltagem do capilar a 4,06 kV e o
cone de voltagem com 39 V. A fragmenta¢ao do ion molecular foi obtida utilizando

uma energia de colisdo de 25 eV (gas de colisdo: argonio).

3.4.1.5. Analises

Com o objetivo de comparar a sensibilidade e a seletividade de diferentes
métodos de andlises dos meroterpenos, os padroes bem como as fragdes foram
analisadas atraveés da obtencdo de espectros por full-scan e ions filhos usando a
interface electrospray. Para a mistura contendo os padrdes e as fragdes, os ions
selecionados foram escaneados para cada substancia, restrito a uma janela de retengao
como se segue: PSP-1: 22.50 — 24.40 min; PSP-2: 26.59 — 27.60 min; PSP-4: 20.01 —
20.60 min; PSP-8: 19.51 — 20.0 min; PSP-9: 17.80 — 18.35 min; PSP-11: 29.00 —
30.30 min; PSP-13: 18.50 — 19.50 min. Os meroterpenos PSP-3 ¢ PSP-6 foram
analisados por insercdo direta devido as suas baixas concentracdes na mistura e as
substancias PSP-5, PSP-14 ¢ PSP-20 também foram analisadas por full-scan e
insercao direta. Os meroterpenos e outras substancias nas fragdes de Penicillium sp
foram identificados por comparagao de seus tempos de retencao e espectro de massas

(ESI) com os padroes correspondentes.
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3.4.2. Estudo dos Limonoides nos Extratos de Melia azedarach

3.4.2.1. Preparo dos padroes

Os limonoides azadiractina A (STD-1), azadiractina B (STD-2),
azadiractina D (STD-3), nimonol (STD-4), isomeldinina (STD-5), salanina (STD-6),
3-desacetilsalanina (STD-7), nimbina (STD-8), 6-desacetilnimbina (STD-9), 12-
hidroxi-amoorastatona (STD-10), gedunina (STD-12), nimbolina A (STD-13) ¢ o
protolimonodide melianona (STD-11) foram usados como padrdes para analisar o
conteudo de limondides no extrato dos frutos de M. azedarach. Esses padrdes de
limondides foram dissolvidos em metanol para andlise por HPLC, dando uma
concentracao final de 50 ng/uL. Os limondides STD-1-9 foram gentilmente cedidos
pelo professor Gulab, da Universidade Federal de Vigcosa e os demais padroes foram

1solados de M. azedarach.

3.4.2.2. Preparo dos extratos

Material Botanico: Foram utilizados 2.0 g das raizes (cértex e xilema),
cortex do caule, folhas e frutos (verdes e maduros) de Melia azedarach coletada no
estacionamento do Departamento de Quimica da UFSCar e, apds secagem em estufa
de circulagdo de ar a temperatura de 60°C, cada um desses materiais foi pulverizado
em moinho tipo Willey. Em seguida, esses materiais foram extraidos com 50 mL de
metanol sonicados por 20 minutos e filtrados por gravidade. Esses materiais foram

codificados como mostra a Tabela 6.7.

Extracao em Fase Solida dos Extratos: Os varios extratos passaram por
esta etapa de pré-purificacao antes de serem analisados. Foram retirados 5 mL de cada
um dos filtrados dos extratos descritos acima e ressuspendidos em 45 mL de 4gua mili-
Q. Esta suspensdo foi submetida a extracdo de fase sélida (SPE) utilizando um

cartucho LC-18 (6 mL) sob vacuo e a fracdo eluida com 10 mL de metanol foi
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distribuida em 5 frascos, evaporadas e ressuspendidas com 1.0 mL de metanol para

analise por HPLC.

TABELA 6.7 - Extratos de Melia azedarach.

EXTRATOS CODIGOS
Cortex das raizes MCR
Xilema das raizes MXR
Cortex do caule MCC
Folhas ML
Frutos Verdes MFV
Frutos Secos MFS

3.4.3.3. Analises por HPLC-DAD

Uma aliquota de 35 pLL dos padrdes e dos extratos foi injetada sobre uma
coluna de fase reversa (Hypersil 5 ODS) e eluida com metanol e mistura de
acetonitrila:agua (20:80) seguindo o gradiente: 0-5 min., 25% de metanol; 5-15 min.,
60% de metanol; 15-25 min., 80% de metanol; 25-35 min., 100% de metanol, em um
fluxo de 0.6 mL/min. Os limonoides foram monitorados por absor¢cdo UV entre 205-

400 nm usando detector diode-array. Os cromatogramas foram plotados a 219 nm.

3.4.3.4. Analises por HPLC-MS

A interface entre os sistemas HPLC e MS foi do tipo APCI (Chemical
Ionisation Atmosphere Pressure), operada no modo negativo de ionizacdo. A
temperatura da fonte foi de 140°C e foram registrados os cromatogramas em full-scan

e daughter ions (ions filhos).

256



Capitulo 6: Andlise de Substidncias Detectadas em Melia_azedarach e Penicillium sp através da

Espectrometria de Massas

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Experimentos de GC/MS

4.1.1. Analise das Fracoes Apolares de Penicillium sp

O fungo Penicillium sp quando cultivado em arroz e milho produziu uma
quantidade expressiva de 6leo. O extrato obtido para cada um dos substratos foi
particionado com n-hexano e metanol, os quais foram fracionados com solventes de
ordem crescente de polaridade, conforme relatado na secdo experimental do capitulo 3.
Essas fracOes apresentaram diferentes coloracdes (amarelo claro até alaranjado) e
viscosidades e quando analisadas por RMN '"H mostraram uma presenca majoritaria de
acidos graxos e glicerideos (mono-, di- e triglicerideos). Assim, as analises por
GC/MS foram realizadas com o objetivo de detectar esses componentes quimicos nas
fragdes, detectando esses acidos graxos bem como as substancias encontradas em
baixas quantidades (Figuras 6.1 a 6.4). As fragdes contendo apenas acidos graxos
foram metiladas e injetadas no cromatografo e as que continham glicerideos foram
previamente hidrolisadas seguidas da metilagdo.

Os extratos obtidos a partir dos substratos controle (arroz e milho)
também foram analisados por RMN 'H, confirmando a presenca de glicerideos e
conseqiientemente, foram hidrolisados e metilados para serem analisados.

A Figura 6.5 apresenta a série homologa dos acidos alifaticos, sendo os
compostos 3, 6, 9, 10 e 11 os 4cidos graxos mais abundantes. Esses dcidos alifaticos
foram detectados através da comparacdo do padrao de fragmentagdo com os espectros
de massas fornecidos pela biblioteca do espectrometro por apresentar os fragmentos
10nicos caracteristicos de acidos graxos a m/z 74 e m/z 87.

Os acidos graxos majoritarios (livres e na forma de glicerideos) também
foram encontrados nos cromatogramas dos extratos controle, sugerindo serem
provenientes do substrato. Entretanto a quantidade expressiva de 6leos observada nas
fracdes do fungo Penicillium sp presume que esses acidos graxos também sao
produzidos pelo fungo e para confirmar essa suposi¢do seria necessario cultivar esse
microrganismo em um meio de cultivo contendo apenas glucose como fonte de

carbono e fazer andlises quantitativas desses metabolitos.
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FIGURA 6.1 - Cromatogramas das fracdes de Penicillium sp cultivado no milho.
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FIGURA 6.2 - Cromatogramas das fracdes de Penicillium sp cultivado no milho.

259



Capitulo 6: Andlise de Substidncias Detectadas em Melia_azedarach e Penicillium sp através da

Espectrometria de Massas

104 TIC = 1.0 2486 564
ARROZ
u]
10 20 a0
TIC * 1.0 289,590,128
PR-5H-1
50
0, I [ Y LYV = ]
10 20 30
TIC * 1.0 121,427,365
PR-5H-2
i}
0 h A ‘_/u ik : _
0 20 30
T|& *1.0 87,269,842
PR-5H-3
A0
O | ._
10 20 a0
TIE * 1.0 50,442,709
PR-5H-4
) JL LL
D .Iu\n_ ] ol |_ T
10 20 a0
TIC * 1.0 131,555,664
PR-5H-5
R0
o U\- A
10 20 30
TIC * 1.0 T8.432 80
PR-5H-6
a0 nl
0 LN N
10 20 a0
TIC = 1.0 20,843,538
50 PR-5H-7
ol . M |
10 20 an
TIC * 1.0 2,350,155
10
PR-5H-8

FIGURA 6.3 - Cromatogramas das fracdes de Penicillium sp cultivado no arroz.
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FIGURA 6.4 - Cromatogramas das fracdes de Penicillium sp cultivado no arroz.
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FIGURA 6. 5 — Estruturas quimicas propostas para os acidos graxos.

Outros metabolitos detectados em pequenas quantidades, pertencentes a
classe dos hidrocarbonetos, esterdides entre outros, foram propostos com base na
comparagao de seus espectros com os fornecidos pela biblioteca do espectrometro
(Figura 6.6). Os esterdides (P-12 a P-15) detectados provavelmente sdo oriundos do
meio de cultivo, pois sdo bastante conhecidos como esterdides de plantas.

Os hidrocarbonetos saturados lineares (P-4 a P-10) foram detectados no
espectro de massas por apresentarem perdas consecutivas de [M-14]" com diminui¢io

progressiva das intensidades dos picos e também pelo aparecimento dos fragmentos
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16nicos a m/z 71 e 85. J& os hidrocarbonetos saturados ramificados apresentam um

modelo distinto dos anteriores devido a ocorréncia de fragmentagdes preferenciais

correspondente a essas ramificagoes.

NH
/O ¢} /O (o] 2 |
o]
OH OH ‘
OH
» ()
P1: éster metilico do ac. P2: éster metilico do ac. o
2-hidroxi-4-metoxi- 2,4-dihidroxi- |
3,5,6-trimetril benzoico 3,5,6-trimetril benzoico NH,
C12H1604 (224 Da) C11H1404 (210_Da) P3: 1,1'-bifenil-4,4'-diamina
tg = 13.1 min tr = 13.56 min 3,3"-dimetoxi
C14H16N202 (244 Da)
tr = 18.56 min
CnH2n+2

P4:n =33, 454 Da tg = 18.72 min
P5: n = 35, 492 Da tg = 23.84 min
P6: n = 32, 450 Da tg = 26.55 min
P7: n =32, 450 Da tg = 27.50 min
P8: n = 33, 464 Da tg = 27.66 min
P9: n = 33, 464 Da tg = 29.47 min HO

P10: n = 34, 478 Da tg = 30.60 min HO

P12: campesterol
tr =21.31 min
C28H480 (400 Da)

P13: estigmasterol
tr = 22.97 min

P11: 4c. nonahexacontanoico CooHagO (412 Da)

tr = 25.60 min

HO o

P14: sitosterol
tr = 25.60 min
CygH500 (414 Da)

P15: estigmastetona
tr = 28.95 min
ngH4go (412 Da)

FIGURA 6.6 — Estruturas quimicas propostas para as substancias detectadas nas fracdes de
Penicillium sp.
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As substancias P1 (tg = 13.1 min) e P-2 (tg = 13.56 min) foram
detectadas na fragdo proveniente do cultivo do fungo em arroz, (PR-5M-4) ¢ as
estruturas foram sugeridas com base na comparacao de seus espectros de massas com
os fornecidos pela biblioteca do espectrometro. Os picos dos ions moleculares [M] ™ a
m/z 224 (46%) e 210 (40%) foram observados no espectro de massas para P-1 e P-2,
respectivamente (Figuras 6.7 e 6.8). A perda de uma molécula neutra (CH3;0H) ¢
resultante da presenca de um substituinte contendo um atomo de hidrogénio na posi¢ao
orto ao éster metilico, facilitando a eliminagdo por formar um estado de transicdo de
seis atomos (SILVERSTEIN, et al., 1994). O fragmento 16nico resultante (90%) passa
por nova fragmentacdo levando a perda da molécula de monoxido de carbono (CO)
produzindo o pico base de ambos os espectros. Estas e outras fragmentagdes propostas
sao mostradas no Esquema 6.1.

Esses dois metabodlitos pertencem a classe dos policetideos e,
particularmente P-2 ¢ o éster do acido 3,5-dimetilorselinico, um dos precursores

biossintéticos dos meroterpenos (capitulo 4).

