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RESUMO

INDUCAO METABOLICA DE FUNGOS FILAMENTOSOS PELAS TECNICAS
DE CO-CULTIVO, OSMAC E MODULACAO EPIGENETICA: PRODUCAO DE
METABOLITOS SECUNDARIOS COM ATIVIDADE NEUROPROTETORA

O reino fungi compreende uma grande variedade de espécies oferecendo fontes
promissoras para a descoberta de novos compostos bioativos. Neste trabalho
utilizaram-se as técnicas co-cultivo, OSMAC e modulacao epigenética, visando a
inducdo metabdlica de cinco fungos filamentosos, Aspergillus chevalieri,
Clonostachys regersoniana, Talaromyces calidicanius, Fusarium nygamai
Penicillium sp., para a producdo de metabdlicos secundarios com atividade
biolégica. Foram realizados quatro experimentos utilizando as diferentes
abordagens em meios de cultura sélido e liquido. Os extratos obtidos foram
submetidos a analise por CLAE e espectrometria de massas com ionizacao por
paper spray (PS-MS), para avaliacdo da variagdo do perfil metabdlico e
identificagdo de compostos, e ao ensaio da atividade inibitéria da
acetilcolinesterase. As alteracdes dos perfis metabdlicos e a atividade biolégica
conduziram a selecdo de condi¢cdes para a realizagdo de cinco co-cultivos em
escala ampliada. A partir dos extratos de co-cultivo foram isolados seis
substancias, cujas estruturas foram elucidadas utilizando espectroscopia de RMN
1D e 2D, infravermelho e espectrometria de massas de alta resolucédo, sendo
identificadas como D-manitol (GO-1), echinulina (GO-2), fisciona (GO-3)
flavoglaucina (GO-4), auroglaucina (GO-5) e tetra-hidroauroglaucina (GO-6). As
substancias GO-2 - GO-6 foram submetidas ao ensaio da atividade inibitoria da
acetilcolinesterase e apresentaram ICso que variaram de 62,9 a 190,7 uM. O
composto GO-2 também apresentou atividade neuroprotetora preventiva (42,66 *
1,34%) e terapéutica (27,93 = 1,0%) sendo, portanto, uma substancia promissora
como modelo para o0 desenvolvimento de farmacos para doencas
neurodegenerativas. Os metabdlitos GO-2- GO-6 foram quantificados nos extratos
e GO-5 e GO-6 tiveram seus teores aumentados nos trés cultivos do fungo A.
chevalieri em relagdo ao controle. A analise por PS-MS dos extratos de co-cultura
fungica resultou na identificacdo de quatro compostos, &cido linoleico, &cido p-
cumarico, 9-hidroxi-megastigma-3,5,8-trien-7-one-9-O--D-glucopiranosideo e
acido 9-hidroxioctadeca-dienoico.

Palavras-chave: Inducdo metabdlica; Fungos filamentosos; Co-cultivo; OSMAC,;
Modulacao epigenética; Atividade neuroprotetora.
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ABSTRACT

METABOLIC INDUCTION OF FILAMENTOUS FUNGI BY CO-CULTIVATION,
OSMAC, AND EPIGENETIC MODULATION TECHNIQUES: PRODUCTION OF
SECONDARY METABOLITES WITH NEUROPROTECTIVE ACTIVITY

Fungi kingdom comprises a wide variety of species offering promising sources for
the discovery of new bioactive compounds. In this work, co-cultivation, OSMAC
and epigenetic modulation techniques were used aiming at inducting the
metabolism of five filamentous fungi, Aspergillus chevalieri, Clonostachys
regersoniana, Talaromyces calidicanius, Fusarium nygamai and Penicillium sp.,
for production of secondary metabolites with biological activity. Four experiments
were performed using the different approaches in solid and liquid culture media.
The extracts were submitted to analysis by HPLC and mass spectrometry with
paper spray ionization (PS-MS) to evaluate variation of the metabolic profiles and
identification of compounds, as well as acetylcholinesterase inhibitory activity
assay. Based on the variations of profiles and activity observed, five co-cultures
were performed on larger scale. From the co-culture extracts were isolated six
substances, and their structures were elucidated using 1D and 2D NMR
techniques, infrared and high resolution mass spectrometry, being identified as D-
mannitol (GO-1), echinilin (GO-2), physcion (GO-3) flavoglaucin (GO-4),
auroglaucin (GO-5) and tetrahydroauroglaucin (GO-6). GO-2-GO-6 were tested for
acetylcholinesterase inhibitory activity and showed ICso ranging from 62.9 — 190.7
pMM. Compound GO-2 also presented preventive (42.66 + 1.34%) and therapeutic
(27.93 = 1.0%) neuroprotective activities, being therefore a promising substance
for the devolpment of drugs to treat neurodegenerative diseases. Compounds GO-
2 to GO-6 were quantified and GO-5 and GO-6 had their levels increased in the
three cultures of the fungus A. chevalieri in relation to the control. PS-MS analysis
of the fungal co-culture extracts resulted in the identification of four compounds,
linoleic acid, p-coumaric acid, 9-hydroxy-megastigma-3,5,8-trien-7-one-9-O-6-D-
glucopyranoside and 9-hydroxyoctadeca-dienoic acid.

Keywords: Metabolic induction; Filamentous fungi; Co-cultivation; OSMAC;

Epigenetic modulation; Neuroprotective activity.
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INTRODUGAO

1 INTRODUCAO

A grande diversidade de produtos naturais existente na natureza pode
proporcionar a descoberta de farmacos para a cura ou tratamento de varias
doencas mundialmente conhecidas (CLARDY et al., 2004).

O reino Fungi, que compreende uma grande variedade de espécies,
destaca-se pela descoberta de novos compostos com potencial farmacolégico.
Pesquisas mostram que metabdlitos secundarios produzidos por fungos
desempenham diversas atividades biolégicas, tais como, antibidtica,
antibacteriana, antitumoral, anti-inflamatéria, imunossupressor, entre outras
(NEWMAN & CRAGG, 2016; GUIMARAES et al., 2010).

Metabdlitos de diversas classes quimicas, incluindo policetideos, derivados
do acido chiquimico, terpenos, alcaloides e peptideos, sdo sintetizados por fungos
(ELIAS et al., 2006). Assim, a prospeccao de fungos estd sendo focada na
quimica de produtos naturais e com boa perspectiva, pois a literatura relata que
muitos genes responsaveis por rotas biossintéticas ndo s&o usualmente
transcritos, permanecendo inativoados quando fungos séo cultivados em meios
sintéticos (BODE et al., 2002; CICHEWICZ, 2010; RUTLEDGE & CHALLIS, 2015).

A adicdo de precursores biossintéticos e a mudanca de componentes
nutricionais no meio de cultura sdo estratégias interessantes para ativar genes
silenciosos, visando ativar rotas biossintéticas que culminem na producdo de
novos metabdlitos secundarios (TAKAHASHI et al., 2013). Outra estratégia
interessante € a co-cultura, que consiste no cultivo do fungo na presenca de outro
fungo ou de bactérias, uma vez que muitos dos metabdlitos produzidos a partir da
interacdo dos micro-organismos coexistentes possuem atividades biologicas
promissoras (WANG et al., 2013; TELES et al.,, 2013). A utlizagdo dessa
metodologia, em conjunto com a abordagem OSMAC (One Strain, Many
Compounds), que preconiza que grandes alteracbes no metabolismo fangico
podem ser obtidas a partir de variagbes minimas no meio de cultura, pode
aumentar a possibilidade de ativacdo de genes silenciosos, levando a producgéo
de metabolitos secundarios, os quais podem desempenhar importantes fungdes
farmacoldgicas (BILLS et al., 2008).
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A modulacdo epigenética, uma tecnologia inovadora que faz uso de
substancias quimicas chamadas moduladores epigenéticos, é mais uma
abordagem que tém dado resultados satisfatérios na transcripcdo génica de
fungos, levando a modulacdo do metabolismo dos mesmos (RUTLEDGE &
CHALLIS, 2015).

Desta forma, este trabalho teve como objetivo submeter cinco espécies de
fungos filamentosos a cultivos em condi¢cdes capazes de induzir a expressao de
genes silenciosos, utilizando as abordagens de co-cultivo, OSMAC e modulacéo

epigenética.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia dos fungos

Os fungos sao organismos heterotroficos (ndo sintetizam seus alimentos)
pertencentes ao Reino Fungi e sao divididos em leveduriformes e filamentosos.
Estes ultimos sdo constituidos, em sua maioria, por um emaranhado de hifas
(estruturas microscépicas), formando a estrutura macroscopica conhecida como
micélio (Figura 1). Estes organismos encontram-se presentes nos mais diversos
ambientes na natureza, como solo, ar, em matéria organica e ambientes
aguaticos (GUNATILAKA, 2006).

Figura 1. Estrutura microscépica (hifa) e macroscopica (micélio) de fungos.

Apesar de serem conhecidos principalmente por suas caracteristicas nao-
benéficas, os fungos sdo organismos extremamente importantes, sendo
fundamentais para a prosperidade dos ecossistemas terrestres. Desta forma, sédo
essenciais para a sua sustentabilidade e biodiversidade (CLAY & HOLAH, 1999).

Além disso, estes micro-organismos realizam funcbes de grande
importancia em diversos setores, desempenhando um papel importante na
economia, como na industria alimenticia para producdo de alimentos fermentados
e bebidas alcodlicas (DAENEN et al., 2008). E o caso dos fungos Penicillium
camemberti e Penicillium roqueforti, que sdo de grande importancia no processo
de fabricagcéo de queijos (GIRAUD et al., 2010). Os fungos contribuem também na
industria farmacéutica, produzindo metabdlitos biologicamente ativos com fins
farmacoldgicos diversos, como antibiéticos, imunossupressores, antiparasitarios e
agentes anticancerigenos (TAKAHASHI & LUCAS, 2008), alguns dos quais
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serviram como base para o desenvolvimento de muitos farmacos (RATEB &
EBEL, 2011).

Os fungos sédo utilizados no processo de biodegradacdo e tratamento
biologico de efluentes, auxiliando na descontaminacdo de ambientes (SHIM &
KAWAMOTO, 2005). Sado produtores de enzimas de interesse para industria
(WANG et al., 2005) e para a biotransformacdo (LOPES et al.,, 2016). Por
exemplo, a enzima xilanase, produzida pela espécie Penicillium oxalicum, é usada
no processo de fabricacdo de papel e na industria alimenticia (LI et al., 2007).
Também s&o de grande importancia agricola e ecoldgica, pois mantém o
equilibrio do ambiente, decompondo restos vegetais, auxiliando no crescimento e
protecdo das plantas. Os fungos capazes de solubilizar fosfato, tais como os do
género Aspergillus, Penicillium e Fusarium, desempenham papel importante no
aumento da biodisponibilidade de fosfatos do solo para plantas. Estes fungos,
associados as plantas, podem atuar como biofertilizantes (ELIAS et al., 2016).
Com base no acervo de fungdes desempenhadas pelos fungos, pode se afirmar

gue estes micro-organismos sao, sem duvida, de grande interesse biotecnoldgico.

2.2 Diversidade de compostos bioativos isolados de micro-organismos

Uma vasta quantidade de compostos bioativos provenientes de produtos
naturais ja é conhecida. No entanto, os fungos continuam sendo fontes diretas
para a descoberta de novos compostos, tendo em vista que apenas uma pequena
fracdo (5%) das espécies fungicas existentes foi estudada (MUELLER & SCHMIT,
2007). O numero de espécies conhecidas é cerca de 69000, porém, no mundo, é
estimada a existéncia de mais 2,2 milhdes (HAWKSWORTH & LUCKING, 2017).

A descoberta da penicilina (1) (Figura 2, pag. 6), um potente farmaco
antibacteriano, por Fleming em 1928, produzida por Penicillium crysogenum, o
isolamento e estudos clinicos posteriores realizados no inicio da década de 1940
e a comercializacdo de penicilinas sintéticas causaram uma revolucdo na
pesquisa visando a descoberta de farmacos. Com o sucesso da penicilina,
diversos pesquisadores iniciaram triagens com grandes colec¢des de culturas de

micro-organismos na busca por novos antibiéticos (BURGER, 1971).
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A busca resultou em descobertas promissoras de antimicrobianos que
estdo presentes no mercado, como estreptomicina (2), cloranfenicol (3),
clortetraciclina (4), cefalosporina C (5), entre outros (BUTLER, 2004).
Posteriormente, novos farmacos foram identificados incluindo acido clavulanico
(6), inibidor de B-lactamase, isolado de Streptomyces clavuligerus (BROWN et al.,
1976) e mevastatina (7), inibidor de HMG-CoA redutase, isolada de Penicillium
citrinum (ENDO, 2004). Uma mistura de acido clavulanico (6) e amoxicilina, uma
penicilina sintética, é atualmente usada como um antibiético de primeira linha. A
mevastatina (7) e a lovastatina (8) foram a base para uma série de antilipidémicos
conhecidos como estatinas (Figura 2) (TOBERT, 2003). A busca por metabdlitos
secundarios com potencial farmacolégico a partir de espécies fungicas de
variados habitats continua até a atualidade (WANG et al., 2015; JIN et al., 2016;
AKONE et al., 2016; CHOWDHURY et al., 2017; LIMA et al., 2018a).
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Figura 2. Estruturas de farmacos isolados de micro-organismos.

Metabolitos secundarios com estruturas Unicas foram relatados a partir de
fungos provenientes de habitat marinho, incluindo policetideos, alcaloides,

peptideos, lactonas, terpenos, esteroides, dentre outros, sendo os alcaloides os
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mais abundantes. Alguns destes compostos apresentam propriedades
anticancerigenas, antibacterianas, antifingicas, antivirais, anti-inflamatorias,
antioxidantes, antibidticas e citotdxicas. Dentre os géneros de fungos marinhos
estudados encontram-se espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium,
considerados os mais ubiquos, sendo encontrados em sedimentos, algas, animais
marinhos, mangue, dentre outros (JIN et al., 2016).