+- +
2 i
— " = 11
O O
P1
m/z 192 (90%) m/z 192 (90%) m/z 164 (100%)

IMI** 224 (46%)

OH +
. OH ' _CH,CH; o
- -
%

m/z 67
m/z 91 m/z 121 (36%)

m/z 149 (36%)

ESQUEMA 6.1 — Propostas de fragmentagao para a substancia P-1.
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Penicillium sp através da
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FIGURA 6.8 — Espectro de massas obtido para P-2.
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4.1.2. Estudo do Perfil Quimico de Penicillium sp sob Diferentes

Substratos

Os extratos obtidos a partir dos substratos batata, mandioca e derivados
foram submetidos a andlises por GC/MS. Os cromatogramas de ions totais (TIC)
obtidos nesta andlise (Figura 6.9) foram comparados com a finalidade de buscar um
meio de cultura adequado para a produgdo de metabolitos secundarios pelo fungo sem
maiores interferéncias de substancias do proprio meio de cultivo. Aparentemente ndo
foram detectadas diferencas significantes entre os meios de cultivo usando a batata nos
meios solido (BDA) e liquido (BD), exceto a presenca de um pico em 21.05 min (266
Da) no cromatograma de BD. O inconveniente deste meio foi os metabolitos do
proprio substrato (controles, BDAb e BDb).

Os cromatogramas obtidos dos extratos contendo mandioca como
substrato nos meios solido (MDA) e liquido (MD) mostraram uma série de picos e,
portanto, um numero maior de metabolitos foi produzido nesse meio de cultivo. Além
disso, os cromatogramas dos substratos controle estavam aparentemente limpos. Um
fato curioso foi a presenga de um sinal correspondente a uma flavona nos extratos de
MDA e seu controle, MDADb (respectivamente em 21.13 e 20.97 min), sugerindo uma
possivel contaminacdo desse material, uma vez que o agar e a mandioca também
foram usados nesses experimentos e nenhum pico relacionado a flavona foi detectado
nos cromatogramas de BDA e MD. Os cromatogramas referentes aos meios
comerciais amido de milho (AM) e fécula de mandioca (FM) apresentaram uma série
de picos pertencentes ao substrato, ndo observando uma producdo de metabolitos
secundarios pelo fungo.

As analises dos diversos extratos utilizados para o crescimento do fungo
Penicillium sp mostraram que os metabolitos produzidos por este fungo sdo
pertencentes a classe dos acidos graxos e esterdides em sua maioria (Figura 6.10).
Esses metabolitos foram identificados por comparacdo com os espectros da biblioteca
do espectrometro e também com a analise dos dados de literatura. Também foram
detectados um sesquiterpeno (12) e cinco esteroides (7-9, 13, 14) cujas estruturas de

13 e 14 (Figuras 6.11 e 6.12) foram propostas através de esquemas de fragmentacao.
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FIGURA

6.9 - Cromatogramas das fra¢des de Penicillium sp cultivado em diferentes
substratos.
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Varios outros metabolitos ndo tiveram suas estruturas estabelecidas, mas
conforme o perfil cromatografico, mostraram espectros sugestivos de esteroides. Vale
ressaltar que ndo foram detectados meroterpenos e outras substancias isoladas nos
cultivos em larga escala do fungo Penicillium sp. Como essas substdncias possuem
uma certa polaridade devido aos grupos hidroxila presentes em sua estrutura, como
também valores de massas relativamente altos, provavelmente ndo puderam ser

analisadas através da técnica de GC/MS.

Substancias detectadas nos cromatogramas dos extratos e do controle:

o) o] o) o)
o~
/\%OH /\%k /\MikO/ A =z o~

1: 4c. hexadecanoico 2: éster metilico do ac. hexadecandico 3: éster metilico do ac. heptadecanodico 4: éster metilico do &c. 9,12-octadecadiendico)

C16H3202 (256 Da) C17H340, (270 Da) C1gH3602 (284 Da) C19H340, (294 Da)
18.36 min 17.56 min 18.84 min 19.67 min
(0]
/\Mko/
15
5: éster metilico do &c. octadecandico
C19H3302 (298 Da)
20.07 min
C15H1002 HO 7 estigmasterol 8: sitosterol
222.24_ Co9H4g0 (412 Da) CogH500 (414 Da)
20.07 min tg =31.24 min tr = 31.69 min
R
Ro2
HO
9: estigmastetona 10: metil-urseno 11a: a-amirina Ry =H Ry = CHj3
CogHyg0 (412 Da) tg = 32.10 min 11b: B-amirina Ry =CH3z Ry =H
tr = 32.65 min tr = 32.39 min

Substancias detectadas nos cromatogramas dos experimentos
12: Espatulenol

C15H24O (220 Da)

15.80 min 029H4403 (440 Da) ngH4203 (438 Da)
g = 31.24 min tr = 31.24 min

FIGURA 6.10 — Estruturas quimicas propostas para as substancias detectadas nas fragdes de
Penicillium sp e nos extratos controle.
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Os metabolitos 1-11 foram encontrados em ambos os extratos do fungo e
do controle. Ja as substincias 12-14 foram detectadas somente nos experimentos

contendo o microrganismo.
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FIGURA 6.11 — Espectro de massas obtido para o esterdide 13.
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FIGURA 6.12 — Espectro de massas obtido para o esteroide 14.
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O sesquiterpeno espatulenol (12) ¢ uma substancia natural de ocorréncia
comum em plantas. O aparecimento de 12 nos extratos fingicos sugere que esse
microrganismo possa também biossintetizar esse metabolito, o qual ja foi isolado desse
fungo nos experimentos realizados por SANTOS (1999). A identificagdao de 12 foi
realizada através da comparacdo do espectro (Figura 6.13) com os dados fornecidos

pela literatura (ADAMS, 1995).
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FIGURA 6.13 — Espectro de massas obtido para o sesquiterpeno 12.
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4.2. Experimentos de LC/MS
4.2.1. Estudo dos Meroterpenos e Qutros Metabdlitos de Penicillium sp

Este trabalho foi focado na separacdo e identificagdo de meroterpenos
padroes e outros metabolitos produzidos pelo fungo Penicillium sp através da
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas com ionizagdo por
electrospray e utilizacdo do recurso tandem (LC-ESI-MS/MS). Além disso, esta
metodologia mostrou-se adequada para a deteccdo destas substdncias em algumas

fracdes oriundas do cultivo deste microrganismo em arroz e milho.

4.2.1.1. Otimizac¢ao do HPLC

Em linhas gerais as analises com espectrometria de massas tandem nao
requerem uma Otima separagdo cromatografica. Contudo, uma resolucao
cromatografica razoavel entre os compostos meroterpenodides foi necessaria. Portanto,
para otimizar as separacOes dessas substincias foram utilizadas como fase movel
misturas de 4gua/metanol e agua/acetonitrila, e a melhor condi¢do foi obtida utilizando
uma coluna de fase reversa (ODS) com 4gua/acetonitrila como fase mével. Uma série
de variagdes no gradiente foi desenvolvida para obter uma alta seletividade para esses
compostos € 0 método selecionado encontra-se descrito na se¢ao experimental (se¢cdo
3.4.1.3).

Os meroterpenos preaustindides A (PSP-1), B (PSP-2) e B1 (PSP-11),
isdmeros estruturais de massa 444, apresentaram tempos de retengdo bem distintos,
provavelmente devido as modificagdes no anel D, as quais influenciaram na interagdo
dessas substancias com a fase estaciondria, conforme mostra a Figura 6.14. A inje¢ao
individual possibilitou a indicagdo dos tempos de retencdo em 23.03, 26.53 e 29.50
minutos para PSP-1, PSP-2 e PSP-11, respectivamente. Entretanto, os meroterpenos
PSP-3, PSP-4, PSP-6, PSP-8, PSP-9 ¢ PSP-13 tiveram tempos de retencdo muito

proximos levando a formagdo de um Unico e intenso pico no cromatograma e,
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portanto, foram injetados individualmente com o objetivo de obter seus respectivos
tempos de retengdo (Tabela 6.8).

Os metabolitos PSP-5, PSP-14 ¢ PSP-20 foram analisados
separadamente dos meroterpenos e o cromatograma, mostrado na Figura 6.15, mostrou
tempos de retengcdes muito distintos. O primeiro metabdlito eluido foi o nucleosideo
PSP-14 (tz= 5.09 min) devido a presenga da ribose ligado a base nitrogenada. Em
seguida foi observado o pico referente a lignana PSP-20 (tg= 16.58 min) e por fim, o

pico do alcaldide verruculogenina, PSP-5 (tg= 20.20 min).

400 | Detector A-211 nm ~400
reSTDMero2 PSP-4, PSP-6,
reSTDMero2

Retention Time

PSP-8, PSP-9, PSP-13

D 200 200 o
< <

m
m

PSP-1  PSP-2
PSP-11

PSP-3 i i i

/A\_,\\:/J
0 -0

Minutes

FIGURA 6.14 — Cromatograma da mistura de padrdes de meroterpenos.
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FIGURA 6.15 — Cromatograma (HPLC) da mistura de padroes de PSP-5, PSP-14 ¢ PSP-20.

4.2.1.2. Otimizacao do MS

A andlise dos compostos foi primeiramente investigada através da
inser¢do direta do meroterpeno Preaustindide A (PSP-1) dissolvido em acetonitrila
usando a intreface electrospray no modo negativo de ionizagdo. Os parametros como o
capilar e cone de voltagem foram otimizados para gerar maior numero de ions
moleculares protonados, conforme apresentada na secao 3.4.1.4.

O cromatograma obtido por HPLC para os padrdoes de meroterpenos
estava resolvido, porém sem a distin¢ao dos sinais de cada um deles como apresentado
na Figura 6.14 e, portanto, ndo forneceu uma seletividade satisfatoria, resultando na
sobreposicao e picos nao resolvidos dos compostos que co-eluiram na mistura.
Entretanto, a detec¢dao por MS forneceu picos claros, resolvidos no cromatograma de
ions totais (TIC) (Figura 6.16). Através da ferramenta de monitoramento, os ions de
m/z de interesse foram selecionados, possibilitando a visualizagdo de seus picos nos
cromatogramas com seus respectivos tempos de retengdo, os quais podem ser
comparados com os valores obtidos através do detector diode-array (Tabela 6.8). Para

os meroterpenos PSP-3 e PSP-6 as condicoes estabelecidas ndo foram adequadas para
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a aquisi¢cao de seus espectros e, portanto, eles foram injetados isoladamente por
insercao direta. Para a mistura das substancias PSP-5, PSP-14 ¢ PSP-20 os espectros

foram obtidos apenas por full-scan como mostra a Figura 6.18.
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M
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FIGURA 6.16 — Cromatograma obtido por LC/MS para a mistura de padrdes de meroterpenos
obtidos por full-scan. TIC e valores de m/z.

A obtencao dos espectros por full-scan forneceu a massa molar dos
constituintes da mistura de substancias. Contudo, os espectros resultantes fornecem
pouca informagao estrutural, o que dificultaria uma atribui¢do segura no caso da
analise dessas substancias em misturas complexas. Para contornar esse problema, a
mistura de padroes foi analisada através do recurso tandem (LC-ESI-MS-MS) e os
cromatogramas podem ser vistos na Figura 6.17. Esse experimento foi setado
direcionando os ions de interesse restrito a uma janela espectral para o segundo
quadrupolo (célula de colisdo), os quais colidiram com o gas argdnio para induzir a
fragmentagdo. Os fragmentos resultantes foram varridos no terceiro quadrupolo e sdo

mostrados nos espectros das Figuras 6.19 — 6.21.
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FIGURA 6.17 — Cromatograma dos padroes de meroterpenos obtidos por LC-ESI-MS-MS.

NI = néo identificado

100

1673

PSP-20

437

1007

1673

o
os Full scan
sa7 141
Time
DT T 0 e
1o0n w2
%
PSP-20
w750
ss11
&, " P I\
100 s1p.2
%-
PSP-5
4263 4372
3061 JL K
L | . N
o0 a7t
s09.1
%"
PSP-14
b0 e e o0 02 711
,bL S NS X bt iz

A
260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720

FIGURA 6.18 — Cromatograma obtido por LC/MS para a mistura de padroes de PSP-5, PSP-
14 ¢ PSP-20 obtidos por full-scan e seus respectivos espectros de massas
obtidos por electrospray no modo negativo.

275



Capitulo 6: Andlise de Substidncias Detectadas em Melia_azedarach e Penicillium sp através da

Espectrometria de Massas

TABELA 6.8 — Tempos de retengao (HPLC e MS) para os meroterpenos e outras substancias
com o0s seus respectivos ions moleculares e principais fragmentagdes.

Padroes de PM tr tr [M-HJ Principais fragmentacoes
Meroterpenos HPLC MS
(min) (min)

PSP-1 444 23.03 23.21 443(10)*  401(100), 383(25), 367(27),
341(32)

PSP-2 444 26.53 26.59 443(12) 401(100), 383(20), 367(20),
341(29)

PSP-3 556 17.97° 555

PSP-4 458 19.31° 19.31 457(19)  415(100), 383(36), 355(60)

PSP-6 498 1823 497

PSP-8 426 19.25° 19.47 425(27) 407(30), 397(37), 381(10),
365(20), 355(47), 259(32),
195(100), 176(27), 151(38)

PSP-9 460 18.31° 18.61 459(28) 427(20), 417(100), 399(40),
385(50), 357(90), 341(30),
329(40)

PSP-11 444 29.50 29.62 443(30) 401(100), 383(51)

PSP-13 414 19.14° 19.13 413(100) 353(31), 309(18)

PSP-5 511 20.20 20.43 510

PSP-14 244 5.09 5.25 487

PSP-20 438 16.58 16.73 437 378

*: intensidade relativa (%).

® tr obtidos com a injecdo dos padrdes isoladamente.
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4.2.1.3. Espectro de Massas dos Meroterpenos

Os fragmentos i6nicos dos ions selecionados foram obtidos no modo
negativo de ionizacao por electrospray com energia de colisao de 25 eV. Os espectros
de massas obtidos sdo apresentados nas Figura 6.19 — 6.21.

Os espectros de massas dos meroterpenos PSP-1, PSP-2, PSP-11, PSP-4,
PSP-9 ¢ PSP-13 apresentaram dois picos principais. O primeiro, o pico base do
espectro, ¢ resultante de uma eliminacdo do grupo ceteno (CH,=C=0) produzindo a
espécie 16nica [M—H—42]. O segundo pico resultou da perda da molécula de acetato
formando [M-H-42-60]" como fragmento i06nico, os quais podem ser observados nas
Figuras 6.19 e 6.20. Este modelo de dissociagdo pode ser explicado para os
meroterpenos contendo o sistema biciclo [3:2:1] no anel D. A perda do fragmento 42
deve ser resultante do rearranjo a-cetol (caminho a) na dicetona, conforme apresenta o
Esquema 6.2. A perda do grupo acetato ocorre com o rearranjo a-cetol no caminho b
com a assisténcia do hidrogénio da metila 3H-9’.

Embora os esforcos realizados para padronizar as condi¢des, ainda assim
foram observadas mudangas nas intensidades relativas dos ions, como foi o caso do
meroterpeno acetoxidehidroaustina que exibiu uma alta fragmentacdo no espectro de

MS, utilizando as mesmas condi¢des como mostrado na Figura 6.21.

277



Capitulo 6: Andlise de Substidncias Detectadas em Melia_azedarach e Penicillium sp através da

Espectrometria de Massas

100, [M—H-42-60]" [M—H-42]- 4174
357.3

%-|

189.7 200.2 ) ’ ’ 4653

0 4 P - 2
170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460

FIGURA 6.19 — Espectro de massas dos meroterpenos PSP-9, PSP-4 ¢ PSP-13 obtidos por
electrospray no modo negativo com 25 eV de energia de colisdo.
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FIGURA 6.20 — Espectro de massas dos meroterpenos PSP-1, PSP-2 ¢ PSP-11 obtidos por
electrospray no modo negativo com 25 eV de energia de colisdo.
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[M - H 443

ESQUEMA 6.2 — Proposta de fragmentacao para o meroterpeno PSP-1.
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FIGURA 6.21 — Espectro de massas do meroterpeno PSP-8 obtido por electrospray no modo
negativo com 25 eV de energia de colisao.
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4.2.1.4. Analise das Fracoes de Penicillium sp

Uma vez as condigdes de LC e MS totalmente otimizadas, as
identificagdes dos meroterpenos € das outras substancias foram obtidas sobre duas
fragdes produzidas pelo fungo Penicillium sp (PR-3-6 ¢ PM-2-5). As outras fracdes
foram submetidas as analises por HPLC e, em quase todas, os picos referentes aos
meroterpenos puderam ser detectados. As Figuras 6.22 e 6.23 apresentam os
cromatogramas obtidos para as fra¢des obtidas a partir do cultivo de Penicillium sp em
arroz ¢ milho, respectivamente. Adicionalmente, esses cromatogramas indicam que
outros metabolitos mais polares estdo presentes nestas fragoes.

O cromatograma obtido por full-scan (Figura 6.24) e o espectro de
massas (ESI/MS-MS) da fracdo PR-3-6 mostrou picos correspondentes aos
meroterpenos padroes (PSP-1, PSP-3, PSP-6, PSP-8, PSP-9 ¢ PSP-13), bem como
outros sugestivos de meroterpenos nao utilizados neste ensaio e que posteriormente
poderdo ser sugeridos com base nos padroes de fragmentacdo para os meroterpenos. O
cromatograma de PM-2-5 também detectou a presenca de meroterpenos (PSP-1, PSP-

3, PSP-4, PSP-6 ¢ PSP-8), conforme apresentado na Figura 6.25.
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FIGURA 6.22 — Cromatograma (HPLC) das fracdes obtidas do cultivo de Penicillium sp em
arroz. .(1): PR-5PM-6, (2): PR-5M-5, (3): PR-5M-6, (4): PR-3-5-4, (5): PR-3-
5-5, (6): PR-3-5-6, (7): PR-3-6, (8): PR-3-7 ¢ (9): PR-3-8.
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FIGURA 6.23 — Cromatograma (HPLC) das fra¢des obtidas do cultivo de Penicillium sp em
milho.(1): PM-2-5, (2): PM-2-5-4, (3): PM-2-5-5, (4): PM-2-6, (5): PM-2-6-4,
(6): PM-2-6-5, (7): PM-2-6-6, (8): PM-3M-5 e (9): PM-3M-6.
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FIGURA 6.24 — Cromatogramas dos meroterpenos obtidos por LC-ESI-MS-MS na fracao
PR-3-6 de Penicillium sp.
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FIGURA 6.25 — Cromatograma dos meroterpenos obtidos por LC-ESI-MS-MS na fragao
PM-2-5 de Penicillium sp.

282



Capitulo 6: Andlise de Substidncias Detectadas em Melia_azedarach e Penicillium sp através da

Espectrometria de Massas

4.2.2. Estudo dos Limonoides nos Extratos de Melia azedarach

Com o desenvolvimento das técnicas de analise, somado ao
conhecimento estrutural e taxondmico acumulado em vérias décadas de estudos dos
constituintes das plantas da familia Meliaceae, ¢ possivel a identificacdo de varios
limondides e outros constituintes destas plantas sem a necessidade do trabalho de
isolamento, que muitas vezes ¢ bastante complexo e leva a identificagdo de compostos
ja conhecidos. Conseqiientemente, na presenga de padrdes, estudamos a obtencao de
uma metodologia que nos fosse util para detectar os limonoides nos varios extratos de
Melia azedarach e para comparar com o0s extratos fingicos.

O uso de colunas de fase reversa (ODS) na extragdo em fase solida
(SPE), permitiu uma pré-purificacdo dos extratos, retendo as substancias de interesse,
as quais foram eluidas posteriormente com metanol. A analise de padrdes serviu para a
otimizagdo das condi¢des cromatograficas que permitissem a separagao dos mesmos,
para posterior utilizagdo nas analises dos extratos. Os padrdes de limondides (Figura
6.26) foram analisados individualmente por HPLC com detec¢do por arranjo de diodos
e por espectrometria de massas. O cromatograma tipico obtido por HPLC da mistura
desses padrdes € mostrado na Figura 6.27 € os seus respectivos tempos de retencao sao
listados na Tabela 6.9. Os valores de tempos de retengdo foram utilizados como

indicadores para a identificacdo de cada limondide em mistura.
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FIGURA 6.26 —Estruturas dos padrdes de limonoides STD-1-13.
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FIGURA 6.27 - Cromatograma obtido por HPLC de padrdes de limonodides em mistura a A
219nm, com detec¢ao por diode-array.

TABELA 6.9 — Valores de tempos de reten¢ao dos limonoides analisados por HPLC.

Limonoides Tr (minutos)
Individual Mistura

STD-1 13,42 13,40
STD-2 13,99 14,03
STD-3 14,32 14,4
STD-4 23,05 23,6
STD-5 23,89 243
STD-6 20,13 20,1
STD-7 19,28 19,76
STD-8 18,59 19,07
STD-9 17,46 17,89
STD-10 9,76 9,93
STD-11 nd' nd
STD-12 19,27 20,5
STD-13 25,61 26,38

'nd = ndo detectado
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Os cromatogramas obtidos através de LC/MS foram comparados e
combinados. A Figura 6.28 descreve o cromatograma da mistura dos padroes em full-
scan ¢ andlise de ions selecionados referente a cada limondide. Os espectros de massas
de cada um dos padrdes foram comparados quando os mesmos foram injetados via
insercao direta e via HPLC, como forma de caracterizacao desses limonodides. Os
principais fragmentos que caracterizam essas substancias sao descritos na Tabela 6.10

€ 0s seus respectivos espectros encontram-se na Figura 6.29.

TABELA 6.10 — Dados obtidos para os limondides STD-1-13.

Limondide PM [M —H] Principais fragmentos (m/z7)
STD-1 720 719 689, 675, 662, 657, 426, 395, 384, 196, 195
STD-2 662 661 561, 385, 195
STD-3 676 675 657,617, 384
STD-4 452 451 409, 392, 384
STD-5 613, 513, 485,

STD-6 596 595 530, 498, 362

STD-7 554 553 471, 385

STD-8 540 540 466, 439, 385

STD-9 498 497 466, 407

STD-10 532 531 514, 485, 425, 369, 327
STD-11 470 470 449, 424, 385

STD-12 482 481 439

STD-13 642 641 632, 599, 367

A forma de ionizagdo por APCI no modo negativo, por se mostrar mais
sensivel e eficiente que a analise de ions positivos, os quais ndo forneceram resultados
satisfatorios foi utilizada neste estudo. Esse modo de ionizagao foi aplicado para os
padrdes inseridos diretamente no aparelho obtendo um cromatograma full-scan e, a
partir dos seus respectivos espectros de massas foi possivel, propormos com total

seguranga e confiabilidade os caminhos de fragmentacdes desse limonoides.
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FIGURA 6.28 — Cromatogramas obtidos por HPLC/MS da mistura de padrdes dos limondides

STD-1-13.
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FIGURA 6.29 - Espectros de massas dos limondides padroes STD1-13, obtido via inser¢ao
direta (APCI).a) Azadiractina; b) Azadiractina B; ¢) Azadiractina D; d)
Nimonol; e) Isomeldinina; f) Salanina; g) 3-Desacetilsalanina; h) Nimbina;
1) 6-Desacetilnimbina; j) 12-Hidroxiamoorastatona; k) Melianona; 1)
Gedunina; m) Nimbolina A.

Os estudos de LC/MS-MS dos padrdes de limonodides tornaram-se
vidveis para a confirmagdo de estruturas idénticas a esses padrdes presentes nos
extratos, bem como diferenciar substancias que apresentem tempos de retencao muito
proximos, mas diferentes massas molares e/ou caminhos de fragmentacdo. A alta

sensibilidade da espectrometria de massas permite a obtengdo de espectros a partir de
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fragdes coletadas de uma andalise por HPLC analitica, partindo-se de uma quantidade
pequena de extrato. Isto torna a analise mais confiavel, ja que o espectro fornecera
uma identificacdo dos constituintes mais segura que apenas pelo tempo de retencao,
que também foi verificado com a injecao de uma mistura de padrdes.