Novos compostos pertencentes a classe de alcaloides do tipo 4-hidroxi-2-
piridona (9-10) (Figura 3, pag. 7) foram isolados a partir da espécie fangica
marinha Arthrinium arundinis ZSDS1-F3. Estes compostos apresentaram
significativa citotoxicidade in vitro contra as linhagens de células tumorais K562,
HL60, MCF-7 (células leucémicas), A549, U937 (células epiteliais pulmonares),
Hela (células do cancro cervical) e MOLT-4 (células mamaéarias), com valores de
ICs0 que variaram de 0,24 a 45 mM. O metabdlito 10 apresentou atividade
inibitéria significativa sobre a enzima acetilcolinesterase (AChE) (ICso = 0,81 uM),
enquanto que o composto 9 apresentou atividade moderada (ICso = 47,0 uM)
(WANG et al., 2015).

O estudo quimico do fungo endofitico Stachybotrys chartarum resultou no
isolamento de novos fenilespirodrimanos, denominados chartarlactamas (11-17).
Estes compostos exibiram potente efeito redutor de lipidios em células HepG2 na

concentracao de 10,0 uM (LI et al., 2014) (Figura 3, pag. 7).
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Figura 3. Estruturas de compostos 9-10, isolados de A. arundinis e 11-17,
isolados de S. chartarum.

A partir da espécie fungica Aspergillus versicolor MF359 foi isolado um
novo composto denominado 5-metoxi-diidrosterigmatocistina (18) (Figura 4, pag.
8), que apresentou atividade potente contra as bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis com valores de MIC de 12,5 e 3,1 ug
mL-1, respectivamente (SONG et al., 2014). Dois novos diterpenoides indélicos
(19 e 20) (Figura 4, pag. 8) foram isolados a partir do caldo de fermentacdo do
fungo Aspergillus flavus OUCMDZ-2205. O composto 19 exibiu atividade

antibacteriana contra S. aureus com valor de MIC de 20,5 uM. Além disso, ambos
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0S compostos mostraram-se capazes de interromper o ciclo celular A549 na
concentracéo de 10 uM (SUN et al., 2014).

Figura 4. Estruturas dos compostos 18, isolado de A. versicolor MF359, 19-20,
isolados de A. flavus OUCMDZ-2205.

O trimero substituido de acido 3,5-dimetilorselinico, um &cido fendlico de
grande relevancia devido a sua propriedade neuritogénica, conhecido como PS-
990 (21) (Figura 5), é produzido pela espécie fangica Bionectria ochroleuca
(BERTRAND et al., 2013a).

HO 0] @] OH
o— OH o—

21

Figura 5. Estrutura de PS-990, isolado de B. ochroleuca

Estes trabalhos mostram a diversidade estrutural dos metabdlitos
secundarios produzidos por esses micro-organismos a partir de diferentes
precursores biossintéticos como acido mevalénico (metabdlitos 6 e 8, Figura 2,
pag. 5), triptofano (metabdlitos 19 e 20, Figura 4) e acido orselinico (metabdlito
21, Figura 5).
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2.3 Co-cultivo e inducdo metabdlica

E relatado que fungos possuem um grande numero de genes, que
permanecem dormentes sob condi¢cdes ex-situ, cujo verdadeiro potencial
biossintético ainda esta por ser descoberto (HERTWECK, 2009). Em virtude
disso, diferentes formas de cultivos tém sido desenvolvidas, visando ativar a
producdo de metabdlitos secundarios estruturalmente diversificados e com
potencial farmacologico (SCHERLACH et al., 2009). Dentre as abordagens
utilizadas para o cultivo de fungos, a técnica de co-cultivo, também chamada de
cultura mista ou fermentacdo mista, ganha destaque. Esta técnica trata do cultivo
de duas ou mais espécies, em meio de cultura soélido ou liquido, para induzir a
biossintese de metabdlitos secundarios (Figura 6). A finalidade desta metodologia
€ imitar 0 ecossistema nhatural dos micro-organismos, isto é, um ambiente
competitivo, onde metabdlitos secundérios bioativos sdo produzidos visando a

sobrevivéncia (MARMANN et al., 2014).

Figura 6. Exemplos de co-cultivo de fungos em meio sélido.

Diversos estudos apontam resultados promissores quanto ao uso da
técnica de co-cultura na exploracdo de genes fungicos, bem como quanto ao
potencial farmacolégico dos metabdlitos produzidos a partir dessa interagéo. Por
exemplo, houve inducdo da producdo de metabdlitos secundéarios, até entdo
desconhecidos, como as emericelamidas A (22) e B (23) (Figura 7, pag. 10), pelo
fungo marinho Emericella sp., quando co-cultivado com a bactéria Salinispora
arenicola. Estes compostos apresentaram moderada atividade antibacteriana
contra S. aureus com valores de MIC de 3,8 e 6,0 uM, respectivamente (OH et al.,
2007).
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22

Figura 7. Metabdlitos produzidos a partir do co-cultivo do fungo marinho
Emericella sp. com a bactéria S. arenicola

A fermentacdo mista de Aspergillus fumigatus com a bactéria Streptomyces
peucetius resultou no isolamento de dois novos produtos naturais (Figura 8), o
composto sulfonado fumiformamida (24) e um derivado dimetoxilado (25) (ZUCK

et al., 2011).
so3

\ \

Figura 8. Metabdlitos produzidos a partir da fermentacédo de A. fumigatus com a
bactéria S. peucetius.

O co-cultivo dos fungos Bionectria ochroleuca e Trichophyton rubrum em
meio solido induziu a produc¢do de um novo composto sulfonado (26), um trimero
substituido de acido 3,5-dimetilorselinico (Figura 9). A forma ndo sulfonada foi
encontrada no extrato do cultivo de espécie fungica B. ochroleuca isoladamente,
nao sendo detectada no extrato do cultivo isolado da espécie T. rubrum. Desta
forma, sugere-se que a sulfonacdo ocorra devido a interacédo das duas espécies
fungicas ao competirem pelos mesmos nutrientes (BERTRAND et al., 2013a).

0 0 0
HO,S
o— OH o—
26

Figura 9. Estrutura do composto isolado do extrato do co-cultivo de B. ochroleuca
com T. rubrum.
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A interacdo das espécies Penicillium fuscum e P. camembertii/clavigerum
induziu a producéo de seis novos macrolideos, berkeleylactonas A-F (27, 28, 29,
30, 32, 33), além de um conhecido, A26771B (31) (Figura 10). Dentre os
macrolideos, metabdlitos secundéarios formados a partir da via do acetato, a
berkeleylactona A (27) apresentou a maior atividade antimicrobiana (MIC = 1-2 ug
mL1) contra quatro cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA), assim

como contra Bacillus anthracis, S. pyogenes, Candida albicans e C. glabrata

(STIERLE et al., 2017).
CO,H
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Figura 10. Metabdlitos produzidos a partir da cultura mista de P. fuscum e P.
camembertii/clavigerum.

A gama de metabolitos secundarios isolados a partir da inducdo metabdlica
pela técnica de co-cultivo de fungos com outros micro-organismos, assim como as
diversas atividades biolégicas apresentadas por estes compostos mostram a
relevancia do uso dessa estratégia na busca por compostos com potencial

farmacoldgico.

2.4 Abordagem OSMAC no cultivo de fungos

Como a bhiossintese de metabdlitos secundarios é frequentemente alterada
em diferentes condi¢cdes de cultivo, a abordagem OSMAC (One Strain, Many
Compounds) baseia-se em estratégias que levam em consideragdo a composi¢cao

do meio de cultura, aeracdo, periodo de cultivo, pH, temperatura, entre outros,
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visando maximizar a diversidade de metabdlitos fungicos (BODE et al., 2002;
BILLS et al., 2008; GUO et al., 2015).

Para sobreviver, os fungos necessitam de diversas fontes de energia,
sendo os carboidratos (fonte de carbono) a mais importante. A variacdo desse
nutriente quali e quantitatitavamente no meio de cultura altera a expressao
metabdlica fungica (TORTORA, 2012). Outra fonte necessaria € 0 nitrogénio,
elemento importante para a biossintese de metabdlitos nitrogenados, como 0s
alcaloides. O nitrogénio pode ser adicionado ao meio de cultura em sua forma
inorganica como nitrito, nitrato e amoénia ou em sua forma organica como peptona,
aminoécidos, ureia, dentre outras (ARAI et al., 2013).

Guo e colaboradores (2015) relataram o isolamento de novos analogos do
acido ambuico (Figura 11, pag.13), os peniciclones A-C (34-36), a partir da
fermentacdo do fungo Penicillium sp. F23-2 em meio de cultura composto por
arroz e agua do mar pH 6,0 a 15 °C, durante 60 dias. Estes metabdlitos exibiram
atividade antimicrobiana contra a bactéria S. aureus com valores de MIC variando
de 0,3 a 1,0 yg mL* (GUO et al., 2015). Ao ser cultivado em meio de cultura a
base de batata, glucose, manitol, maltose, peptona, extrato de levedura e agua do
mar pH 6,0, temperatura (28 °C) e tempo de cultivo (45 dias) diferentes, sob
condicles estéticas, este fungo produziu os alcaloides meleagrinas D (37) e E
(38) (Figura 11, pag. 13), que possuem cadeias laterais derivadas de acetato-
mevalonato sem precedentes na porcdo imidazolica, e roquefortinas H (39) e |
(40) (Figura 11, pag. 13). Estas novas meleagrinas apresentaram citotoxicidade
contra a linhagem celular A-549 (DU et al., 2010).
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Figura 11. Estruturas dos compostos isolados do cultivo do fungo Penicillium sp.
F23-2 utilizando OSMAC.

Condicdes de cultura dirigidas pela abordagem OSMAC modificaram
drasticamente o metabolismo do fungo Spicaria elegans KLAO3. De acordo com
Lin e colaboradores (2009), quando cultivada em meio de cultura liquido,
composto de amido soluvel, farinha de soja, extrato de levedura, peptona e agua
do mar pH 6,5 a 28 °C, sob agitacdo durante oito dias, esta espécie produziu
policetideos da familia citocalasinas, incluindo espicocalasina A (41) e
aspocalhasas M-Q, (42-46) e dois aspochalasinas (47-48) (Figura 12, pag. 14).
Por outro lado, quando S. elegans KLAO3 foi cultivado em meio liquido composto
por manitol, maltose, glucose, NH4CIl, KH2PO4, MgS0O4.7H20, extrato de levedura,
licor de maceracao de milho e agua do mar pH 6,5 a 28 °C, de forma estatica
durante oito dias, S. elegans KLAO3 produziu um policetideo aromatico altamente
oxigenado, contendo um sistema de anel espiro raro, elegancetal A (49), tri-
hidroxi-7-metil-1,3-di-hidroisobenzofurano (50) e flavimicina A (51) (Figura 12,
pag. 14) (LUAN et al., 2014).
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Figura 12. Estrutura dos metabdlitos isolados do cultivo do fungo S. elegans
KLAOS3 utilizando OSMAC.

Paranagama e colaboradores (2007) avaliaram o efeito das condi¢cdes de
cultura sobre a producdo de metabdlitos por Paraphaeosphaeria quadriseptata.
Os resultados desses estudos indicaram que a producdo dos principais
metabdlitos por P. quadriseptata diferem quando a agua utilizada para fazer o
meio de cultura liquido batata-dextrose (PDB) é destilada, ao invés de agua de
torneira. Por exemplo, monocillina 1 (52) é o composto majoritario deste fungo
guando é utilizada agua da torneira, enquanto quando se utiliza agua destilada os
majoritarios sdo eugenetina (53), 6-metoximetil eugenina (54) e 6-hidroximetil
eugenina (55) (Figura 13, pag. 15). Sugere-se que a presenca de ions de
metalicos, como Cu?*, presentes na agua de torneira influencia na atividade da
enzima superoéxido dismutase (SOD) (PARANAGAMA et al., 2007).
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Figura 13. Estruturas dos compostos isolados do cultivo dos fungos P.
quadriseptata via OSMAC.

O estudo quimico da espécie fungica marinha Penicillium adametzioides
AS-53 resultou na identificagdo de dois novos derivados de bistiodicetopiperazina,
adametizinas A (48) e B (49), quando o fungo foi cultivado em meio de cultura
liquido de PDB. Quando esta espécie foi cultivada em meio de cultura sélido de
arroz, dois novos sesquiterpenos foram produzidos, adametacorenois A (50) e B
(51) (Figura 14). A adametizina A exibiu atividade inibitéria contra S. aureus,
Aeromonas hydrophilia, Vibrio harveyi, V. parahaemolyticus e Gaeumannomyces
graminis com valores de concentragdo inibitéria minima de 8,0; 8,0; 32,0; 8,0 e

16,0 ug mL?, respectivamente (LIU et al., 2015).

OMe

48 R=Cl

49 R =OH S0 R =CH,
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Figura 14. Estruturas dos compostos isolados do cultivo do fungo P.
adametzioides AS-53 via OSMAC.

2.5 Uso da modulagéo epigenética no cultivo de fungos

A modulacdo epigenética consiste na interacdo de compostos quimicos,
chamados moduladores epigenéticos, com o DNA e moléculas associadas a sua
estrutura, causando mudancas na expressao génica devido a ativacdo ou ao
silenciamento de genes (CHERBLANC et al., 2013; ZHANG, 2015) levando ao
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aumento ou diminuicdo da biossintese de metabdlitos secundarios comumente
produzidos pelo fungo (RUTLEDGE & CHALLIS, 2015).

Os moduladores epigenéticos podem ser inibidores da DNA
metiltransferase (DNAMT) ou de histona desacetilases (HDAC) que levam aos
dois processos de regulacdo génica mais conhecidos, metilagdo do DNA e
modificacao de histonas (CHERBLANC et al., 2013).