Uma boa separacdo dos Ilimondides presentes nos extratos de
M.azedarach foi obtida usando o sistema de gradiente de solvente. A Figura 6.30
apresenta os cromatogramas adquiridos através da analise com HPLC-DAD. O
espectro UV-Vis de cada pico foi adquirido, mostrando uma absorbancia tipica

descrita para a maioria dos limondides.
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FIGURA 6.30 — Separacao analitica por HPLC dos extratos metanolicos de Melia azedarach.
a) cortex das raizes; b) xilema das raizes; c¢) cortex do caule; d) folhas; e)
frutos secos; f) frutos verdes.
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Ambos espectros diode-array (DAD) e massas (MS) foram obtidos para
cada substancia. Desse modo os dados obtidos nos diferentes sistemas analiticos foram
comparados e combinados. Os limonoides foram identificados através dos seus
respectivos tempos de retencdo. As andlises dos extratos via HPLC/MS foram
realizadas em full scan obtendo os ions selecionados. A Figura 6.31 apresenta o
cromatograma obtido para o extrato do cortex das raizes de M. azedarach. Os modos
de fragmentacdo dos ions selecionados ([M — H]) que representam cada limonoide
foram comparados com os modelos de fragmentacdo desses ions nos extratos,
permitindo a identificacdo de alguns dos limonoides analisados, como mostra a Tabela

6.11.

TABELA 6.11 — Dados de MS obtidos através do cromatograma dos extratos de M.

azedarach.
[M-H] Tr Limonéide Localizaciao” Principais fragmentos
(min.) (m/z)
719 13,5 1 XR, CC, FV 689, 675, 661, 426
661 13,2 2 CR, XR, CC, FV 662, 467
675 16,2 3 CR, XR, FV, FS 657, 617
451 23,6 4 FV, FS 409
525 16,1 NI® CR, XR, CC 496, 451, 436, 324
595 19,5 6 XR, CC 595, 530, 498, 362
553 - 7 ND* -
539 - 8 ND -
497 23,1 9 CC, FS 466
531 11,6 10 CR, XR, CC, FS 514, 485, 425
469 234 11 CR 469
481 - 12 ND -
641 26,1 13 XR 583,435,429, 215

* CR: cortex das raizes; XR: xilema das raizes; CC: cortex do caule; L: folhas; FV: frutos
verdes; FS: frutos secos;

® NI: ndo identificado;

¢ ND: ndo detectado nos extratos
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5. CONCLUSOES

Um estudo dos extratos apolares do fungo Penicillium sp cultivado em
arroz ¢ milho foi realizado por GC/MS para a determinac¢ao dos componentes apolares
presentes nos extratos oriundos deste meio de cultivo. A interpretagdo dos
cromatogramas e espectros permitiu a identificacdo de acidos graxos, hidrocarbonetos,
esteroides e dois derivados do acido 3,5-dimetil-orselinico. A deteccao desses dois
ultimos compostos ¢ extremamente relevante para os estudos biogenéticos dos
meroterpenos uma vez que esse acido € o precursor biossintético da parte policetidica

desses metabolitos.

Com o objetivo de investigar a produ¢ao de metabolitos secundarios por
esse microrganismo variando a fonte de carbono seis meios de cultivo foram
selecionados e 0 meio contendo mandioca como substrato mostrou um nimero maior
de picos nos cromatogramas. Alguns deles foram comparados com os espectros da
biblioteca do espectrometro e foram identificados. A analise comparativa dos
espectros provenientes dos meios contendo batata e mandioca sugeriu uma boa
similaridade entre os cromatogramas. O proximo passo seria a analise da parte polar

desses extratos para finalmente tragar o perfil metabdlico deste fungo.

O trabalho com LC-ESI-MS-MS mostrou-se como uma técnica rapida,
sensivel e seletiva para a identificacdo dos meroterpenos, bem como as outras
substancias analisadas e dos limondides. A metodologia analitica desenvolvida
permitiu a determinacdo destes compostos em alguns extratos e fragdes obtidas de
Penicillium sp e Melia azedarach e posteriormente podera ser aplicada para investigar
a produ¢do de meroterpenos e substancias correlatas nos extratos de outras espécies do

género Penicillium e futuramente nos extratos da planta hospedeira.

A andlise dos limonoides por LC/MS apresentou-se como um método
conveniente ¢ pode ser extendido para analises quimiotaxondmicas das familias

Rutaceae e Meliaceae.
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CAPITULO 7: ATIVIDADE BIOLOGICA DAS FRACOES E
SUBSTANCIAS ISOLADAS DE Penicillium sp E Fusarium

moniliforme

1. INTRODUCAO

As plantas da ordem Rutales sdo bastante conhecidas por suas
propriedades inseticidas (atividade inibidora da alimentacdo e de regulacdo do
crescimento e desenvolvimento), atribuidas aos limondides (CHAMPAGNE et al.,
1992). A azadiractina, encontrada nas plantas Azadiracta indica A. Juss e Melia
azedarach L. (Meliaceaes), ¢ o exemplo mais notdvel dessa classe de metabolitos.
Além disso, varias espécies de Meliaceae sdo também conhecidas por outras
propriedades medicinais tais como a atividade anticancerigena, antibacteriana,
antifingica, antiviral, malaria, desordens circulatorias conforme levantamento feito
por CHAMPAGNE et al. (1992), as quais sdo atribuidas aos limondides. Isto sugere
que a vantagem primaria da producdo dessas substancias por estas plantas seja a
protecdo contra os insetos herbivoros e outros potenciais inimigos (CHAMPAGNE et
al., 1992).

De maneira similar as pesquisas para averiguar as atividades biologicas
dos metabolitos secundarios oriundos de fungos endofiticos tém sido motivadas pelo
desejo de encontrar compostos uteis para aplicacdo na medicina ou na agricultura, uma
vez que esses microrganismos conferem certas vantagens a suas plantas hospedeiras

com a fun¢ao de manter a associagao mutualista.

2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos verificar as atividades antibacterianas
e inseticidas dos extratos, fragdes e substincias isoladas dos fungos endofiticos

Penicillium sp e Fusarium moniliforme associados a M. azedarach.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiais e Reagentes
a) Material utilizado nos ensaios antimicrobianos:
Os materiais utilizados neste experimento estdo relacionados abaixo:
- Caldo Mueller Hinton - Difco
- Agar Mueller Hinton - Acumedia
- Caldo Sabouraud - Oxoid
- Agar Bacterioldgico - Acumedia
- Cloreto de sodio - Sigma
- Solugao Reveladora TTC (sal de 2,3,5-trimetil-tetraz6lio) - Mallinckrodt
- Dimetilsulfoxido - Sigma
- Penicilina — Bristol-Meyers Squib
- Nistatina
- Placas 96 Well (placas ELISA)
- Tubo padrio de sulfato de bario (0.5 da escala de McFarland: 10® UFC/mL)

- Vidrarias e materiais de laboratorio em geral

Cepas de baterias (cedidas pelo Laboratério de Microbiologia da Universidade
Estadual de Maringd — UEM):
o Staphylococcus aureus ATCC (American Type Culture Collection,
Rockville, MD) 25923
e FEscherichia coli ATCC 25922
o Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442
e Bacillus sp
- Antibioticos padrdes: Padrdes secundarios:
e Penicilina G procaina (Wycillin®)
e Cloridrato de tetraciclina (FURP)

e Cloridrato de vancomicina (Lilly®)
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b) Material utilizado nos ensaios larvicidas contra Aedes aegypti:

Todos os materiais € equipamentos necessarios para 0s ensaios com as
larvas de Aedes aegyptii foram utilizados.

As larvas de terceiro estddio do mosquito Aedes aegypti [mantidas no
Laboratorio de Biologia, Fisiologia de Insetos e Xenodiagndstico do Instituto de
Patologia Tropical e Satde Publica (IPTSP) da Universidade Federal de Goias (UFG)]

foram utilizadas por serem mais tolerantes.

¢) Material utilizado nos ensaios inseticidas contra Atta sexdens rubropilosa:

Todos os materiais € equipamentos necessarios para 0s ensaios com as
formigas foram utilizados.

As operarias de Atta sexdens rubropilosa foram isoladas do formigueiro,
permanecendo na auséncia do fungo simbionte e de folhas considerados como

alimentos e mantidas com uma dieta solida.

3.2. 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), 1997.

Os testes foram realizados em placas de 96 pogos (ELISA), onde
diluicdes seriadas em duplicata das amostras e antibioticos de referéncia foram
preparadas usando caldo de Mueller-Hinton (CMH) para o crescimento das bactérias.
As amostras foram transferidas para as placas de microdiluicao depois de dissolvidas
em DMSO e caldo seletivo de crescimento bacteriano numa concentragdo inicial de
1000 pg/mL para os extratos e fracdes e 500 pug/mL para as substincias puras. Os
indculos bacterianos foram preparados nestes meios e a concentragdo ajustada frente

ao tubo 0.5 McFarland de turbidez padrio (10° unidades formadoras de colonia —
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UFC/mL) e respectivamente diluidos nas razdes de 1:10 e 1:100 no caldo, para os
procedimentos de microdiluicao.

Porgdes de 5 puL de cada suspensdo bacteriana foram transferidas para
todos os pocos da placa de microdilui¢ao contendo 100 uL da amostra a ser testada ou
do antibidtico de referéncia (controle). As placas foram incubadas em estufa a 37°C
por 18 a 24 horas. Apos o crescimento e leitura dos resultados em cada pogo da placa
foram adicionados 10 pL de um revelador de crescimento bacteriano — o cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC). Esta substincia muda de coloracdo (incolor para
vermelho) quando ha crescimento bacteriano, tornando as culturas de bactérias
avermelhadas.

A concentracdo minima inibitéria (CMI) nestes ensaios foi considerada a
menor concentracao da amostra que impede visivelmente o crescimento microbiano. A
concentragao minima bactericida (CMB) foi determinada pela subcultura de 10 pL de
cada poco negativo (auséncia de crescimento bacteriano) € do controle de crescimento
positivo. A CMB foi definida como a menor concentragdo que forneceu uma
subcultura negativa ou apresentou somente uma coldnia de crescimento. A Tabela 7.1
relaciona as bactérias utilizadas neste ensaio, os antibioticos controle e suas

respectivas concentragdes minimas inibitorias.

TABELA 7.1 — Relagdo das bactérias utilizadas nos ensaios antibacterianos, os respectivos
antibioticos de referéncia, as concentragdes iniciais utilizadas nas placas de
microdilui¢ao e as concentragdes minimas inibitorias (CMI).

Bactérias Antibioticos Concentragoes CMI
referéncia iniciais (ug/mL)
(ug/mL)
Staphylococcus aureus ATCC25923 Penicilina 2.50 0.04
Escherichia coli ATCC 25922 Tetraciclina 25.0 0.40
Bacillus sp Vancomicina 25.0 0.10
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 Tetraciclina 25.0 8.00
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As amostras ensaiadas estdo relacionadas na Tabela 7.2 e correspondem

aos extratos, fragdes e substancias puras obtidas de Penicillium sp e Fusarium

moniliforme (se¢do experimental do capitulo 3).

TABELA 7.2 — Extratos, fragdes e substancias puras submetidas ao ensaio antibacteriano.

Codigo Substancia Concentracio
(ug/mL)

EXTRATOS

PR-1 Extrato aquoso de Penicillium sp em arroz 1000

PR-3 Extrato acetoacético de Penicillium sp em arroz 1000

PR-4 Extrato aquoso de Penicillium sp em arroz 1000

PR-5 Extrato bruto de Penicillium sp em arroz 1000

PM-1 Extrato aquoso de Penicillium sp em milho 1000

PM-2 Extrato metandlico de Penicillium sp em milho 1000

PLM Extrato bruto do micélio de Penicillium sp em meio 1000
liquido

PLF-1 Extrato acetoacético do filtrado de Penicillium sp em 1000
meio liquido com pH acido

PLF-2 Extrato acetoacético do filtrado de Penicillium sp em 1000
meio liquido com pH basico

FMR-2 Extrato metanolico de F. moniliforme em arroz 1000

FMM-2 Extrato metandlico de F. moniliforme em milho 1000

FMLF-1 Extrato acetoacético do filtrado de F. moniliforme em 1000
meio liquido com pH acido

FMLF-2 Extrato acetoacético do filtrado de F. moniliforme em 1000
meio liquido com pH basico

FRACOES

PR-3-1-12 Fragdes resultantes da cromatografia sob alto vacuo do 1000
extrato acetoacético de Penicillium sp cultivado em
arroz

PM3H-1 Fragdo hexanica do extrato acetoacético de Penicillium 1000
sp cultivado em arroz

PM3M-5 Fracdo diclorometanica do extrato acetoacético de 1000
Penicillium sp cultivado em arroz

PM3M-8§ Fracdo metandlica do extrato acetoacético de 1000
Penicillium sp cultivado em arroz

FMR3-1 Fracdo hexanica do extrato bruto de F. moniliforme 1000
cultivado em arroz

FMR3-2 Fracdo metanoélica do extrato bruto de F. moniliforme 1000
cultivado em arroz

FMM3-1 Fracdo hexanica do extrato bruto de F. moniliforme 1000

cultivado em milho
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Cont. Tab 7.2
Cadigo Substancia Concentracio
(ug/mL)
FMM3-2 Fracdo metanodlica do extrato bruto de F. moniliforme 1000
cultivado em milho

FMLM2-3-4 Fracdo obtida do extrato micelial de F. moniliforme 1000
FMLM2-4 Fragdo obtida do extrato micelial de F. moniliforme 1000
FMLM2-5 Fracdo obtida do extrato micelial de F. moniliforme 1000
FMLM2-6 Fragao obtida do extrato micelial de F. moniliforme 1000
SUBSTANCIAS

PSP-1 Preaustindide A 500
PSP-2 Preaustindide B 500
PSP-3 Acetoxidehidroaustina 500
PSP-5 Verruculogenina 500
PSP-6 Dehidroaustina 500
PSP-8 Neoaustina 500

3.3. Teste larvicida contra Aedes aegyptii

Os ensaios larvicidas foram realizados no Instituto de Patologia Tropical
e Satde Publica da Universidade Federal de Goias, pelos professores Ionizeti Silva e
Heloisa Silva.

Os bioensaios foram realizados em camara bioldgica climatizada
similarmente a de criacio (GUIMARAES, 2000). Para cada amostra analisada (Tabela
7.3) foi preparada uma solu¢do-mae, dissolvendo-as em DMSO (cerca de 0.2 mL) e
acrescentando-se dgua até a concentracao final de 500 ppm. A partir desta solucao as
concentragdes desejadas foram obtidas por dilui¢cdes seriadas. Para cada bioensaio
foram utilizados 15 mL de cada solugdo-teste e 20 larvas de 3° estadio de 4. aegypti,
para determinagdo das concentragoes letais. Foi realizado um controle colocando a
mesma quantidade de larvas em copinhos contendo somente 4gua destilada e DMSO.
As leituras foram feitas apos 24 e 48 horas do inicio dos testes. As larvas foram
consideradas mortas quando havia ausé€ncia total de movimentos, com escurecimento

do corpo e capsula cefilica (GUIMARAES et al., 2001).
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TABELA 7.3 — Fragdes e substancias puras submetidas ao ensaio larvicida.

Fracoes Testadas

FMLM-2-3: Fragdo derivada do extrato micelial de F. moniliforme

FMDLM-2-4: Fragdo derivada do extrato micelial de F. moniliforme

FMLM-2-5: Fragdo derivada do extrato micelial de F. moniliforme
Substancias Puras

PSP-1: Preaustindide A

PSP-2: Preaustindide B

PSP-3: Acetoxidehidroaustina

PSP-4: Preaustindide A2

PSP-5: Verruculogenina

PSP-6: Dehidroaustina

PSP-7:

PSP-8: Neoaustina

3.4. Teste inseticida contra Atta sexdens rubropilosa

Os ensaios inseticidas contra as formigas cortadeiras foram realizados no
Centro de Estudo de Insetos Sociais (CEIS) do Instituto de Biologia da Universidade
Estadual de Sao Paulo (UNESP) — Rio Claro liderado pelo grupo do Professor Doutor
Odair Bueno.

As formigas isoladas do formigueiro foram mantidas com uma dieta
solida [5% de glicose, 1% de peptona bacterioldgica, 0.1% de extrato de levedura e
1.5% de é4gar bacterioldgico, dissolvidos em agua destilada, e preparada em forno de
microondas por aproximadamente 4 minutos ¢ autoclavada a 120'C e 1 atm por 15
minutos, conforme metodologia descrita por BUENO et al. (1997)] em placas de Petri
de 10 cm de diametro. A dieta contendo os extratos ou substancias a serem avaliados
(Tabela 7.4) foi preparada pelo método “dry mix”, que consistiu em mistura-los aos
ingredientes solidos da dieta, com adi¢cdo subseqiiente de agua. O controle consistiu
apenas da dieta pura.

Lotes de 50 operarias foram distribuidas em grupos de dez mantidas em 5
placas de Petri de 10 cm de didmetro. Essas placas foram colocadas em estufa para
B.0.D com temperatura de 25 + 1°C e umidade relativa acima de 70% e examinadas,
diariamente, para retirada e anotacdo do numero de formigas mortas. Os dados foram
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analisados graficamente através da curva de sobrevivéncia para cada agrupamento e

comparados através do teste “log-rank™, utilizando o programa Prisma 3.

TABELA 7.4 — Extratos, fracdes e substancias puras submetidas ao ensaio inseticida.

Cadigo Substancia Concentracio
(mg/mL)

EXTRATOS

FMR-2 Extrato metanolico de F. moniliforme em arroz 2.0

FMM-2 Extrato metandlico de F. moniliforme em milho 2.0

FRACOES

PM-2-5 Fracdo diclorometanica do extrato metanolico de 2.0
Penicillium sp cultivado em milho

PM-2-6 Fragao diclorometanica/metandlica (90:10) do extrato 2.0
metanolico de Penicillium sp cultivado em milho

FMR3-1 Fragdao hexanica do extrato bruto de F. moniliforme 2.0
cultivado em arroz

FMR3-2 Fragao metanolica do extrato bruto de F. moniliforme 2.0
cultivado em arroz

FMM3-1 Fragao hexanica do extrato bruto de F. moniliforme 2.0
cultivado em milho

FMM3-2 Fracdo metanolica do extrato bruto de F. moniliforme 2.0
cultivado em milho

SUBSTANCIAS

PSP-1 Preaustinoide A 0.15

PSP-5 Verruculogenina 0.15

PSP-8 Neoaustina 0.18

FM-1 Depsidipeptideo 0.18
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Atividade Antibacteriana

Os extratos, fragdes e substancias puras (Tabela 7.2) obtidos do cultivo
dos fungos Penicillium sp e Fusarium moniliforme foram ensaiados para verificar a
atividade antibacteriana frente as bactérias, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Bacillus sp.

As andlises das propriedades antibacterianas dos extratos brutos, fracdes
e substincias puras foram avaliadas pelo método de microdiluicdo em placas de
cultura 96 pocos como teste de suscetibilidade para a obtencdo da concentragdo
minima inibitoria (CMI) e eventualmente a concentracdo minima bactericida (CMB).

A Tabela 7.5 expressa a dose inibitoria minima (CMI) obtida com os
extratos, fracdes e substancias puras. Alguns extratos numa concentracdo de 1000
png/mL ndo apresentaram atividade contra as bactérias testadas. As fracdes obtidas do
fracionamento cromatografico do extrato de Penicillium (PR-3), o qual destacou-se
por uma boa atividade antibacteriana, principalmente contra Staphyloccocus aureus,
também foram ensaiadas e apresentaram uma excelente atividade antibacteriana. J4 os
meroterpenos (PSP-1, PSP-2, PSP-3, PSP-6 ¢ PSP-8) ¢ o alcaloide verruculogenina
(PSP-5) apresentaram um valor de CMI de 250 pg/mL para as bactérias testadas, mas
apenas o meroterpeno PSP-1 apresentou atividade bactericida na concentragao de 250
ug/mL. Os extratos e fracdes de Fusarium moniliforme nao mostraram atividade
antibacteriana significativas quando comparado com os extratos e fracdes de
Penicillium sp.

As amostras ndo discriminadas na Tabela 7.5 apresentaram uma baixa
atividade ou foram inativas. Todos os resultados descritos acima foram acompanhados
de experimentos de controles do solvente, da amostra e dos antibidticos padroes,

evitando, portanto, a possibilidade de resultados falso-positivos ou falso-negativos.
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TABELA 7.5 — Resultados do ensaio antibacteriano ¢ os valores da concentragdo minima
inibitéria (CMI) e concentracdo minima bactericida (CMB) das amostras testadas.

Atividade Antibacteriana (ug/mL)
S. aureus E. coli P. aeruginosa Bacillus sp

Amostras CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB

Extratos
PR-1 500 - - NO 500 - NO -
PR-3 62.5 NO 250 NO 500 NO 250 500
PR-5 250 NO NO NO 500 NO 500 500
PM-1 NO - NO - 500 - NO -
PM-2 250 500 250 NO 500 500 250 500
FMR-2 NO - 500 - NO - 500 -
FMM-2 NO - NO - 500 - 500 -
FMLEF-1 500 - NO - NO - 500 -
FMLEF-2 500 - NO - NO - NO -
Fracgoes
PR3-1 62.5 NO 500 500 500 500 125 125
PR3-2 21.25 125 500 NO 500 NO 125 250
PR3-3 62.5 250 500 NO 500 NO 250 250
PR3-4 62.5 250 250 NO 500 250 500 250
PR3-5 250 250 250 NO 500 NO 250 250
PR3-6 250 500 500 NO 500 NO 250 500
PR3-7 125 500 500 500 500 NO 250 500
PR3-8 125 500 500 NO NO NO 62.5 500
PR3-9 62.5 500 500 NO 500 NO 62.5 250
PR3-10 62.5 500 500 NO 500 NO 125 250
PR3-11 125 500 500 NO 500 NO 500 500
PR3-12 125 500 500 NO 500 NO 125 250
PM3M5 250 NO 250 NO NO - 250 NO
PM3M8 NO - 250 NO NO - 500 NO
FMR3-1 500 NO NO - NO - NO -
FMR3-2 500 NO NO - 500 NO 250 NO
FMM3-2 500 NO 500 NO 250 NO 500 NO
FMLM2-4 500 NO NO - NO - 500 NO
Substancia

pura
PSP-1 250 NO 125 250 250 250 250 250
PSP-2 250 NO 250 NO 250 NO 250 NO
PSP-3 NO - 250 NO NO - NO -
PSP-5 NO - 250 NO NO - NO -
PSP-8 NO - 250 NO NO - NO -

% NO: nenhum efeito observado
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4.2. Atividade larvicida contra Aedes aegyptii

A Tabela 7.6 apresenta as atividades das substancias testadas observando
a porcentagem de mortalidade das larvas de 4. aegyptii apés exposicao em diferentes
concentragdes. As substancias sdo pertencentes a classe dos meroterpendides (PSP-1,
PSP-2, PSP-3, PSP-4, PSP-6 ¢ PSP-8), ¢ o alcaldide verruculogenina (PSP-5).

O meroterpeno PSP-6 foi o que apresentou maior atividade e portanto foi
realizada dilui¢@o sucessiva para encontrar o valor da dose que mata 50% das larvas, a
CLso. O valor de CLs, para PSP-6 encontrado para o 3° estddio de A. aegyptii, em
laboratdrio, foi de Sppm (Tabela 7.7), mostrando-se como uma substancia bastante
promissora para o controle de 4. aegyptii.

Para as fragdes oriundas de Fusarium moniliforme (FMLM-2-3, 2-4 ¢ 2-
5) ndo houve alguma que se destacasse tanto, apresentando atividade na concentragdao
de 500 ppm.

A atividade inseticida das substancias isoladas dos fungos endofiticos
associados a M. azedarach poderia indicar que estes microrganismos sao
potencialmente capazes de auxiliar a planta protegendo-as contra insetos, embora seja
conhecido que as plantas da familia Meliaceae sdo eximias produtoras de compostos

inseticidas, os limondides (HUANG et al., 1994).
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TABELA 7.6 — Mortalidade (%) de larvas de 3° estadio de Aedes aegyptii, apos 24 e 48 horas
de exposi¢do a diferentes concentragdes das substancias analisadas.