As enzimas DNA metiltransferases aceleram o processo de transferéncia
de grupos metila do cofator S-adenosil metionina (SAM) para a posi¢cdo C-5 dos
residuos de citosina de um dinucleotideo citidina-guanina (CpG, onde p
representa um grupo fosfato entre os dois nucleotideos) (CICHEWICZ, 2010). A
hipermetilacdo de DNA nas regides ricas em CpG proximas do promotor estao
associadas ao silenciamento de genes, levando a repressao transcricional (Figura
15).

Gene inacessivel

Histona

CH CHy tHs Hy

DA

CH,

!

CH, CH, e,

DMA hipermetilado — Gene silenciado

Figura 15. Estrutura do DNA hipermetilado com gene inacessivel.

Embora os mecanismos moleculares para a repressao transcricional nao
sejam totalmente elucidados, acredita-se que as proteinas reconhecam o DNA
metilado e, assim, reprimam a expressao de genes. Além disso, acredita-se que a
metilacdo do DNA diminui a afinidade de ligacdo dos fatores de transcrigcao
permissivos (CHERBLANC et al., 2013).

Entre os inibidores da DNA metiltransferase, os mais utilizados s&o
cloridrato de procainamida (PROCA) (52), cloridrato de hidralazina (HIDRA) (53) e
5-aza-2'-deoxicitidina (5-AZA) (54) (Figura 16, pag. 17).
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Figura 16. Estruturas quimicas de inibidores de DNA metiltransferases (DNAMT).

De acordo com Wang e colaboradores (2010), o 5-AZA induziu o fungo
Penicillum citreonigrum a produzir dois novos meroterpenos, atlantinonas A e B
(55 e 56, respectivamente) e seis azafilonas, esclerotiorina (57), esclerotioramina
(58), ocrefilona (59), decloroisocromofilona Il (60), decloroisocromofilona IV (61) e
6-((3E,5E)-5,7-dimetil-2-metilenona-3,5-dienil)-2,4-diidroxi-3-etilbenzaldeido  (62)
(Figura 17). Esses compostos nao foram identificados quando o fungo foi
cultivado sem o modulador, o que indica a ativacao de rotas biossintéticas pelo 5-
AZA.

H
OR 60 R=H
61 R=Ac OH 62

Figura 17. Estruturas quimicas de metabolitos de P. citreonigrum induzidos por 5-
AZA.
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Yang e colaboradores (2014) relatam que o 5-AZA induziu o fungo
endofitico Pestalotiopsis crassiuscula a produzir trés metabalitos cripticos (63, 64
e 65) (Figura 18). Ja o tratamento da espécie fungica Chaetomium sp. com o
mesmo modificador epigenético resultou no aumento da biossintese do metabdlito
isosulocrina (66) (Figura 18) (AKONE et al., 2016).

0
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Figura 18. Estruturas quimicas de metabdlitos obtidos do cultivo de P.
crassiuscula na presenca de 5-AZA.

Para compreender o processo de modificacdo de histonas € necessario
entender o papel das histonas. As histonas sdo proteinas encontradas no nucleo
da célula, associadas a cromatina e sao responsaveis pelo envelopamento do
DNA, formando a estrutura do nucleossoma. Essas proteinas estdo diretamente
envolvidas no processo de regulacdo da expressédo génica por meio de reagdes
quimicas, como acetilagdo, metilacdo, fosforilagdo, glicosilacdo, carbonilacédo
(TAKAHASHI et al., 2016), que ocorrem nos residuos N-terminais das histonas
presentes na superficie dos nucleossomos, alterando assim, a cromatina
(CICHEWICZ, 2010; GONZALO, 2010). Como consequéncia das modificacbes
quimicas ocorridas nas histonas N-terminais altera-se o nivel de enrolamento da
cromatina, consequentemente, pode ocorrer ativacdo e/ou silenciamento de
genes responsaveis por rotas biossintéticas (CICHEWICZ, 2010).

A alteracdo no nivel de enrolamento da cromatina ocorre devido a
mudanga no nivel eletrostatico, mecanismo que auxilia na unido de DNA e
histona. Grupos amino presentes no residuo de lisina, por exemplo, tornam as

histonas carregadas positivamente, 0 que permite a interagdo com as cargas
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negativas presentes nos grupos fosfato do DNA. Uma vez que ocorre uma reacao
de acetilacdo, por exemplo, h4 a conversdo de aminas em amidas, suprindo a
carga positiva existente e, consequentemente, reduzindo a atracéo eletrostatica
DNA e histona. O enfraquecimento da unido entre DNA e histona resulta na
expansdo da cromatina, com consequente transcricdo genética da regido
cromossOmica exposta (Fgura 19) (CICHEWICZ, 2010).

_ Gene acessivel
Histona

DA

Cromatina acetilada — Gene ativado

Figura 19. Histonas acetiladas, expansao da cromatina e gene acessivel.

A carga positiva das histonas pode ser reativada por enzimas chamadas
histonas desacetilases (HDCAS). Estas atuam na eliminagdo dos grupos acetila
das histonas, restaurando a atracao eletrostatica e, consequentemente, a unido
entre DNA e histona (CHERBLANC et al., 2013).

Desta forma, a utilizacdo de substancias capazes de inibir a funcéo das
HDCAs tém sido utilizadas para regulacdo da expressdo génica por estas
enzimas. Entre os moduladores epigenéticos inibidores de histonas desacetilases
utilizados em estudos epigenéticos tem-se o acido hidroxamico suberoilanilida
(SAHA) (67), o bis-suberoil-acido hidroxamico SBHA (68) e a trocrostatina A (69)
(Figura 20).

Figura 20. Estruturas quimicas de inibidores de histonas desacetilases (HDCAS).
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Os inibidores de histonas desacetilases tem mostrado resultados
promissores em relacdo a modulacdo do metabolismo fungico. Por exemplo, Asai
e colaboradores (2013) mostraram que a adicdo de SAHA ao cultivo de
Chaetomium indicum resultou no aumento da producéo dos chaetofenois D-F (70-
72, respectivamente) (Figura 21). De acordo com os autores, a producao desses
policetideos tem associacéo direta com a regulacdo epigenética da cromatina em
virtude da acetilagédo da histona (ASAI et al., 2013). O fungo Eupenicillium sp., na
presenca do inibidor de histona desacetilase, nicotinamida, levou a producéao de
dois compostos inéditos, eupenicinicol C e D (73 e 74, respectivamente) (Figura
21). Eupenicinicol D apresentou atividade antimicrobiana contra S. aureus (MIC

de 0,1ug mL™?) e citotdxica contra células leucémicas (THP-1) (LI et al., 2017a).

(e}

HON
Figura 21. Estruturas quimicas dos chaetofenois D-F (70-72, respectivamente) e
dos eupenicinicois C e D (73 e 74, respectivamente).

2.6 Doencas neurodegenerativas
Doencas neurodegenerativas causam danos irreversiveis no sistema
nervoso dos individuos e sdo extremamente preocupantes devido ao elevado

namero de pessoas atingidas mundialmente. A doenca de Alzheimer, descrita

pela primeira vez por Alois Alzheimer em 1906, é uma desordem
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neurodegenerativa grave, cronica, progressiva e de grande impacto social, que
esta relacionada ao aumento da idade, atingindo, portanto, principalmente, a
populacao idosa (DEY et al., 2017). Acredita-se que em 2010, cerca de 35,6
milhdes de pessoas sofreram com a doenca e estima-se que 0 numero de
pacientes dobrara a cada 20 anos. Em 2030 o numero de idosos no mundo
devera chegar a quase 1 bilhdo e, de acordo com as estatisticas, 65,7 milhdes
terdo esta doenca. Os sintomas da doenca envolvem perda progressiva da
memoria e das fungBes cognitivas, causando declinio na capacidade de
socializag¢éo do individuo (MAO et al., 2014).

A doenca de Alzheimer engloba multiplos fatores, tais como baixos niveis
de acetilcolina (neurotransmissor) devido a atividade da enzima
acetilcolinesterase, depdsitos de (-amiloide, agregacdo de r-proteina, estresse
oxidativo e disomeostase de biometalicos (OLIVEIRA et al., 2019). A maioria dos
tratamentos para a doenca de Alzheimer é baseada em inibidores da
acetilcolinesterase (AChE), enzima que catalisa a hidrdlise do neurotransmissor
acetilcolina na fenda sinaptica (OLIVEIRA et al.,, 2019). Acetilcolina é um
neurotransmissor muito importante pois, além de atuar na juncédo neuromuscular,
controla a atividade de &reas cerebrais que envolvem as ac¢bBes de atencao,
aprendizagem e memodria (HOUGHTON et al., 2006). A Figura 22 representa o
processo de transmissdo de impulsos na fenda sinaptica e a hidrélise do

neurotransmissor acetilcolina pela enzima acetilcolinesterase.
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Figura 22. Representacdo do processo de transmissao de impulsos na fenda
sinaptica e a hidrdlise da acetilcolina pela acetilcolinesterase.
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Inibidores da acetilcolinesterase, tais como donepezil (75), rivastigmina
(76), galantamina (77) e fisostigmina, também conhecida como eserina (78)
(Figura 23), foram desenvolvidos como as principais opcdes terapéuticas para o
tratamento da doenca de Alzheimer (HOUGHTON et al., 2006). No entanto, esses
farmacos, atualmente em uso clinico, causam varios efeitos adversos, sendo
necessario buscar estratégias terapéuticas eficazes e menos agressivas, capazes
de minimizar ou retardar os principais sintomas da doenca de Alzheimer (DEY et
al., 2017).

A huperzina A (79) (Figura 23) é um importante inibidor da
acetilcolinesterase de origem fungica, isolada de Cladosporium cladosporioides
(WANG et al.,, 2011). Outros inibidores sdo as dicetopiperazinas isoladas de
Aspergillus sydowii (80, 81 e 82) (Figura 23), cujos valores de ICso variaram de
0,36-1,24 ymol mL™* (LIMA et al., 2018a) e o acido kojico (83) (Figura 23), isolado
do fungo Aspergillus parasiticus (80,38 £+ 1,31% de inibicdo da enzima) (LIMA et
al., 2018b).
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Figura 23. Estruturas quimicas de inibidores da acetilcolinesterase.
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A segunda enfermidade neurodegenerativa mais comum que vem
causando preocupacgdo mundial por atingir um grande numero de individuos é a
doenca de Parkinson que, assim como a doenca de Alzheimer, esté relacionada a

idade, atingindo principalmente os idosos, e ainda ndo possui cura. Essa doenca
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€ caracterizada pela degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos, resultando na
reducdo dos conteudos de dopamina (84), neurotransmissor que atua na
transmissdo de mensagens entre as ceélulas nervosas (Figura 24). As principais
caracteristicas clinicas dessa doenca incluem tremor, bradicinesia, rigidez e
instabilidade postural (DAWSON et al, 2010).

Estudos sugerem que a atuacdo combinada de toxinas ambientais, como
as inibidoras do complexo | mitocondrial, e de genes de suscetibilidade, é
relevante para o desenvolvimento da doenca (COULOM & BIRMAN, 2004). A
incidéncia da doenca de Parkinson é maior em individuos do sexo masculino,
possivelmente devido as propriedades neuroprotetoras dos horménios esteroidais
femininos (YOKOYAMA et al., 2008).

Por se tratar de uma doenca de cura desconhecida, apenas estratégias
terapéuticas séo utilizadas apenas para minimizar os sintomas da doencga, como 0
uso de levodopa (85) (Figura 24). No entanto, o uso desse farmaco a longo prazo
apresenta complicacdes devido ao desenvolvimento de efeitos adversos

(YOKOYAMA et al., 2008).
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Figura 24. Estruturas quimicas de dopamina (84) e levodopa (85).

Com o aumento do numero de idosos nas proximas décadas, a prevaléncia
da doenca de Parkinson provavelmente aumentara. Portanto, € de extrema
importancia a busca de substancias bioativas como modelos para o
desenvolvimento de novos farmacos que diminuam ou interrompam a progressao
da doenca. Desta forma, tem-se realizado estudos com animais (ensaios in vivo),
como a mosca Drosophila melanogaster visando avaliar os efeitos
neurodegenerativos e comportamentais da exposi¢ao crbnica a toxina rotenona.
Moscas tratadas com rotenona apresentaram perda seletiva de neurdnios
dopaminérgicos no cérebro e deficiéncias locomotoras severas (COULOM &

BIRMAN, 2004). Algumas substancias podem atuar restaurando apenas 0S
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defeitos de comportamento induzidos por rotenona, ou ambos, comportamento e
perda neuronal (COULOM & BIRMAN, 2004).

Tendo em vista a maior incidéncia da doenca de Parkinson em homens e o
fato de Drosophila macho exibir sintomas mais precoces quando exposta a
toxinas neurodegenerativas (CHAUDHURI et al., 2007), as moscas machos sao
preferencialmente utilizadas nos ensaios do modelo RING (Rapid Interative
Negative Geotaxis). Neste ensaio, avalia-se, por meio da geotaxis negativa
(resposta de direcdo das moscas contra a gravidade), a capacidade locomotora
das moscas tratadas com drogas antes e apds dano neurodegenerativo induzido
(JIMENEZ et al., 2017). Desta forma, esse ensaio permite avaliar a atividade

neuroprotetora preventiva e terapéutica das amostras investigadas.

24



OBIJETIVOS

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Ativar o metabolismo de fungos filamentosos por meio de técnicas de co-
cultivo, OSMAC e modulagdo epigenética, de modo a se obter metabdlitos

secundarios que apresentem atividade bioldgica.

3.2 Objetivos especificos

» Cultivar cinco fungos filamentosos isoladamente, em co-cultura, em
condicbes OSMAC e sob modulacédo epigenética.

» Avaliar a diversidade metabdlica, por meio de CLAE ou espectrometria de
massas, dos extratos obtidos a partir de co-cultivo, OSMAC e modulacéo
epigenética em comparacdo aos extratos obtidos a partir das espécies
fungicas cultivadas isoladamente;

» Avaliar a atividade inibitoria da acetilcolinesterase dos extratos obtidos;

» Selecionar cinco condigcbes propicias para fermentacdo em escala
ampliada;

» Extrair, isolar, identificar, quantificar e avaliar a atividade inibitéria da
acetilcolinesterase dos metabdlitos secundarios.