Conc 500 500 250 250 100 100 50 50 20 20 10 10 8 8 5 5
(ppm)

Mort
(h) 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48

PSP1 0 0 - - - - - - - - - - - - - -

PSP1 0 10 - - - - - - - - - - - - - -
PSP2 0 0 - - - - - - - - - - - - - -
PSP2 0 0 - - - - - - - - - - - - - -
PSP3 70 70 - - - - - - - - - - - - - -
PSP3 70 85 - - - - - - - - - - - - - -
PSP4 0 0 - - - - - - - - - - - - - -
PSP4 0 0 - - - - - - - - - - - - - -
PSPS 5 5 - - - - - - - - - - - - - -
PSP5S 10 10 -

PSP6 100 100 100 100 100 100 100 100 90 100 75 95 100 100 50 60

PSP6 100 100 100 100 100 100 100 100 90 100 8 95 95 95 50 50

PSP8 0 0 - - - - - - - - - - - - - -
pSs80 0 - - - - - - - - - - - - - -

TABELA 7.7 — Mortalidade (%) de larvas de 3° estadio de Aedes aegyptii apds 24 e 48 horas
de exposi¢do a substancia PSP-6.

Concentracio (ppm) Mortalidade Mortalidade
apos 24 horas apos 48 horas
500 100 100
250 100 100
100 100 100
50 100 100
20 90 100
10 80 95
8 97,5 97,5
5 50 55
1 0 0
Controle 0 0
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4.3. Atividade Inseticida contra Atta sexdens rubropilosa

Os resultados obtidos no ensaio inseticida contra as formigas Atta
sexdens rubropilosa encontram-se divididos em trés agrupamentos para facilitar a
discussdo. O primeiro apresenta os estudos com os extratos e substancias puras do
fungo endofitico Penicillium sp (Figura 7.1, Tabela 7.8), e os dois tltimos com relacdao
a Fusarium moniliforme (Figuras 7.2 e 7.3, Tabelas 7.9 ¢ 7.10).

A Figura 7.1 apresenta as curvas de sobrevivéncia das formigas operarias
quando alimentadas por dietas contendo fragcdes (PM-2-5 ¢ PM-2-6) e substancias
puras (PSP-1, PSP-5 ¢ PSP-8) de Penicillium sp. As fragdes, na concentragdao de 2.0
mg/mL, causou a morte de 50% desses insetos em um periodo entre seis e oito dias,
enquanto que nos experimentos controle este efeito ocorreu no 14° dia (Tabela 7.8).
Conforme visto no grafico da Figura 7.1, o meroterpeno PSP-1 mostrou um apreciavel
efeito toxico durante os primeiros dias (20% de mortalidade), mas a morte de 50% foi
observada apenas no 13° dia, enquanto que para as substancias PSP-8 ¢ PSP-5 ocorreu
nos 11° ¢ 12° dias, respectivamente (observado através da analise do teste de “long
rank”). Comparando os efeitos produzidos pelas substancias puras e as fragoes, estas
ultimas apresentaram uma boa atividade toxica, o que deve estar relacionado com as
diferengas de concentracdo das fracdes (2.0 mg/mL) e das substancias puras (0.15
mg/mL para PSP-1, 0.18 mg/mL para PSP-5 e PSP-8). Estes dados sugerem que essas
substancias também sdo promissoras, necessitando agora, avaliar esse efeito toxico

com a variagao da concentragao.
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FIGURA 7.1 - Curvas de sobrevivéncia das operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
a dieta artificial contendo as fragdes PM 2-5 (codificada como AOM-2-5) e
PM 2-6 (AOM-2-6) e as substincias puras PSP-1 (AO-1), PSP-5 (AO-5),
PSP-8 (AO-8) oriundas de Penicillium sp.

TABELA 7.8 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana de operarias de Atta sexdens
rubropilosa submetidas ao tratamento com as fragdes PM 2-5 ¢ PM 2-6 ¢ as
substancias puras PSP-1, PSP-5, PSP-8 oriundos de Penicillium sp.

Substancia % Acumulada de Mortalidade por Dia Md

1 2 3 6 8§ 10 14 17 21 25

Controle 2 2 2 § 20 30 50 62 70 82 14 4’
PSP-1 0 2 6 28 34 44 56 66 82 92 13a
PSP-5 0 0 2 22 26 40 62 74 92 96 12 b*
PSP-8 0 0 2 18 30 46 68 84 98 100 11p**

PM 2-5 0 2 2 40 68 90 96 100 7 b**

PM 2-6 0 0 0 32 60 72 88 98 100 8 b**

! Letras distintas, em rela¢do ao controle, indicam diferenca significativa de acordo com o teste
“log rank”: * =5 %; ** = 1%.
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Os resultados dos ensaios com os extratos obtidos a partir do cultivo de

Fusarium moniliforme em arroz (FMR-2, FMR-3-1 ¢ FMR-3-2) e da substancia pura

FM-1 isolada do extrato micelial deste microrganismo sdo mostrados na Figura 7.2 e

na Tabela 7.9. A analise comparativa mostrou que o extrato FMR-3-2 apresentou uma

significante atividade toxica, o que ndo foi observado para FM-1.
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FIGURA 7.2 - Curvas de sobrevivéncia das operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
a dieta artificial contendo o extrato FMR-2 (codificado como FDR-2), as
fragdoes FMR 3-1 (FDR-3-1) e FMR 3-2 (FDR-3-2) ¢ a substancia pura FM-

1 (FD-1).

TABELA 7.9 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana de operarias de Atta sexdens
rubropilosa submetidas ao tratamento com extratos e substancias puras

isolados de Fusarium moniliforme.

Substancia % Acumulada de Mortalidade por Dia Md
1 2 3 6 8§ 10 14 17 21 25
Controle 2 2 2 8§ 20 30 50 62 70 82 14 4’
FM-1 0 0 0 12 16 26 62 78 92 94 13a
FMR-2 0 0 0 14 26 42 64 76 92 100 12b**
FMR 3-1 0 0 0 12 24 44 68 82 98 100 12H%**
FMR 3-2 0 0 0 10 38 60 84 90 100 9 b**

! Letras distintas, em relagdo ao controle, indicam diferenca significativa de acordo com o teste

“log rank™: * =5 %; ** = 1%.
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A comparacao com os resultados obtidos dos ensaios com a adi¢do dos
extratos de F. moniliforme cultivado em milho (FMM-2, FMM-3-1 ¢ FMM-3-2)
(Figura 7.3 e Tabela 7.10) indicou uma toxicidade em menor intensidade para este

ultimo agrupamento.
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FIGURA 7.3 - Curvas de sobrevivéncia das operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
a dieta artificial contendo os extratos FMM-2 (codificado como FDM-2),
FMM-3-1 (FDM-3-1), FMM-3-2 (FDM-3-2) de F. moniliforme.

TABELA 7.10. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana de operarias de Atta sexdens
rubropilosa submetidas ao tratamento com extratos de F. moniliforme.

Substancia % Acumulada de Mortalidade por Dia Md

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Controle 2 2 2 § 20 30 50 62 70 82 144’

FMM-2 0 0 0 20 32 44 72 82 88 9% 11b*
FMM 3-1 0 0 0 0 8 24 56 78 94 98 14 a
FMM 3-2 0 0 0 16 24 38 70 82 94 100 13H**

! Letras distintas, em relagio ao controle, indicam diferenca significativa de acordo com o teste
“log rank™: * =5 %; ** = 1%.
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Em linhas gerais, os extratos que mostraram marcada atividade toxica
contra essas formigas foram oriundos do fungo Penicillium sp, isolado como
endofitico de M. azedarach, a qual contém os limondides que possuem atividade
inseticida significante. As substancias PSP-1 ¢ PSP-8 sdo meroterpenos de estruturas
muito similares aos limondides, conforme visto no capitulo 4 e as fragdes analisadas
(PM-2-5 e PM-2-6) também possuem uma variedade de meroterpenos (capitulo 6),
sugerindo que esses metabodlitos possam ser os responsaveis pela atividade observada

nessas fracoes.

5. CONCLUSOES

Com a finalidade de investigar alguma propriedade bioldgica, os extratos
e metabolitos secundarios oriundos dos fungos endofiticos Penicillium sp e F.

moniliforme foram submetidos aos ensaios antibacterianos e inseticidas.

As fracdes obtidas do extrato PR-3 de Penicillium sp apresentaram uma
excelente atividade antibacteriana, principalmente contra a bactéria gram positiva
Staphylococcus aureus, na qual a fragdo PR-3-2 apresentou uma concentragao minima
inibitoria de 21.25 pg/mL. Esta e outras fracdes deverdo ser submetidas ao

fracionamento cromatografico para posterior isolamento das substancias bioativas.

A atividade larvicida dos meroterpenos contra Aedes aegyptii, bem como
a atividade inseticida contra as formigas cortadeiras sugere que estas substancias bem
como outras oriundas de microrganismos, podem ser excelentes alvos de pesquisa de
novos principios ativos com atividades inseticidas similares aquelas apresentadas pelos

limonoides.

O meroterpeno PSP-6 ndo apresentou atividade antibacteriana, porém a

sua atividade larvicida contra Aedes aegyptii foi marcadamente notavel. Esse fato ¢
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bastante interessante, sugerindo que essa substancia pode ter um efeito seletivo e,

portanto, futuramente podera ser estudada a hipotese de utiliza-la como um inseticida

natural.
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CONSIDERACOES FINAIS GERAIS E PERSPECTIVAS

Este estudo teve por objetivo a investigagdo dos fungos endofiticos
associados a uma planta da familia Meliaceae e seus papéis no metabolismo
secundario da hospedeira. Através da utilizacdo de técnicas especiais para o
isolamento destes microrganismos, foram encontrados 59 isolados fungicos dos
tecidos sadios de Melia azedarach sendo este o primeiro estudo de fungos endofiticos

com essa planta.

Como ilustrado no capitulo 1, os fungos endofiticos sdo considerados
uma nova fonte de produtos naturais. Os estudos com Penicillium sp e Fusarium
moniliforme corroboraram com essa afirmagdo através de uma série de metabdlitos
secundarios que foram detectados, isolados de seus extratos e identificados, os quais

foram discutidos no capitulo 3.

De acordo com SCHULZ et al. (1998), os fungos endofiticos podem
colonizar os tecidos internos sem causar danos aparentes em seus hospedeiros.
Portanto, supde-se que ocorra alguma forma de interacdo entre a planta hospedeira e o
fungo associado, como por exemplo, a protecdo da planta pelo fungo (através da
produ¢do de metabodlitos) contra inimigos naturais. Neste projeto, algumas
investigagdes bioldgicas foram realizadas com os extratos brutos, fragdes e substancias
puras € os resultados mostraram que os dois fungos estudados possuem um bom
potencial para a producao de metabolitos bioativos (capitulo 7). Isto pode ser melhor
ilustrado pelo isolamento do meroterpeno PSP-6, o qual mostrou ser um potente
larvicida. Nossos resultados mostraram também que os fungos endofiticos representam
uma interessante area de pesquisa, justificando a necessidade de investigacoes

quimicas destas fontes.

A investigacdo do metabolismo secundario dos fungos Penicillium sp e
F. moniliforme, constatou uma diversidade estrutural significante dos compostos

1solados, pertencentes a diferentes classes de produtos naturais. Do total de 34



substancias isoladas de Penicillium sp e tr€s de F. moniliforme, 18 representam novos

produtos naturais sendo 15 meroterpenos, duas lignanas e um depsidipeptideo.

Com o objetivo de verificar o potencial biossintético do fungo alguns
experimentos com introducdo de substratos exdgenos foram realizados. Embora nao
sendo verificada a presenga de produtos de biotransformacao, os substratos induziram
uma diferenciagdo do metabolismo secundario do fungo, como por exemplo a inducao
da formacao de precursores do alcaloide verruculogenina quando esse microrganismo
¢ cultivado na presenca dos limonoides. Esta metodologia mostrou-se promissora se

otimizada para induzir ou até mesmo inibir a producao de um determinado metabolito.

O fato dos compostos derivados do mesmo caminho biossintético
(provavelmente sobre o mesmo controle genético) agirem como sinais positivos nos
sistemas mutualisticos e como fatores dissuasivos em alguns sistemas patogénicos,
podem indicar um alto grau de conveniéncia bioquimica destes simbiontes evoluidos a
longo termo. Uma melhor compreensao dos fatores controladores da biossintese, o
acimulo e a liberagdo destes metabodlitos secundarios pode representar um novo
caminho para manipular os sistemas simbioticos com plantas. A biossintese de
meroterpenos com uma significante similaridade estrutural e rotas biossintéticas
envolvendo algumas reagdes em comum, sugerem um possivel aprendizado ou captura
do sistema enzimatico durante o periodo de evolug¢do entre a interacdo desses
organismos. Experimentos envolvendo biologia molecular e marcacdo isotdpica

poderia contribuir para a compreensao desses fendmenos.