» Avaliar a capacidade neuroprotetora de extratos e metabolitos isolados.
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4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1 Material

| — Solventes
= Solventes grau HPLC: metanol (Vetec), acetonitrila (J.T. Baker), cloroformio

(Vetec);

Solventes PA: metanol (Synth), acetato de etila (Synth), cloroformio (Nox),

hexano (Nox), diclorometano (Nox), acetona (Neon);

Solventes deuterados: cloroférmio — CDCIz (Aldrich®) e agua — D20
(Aldrich®) (98,0 — 99,9%);
Agua destilada;

Agua ultrapura Milli-Q (Direct-Q Millipore).

Il — Meios de cultura para os experimentos em meio soélido

» Batata dextrose agar — BDA (HIMEDIA);
= Agar bacteriolégico (bioBRAS);

= Extrato de carne bovina (bioBRAS):

= Glicerol (Synth).

[l — Meio de cultura para o experimento em meio liquido

= Caldo batata dextrose — PDB (KASVI).

IV — Reagentes utilizados para o ensaio de inibicdo da acetilcolinesterase (AChE)
= Acetilcolinesterase (Sigma Aldrich);
= Eserina (Sigma Aldrich);
= Tampao tris/HCI (Invitrogen);
= |odeto de acetiltiocolina (ATCI) (Sigma Aldrich);
» Dimetilsulfoxido (Synth)

V — Moduladores epigenéticos
= Cloridrato de procainamida (Sigma Aldrich);

= Cloridrato de hidralazina (Sigma Aldrich).
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VI — Suportes para cromatografia em coluna e em camada delgada

Sephadex LH-20 (Sigma Aldrich);

= Silica gel 70-230 Mesh (Merck, Vetec);
= Silica gel 230-400 Mesh (Merck, Vetec);
» Placas prontas TLC Silica gel F2s4 (Merck).

4.2 Equipamentos

Espectrdmetros de ressonancia magnética nuclear, Bruker AVANCE Il
400;

Espectrofotdmetro Perkin-Elmer FT-IR de feixe duplo, para obtencédo dos
espectros no infravermelho em pastilha de KBr anidro;

Cromatografo liquido Shimadzu LCMS-IT-TOF (225-07100-34), equipado
com degaseificador in line modelo DGU- 20A3, duas bombas modelo LC-
20AD, autoinjetor modelo SIL-20A e modulo comunicador CBM-20A. Fonte
de ionizacg&o eletrospray (ESI), com acumulador ion Trap (IT) e analisador
de massas Time of Flight (TOF);

Cromatdégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu série 20A, composto por
duas bombas LC-20AT, um detector UV-visivel SPD-20A e software de
aquisicdo de dados LC solution. Colunas analiticas utilizadas: Nucleosil
C18 250 mm x 3,0 mm, 5 pm (Supelco) e Kromasil C18 250 mm x 4,6 mm,
S5um;

Espectrdmetro de massas MICROTOF — Bruker Daltonics, equipado com
fonte de ionizacao eletrospray;

Espectrdmetro de massa LCQ Fleet (Thermo Scientific, So José, CA,
EUA) equipado com uma fonte de ionizagao paper spray.

Fusometro Fisher-Johns;

Microscopio otico Olympus CX40;

Evaporador rotatorio IKA RV10 e BuchiR-114;

Balanca analitica Shimadzu AUW220D;

Balanga semi analitica Shimadzu BL320H,;

Céamaras de fluxo laminar Veco e Biohazard;
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= Autoclaves verticais Phoenix e Fanem 415;

» Estufas de secagem Quimis e Fanem 002 CB;

= Leitor de microplacas de EIx800 (BioTek);

= Estufa de cultura bacteriolégica 0316M4 (Quimis);
= Espectrofotdmetro SP-22 (Bioespectro);

=  Shaker IKA KS 4000 | control;

» Liofilizador (Liobras).

4.3 Metodologia

4.3.1 Isolamento, reativacdo e armazenamento das espécies fungicas
estudadas

Neste trabalho foram estudadas cinco espécies fungicas obtidas a partir de
amostras de solo identificadas pelos cédigos: CMSV 584, CMSV 588, CMSV 529,
CMSV 747 e CMSV 619 cedidas pelo Dr. Ivanildo Evodio Marriel, em uma
parceria da Embrapa de Milho e Sorgo (Minas Gerais).

Para o crescimento dos cinco fungos e com intuito de avalia-los
morfologicamente, as espécies foram reativadas em placa de Petri em meio de
cultura batata dextrose agar (BDA) por sete dias a temperatura ambiente. Para
preservacao das espécies foi adotado o método de repicagens periddicas, que
consistiu em transferir, periodicamente, colénias do fungo para meio de cultura
recentemente preparado (DHINGRA, 1995). Assim, os fungos foram inoculados
em tubos de ensaio contendo o meio BDA e, apés sete dias, foram armazenados
em geladeira para utilizagdo durante a pesquisa. Neste trabalho, ‘fungo (s)’ refere-
se a fungos filamentosos e ‘levedura’ refere-se a fungos leveduriformes.

As cinco espécies fungicas também foram preservadas de acordo com o
meétodo Castellani. Para isso, discos de colbnias puras de fungo crescido em meio
BDA foram colocados em frascos de vidro pequenos contendo agua destilada
estéril. Em seguida, os frascos foram selados e armazenados a temperatura
ambiente (DHINGRA, 1995). Todo o procedimento foi realizado em capela de

fluxo laminar, na zona de esterilizagdo da chama do bico de Bunsen.
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4.3.2 Identificacdo das espécies fungicas

Os fungos foram identificados morfologicamente e geneticamente. A
identificagdo morfolégica foi realizada utilizando-se as técnicas de macro e
microcultivo. A partir do macrocultivo foram observadas caracteristicas
macroscopicas dos fungos incubados por sete dias a 25 = 3 °C, tais como
diametro, pigmentacdao, textura, forma e margem.

A técnica de microcultivo em lamina consistiu em colocar um cubo de meio
de cultura BDA, com aproximadamente 1,0 cm?, na superficie de uma lamina
histolégica sobre um suporte, contido em placa de Petri (Figura 25).
Posteriormente, o fungo foi semeado nas extremidades do cubo e recobriu-se
com uma laminula esterilizada. Em seguida, foi colocado um pequeno chumaco
de algodado estéril embebido com &gua estéril no fundo da placa, para evitar
desidratacdo do meio de cultura durante o tempo de crescimento fangico. A placa
foi vedada e armazenada a 25 + 3 °C por 3 dias. ApoOs esse periodo, a laminula e
0 meio de cultura foram retirados e corou-se a lamina com lactofenol, para

visualizacdo das colbnias e hifas em microscépio 6ptico (RIDDELL, 1950).

=

Figura 25. Sistema para microcultivo dos fungos filamentosos.

A identificacdo molecular dos fungos foi realizada pelo Dr. Ubiraci Gomes
Paula Lana, na Embrapa de Milho e Sorgo. Para isso, o DNA foi extraido de 0,5 g
de micélios frescos (SAGHAI-MAROOF et al., 1984) e as regifes do espacador
interno transcrito (ITS) foram amplificadas com primers universais ITS5 (5°-
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GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3") (WHITE et al., 1990), realizada em um volume total de 20 yL contendo 20 ng
de DNA molde, 0,125 mM de cada dNTP, 0,5 uM de cada primer, 1X PCR buffer
(Kapa Biosystems, EUA), MgCI2 2,5 mM, 1 U de DNA polimerase Taq (Kapa
Biosystems, EUA). As amplificacdes por PCR foram realizadas com um passo
inicial de desnaturacéo (95 °C por 2 min), seguido por 35 ciclos de amplificacédo
de 94 °C por 1 min, anelamento a 55 ° C por 30 s, extensdo a 72 ° C por 1 min e
etapa final de extensdo de 72 °C por 10 min. Os fragmentos amplificados foram
confirmados por eletroforese em gel de agarose a 1% (p / v) e purificados com o
kit Exosap-IT (GE Healthcare, EUA). Os produtos de PCR purificados foram
sequenciados em ambas as direcdes usando Big Dye v.3.1 Kit (Applied
Biosystems, EUA) e detectados em um sequenciador ABI PRISM 3500XL
(Applied Biosystems, EUA). Os eletroferogramas foram analisados utilizando o
programa Sequencher, versdo 4.1 (Gene Codes Corp., EUA) e sequéncias de
DNA em comparacdo com a base de dados do GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) pelo programa BLAST N (ALTSCHUL et al., 1997).
O material genético das espécies encontra-se depositado no banco de Fiel
depositaria na Embrapa de Milho e Sorgo.

4.3.3 Cultivo dos fungos em pequena escala e obtencédo dos extratos

Para identificar as melhores condi¢cGes de cultivo capazes de variar o perfil
metabdlico das espécies fungicas em co-cultura foram realizados experimentos
variados. O Experimento 1 consistiu na utilizagdo de um Unico meio de cultura
sélido, o BDA, onde cada uma das cinco espécies de fungos foi inoculada com
outro micro-organismo (fungo filamentoso, bactéria ou levedura) (co-cultura em
pares). O Experimento 2, também realizado em meio solido, consistiu em cultivar
os fungos alterando a composi¢cdo do meio de cultura (abordagem OSMAC). O
Experimento 3 foi realizado utilizando-se meio de cultura liquido (PDB), sem variar
a composicdo do mesmo. O Experimento 4 foi realizado adicionando-se
moduladores epigenéticos a um meio de cultura sélido definido, sem variacao de
sua composicdo. Como o objetivo seria comparar os perfis metabdlicos para

avaliar a ocorréncia de variagbes, as cinco espécies fungicas, as bactérias e a
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levedura foram cultivadas isoladamente, nas mesmas condi¢gdes (controles), para

determinar os perfis metabdlicos controles.

4.3.3.1 Experimento 1: co-cultivo de fungos com fungos, bactérias e
levedura em meio sdlido

Para o preparo do meio de cultura BDA, o meio foi dissolvido em agua
destilada, sob agitacdo, até atingir aspecto translicido. Em seguida, o meio de
cultura foi distribuido em 58 tubos de ensaio (40 mL em cada tubo) e todos foram
devidamente tampados e autoclavados durante 20 minutos a 120 °C. Logo apés,
em capela de fluxo laminar, previamente esterilizada com alcool 70° GL, o
conteudo de cada tubo foi vertido em placa de Petri estéril para solidificacao.

Foram preparadas suspensdes das bactérias Staphylococcus aureus
ATCC 29212 (Gram-positiva), Escherichia coli ATCC 25922 (Gram-negativa) e
Erwinia carotovora CCT 0101 e da levedura Candida albicans ATCC 18804 em
solucéo salina estéril de NaCl 0,85%. As suspensfes foram padronizadas para
uma turbidez correspondente a 0,5 da escala McFarland, medindo-se a
absorbancia entre 0,08 e 0,1 a 600 nm para as bactérias e a 530 nm para a
levedura.

Apos solidificacdo do meio de cultura, com o auxilio de um pipetador
automatico, foram adicionadas aliquotas de 10,0 pL da suspensdo do micro-
organismo (bactéria ou levedura), formando um circulo na superficie do meio de
cultura. Em seguida, foi adicionado o fungo no centro do circulo (Figura 26a, pag.
32), as placas foram seladas e armazenadas a temperatura ambiente. Cada
espécie fungica foi cultivada com cada um dos quatro micro-organismos.

As cinco espécies também foram cultivadas na presenca de cada uma das
outras quatro espeécies, em pares. Para a cultura de fungos em pares foram
semeados esporos de uma espécie no lado direito e de outra no lado esquerdo da
placa (Figura 26b, pag. 32). Os experimentos foram feitos em duplicatas e foi feito

o controle do meio de cultura. O tempo de duracao do experimento foi 30 dias.
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Co-cultura de fungo com Co-cultura de fungo com
bactéria/levedura fungo

Figura 26. Disposicdo: a) da bactéria ou levedura e do fungo; b) dos fungos em
pares no meio de cultura para o Experimento 1.

Ao término do periodo de cultivo, 0 meio de cultura de cada placa de Petri,
contendo os micro-organismos crescidos em co-cultura foi recortado com o auxilio
de uma espatula e extraido com MeOH durante 72 horas. Em seguida, foi
realizada filtracdo a vacuo para separar a parte sélida (meio de cultura e micélio)
da parte organica. O solvente foi eliminado, com o auxilio do evaporador rotatério,
obtendo-se o extrato metandlico. Os extratos foram submetidos a analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), para verificagdo da variacdo do
perfil metabdlico, bem como a bioensaio.

Os extratos de co-coltura de fungo com fungo também foram submetidos a
analise por PS-MS (Paper Spray Mass Spectrometry), para verificar a variacdo do

perfil metabdlito e para identificacdo de compostos elicitados em co-cultura.

4.3.3.2 Experimento 2: co-cultivo de fungo com bactérias e levedura em
meio soélido utilizando a abordagem OSMAC

Para a realizagdo deste experimento, primeiramente, foi feito um
planejamento (Tabela 1) para variacdo dos meios de cultura quanto aos seus
nutrientes. No geral, foram preparados trés meios de cultura, aos quais foram
adicionadas as suspensdes de micro-organismos vivos, antes da solidificacéo,
garantindo a presencga do micro-organismo em todo o meio sélido.

As suspensofes das bactérias S. aureus e E. coli e da levedura C. albicans

foram preparadas com agua destilada estéril e padronizadas na turbidez 0,5 da
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escala McFarland, medindo-se a transmiténcia entre 74 e 75 % a 600 nm, para
bactéria e entre 75 e 76 % a 530 nm, para levedura.