O fungo Penicillium sp mostrou-se um eximio produtor de compostos
meroterpenoides. Entretanto, outras espécies de Penicillium (P. diversum e Penicillium
sp MG-11) e Aspergillus (A. ustus e A. variecolor) isoladas do solo e de cereais
comestiveis armazenados também produzem essas substancias (CHEXAL et al., 1976;
SIMPSON et al., 1982; HAYASHI et al., 1994; SIMPSON et al., 1998). Essas
informagdes sugerem que a produc¢ao de meroterpenos esteja relacionada a poucas
espécies desses dois géneros de fungos. Para colaborar com essa suposi¢do estudos

envolvendo cepas fungicas desses dois microrganismos endofiticos e epifiticos
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associados e ndo associados a Melia azedarach poderiam ser realizados para avaliar o
potencial de producao dessas substancias, como também determinar se esse fato estd
associado aos fungos com alguma interagdo com a planta (como endofiticos ou
microrganismos do solo). Uma boa sonda para uma metodologia eficaz na distingdo
desses microrganismos seria o conjunto de genes responsaveis pela biossintese das
enzimas Baeyer-Villiger oxidases expressada nesses tipos de substancias, como

também por outras como € o caso dos limonoides.

Alguns estudos preliminares feitos no nosso laboratério indicam que
fungos do género Penicillium e Aspergillus estdo associados a outras espécies de
Meliaceaes, ndo somente a M. azedarach. Trabalhos de isolamento de fungos
endofiticos dos tecidos de Cedrela fissilis e dos frutos de Azadiracta indica também
mostraram a presenca de fungos dos géneros Penicillium e Aspergillus.
Aparentemente, um isolado de Penicillium de A. indica é muito similar ao encontrado
em M. azedarach e estudos posteriores de identificacdo poderdo esclarecer essa
similaridade. Por outro lado, alguns experimentos adicionais em nosso laboratorio
mostraram o encontro de um outro isolado de Penicillium em tecidos de M. azedarach
coletados de uma outra localidade, como também dos tecidos dessa planta enxertada
com A. indica. Esse isolado apresenta caracteristicas macroscopicas muito similares ao
fungo deste trabalho, sugerindo uma associacdo mais intima entre esses o fungo ¢ a

planta.
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APENDICE 01: Espectros das Substincias Isoladas de Fusarium

moniliforme
1.1. FM-1
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APENDICE 1.1.1 — Espectro de massas de FM-1, obtido via APCI-MS-MS, modo positivo
com energia de colisdo de 15 eV.
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APENDICE 1.1.2— Espectro de absorgdo no IV de FM-1 (KBr, pastilha).
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APENDICE 1.1.3— Espectro de RMN 'H de FM-1 (400 MHz, Cloroférmio-d).
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APENDICE 1.1.4— Espectro de RMN 'H de FM-1 obtido em diferentes temperaturas (400
MHz, Cloroféormio-d).A) 253 K; B) 273 K; C) 293 K.
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APENDICE 1.1.5— Espectro de RMN 'H — COSY de FM-1 (400 MHz, Cloroférmio-d).
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APENDICE 1.1.6— Espectro de RMN "°C de FM-1 (50 MHz, Cloroférmio-d).
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APENDICE 1.1.7— Espectro de HSQC de FM-1 (400 MHz, Cloroférmio-d).
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APENDICE 1.1.8— Espectro de HMBC de FM-1 (400 MHz, Cloroformio-d).
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1.2. FM-2
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APENDICE 1.2.1- Espectro de massas de FM-2, obtido via APCI-MS-MS, modo positivo
com energia de colisdo de 15 eV.
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APENDICE 1.2.2— Espectro de absorgdo no IV de FM-2 (KBr, pastilha).
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APENDICE 1.2.5 — Espectro de RMN °C de FM-2 (50 MHz, Cloroférmio-d).
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APENDICE 1.2.6 — Espectro de RMN

3C - DEPT de FM-2 (50 MHz, Cloroférmio-d).
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APENDICE 1.2.7— Espectro de HETCOR de FM-2 (400 MHz, Cloroférmio-d).
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APENDICE 1.2.8 — Espectro de HMBC de FM-2 (400 MHz, Cloroférmio-d).
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1.3. Peroxido de Ergosterol
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APENDICE 1.3.1- Espectro de RMN 'H de FM-3 (200 MHz, Cloroférmio-d).
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APENDICE 02: Espectros das Substéncias Isoladas de Penicillium sp
2.1. PSP-15
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Apéndice 2.1.1 — Espectro de massas de PSP-15, obtido via MS-MS, modo negativo, full
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Apéndice 2.1.2 — Espectro de RMN 'H de PSP-15 (200 MHz, DMSO-d6).
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Apéndice 2.1.3 — Espectro de RMN 'H — COSY de PSP-15 (200 MHz, DMSO-d6).
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Apéndice 2.1.4 — Espectro de PENDANT de PSP-15 (50 MHz, DMSO-db6).
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Apéndice 02: Espectros das Substancias Isoladas de Penicillium sp

2.2. PSP-18
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Apéndice 2.2.1 — Espectro de massas de PSP-18, obtido via MS-MS, modo positivo com
energia de colisdo de 15 eV.
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Apéndice 2.2.2 — Espectro de RMN 'H de PSP-18 (200 MHz, D,0).
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@ ~ st T o O =IO NM NN O © ~
2 =g I8 SoB82RRS SR8 8 I
S 8 RS I88ZTB=8 IN8I & &
el ~ o @ N~ OTONONT = N O S [~} <
S S 99 N==v999 —o9So @ S
T ey s BV T
|
| ; | ; ; ’ ' R ' ’ : T ; T T
55 54 53 52 5.1 5.0 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40
pom
! I
| ]
I il
"
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0
ppm

Apéndice 2.2.3 — Espectro de RMN 'H de PSP-18 acetilado (200 MHz, Cloroférmio-d).
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Apéndice 2.2.4 — Espectro de PENDANT de PSP-18 (50 MHz, Cloroférmio-d).
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2.3. PSP-5
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Apéndice 2.3.1 — Espectro de massas de PSP-5, obtido via ESI/MS-MS, modo negativo com
energia de colisdo de 25 eV.
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Apéndice 2.3.2 — Espectro de absor¢ao no IV de PSP-5 (KBr, pastilha).
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Apéndice 2.3.3 — Espectro de RMN 'H de PSP-5 (400 MHz, Cloroférmio-d).
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Apéndice 2.3.4 — Espectro de RMN 'H — COSY de PSP-5 (400 MHz, Cloroformio-d).

353
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Apéndice 2.3.5 — Espectro de RMN °C de PSP-5 (50 MHz, Cloroférmio-d).
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Apéndice 2.3.6 — Espectro de RMN °C - DEPT de PSP-5 (50 MHz, Cloroformio-d).
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Apéndice 2.3.7 — Espectro de HSQC de PSP-5 (400 MHz, Cloroférmio-d).
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Apéndice 2.3.8 — Espectro de HMBC de PSP-5 (400 MHz, Cloroférmio-d).

355




Apéndice 02: Espectros das Substancias Isoladas de Penicillium sp
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Apéndice 2.3.9 — Espectro de NOESY de PSP-5 (400 MHz, Cloroférmio-d, Mixing time, D8,
750 ms).
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Apéndice 02: Espectros das Substancias Isoladas de Penicillium sp
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Apéndice 2.4.1 — Espetros de massas de PSP-7, obtido via electrospray. A) modo negativo,
full-scan; B) modo negativo, ions filhos de 169 e C) modo positivo.
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Apéndice 2.4.2 — Espectro de absor¢ao no IV de PSP-7 (KBr, pastilha).
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Apéndice 2.4.3 — Espectro de RMN 'H de PSP-7 (200 MHz, Cloroférmio-d).
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Apéndice 2.4.4 — Espectro de RMN °C - PENDANT de PSP-7 (50 MHz, Cloroférmio-d).
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2.5. PSP-20
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Apéndice 2.5.1 — Espectro de massas de PSP-20, obtido via ESI-MS-MS: A, modo positivo

(10 eV); B, modo negativo (20 eV).
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Apéndice 2.5.2 — Espectro de absor¢ao no IV de PSP-20 (KBr, pastilha).
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Apéndice 2.5.4 — Espectro de RMN 'H de PSP-20 (400 MHz, C¢Dg).
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Apéndice 2.5.6 — Espectro de RMN "°C de PSP-20 (50 MHz, Cloroférmio-d).
361




Apéndice 02: Espectros das Substancias Isoladas de Penicillium sp

B & | =
oY — 40
«
= ? - 64
0 ‘3' ~40
°
P —12
80 [ pp
Apéndice 2.5.7 — Espectro de HSQC de PSP-20 (400 MHz, Cloroféormio-d).
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Apéndice 2.5.8 — Espectro de HMBC de PSP-20 (400 MHz, Cloroférmio-d).
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Apéndice 2.5.9 — Espectro de gNOESY de PSP-20 (400 MHz, Cloroférmio-d). A: RMN 'H;
B: Irradiagdo do hidrogénio H-1’; C: Irradiacdo do hidrogénio H-9; D:
Irradiacdo do hidrogénio H-9°b; E: Irradiagdo do hidrogénio H-3”; F:
Irradiacdo do hidrogénio H-6.
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Apéndice 02: Espectros das Substancias Isoladas de Penicillium sp
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Apéndice 2.5.10 — Regido ampliada do espectro de RMN 'H de PSP-20 (400 MHz, C¢Dy) e
espectros simulados para o modo orto e meta-dissubstuido do anel B
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2.6. PSP-14
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Apéndice 2.6.1 — Espectro de massas de PSP-14, obtido via MS-MS, modo negativo com
energia de colisdo de 15 eV.
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Apéndice 2.6.2 — Espectro de absor¢ao no IV de PSP-14 (KBr, pastilha).
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Apéndice 2.6.3 — Espectro de RMN 'H de PSP-14 (200 MHz, DMSO-d6).
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Apéndice 2.6.4 — Espectro de RMN 'H — COSY de PSP-14 (200 MHz, DMSO-d6).
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Apéndice 2.6.5 — Espectro de PENDANT de PSP-14 (50 MHz, DMSO-db6).
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2.7. PSP-1
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Apéndice 2.7.1 — Espectro de massas de PSP-1, obtido via APCI-MS-MS, modo positivo com
energia de colisdo de 20 eV.
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Apéndice 27.2— Espectro de absor¢ao no IV de PSP-1 (KBr, pastilha).
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Apéndice 2.7.3— Espectro de RMN 'H de PSP-1 (400 MHz, Cloroformio-d).
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Apéndice 2.7.4— Espectro de RMN 'H — COSY de PSP-1 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.7.6— Espectro de RMN "°C - DEPT de PSP-1 (50 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.7.7- Espectro de HSQC de PSP-1 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.7.8— Espectro de HMBC de PSP-1 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.7.9- Espectro de NOESY de PSP-1 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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2.8. PSP-2
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Apéndice 2.8.1- Espectro de massas de PSP-2, obtido via APCI-MS-MS, modo positivo com
energia de colisdo de 20 eV.
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Apéndice 2.8.2— Espectro de absor¢do no IV de PSP-2 (KBr, pastilha).
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Apéndice 2.8.3— Espectro de RMN 'H de PSP-2 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.8.4— Espectro de RMN 'H — COSY de PSP-2 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.8.5— Espectro de RMN "°C - PENDANT de PSP-2 (50 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.8.6— Espectro de HSQC de PSP-2 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.8.7— Espectro de HMBC de PSP-2 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.8.8 — Espectro de NOESY de PSP-2 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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2.9. PSP-11
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Apéndice 2.9.1 — Espectro de massas de PSP-11, obtido via APCI-MS-MS, modo positivo
com energia de colisdo de 15 eV.