Tabela 1. Composicao dos meios de cultura preparados utilizando a abordagem
OSMAC

Meios de cultura

Constituintes 1 2 3

1* 2 3 4 5* 6 I 8 o* 10 11 12

Solidificante AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB
Fonte de carbono G G G G - - - - G G G G

Fonte de nitrogénio EC EC EC EC EC EC EC EC - - - -

Micro-organismo N G- G+ CA N G- G+ CA N G- G+ CA

(*) = fungo cultivado isolado (controle); AB: agar bacteriolégico; G: Glicerina; EC: extrato de carne
bovina; N: nenhum; G+: bactéria Gram-positiva; G-: bactéria Gram-negativa; CA: C. albicans.

A composicao nutricional dos meios de cultura foi a seguinte:
> Meio 1: Placas 1 a 4 — Agar bacteriologico (39 g L), glicerina (10 g L) e
extrato de carne bovina (10 g LY);
> Meio 2: Placas 5 a 8 — Agar bacterioldgico (39 g L) e extrato de carne
bovina (10 g LY);
> Meio 3: Placas 9 a 12 — Agar bacteriol6gico (39 g L) e glicerina (10 g L).
Os meios foram distribuidos em frascos Erlenmeyer de 125 mL (50 mL em
cada) e autoclavados por 20 minutos a 120 °C. Ao resfriar, até 40 - 45 °C,
adicionou-se, com o auxilio de um pipetador automatico, 1 mL da suspensao de
micro-organismo (bactéria ou levedura) e agitou-se manualmente. Em seguida, o
meio foi vertido em placa de Petri estéril. Apés uma hora foram adicionados dois
cubos recortados do meio BDA onde o fungo foi crescido previamente, um em
cada extremidade da placa. As placas foram seladas e observou-se o crescimento
por 30 dias a temperatura ambiente. Ao término desse periodo o meio de cultura
de cada placa, contendo o0s micro-organismos crescidos em co-cultura, foi

recortado e submetido a extragdo com metanol durante 72 horas. Apds esse

tempo foi feita filtracdo a vacuo, para separacdo do meio e do miceélio da fase
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organica e, em seguida, o solvente foi destilado em evaporador rotatorio, obtendo-
se 0s extratos metandlicos. Os extratos foram submetidos a anélise por CLAE e a

ensaio bioldgico.

4.3.3.3 Experimento 3: cultivo de fungo com biomassa e metabdlitos de
outros fungos em meio liquido

Para a realizacdo deste experimento foi feito um planejamento (Tabela 2),
de modo que cada uma das cinco espécies fangicas foram cultivadas
isoladamente (controle) e em trés formas distintas: (i) na presenca da biomassa
inativa e liofilizada de outra espécie fungica, (ii) na presenca de caldo liofilizado
contendo os metabdlitos de outra espécie e (iii) na presenca de biomassa/caldo

liofilizados de outra espécie.

Tabela 2. Planejamento do experimento de co-cultura em meio liquido

Fungo Biomassa, caldo e caldo/biomassa

584 588 529 747 619
584 - X X X X
588 X - X X X
529 X X - X X
747 X X X - X
619 X X X X -

(-): auséncia de material de outa espécie (controle); (X): presenca de material de outra
espécie.
Este experimento foi realizado em duas etapas, utilizando-se o meio de
cultura Potato Dextrose Broth (PDB).

- Etapa 1: Preparo da biomassa e caldo liofilizados

Para obtencdo da biomassa de cada espécie fungica e do caldo liofilizados
foram preparados 2 L de uma solucdo de PDB na concentracdo de 27 g L' e
distribuidos 200 mL em frascos Erlenmeyer de 500 mL. Os frascos foram
autoclavados a temperatura de 120 °C por 20 minutos. Em seguida, preparou-se a
suspensao de esporos de cada espécie fungica, adicionando-se 5 mL de agua
destilada estéril a tubos de ensaio contendo os fungos crescidos em meio BDA. O
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micélio foi friccionado com uma alca de platina, formando uma suspenséo de
esporos. Apoés resfriamento, esta suspenséo foi adicionada ao meio de cultura,
sendo cada espécie cultivada em Erlenmeyer separadamente, por 14 dias, de
forma estatica. Apds o periodo de incubacéo, todos foram autoclavados e filtrados
a vacuo. O micélio e o caldo foram submetidos a liofilizacdo e, apos liofilizados,
ambos foram pesados e foram separadas aliqguotas de 50 e 120 mag,
respectivamente, e esterilizados para a proxima etapa.

- Etapa 2: Cultivo das espécies fungicas com biomassa, caldo e caldo/biomassa

de cada fungo separadamente

Nesta etapa foram feitos trés cultivos diferentes para cada espécie fungica
em PDB (200 mL), como exemplificado para o cultivo do fungo 584 com a
biomassa (cultivo 1), caldo (cultivo 2) e biomassa/caldo (cultivo 3) liofilizados do
fungo 619 (Figura 27). Para cada cultivo foram adicionadas as seguintes
guantidades ao meio de cultura PDB:
» Cultivo 1: 5 mL da suspensédo de esporos do fungo 584 e 50 mg da
biomassa liofilizada do fungo 619.
» Cultivo 2: 5 mL da suspensao de esporos do fungo 584 e 120 mg do caldo
liofilizado do fungo 619.
» Cultivo 3: 5 mL de suspensdo de esporos do fungo 584, 50 mg da

biomassa liofilizada do fungo 619 e 120 mg do caldo liofilizado do fungo

Biomassa '
liofilizada
de 619
= = /‘ = ~——
-
J &
Biomassa Q
liofilizada
Suspensso de 819 M
Csldo =
de esporos iuspensao de 619 Suspensso Caldo
e 54 e esporos X ¢ de esporos de 619
de 534 liofiizado <
de 584 licfilizado
PDB PDB PDB
Cultivo 1 Cultivo 2 Cultivo 3

Figura 27. Esquema para procedimento da modulagédo do perfil metabdlico de A.
chevalieri com biomassa (cultivo 1), caldo (cultivo 2) e caldo e biomassa (cultivo
3) de F. nygamai.
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As cinco espécies, preparadas como descrito, foram cultivadas de forma
estatica durante 30 dias. Ao término desse periodo foram adicionados 30 mL de
acetato de etila a cada Erlenmeyer, o material foi filtrado a vacuo, para separar o
micélio da fase liquida e o filtrado foi submetido a extracdo liquido/liquido até
exaustdo, em funil de separagéo, utilizando acetato de etila. O solvente extrator
foi retirado em evaporador rotatério, sendo obtidos os extratos secos, 0s quais

foram pesados e armazenados para analise posterior por CLAE e bioensaio.

4.3.3.4 Experimento 4: cultivo de fungos em meio soélido na presenca de
moduladores epigenéticos

Neste experimento, cada espécie fungica foi cultivada em placas de Petri
contendo meio de cultura sélido composto por agar bacteriolégico (39 g L7,
extrato de carne bovina (10 g L) e glicerina (10 g L), esterilizado a 120 °C por
20 min (controle). Foram preparadas placas de Petri contendo os moduladores
adicionados ao mesmo meio de cultura (36 placas por modulador). Este meio foi
esterilizado em frascos Erlenmeyer e, apés resfriamento a 60 °C, os moduladores
epigenéticos procainamida (PROCA) e hidralazina (HIDRA) foram adicionados,
separadamente, aos frascos, em capela de fluxo laminar, para atingir uma
concentracao final de 500 uM. Em seguida, o meio foi vertido em placas de Petri
(30 mL por placa) e, ap6s solidificacdo, cada fungo foi inoculado. Os controles
foram realizados contendo meio de cultura e moduladores (sem inoculacdo de
fungos), para verificar a possivel degradacdo espontanea de moduladores no
meio de cultura. O crescimento dos fungos foi observado por 28 dias a 25 °C. Em
seguida, os metabdlitos fungicos foram extraidos usando metanol e o solvente foi
retirado em evaporador rotatorio. Em sequéncia, os extratos obtidos foram
avaliados por CLAE e submetidos ao ensaio de atividade inibitoria da

acetilcolinesterase.

4.3.4 Analise dos extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A analise por CLAE dos extratos brutos foi realizada utilizando, como fase
movel, acetonitrila grau HPLC e agua Milli-Q acidificada (0,1% acido formico).

Para a analise dos extratos dos Experimentos 1 e 2 (em meio solido) foi utilizada
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coluna analitica C18 250 x 3,0 mm, 5 um, assim como para a analise de alguns
extratos do Experimento 3 (em meio liquido). Porém, devido a primeira coluna
apresentar problemas, como pouca resolucao dos picos, 0os demais extratos deste
altimo experimento foram analisados utilizando-se coluna analitica C18 250 mm X
4,6 mm, 5 pm.

Para o preparo das amostras 1 mg de extrato foi solubilizado em 1 mL de
metanol grau HPLC, obtendo-se a concentracdo de 1,0 mg mL?'. As amostras
foram injetadas utilizando-se as seguintes condi¢cdes cromatograficas: fase movel
— acetonitrila (A) e agua acidificada 0,1 % acido formico (B); fluxo - 0,6 mL min;
volume de inje¢ao - 20,0 pL; comprimentos de onda 240 e 270 nm (escolhidos
baseado em analise prévia em espectrofotdometro UV-Vis). O sistema de eluicdo
foi gradiente linear e variou dependendo da amostra.

Todos os extratos dos Experimentos 1 e 2 foram analisados utilizando-se o
seguinte gradiente linear: 1-5 min, 5% A; 5-30 min, 5-50% A; 30-45 min, 50-100%
A; 45-50 min, 100% A.

Para os extratos do Experimento 3 foram utilizados gradientes lineares
distintos. No entanto, os extratos obtidos dos trés cultivos de um mesmo fungo
foram injetados utilizando-se o0 mesmo gradiente, como descrito a seguir.

Para a analise dos extratos dos trés cultivos do fungo 584: 1-7 min, 15-40%
A; 7-40 min, 40-50% A; 40-50 min, 50-90% A; 50-60 min, 90-95% A; 60-70 min,
95-100% A; 70-80 min, 100% A.

Para a andlise dos extratos dos trés cultivos do fungo 529: 1-20 min, 15-
50% A; 20-25 min, 50% A; 25-35 min, 50-55% A; 35-50 min, 55-100% A; 50-70
min, 100% A.

Para a analise dos extratos dos trés cultivos do fungo 747 utilizou-se
mesmo gradiente usado para os extratos do fungo 529, mudando apenas o tempo
final da corrida para 55 minutos.

Para a andlise dos extratos dos trés cultivos do fungo 588: 1-20 min, 15-
35% A; 20-25 min, 35-40% A; 25-35 min, 40-50% A; 35-50 min, 50-100% A; 50-65
min, 100% A.

Para a andlise dos extratos dos trés cultivos do fungo 619: 1-30 min, 20%
A; 30-35 min, 20-50 % A; 35-45 min, 50-100% A; 45-50 min, 100% A.
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Para a andlise dos extratos do Experimentom 4 utilizaram-se 0s métodos

do Experimento 2, respectivos para cada fungo.

4.3.5 Bioensaios

Os ensaios biolégicos, atividade inibitéria da acetilcolinesterase e atividade
neuroprotetora, foram realizados no Laboratério de Biotecnologia e Bioensaios
(LaBB), no Departamento de Quimica da UFMG.

4.3.5.1 Atividade inibitéria da acetilcolinesterase

O ensaio de inibicdo da acetilcolinesterase trata-se de um método
espectrofotométrico que avalia a capacidade da amostra de inibir a enzima
acetilcolinesterase (ELLMAN et al., 1961). Este teste foi realizado em microplacas
de 96 pocos, nos quais foram adicionados 50 pL de tampéao Tris-HCI (50 mM, pH
8,0), 125 uL de 5,5'-ditiobis (4cido 2-nitrobenzoico) (3 mM), contendo NaCl 0,1 M
e MgCl2.6H20 0,02 M, 25 uL dos extratos fungicos (10mg mL* em dimetilsulféxido
(DMSO0)) e 25 pL de iodeto de acetilcolina (15 mM). O DMSO foi utilizado como
controle negativo e a eserina (10 mg mL* em DMSO) como inibidor padrdo. A
absorbancia foi medida em 405 nm utilizando leitor de microplacas, com intervalos
de 1 minuto por oito vezes. Apés essas leituras foram adicionados nos pocos 25
uL de solugdo da enzima acetilcolinesterase (0,22 U mL* em tampé&o), contendo
0,1% de albumina de soro bovino. As absorbancias foram medidas novamente
com intervalos de 1 minuto por dez vezes a 405 nm. Calculou-se a porcentagem
de inibicdo por comparacdo das absorbancias das amostras com as absorbancias
do branco utilizando a férmula:

% de inibicdo = 100 — (AACE — AASE / ACNCE — ACNSE) x 100

Onde AACE é a absorbancia da amostra com enzima; AASE é a
absorbancia da amostra sem enzima; ACNCE é a absorbancia do controle
negativo com enzima e ACNSE é a absorbancia do controle negativo sem
enzima.

Todos os ensaios foram realizados em quintuplicata. O percentual de
inibicdo da acetilcolinesterase foi calculado utilizando o programa

Microsoft® Excel.
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Para os compostos isolados determinou-se a ICso (concentragdo de cada
composto necesséria para a inibicdo de 50% da atividade da enzima) em um
ensaio de microdiluicdo (1,0 - 0,0078 mg mL™?). Os valores de ICso foram
determinados por andlise de dados e software grafico Origin® 8.6, 64-bit

(OriginLab Corporation, Northampton, MA).

4.3.5.2 Atividade neuroprotetora: preventiva e terapéutica

O efeito neuroprotetor do extrato do fungo 584 com a biomassa do fungo
619 e do composto GO-2 foi avaliado em modelo experimental in vivo, em lesdes
neuroldgicas induzidas por rotenona em moscas Drosophila melanogaster,
seguindo a metodologia descrita por Jiménez e colaboradores (2017), com
modificacdes. A espécie de mosca utilizada foi cedida pelo Dr. Jodo Trindade
Marques, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG. A partir das cepas
cedidas, as moscas procriaram em temperatura ambiente, dando origem as
moscas novas que foram usadas para 0 ensaio, como descrito a seguir.

Criacdo das moscas novas

Quinze moscas de cada sexo, machos e fémeas, foram transferidas para
frascos contendo 20,0 mL de alimento, composto por mistura de banana prata
(Musa paradisiaca), levedura Saccharomyces cerevisiae, agar bacteriolégico,
nistatina, acido propibnico e agua destilada. As moscas foram mantidas a
temperatura ambiente por oito dias, em seguida foram removidas dos frascos,
deixando apenas as larvas. Apés eclosdo (48 h), as novas moscas foram
imobilizadas temporariamente com éter etilico e as moscas macho foram
transferidas para outros frascos (dez por frasco) contendo 20,0 mL de alimento,
estando prontas para o ensaio.

Determinacdo da concentracdo da amostra para 0 ensaio

Frascos contendo as moscas machos em alimento acrescentado de 0,6 mL
de solucdo do extrato nas concentracées de 5,0, 10,0 e 20,0 mg mL, dissolvido
em agua destilada com gotas de DMSO foram utilizados em triplicata. ApGs sete
dias, foi realizado o teste de geotaxis negativa (tendéncia das moscas de se
direcionarem contra a gravidade). Para isso, as moscas foram transferidas para

tubos Falcon de 50,0 mL, os quais foram acoplados em um suporte de madeira
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(Figura 28, pag. 40). Em seguida, bateu-se o suporte trés vezes contra uma
superficie solida, por cinco vezes. A cada sequéncia de golpes foram tiradas 10
fotos sequenciais e a sexta foto de cada sequéncia foi utilizada para observacao
do numero de moscas que atingiu metade da altura do recipiente. O valor médio
do numero de moscas que subiram mais da metade da altura na sexta foto foi
utilizado como parametro de comparagdo entre o0s ensaios nas diferentes
concentracbes. Com base nos resultados escolheu-se a concentracdo da amostra

para se prosseguir com o ensaio.

Caixote de
madeira 30 cm

Superficie

sdlida
Camera J

Figura 28. Avaliacdo da atividade locomotora da D. Melanogaster mediante

geotaxis negativa.

- Avaliacdo da atividade preventiva e terapéutica

Para a proxima etapa, 135 moscas machos foram separadas e transferidas
para nove frascos (15 por frasco) nos quais: trés continham apenas o alimento
(controle), trés continham alimento acrescentado da solucdo do extrato (600,0 uL)
na concentracdo escolhida e trés continham alimento acrescentado de 100,0 yL
de solucéo de rotenona (100,0 mg mL™1). Apés sete dias, as moscas que estavam
no frasco contendo alimento suplementado com extrato foram transferidas para

outro frasco contendo alimento suplementado com rotenona, para avaliar
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atividade preventiva, e as moscas que estavam no frasco contento alimento
suplementado com rotenona foram transferidas para outro frasco contendo
alimento suplementado com extrato, para avaliar a atividade terapéutica. As
moscas foram mantidas por mais sete dias neste alimento. Apds esse periodo
realizou-se o teste geotaxis negativa, registrando os resultados observados. A
partir das médias dos numeros de moscas que atingiram metade da altura dos
tubos apdés os golpes foram determinadas as capacidades neuroprotetora
preventiva e terapéutica do extrato. A capacidade neuroprotetora preventiva e
terapéutica de substancia pura foi determinada utilizando-se 0 mesmo

procedimento e a mesma concentracdo definida para o extrato.

4.3.6 Andlise estatistica

Os resultados obtidos nos ensaios de inibicdo da acetilcolinesterase e de
avaliacdo da capacidade neuroprotetora foram submetidos a analise de variancia
ANOVA (one-way) e teste Tukey de comparacao mdultipla com P < 0,05 (intervalo
de confianca de 95%). As analises foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism 5.02.

4.3.7 Cultivos em escala ampliada e obtencao dos extratos

Baseado na avaliacdo do perfil metabdlico por CLAE, bem como nos
resultados do bioensaio dos extratos brutos e com o intuito de isolar metabdlitos
secundarios bioativos, algumas condi¢cdes de cultivos foram escolhidas para
serem recultivados em quantidade maior e nas mesmas condi¢cdes da escala
pequena. Desta forma, foram selecionados os cultivos: fungo 619 (F. nygamai)
com a bactéria E. carotovora (Experimento 1); fungo 747 (T. talidicanius) com a
bactéria E. coli no meio 1 (Experimento 2); fungo 747 com a levedura C. albicans
no meio 2 (Experimento 2); fungo 619 (F. nygamai) com a levedura C. albicans no
meio 2 (Experimento 2) e fungo 584 (A. chevalieri) com a biomassa inativa e

liofilizada do fungo 619 (A. chevalieri) (Experimento 3).

41



PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.3.7.1 Cultivo em escala ampliada do fungo F. nygamai em co-cultura com
Erwinia carotovora

Para o cultivo em escala ampliada do fungo F. nygamai (619) em co-cultura
com E. carotovora (Experimento 1) seguiu-se a metodologia descrita no item
4.3.3.1, pag.31. Foram preparados 1,6 L de meio de cultura BDA e distribuidos
em 40 placas de Petri (40 mL por placa). Preparou-se a suspensao da bactéria E.
carotovora na turbidez correspondente a 0,5 da escala McFarland. Apds
incubacdo dos micro-organismos, esperou-se o0 periodo de crescimento,
extrairam-se os metabdlitos e obteve-se o extrato bruto (1,6 g). Posteriormente, o
extrato foi submetido a cromatografia em coluna utilizando Sephadex LH-20 como

fase estacionaria, visando o isolamento dos metabdlitos secundarios.

4.3.7.2 Cultivo em escala ampliada do fungo T. calidicanius em co-cultura
com a bactéria E. coli

Para o cultivo em escala ampliada do fungo T. calidicanius (747) com a
bactéria E. coli preparou-se 1,8 L do meio de cultura 1 (Experimento 2), composto
por agar bacteriolégico (39 g L), extrato de carne bovina (10 g L?) e glicerina (10
g L) e distribuiu-se em 45 frascos Erlenmeyer (40 mL por frasco). Seguiu-se a
metodologia descrita no item 4.3.3.2, pag. 32. Utilizou-se a suspensao da bactéria
E. coli na turbidez correspondente a 0,5 da escala McFarland. O extrato bruto

obtido (5,7 g) foi submetido a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20.

4.3.7.3 Cultivo em escala ampliada do fungo T. calidicanius em co-cultura
com alevedura C. albicans

Para o cultivo em escala ampliada do fungo T. calidicanius (747) com a
levedura C. albicans preparou-se 1,2 L do meio de cultura 2 (Eexperimento 2),
composto por agar bacteriolégico (39 g L) e extrato de carne bovina (10 g L) e
distribuiu-se em 30 frascos Erlenmeyer (40 mL por frasco). Neste caso, utilizou-se
a suspensao da levedura C.albicans, na turbidez correspondendo a 0,5 da escala
McFarland. Seguiu-se a metodologia descrita no item 4.3.3.2, pag. 32. O extrato

obtido (4,3 g) foi submetido a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20.
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4.3.7.4 Cultivo em escala ampliada do fungo F. nygamai com a levedura C.
albicans

Para o cultivo em escala ampliada do fungo F. nygamai (619) com a
levedura C. albicans prepararam-se 875 mL do meio de cultura 2 (Experimento 2),
composto por agar bacteriolégico (39 g L) e extrato de carne bovina (10 g L) e
distribuiu-se em 25 frascos Erlenmeyer (35 mL por frasco). Seguiu-se a
metodologia descrita no item 4.3.3.2, pag. 32. Foi utilizada a suspensdo da
levedura C. albicans na turbidez correspondente a 0,5 da escala McFarland. Apés
os procedimentos finais obteve-se o extrato bruto (1,1 g), o qual foi submetido a

cromatografia em coluna utilizando Sephadex LH-20 como fase estacionaria.

4.3.7.5 Cultivo em escala ampliada do fungo A. chevalieri com a biomassa
do fungo 619

O cultivo do fungo A. chevalieri (584) com a biomassa de F. nygamai (619)
(cultivo 1 do Experimento 3) em escala ampliada foi realizado utilizando as
mesmas condicfes descritas anteriormente (item 4.3.3.3, pag. 34). Para este
cultivo foram utilizados 10 L do meio PDB, distribuidos em garrafas Roux (200 mL
em cada) e em frascos Erlenmeyer (1 L em cada). A partir desse cultivo
obtiveram-se 13,9 g de extrato.

4.3.8 Isolamento dos metabdlitos secundarios

Os extratos obtidos a partir dos cultivos em escala ampliada foram
submetidos a cromatografia em coluna, visando o isolamento dos constituintes

quimicos.

4.3.8.1 Cromatografia em coluna do extrato obtido do cultivo do fungo F.
nygamai em co-cultura com E. carotovora em escala ampliada

Para cromatografia em coluna do extrato bruto obtido a partir desse co-
cultivo em escala ampliada submeteram-se 1,6 g deste extrato a fracionamento
cromatografico em coluna aberta empacotada com Sephadex LH-20 (33,0 g),
utilizando-se metanol como fase movel. Recolheram-se 12 fracGes de 80 mL, as

quais foram combinadas apo0s analise por CCD. As fracdes combinadas 9-13
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(407,9 mg) foram novamente cromatografadas em Sephadex, rendendo 34
fracbes de 10 mL. Apos andlise por CCD, as fragbes foram combinadas. As
fragcbes 11-17 resultaram em um precipitado branco (17,7 mg) nomeado GO-1,

gue foi submetido a analise espectroscoépica, visando sua elucidacao estrutural.

4.3.8.2 Cromatografia em coluna do extrato obtido do cultivo do fungo T.
calidicanius em co-cultura E. coli em escala ampliada

A cromatografia em coluna do extrato bruto (2,0 g) obtido a partir desse co-
cultivo em escala ampliada foi realizada em coluna aberta empacotada com
Sephadex LH-20 (33,0 g), utilizando-se metanol como eluente. A partir deste
fracionamento foram obtidas 89 fracGes de 20 mL, as mesmas foram submetidas
a andlise por CCD para agrupamento de acordo com a semelhanca do perfil.
Apods serem combinadas, as fracdes 15-32 (256,2 mg) foram recromatografadas
utilizando-se as mesmas condi¢cdes cromatograficas e obtiveram-se 26 fracoes,
as quais foram combinadas apds andlise por CCD. Nenhum metabdlito péde ser

isolado a partir desse extrato.

4.3.8.3 Cromatografia em coluna do extrato obtido do cultivo do fungo T.
calidicanius em co-cultura com C. albicans em escala ampliada

Para a cromatografia do extrato desse cultivo foram submetidos 2,0 g a
cromatografia em coluna aberta empacotada com Sephadex LH-20 (33,0 Q),
utilizando-se metanol como eluente. Foram obtidas 91 fragbes, as quais foram
combinadas ap0Os andlise por CCD. As fracdes combinadas 18-28 (102,2 mg) e
36-49 (157,3 mg) foram recromatografadas novamente em coluna Sephadex LH-
20, obtendo-se 22 e 38 fracdes, respectivamente. As fracOes obtidas foram
analisadas por CCD e combinadas. A partir desse extrato ndo se isolou nenhum

metabdlito puro.

4.3.8.4 Cromatografia em coluna do extrato obtido do cultivo do fungo F.
nygamai em co-cultura com C. albicans em escala ampliada

Para cromatografia em coluna do extrato bruto desse co-cultivo em escala
ampliada submeteu-se 1,1 g deste extrato ao fracionamento cromatografico em

coluna aberta empacotada com Sephadex LH-20 (33,0 g), utilizando-se metanol
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como fase movel. Foram coletadas 47 fracbes de 20 mL, as quais foram
combinadas apés analise por CCD. As fragBes 7-8 (66,2 mg) e 9-13 (337,3 mQ)
foram cromatografadas, utilizando-se a mesma coluna, fase fixa e mesmo
eluente, obtendo-se 14 e 20 fracdes, respectivamente. As fracdes foram

agrupadas apoés andlise por CCD. Nenhum metabdlito pode ser isolado.

4.3.8.5 Cromatografia em coluna do extrato obtido do cultivo do fungo A.
chevalieri com a biomassa do fungo F. nygamai em escala ampliada

A partir desse extrato foram feitas varias colunas cromatograficas, as quais
foram enumeradas de I-VIIl para melhor compreensédo. Para as colunas com
Sephadex LH-20, utilizou-se metanol como eluente e, para as colunas com silica
gel, usou-se hexano/acetato de etila/metanol em proporcdo crescente de
polaridade. O extrato bruto (1,0 g) foi submetido a cromatografia em coluna aberta
empacotada com Sephadex LH-20 (coluna 1) utilizando metanol como eluente.
Obtiveram-se 59 fracfes; nas fracOes 4-8 observou-se a formacao de precipitado,
o qual foi separado e lavado com metanol obtendo-se um composto branco
nomeado GO-2 (10,2 mg). As fracgdes, incluindo aquelas de onde foi retirado o
precipitado, foram submetidas a analise por CCD e posteriormente combinadas
de acordo com a similaridade do perfil. As fragbes 15-21 (53,9 mg) foram
recromatografadas em coluna de sephadex (coluna Il) obtendo-se 31 fracfes, que
foram combinadas ap6s analise por CCD. Em seguida, as fracbes 18-23 (50,9
mg) foram recromatografadas em coluna de silica gel (coluna Ill) e obtiveram-se
94 fracdes. Apos andlise por CCD, as fracbes 1-5 foram combinadas, obtendo-se
um sélido laranja nomeado GO-3 (4,1 mg).