80
| " | 5
N » |o§ o
oo | [ | oS =
19 © © N AW N
o W | N a N Oy,
IN © w o N ha B
|\l AP o ~ = o
) N g |
© oy N ©
754 > ®W o i)
© 4 q
w @ O
~ H O
[
N
o N
o =
o =
© o
u
o
704
T T T
3000 2000 1000

Apéndice 2.9.2 — Espectro de absor¢ao no IV de PSP-11 (KBr, pastilha).
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Apéndice 2.9.3 — Espectro de RMN 'H de PSP-11 (400 MHz, Cloroformio-d).
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Apéndice 2.9.4 — Espectro de RMN 'H — COSY de PSP-11 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.9.5 — Espectro de RMN "°C de PSP-11 (50 MHz, Cloroformio- d).

¥ = 2E eSS
g = &g S8 3EBR
T T T | T T T T 0 N S
ppm 200 175 150 125 100 75 50 25

Apéndice 2.9.6— Espectro de RMN °C - PENDANT de PSP-11 (50 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.9.7- Espectro de HSQC de PSP-11 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.9.8 — Espectro de HMBC de PSP-11 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.9.9 — Espectro de NOESY de PSP-11 (400 MHz, Cloroférmio- ). Hidrogénios
irradiados: H-1’b (espectro superior); H-1’a (intermediario) e¢ H-12
(inferior).
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2.10. PSP-17
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Apéndice 2.10.3— Espectro de RMN "H de PSP-17 (400 MHz, Cloroférmio- d)
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Apéndice 2.10.4 — Espectro de RMN 'H — COSY de PSP-17 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.10.5— Espectro de HSQC de PSP-17 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.10.6— Espectro de HMBC de PSP-17 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.10.7 — Espectro de NOESY de PSP-17 (400 MHz, Cloroférmio- d). A: Espectro
de RMN 1H; Hidrogénios irradiados: H-1’b (B) e H-1’a (C).
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2.11. PSP-9
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Apéndice 2.11.1 — Espectro de massas de PSP-9, obtido via APCI-MS-MS, modo positivo
com energia de colisdo de 15 eV.
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Apéndice 2.11.2 — Espectro de absor¢ao no IV de PSP-9 (KBr, pastilha).
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Apéndice 2.11.3 — Espectro de RMN 'H de PSP-9 (400 MHz, Cloroformio-d).
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Apéndice 2.11.4 — Espectro de RMN 'H — COSY de PSP-9 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.11.6 — Espectro de RMN °C - PENDANT de PSP-9 (50 MHz, Cloroformio- d).
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Apéndice 2.11.7 — Espectro de HSQC de PSP-9 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.11.8 — Espectro de HMBC de PSP-9 (400 MHz, Cloroformio- d).
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Apéndice 2.11.9 — Espectro de NOESY de PSP-9 (400 MHz, Cloroférmio- d). A) Irradiacao
do hidrogénio H-12; B) Irradiagao do hidrogénio H-1’a; C) Irradiacao do
hidrogénio H-1’b.
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2.12. PSP-4
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Apéndice 2.12.1 — Espectro de massas de PSP-4, obtido via APCI-MS-MS, modo positivo
com energia de colisdo de 15 eV.
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Apéndice 2.12.2 — Espectro de absor¢ao no IV de PSP-4 (KBr, pastilha).
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Apéndice 2.12.3 — Espectro de RMN 'H de PSP-4 (400 MHz, Cloroformio- d).
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Apéndice 2.12.4 — Espectro de RMN 'H — COSY de PSP-4 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.12.5 — Espectro de RMN °C - PENDANT de PSP-4 (50 MHz, Cloroformio- d).
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Apéndice 2.12.6 — Espectro de HSQC de PSP-4 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.12.7 — Espectro de HMBC de PSP-4 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.12.8 — Espectro de NOESY de PSP-4 (400 MHz, Cloroférmio- d). A) Irradiagao

do hidrogénio H-1’b; B) Irradiagdo do hidrogénio H-1"a; C) Irradiagdo do
hidrogénio H-9; D) Irradiacao do hidrogénio H-12.
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2.13. PSP-19
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Apéndice 2.13.3 — Espectro de RMN 'H de PSP-19 (400 MHz, Cloroformio-d).
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Apéndice 2.13.4 — Espectro de RMN 'H — COSY de PSP-19 (400 MHz, Cloroformio- d).
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Apéndice 2.13.5 — Espectro de RMN °C de PSP-19 (50 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.13.6 — Espectro de HSQC de PSP-19 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.13.7 — Espectro de HMBC de PSP-19 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.13.8 — Espectro de NOESY de PSP-19 (400 MHz, Cloroférmio-d). A) Espectro
de RMN 'H; B) Irradiagio do hidrogénio H-1'b; C) Irradiagdo do
hidrogénio H-1’a; D) Irradiacdo do hidrogénio H-11f3; E) Irradiagdo dos
hidrogénios H-9’e H-12.
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2.14. PSP-13
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Apéndice 2.14.1 — Espectro de massas de PSP-13, obtido via APCI/MS-MS, modo positivo
com energia de colisdo de 15 eV.
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Apéndice 2.14.2 — Espectro de absorc¢ao no IV de PSP-13 (KBr, pastilha).
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Apéndice 2.14.4 — Espectro de RMN 'H — COSY de PSP-13 (400 MHz, Cloroformio- d).
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Apéndice 2.14.5 — Espectro de RMN °C de PSP-13 (50 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.14.6 — Espectro de HMQC de PSP-13 (400 MHz, Cloroférmio- d).

401




Apéndice 02: Espectros das Substancias Isoladas de Penicillium sp

'l l m PRI
Fod 3 - a5
.
l‘. .
- 50
P, -
_J - 75
3 Ll
L
— 100
125
. L
j . . I
2 150
ﬁ L
ppm

-
o
IS
w
n

ppm

Apéndice 2.14.7 — Espectro de HMBC de PSP-13 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.14.8 — Espectro de gNOESY de PSP-13 (400 MHz,

Cloroférmio- d).A)

Irradiacdo do hidrogénio H-9’; B) Irradiacdo do hidrogénio H-4’; C)

Irradiacdo do hidrogénio H-1a; D) Irradiacao do
Irradiagdo do hidrogénio H-1"b.
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2.15. PSP-10
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Apéndice 2.15.3 — Espectro de RMN 'H de PSP-10 (400 MHz, Cloroformio-d).
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Apéndice 2.15.4 — Espectro de RMN 'H — COSY de PSP-10 (400 MHz, Cloroformio- d).
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Apéndice 2.15.5 — Espectro de RMN "C de PSP-10 (100 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.15.6 — Espectro de HSQC de PSP-10 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.15.8 — Espectro de NOESY de PSP-10 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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2.16. PSP-12
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Apéndice 2.16.4 — Espectro de RMN 'H — COSY de PSP-12 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.16.5 — Espectro de RMN °C de PSP-12 (100 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.16.6 — Espectro de HSQC de PSP-12 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.16.8 — Espectro de NOESY de PSP-12 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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2.17. PSP-3
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Apéndice 2.17.1 — Espectro de massas de PSP-3, obtido via APCI-MS/MS, modo positivo
com energia de colisdo de 15 eV.
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Apéndice 2.17.2 — Espectro de absor¢do no IV de PSP-3 (KBr, pastilha).
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Apéndice 2.17.3 — Espectro de RMN 'H de PSP-3 (400 MHz, Cloroformio- d).
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Apéndice 2.17.4 — Espectro de RMN 'H — COSY de PSP-3 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.17.5 — Espectro de RMN *C de PSP-3 (50 MHz, Ccloroférmio- d).
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Apéndice 2.17.6 — Espectro de RMN °C — DEPT 135 de PSP-3 (50 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.17.7 — Espectro de HSQC de PSP-3 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.17.8 — Espectro de HMBC de PSP-3 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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.....................................................

Apéndice 2.17.9 — Espectro de NOESY de PSP-3 (400 MHz, Cloroférmio- d). A) Espectro
RMN 'H; B) Hidrogénio irradiado em & 5.20; C) Hidrogénio irradiado em &
1.18; D) Hidrogénio irradiado em & 4.54.
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2.18. PSP-6
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Apéndice 2.18.1 — Espectro de massas de PSP-6, obtido via APCI-MS/MS, modo positivo
com energia de colisdo de 15 eV.
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Apéndice 2.18.2 — Espectro de absor¢do no IV de PSP-6 (KBr, pastilha).
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Apéndice 2.18.3 — Espectro de RMN 'H de PSP-6 (400 MHz, Cloroformio- d).
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Apéndice 2.18.4 — Espectro de RMN 'H — COSY de PSP-6 (400 MHz, Cloroformio- d).
416



Apéndice 02: Espectros das Substancias Isoladas de Penicillium sp

ppa

169.056

168,480
TN-167.308
T~—163.332
—{50.960
——139.322
—{37.21
—125.43
——115.915
T~—1{14.778
— 50.415

£

--—‘U--v- I -

ppm 160 140 120 100 80 60 40 20

ppn
169.132
168,557
151.025

157467
——163.425
——13.3%
——137.25¢
—175.459
_—115.0
TS—114.844

— 6.3

T T T T T v u T + ™ 4 T v v ¥ T T T T v T
PEm 160 140 120 100 80 B0 40

Apéndice 2.18.6 — Espectro de RMN °C - PENDANT de PSP-6 (50 MHz, Cloroformio- d).
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Apéndice 2.18.7 — Espectro de HSQC de PSP-6 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.18.8 — Espectro de HMBC de PSP-6 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.18.9 — Espectro de NOESY de PSP-6 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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2.19. PSP-8

100 329

PSP-8
Neoaustina
Ca5H3006
426.51

409

113 427
147 213 243 31
257 267

285

243 301 381
25| 265 33 a6

307| 339 367
293 35| ag

391
279

miz

120 140 160 180 200 220 200 260 280 300 320 340 360 380 400 420

Apéndice 2.19.1 — Espectro de massas de PSP-8, obtido via APCI-MS/MS, modo positivo
com energia de colisdo de 20 eV.
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Apéndice 2.19.2 — Espectro de absor¢do no IV de PSP-8 (KBr, pastilha).
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Apéndice 2.19.3 — Espectro de RMN 'H de PSP-8 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.19.4 — Espectro de RMN 'H — COSY de PSP-8 (400 MHz, Cloroformio- d).
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Apéndice 2.19.5 — Espectro de RMN °C - PENDANT de PSP-8 (50 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.19.6 — Espectro de HSQC de PSP-8 (400 MHz, Cloroférmio- d).
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Apéndice 2.19.7— Espectro de HMBC de PSP-8 (400 MHz, Cloroféormio- d).
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Apéndice 2.19.9 — Espectro de NOESY de PSP-8 (400 MHz, Cloroférmio- d). A) Espectro
RMN 'H; B) Hidrogénio irradiado em & 5.20; C) Hidrogénio irradiado em &
1.18; D) Hidrogénio irradiado em 0 4.54.
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APENDICE 03: Dados Espectrais das Substincias Isoladas do
Capitulo 5 (Metabolismo Secundario do Fungo Penicillium sp na

Presenca de Substratos Exogenos)

3.1. Espectros do Metabolito B-1 (PBLIL3-5)
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Apéndice 3.1.1 — Espetros de massas de B-1, obtido via electrospray nos modos positivo (A)
e negativo (B).
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APENDICE 3.1.2 — Espectro de absor¢do no IV de B-1 (KBr, pastilha).



Apéndice 3: Dados Espectrais das Substancias Isoladas no Capitulo 5
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APENDICE 3.1.3 — Espectro de RMN 'H de B-1 (400 MHz, Cloroférmio-d).
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APENDICE 3.1.4 — Espectro de 'Hx'H COSY de B-1 (400 MHz, Cloroférmio-d).
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APENDICE 3.1.6 — Espectro de HSQC de B-1 (400 MHz, Cloroformio-d).
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3.2. Espectros do Metabdlito B-3 (PBODL3-2)
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APENDICE 3.2.1 — Espectro de absor¢do no IV de B-3 (KBr, pastilha).
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APENDICE 3.2.5 — Espectro de HMBC de B-3 (400 MHz, cloroformio-d).
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3.3. Espectros do Metabolito B-2 (PBLIL4-3)
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APENDICE 3.3.2 — Espectro de 'Hx'H — COSY de B-2 (400 MHz, cloroférmio-d).
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APENDICE 3.3.3 — Espectro de HSQC de B-2 (400 MHz, cloroformio-d).
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