As fracbes 5-9 (195,0 mg) da coluna | foram cromatografadas em coluna
Sephadex LH-20 (coluna 1V), obtendo-se 18 fracdes. Apds andlise por CCD, as
fragbes foram combinadas. As fracbes 8-9 (56,3 mg) foram submetidas a
cromatografia em coluna de silica gel (coluna V), obtendo-se 67 fragcbes, as quais
foram combinadas apds analise por CCD. Das fracdes 6-8 obteve-se um solio
amarelo nomeado GO-4 (6,3 mg). Um esquema para o isolamento dos compostos

nesta primeira parte € mostrado na figura a seguir (Figura 29, pag. 46).
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Extrato AcOEt
(1,09)
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4-8 15-21 5-9
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em MeOH .
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GO-3 GO-4
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Figura 29. Sequéncia de isolamento dos metabolitos do extrato do cultivo do
fungo 584 com a biomassa do fungo 619 a partir das colunas cromatogréficas I-V.
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Visando o isolamento de outros compostos e de maior quantidade dos
compostos j4 isolados, foi feita outra cromatografia em coluna partindo de uma
quantidade maior de massa do mesmo extrato bruto. Dessa forma, foram
submetidos 3,0 g do extrato a cromatografia em coluna Sephadex LH-20 (coluna
VI) utilizando metanol como eluente. Obtiveram-se 92 fragbes; nas fragdes 10-16
observou-se novamente a formagédo do precipitado branco GO-2, o qual foi
separado e lavado com metanol obtendo-se mais 25,4 mg. Nas fracbes 15-18
também observou-se um material solido, que foi separado e lavado com metanol,
obtendo-se um composto laranja nomeado GO-5 (5,2 mg). As 92 fracdes,
incluindo aquelas de onde foi retirado o precipitado, foram submetidas a anélise
por CCD e, ap6s combinadas, algumas foram recromatografadas em coluna
aberta empacotada com silica-gel.

A coluna cromatogréfica de silica das fra¢cdes 8-18 (411,0 mg, coluna VII)
da coluna VI deu origem a 64 fragbes, as quais foram combinadas apos
monitoramento por CCD. Das fracdes 8-15 obteve-se um solido amarelo nomeado
GO-6 (16,9 mg).

A coluna cromatogréfica das fragbes 16-18 (33,9 mg, coluna VIII) da coluna
VII deu origem a 13 fra¢des, que foram combinadas apds analise por CCD. Das
fracOes 1-5 foram obtidos 11,3 mg do composto GO-4 e das fracbes 6-7 obteve-
se novamente o composto GO-6 (9,4 mg).

A seguir € mostrado um esquema de isolamento dos compostos nessa

etapa (Figura 30, pag. 48).
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Extrato AcOEt

(3,09)
Coluna de
Sephadex LH-20
Coluna VI
92 fracdes
Combinacéo
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FracOes Fracbes Fracbes

10-16 15-18 8-18

(411,0 mg)
Coluna
Precipitado Precipitado Vi
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13 Fracbes

GO-2 GO-5 fracoes 8-15

(25,4 mg) (5,2 mg) C| |

Fracdes Fracdes GO-6

6-7 1-5 (16,9 mg)
GO-6 GO-4
(9,4 mg) (11,3 mg)

Figura 30. Sequéncia de isolamento dos metabdlitos do extrato do cultivo do
fungo 584 com a biomassa do fungo 619 a partir das colunas cromatogréficas VI-
VIILI.

4.3.9 Quantificagcdo dos compostos por CLAE

Os cinco compostos isolados a partir do extrato do cultivo do fungo 584
com a biomassa do fungo 619 (GO-2, GO-3, GO-4, GO-5 e GO-6) foram

guantificados nos extratos dos trés cultivos do fungo 584 (Experimento 3) e no
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extrato controle. A quantificacdo foi realizada por CLAE a 270 nm, utilizando as
mesmas condi¢cdes cromatogréficas descritas para os extratos do fungo 584 do
Experimento 3, item 4.3.3.3, pag. 34, mudando o gradiente que foi aprimorado
para o seguinte: 1-7 min, 15-40% A; 7-30 min, 40-70% A; 30-35 min, 70-95% A,
35-60 min, 95% A; 60-65 min, 95-100% A; 70 min, 100% A. Os cromatogramas e
0s registros das areas dos picos foram obtidos a partir de processamento dos
dados no software LCsolution.

Foram preparadas solu¢des dos extratos na concentracdo de 1,0 mg mL™*
em metanol UV/HPLC e dos padrdes (compostos) em concentragcdes que
variaram entre 0,01 mg mL* e 3,0 mg mL* em acetonitrila/cloroférmio UV/HPLC.
Uma curva de calibracdo foi tracada para cada composto, utilizando-se as
respectivas solucdes dos mesmos. A partir da equacao da reta obtida pela curva
concentracdo versus area obtiveram-se as concentracdes dos padrbes nos
extratos, substituindo na variavel “y” o valor da média das areas dos picos de
cada amostra padrdo em cada extrato. A partir das massas iniciais dos extratos
obtiveram-se os valores referentes as massas dos padrdes em cada extrato e,
consequentemente, o teor (% m/m) dos mesmos. Os calculos foram realizados

utilizando o software Microsoft Excel®.

4.3.10 Elucidacéao estrutural dos compostos

Para a elucidacao estrutural dos compostos isolados realizou-se a andlise
espectroscopica por ressonancia magnética nuclear (RMN), que consistiram em
experimentos unidimensionais (RMN de 'H e de 13C e DEPT-135) e
bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC), na frequéncia de 400 e 100 MHz para H
e 13C, respectivamente. Andlises por espectrometria de massas e determinacéo
de pontos de fusdo também foram realizadas.

Os experimentos de RMN foram realizados no Laboratério de Ressonancia
Magnética de Alta Resolugdo (LAREMAR) do DQ-UFMG e os espectros foram
processados no software MestReNova.

Os experimentos de espectrometria de massas foram realizados em
espectrometro de massas com ionizacdo por paper spray (PS-MS) para os

extratos no DQ-UFMG e com ionizacdo por electrospray (ESI-MS) para os
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compostos puros no DQ-UFMG (compostos: GO-1, GO-2 e GO-4) e na Central
Analitica 1Q-USP (Compostos: GO-3, GO-5 e GO-6).

50



RESULTADOS E DISCUSSAO

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo molecular e caracteristicas morfoldégicas das espécies
fungicas

As cinco espécies selecionadas para este trabalho foram identificadas
molecularmente, 0 que permitiu a identificacdo de quatro cepas em nivel de
espécie baseado na similaridade (98 a 100%) das sequéncias de ITS (Internal
Transcribed Spacer) com sequéncias de isolados depositados em cole¢cdes de
culturas internacionais (Tabela 3). A espécie 529 foi identificada como
Clonostachys rogersoniana, a 584 como Aspergillus chevalieri, a 588 foi
identificada apenas em nivel de género com Penicillium sp., as espécies 619 e
747 foram identificadas como Fusarium nygamai e Talaromyces calidicanius,
respectivamente. Todas as cepas identificadas estdo depositados na Embrapa
Milho e Sorgo (MG) sob os codigos BRM047708 (529), BRM047709 (584),
BRMO047710 (588), BRM047711 (619) e BRM047712 (747), respectivamente.

Tabela 3. Dados sobre a identificacdo molecular das espécies fungicas

Cdédigo de Codigo da Fragmento Descricdo  Cobertura Identidade Acesso ao

depdsito colecédo ITS (%) (%) GenBank
(pb)

BRM 529 533 C. 99 100 MH143243
047708 rogersoniana

BRM 584 566 A. chevalieri 95 100 MH143244
047709

BRM 588 603 Penicillium sp. 95 98 MH143245
047710

BRM 619 562 F. nygamai 94 99 MH143246
047711

BRM 747 584 T. calidicanius 97 99 MH143247
047712

pb: Pares de base
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Para contribuir com a identificacdo molecular foram observadas as
caracteristicas morfolégicas das cinco espécies de fungos filamentosos (Figura
31, pag. 53), conforme descrito a seguir.

As cinco espécies formaram colbnias que se espalharam pelo meio de
cultura. O fungo 584 revelou coloracdo amarela-dourada, com textura rugosa e
margem inteira. A partir da observacdo microscopica foi possivel evidenciar
microestruturas como hifas ndo septadas, esporangio e esporos no micélio desta
espécie (KRIMITZAS et al., 2013).

Quanto a espécie 588, esta apresentou coloracdo verde, com textura
rugosa, aveludada e margem inteira. Microscopicamente observaram-se hifas
septadas, fialides e conidios no micélio desta espécie (LAMSAF et al., 2013;
VISAGIE et al., 2014).

A espécie 619 apresentou coloracdo esbranquicada com tons roxos,
textura algodonosa e margem filamentosa. Por meio da observagao microscépica
foi possivel identificar hifas septadas e esporos com formato de grdos de arroz
(WOO et al., 2010).

O fungo 529 apresentou coloracdo bege, textura rugosa e margem
filamentosa. Foram observados, microscopicamente, hifas ndo septadas e
esporos no micélio desta espécie (KOTWAL et al., 2016).

A espécie 747 apresentou pigmentacdo rosada, textura radiada, com
margem inteira. Em seu micélio foram observadas as estruturas microscoépicas
hifa e esporo (YILMAZ et al., 2014).
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Figura 31. Caracteristicas macroscopicas e microscopicas das espécies fungicas.
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Fungos do género Aspergillus sdo bem conhecidos por produzirem varios
metabdlitos biologicamente ativos (LUBERTOZZI & KEASLING, 2009), incluindo
inibidores da AChE (LIMA et al., 2018a). A espécie A. chevalieri ja foi estudada
isoladamente, a partir da qual varios metabdlitos secundarios foram isolados.
Dentre os principais metabolitos desta espécie destacam-se alcaloides derivados
do triptofano, como isoechinulina e analogos (ALI et al., 1988), policetideos, como
antraquinonas (BACHMANN et al., 1979) e derivados benzaldeidicos, como
auroglaucina e seus analogos (HAMASAK et al., 1981).

Espécies do género Penicilium e Clonostachys também foram relatadas
como fontes de inibidores da AChE (KONG et al., 2016; LI et al., 2017b). Espécies
do género Penicillium sdo muito estudadas e demonstram ter um metabolismo
secundario bem diversificado em termos de estruturas quimicas. Foram relatados
derivados de bistiodicetopiperazina e sesquiterpenos com atividade antibacteriana
da espécie P. adametzioides (LIU et al., 2015), analogos do acido ambuico de
Penicilluim sp. (GUO et al., 2015), macrolideos formados a partir da via do acetato
da espécie de penicillium em co-cultura, meroterpenos por P. citreonigrum na
presenca de modulador epigenético (WANG et al., 2010), dentre outras classes
de compostos.

Dentre os metabdlitos isolados de C. rogersoniana destacam-se 0s
compostos da classe das virticillinas, caracterizadas por uma ponte dissulfeto
através de um anel de dicetopiperazina, como a 11'-deoxiverticillin A, substancia
que atraiu interesse biolégico devido a sua potente inducdo na formacdo de
autofagossomos (WANG et., 2017a), além de induzir autofagia e apoptose de
células tumorais humanas (ZHANG et al., 2011).

Uma espécie do género Talaromyces foi indentificada neste trabalho e tem
0 papel antagonista reconhecido para espécies desse género, como relatado para
Talaromyces flavus, um fungo muito usado como agente biocontrole (YILMAZ et
al.,, 2014) que se encaixa no modelo de estresse bibtico. Substancias com
atividade antibacteriana, como norlichexantona, antifingica, como 0s compostos
fenélicos stemfiperilenol e acido secalénico A, neuroprotetora, como (2R,3S)-
pinobanksin-3-cinamato, foram produzidas a partir de espécies do género
Talaromyces (NICOLETTI et al., 2018).
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Uma espécie de Fusarium também foi identificada neste trabalho e fungos
deste género sdo reconhecidos por biossintetizar metabdlitos relacionados ao
estresse bidtico, como acido fusarico (BOHNI et al.,, 2016) e seus analogos
(AMALFITANO et al., 2002).

5.2 Co-cultivo dos fungos e analise por CLAE dos extratos do experimento 1

Como descrito no item 4.3.3.1 (pag. 31), as cinco espécies de fungos foram
cultivadas em co-cultura (em pares) com outros fungos, bactérias e levedura
durante 30 dias em meio de cultura solido. A seguir sdo apresentados o0s

resultados destes cultivos.

5.2.1 Co-cultura entre fungos

Em co-cultura de fungos podem ser observados padrées morfologicos de
interacdo que incluem: inibicdo a distancia — os fungos ndo entram em contato
fisico devido a presenca de substancias toxicas no meio, produzidas por uma ou
por ambas as espécies; linha de zona — linha formada entre as duas espécies
pelo depdsito de substancias produzidas por ambas; inibicdo por contato — as
espécies entram em contato fisico,b mas ndo avancam sobre a outra;
supercrescimento — uma espécie cresce excessivamente, inclusive sobre a outra
(BERTRAND et al., 2013b). Alguns desses padrdes foram observados nos co-
cultivos das cinco espécies estudadas nesse trabalho.

Nos cultivos em pares (Figura 32, pag, 56) das espécies A. chevalieri (584),
T. calidicanius (747) e C. rogersoniana (529) com a espécie Penicillium sp. (588)
foi possivel observar a inibicdo por contato, onde ambas as espécies em co-
cultivo cresceram de modo que seus micélios entraram em contato fisico, mas
nao avangaram sobre o territorio da outra. Espécies de Penicillium séo
conhecidas por produzirem, em co-cultura, substancias com atividade
antibacteriana, antifingica, como a Berkeleylactona A e o antibiotico A26771B
(STIERLE et al., 2017). O mesmo tipo de inibicao foi observado para o cultivo de
C. rogersoniana (529) com F. nygamai (619) e para os cultivos em pares da
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espécie T. calidicanius (747) com A. chevalieri (584), C. rogersoniana (529) e F.

nygamai (619).

584+588 747+588 529+588 619+588 747+584

584+529 619+529 747+529 619+584 747+619
= = =1 - . T s
y N

=

Figura 32. Co-cultura das espécies fungicas A. chevalieri (584), Penicillium sp.
(588), T. calidicanius (747), C. rogersoniana (529) e F. nygamai (619) em pares.
a,b,c,e,q,j — inibicdo por contato; d — inibicdo a distancia; f,j — supercrescimento.

Foi possivel observar a inibicdo a distancia entre F. nygamai (619) e
Penicillium sp. (588), ndo havendo contato fisico entre os micélios das duas
espécies. A inibicdo por espécie do género Fusarium em co-cultura com outro
fungo ja foi relatada, Fusarium sf. Oxysporum, por exemplo, inibiu o fungo
Sarocladium sf. strictum devido ao aumento da produgéo da toxina acido fusérico
(BOHNI et al., 2016). O supercrescimento de C. rogersoniana (529) e F. nygamai
(619) foi observado no co-cultivo com A. chevalieri (584), onde as duas espécies
cresceram excessivamente, inclusive por cima de A. chevalieri.

Ao coexistirem em um mesmo ambiente, os fungos competem pelos
nutrientes limitados e pelo espaco. Ambas as espécies necessitam se defender
contra o opositor e se adaptar ao ambiente que promove estresse (MARMANN et
al., 2014). Apesar da competicdo, algumas espécies fungicas conseguem se
disseminar mais intensamente pelo meio de cultura, inibindo assim, o crescimento
do seu opositor, como ocorreu no caso das espécies Penicillium sp., T.
calidicanius e F. nygamai quando cultivadas com A. chvalieri. Em virtude desse

estresse bidtico pode ocorrer variacdo dos metabolicos produzidos por estas
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espécies, o que pode ser evidenciado por analise dos perfis metabdlicos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

5.2.2 Analise por CLAE dos extratos do cultivo dos fungos isolados e em co-
cultura fungo-fungo

As analises por CLAE foram realizadas comparando-se os perfis dos
extratos resultantes dos diferentes co-cultivos com o perfil por CLAE dos fungos
cultivados isoladamente. A analise dos cromatogramas obtidos dos extratos
metandlicos das espécies fungicas cultivadas em co-cultura e isoladamente
evidenciou que houve variacdo no perfil metabdlico dos fungos (Figura 33, pag.
58). Foi possivel observar que ocorreu tanto inibicdo da producdo de compostos
que foram produzidos quando o fungo foi cultivado isoladamente, quanto
elicitacdo de metabdlitos que nao foram observados no extrato do cultivo isolado.
Isso pode ser visualizado na Figura 33D, onde notou-se a presenca de um pico
com tempo de retencédo (TR) em torno de treze minutos no extrato de co-cultivo
das espécies fungicas A. chevalieri e F. nygamai, o qual ndo foi detectado nos
cromatogramas dos extratos do cultivo das espécies isoladas. Também nao séo
observados nas Figuras 33A, B, C e D o pico referente ao composto com TR 45
min e nas Figuras 33D e I, o pico com TR 15 min, quando comparado ao perfil do
extrato de co-cultivo.

Os extratos dos co-cultivos de A. chevalieri com T. calidicanius (584+747) e
A. chevalieri com F. nygamai (584+619), (Figuras 33 A e D, respectivamente), T.
calidicanius com Penicillium (747+588) e T. calidicanius com C. rogersoniana
(747+529) (Figuras 33E e G, respectivamente) foram 0s que apresentaram maior
variacdo nos perfis cromatograficos. Os extratos dos co-cultivos T. calidicanius
com F. nygamai (747+619), T. calidicanius com C. rogersoniana (747+529),
Penicilium com C. rogersoniana (588+529) e F. nygamai com C. rogersoniana
(619+529) (Figuras 33F, G, H e J) ndo apresentaram variacdes significativas no

perfil, quando comparados aos perfis metabdlicos controles.
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Figura 33. Cromatogramas (270 nm) dos extratos de co-cultura de fungos A.
chevalieri (584), T. calidicanius (747), C. rogersoniana (529), Penicillium (588) e F.
nygamai (619) em pares em comparacao com os perfis metabodlicos controles. As
setas indicam regides dos cromatogramas onde o perfil encontra-se diferenciado.
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A elicitacdo de novos metabolitos pode ocorrer devido a ativacdo de genes
silenciosos que nao sao transcritos em condi¢cbes de cultivo (MOUSSA et al.,
2019). Isto ocorre porque a auséncia de estimulos e a abundancia de nutrientes
presentes nos meios de cultura tornam desnecessarias varias rotas biossintéticas
relacionadas a defesa ou a sobrevivéncia (MOUSSA et al., 2019).

No entanto, em um ambiente competitivo, esses genes podem ser
expressos em resposta ao estresse bidtico, levando assim, a producdo de
compostos que até entdo ndo eram produzidos, como uma forma de defesa e/ou
adaptacdo ao meio (SHANG et al.,, 2017; STIERLE et al., 2017). Assim como
algumas rotas biossintéticas podem ser ativadas, outras podem ser inativadas,
podendo ocorrer inibicAo da biossintese de compostos que sdo produzidos
quando a espécie é cultivada isoladamente. Por exemplo, o cultivo de Aspergillus
niger com Fusarium verticillioides levou a reducdo de metabdlitos produzidos em
cultura simples (CHATTERJEE et al., 2016). O aumento da producdo de
metabdlitos também é resultado da modificacdo do metaboloma fangico a partir
da co-cultura com outros micro-organismos, como € o0 caso da toxina acido
fusarico, que teve sua producdo aumentada na co-cultura de F. oxysporum com
S. strictum (BOHNI et., 2016).

5.2.3 Co-cultivo das espécies fungicas com C. albicans

De acordo com Ho e colaboradores (2003), a utilizacdo da levedura C.
albicans (CA) no cultivo de fungos levou a producdo de metabdlitos fangicos com
atividade antifungica contra diferentes cepas de C. albicans. Sendo assim, este
organismo é eficaz para promover estresse bidtico.

Como pode ser visualizado na Figura 34, pag. 60, a levedura C. albicans
(CA) inibiu o crescimento do fungo A. chevalieri (584), tendo em vista que o fungo
nao se disseminou pelo meio de cultura, ficando totalmente contido no centro da
placa em resposta a presenca da levedura. I1sso significa que, possivelmente, a
levedura produziu alguma substancia capaz de inibir o desenvolvimento deste
fungo. Embora, em meio sélido, o fungo A. chevalieri ndo tenha inibido a levedura,

existem relatos de que, em meio liquido e na presenca da levedura, esse fungo
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produziu extrato com atividade antifangica (HO et al., 2003), o que se justifica pelo

diferente comportamento de fungos de acordo com o ambiente de crescimento.

529 + CA 584 + CA

588 + CA 619 + CA

Figura 34. Co-cultivo das espécies fungicas C. rogersoniana (529), A. chevalieri
(584), Penicillium (588), F. nygamai (619) e T. calidicanius (747) com C. albicans
(CA) em meio sélido (frente e verso da placa de Petri).

Também ocorreu inibicdo dos fungos Penicillium (588) e T. calidicanius
(747), que ndo conseguiram se disseminar no local onde cresceu a C. albicans. A
levedura C. albicans além de produzir metabdlitos antimicrobianos (KADHIM et
al., 2016) é capaz de aumentar o pH do ambiente (VYLKOVA et al., 2011), o que
pode ter afetado o desenvolvimento das duas espécies flungicas.

Em relacdo as espécies C. rogersoniana (529) e F. nygamai (619), estas
cresceram por todo o meio de cultura, inclusive sobre a levedura, logo, nao
ocorreu inibicdo do crescimento desses fungos. Espécies do género Fusarium séo
relatadas como antifingica contra C. albicans (TAYUNG et al., 2011).
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5.2.4 Anélise por CLAE dos extratos de co-cultivo dos fungos com C.
albicans

A analise dos cromatogramas obtidos por CLAE (Figura 35) evidenciou
que, ao serem cultivados em co-cultura, tanto a levedura C. albicans (CA) quanto
o fungo A. Chevalieri (584) tiveram inibicdo da producdo de seus metabolitos
secundérios (Figura 35A). Esse resultado corrobora com o fato do fungo ter sido
totalmente contido pela levedura e nao ter conseguido se desenvolver

normalmente (Figura 34, pag. 60).
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Figura 35. Cromatogramas (270 nm) dos extratos de co-cultura das espécies
fangicas A. chevalieri (584), T. calidicanius (747), C. rogersoniana (529),
Penicillium (588) e F. nygamai (619) com C. albicans (CA) em comparagdo com
os perfis metabdlicos controles. As setas indicam regides dos cromatogramas
onde o perfil encontra-se diferenciado.

de A. chevalieri ndo ter crescido, possivelmente este produziu alguma substancia

gue causou inibicdo de rotas biossintéticas na levedura.
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Também foi observada inibicdo da producdo metabdlica no co-cultivo dos
fungos T. calidicanius (747), C. rogersoniana (529) e F. nygamai (619) com C.
albicans (Figuras 35B, C e E, respectivamente). Embora estes fungos tenham
crescido bem na presenca da levedura, ndo significa que produziram os mesmos
metabdlitos do controle. Quanto ao co-cultivo do fungo Penicillium (588) com a
levedura (Figura 35D), este resultou no aumento da producdo de metabdlitos,
como por exemplo o composto com TR 19,0 min, além de inibicdo de compostos
produzidos pela levedura, como € o caso do metabdlito com TR 26 min. De
acordo com essa analise foi possivel observar que, de modo geral, a levedura C.
albicans ndo se mostrou efetiva para produzir estresse bibtico capaz de

influenciar de forma expressiva o metabolismo secundario dos fungos.
5.2.5 Co-cultivo das espécies fungicas com bactérias

Experiéncias anteriores indicaram que fungos, quando cultivados com
diferentes bactérias, Gram-positivas ou Gram-negativas, respondem por meio da
biossintese de diferentes metabdlitos cripticos. Por exemplo, o cultivo do fungo
Chaetomium sp. com culturas vivas da bactéria Gram-positiva B. subtilis
produziram novos derivados do acido chiquimico (AKONE et al., 2016), enquanto
a co-cultura do mesmo fungo com culturas autoclavadas da bactéria Gram-
negativa Pseudomonas aeruginosa produziram novos derivados de butenolida
(ANCHEEVA et al., 2017). O cultivo do fungo Fusarium tricinctum com a bactéria
Streptomyces lividans (Gram-positiva) também resultou na inducdo de novos
metabolitos secundarios, dimeros de naftoquinona (MOUSSA et al., 2019).

A bactéria E. coli (Gram-negativa) em co-cultura com fungo foi capaz de
induzir a produgdo de compostos de interesse para tratamento de doencas
neurodegenerativas, como por exemplo a narigenina (ZHANG et al., 2017), um
flavanoide que apresenta atividade protetora contra espécies reativas de oxigénio
(WANG et al., 2017b). A bactéria Salmonella typhimurium (Gram-negativa) em co-
cultura com o fungo Paecilomyces lilacinus induziu a producdo do composto
paecilomida, um inibidor da acetilcolinesterase (TELES et al., 2013).

Com base nas pesquisas, observa-se que o uso de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas em co-cultura com fungos s@o relevantes para a

induc&o de metabdlitos cripticos com potencial biolégico.
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5.2.5.1 Co-cultivo das espécies fungicas com S. aureus

Como pode ser observado na Figura 36, a bactéria S. aureus (SA) inibiu o
crescimento do fungo Penicillium sp. (588), uma vez que, quando cultivado
isoladamente (Figura 31, pag. 53), o fungo se espalhou por todo o meio de

cultura.

529 + SA 584 + SA

588 +SA

Figura 36. Co-cultivo dos fungos C. rogersoniana (529), A. chevalieri (584),
Penicillium (588), F. nygamai (619) e T. calidicanius (747) com S. aureus em meio
sélido (frente e verso da placa de Petri).

A bactéria também inibiu o crescimento do fungo A. chevalieri (584). As
demais espécies fungicas, C. rogersoniana (529), F. nygamai (619) e T.

calidicanius (747), cresceram espalhando suas colbnias sobre a bactéria.

5.2.5.2 Anédlise por CLAE dos extratos do co-cultivo dos fungos com S.
aureus
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A seguir sdo apresentados os cromatogramas, obtidos por CLAE, dos

extratos do co-cultivo das espécies de fungos com S. aureus (Figura 37).
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Figura 37. Cromatogramas (270 nm) dos extratos de co-cultura das espécies
fungicas A. chevalieri (584), T. calidicanius (747), C. rogersoniana (529),
Penicillium (588) e F. nygamai (619) com S. aureus (SA) em comparagdo com 0S
perfis metabdlicos controles. As setas indicam regifes dos cromatogramas onde o
perfil encontra-se diferenciado.

Observa-se que, para o fungo A. chevalieri (584) houve diminuicdo da
producdo metabdlica, bem como aumento da producédo do composto com TR 29
min (Figura 37A). Espécies do género Aspergillus, como A. fumigatus, sao
receptivas a estimulos causados por bactéria Gram-positiva como Streptomyces
bullii, produzindo metabdlitos cripticos (RATEB et al., 2013).

Para os demais co-cultivos houve inibicdo da produgcdo de metabdlitos.

Como observado na Figura 36 (pag. 63) o crescimento do fungo Penicillium sp.
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(588) foi inibido pela bactéria, a ponto de ndo produzir nenhum dos metabdlitos
detectados no seu extrato controle. Portanto, no geral, nestas condi¢cbes o
estresse bidtico causado pela bactéria S. aureus néo foi efetivo para influenciar

significativamente o metabolismo secundario dos fungos.

5.2.5.3 Co-cultivo dos fungos com E. carotovora

Na Figura 38 sdo mostrados os cultivos das espécias fungicas com E.

carotovora (E).

584 + E

588 + E 619+ E

Figura 38. Co-cultivo dos fungos C. rogersoniana (529), A. chevalieri (584),
Penicillium (588), F. nygamai (619) e T. calidicanius (747) com E. carotovora em
meio sélido (frente e verso da placa de Petri).

Como pode ser observado, a bactéria E. carotovora ndo inibiu o
crescimento de nenhuma das espécies fungicas, tendo em vista que todas

cresceram por todo o meio de cultura, inclusive recobrindo a bactéria.
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5.2.5.4 Anédlise por CLAE dos extratos de co-cultivo dos fungos com E.
carotovora

A analise dos cromatogramas obtidos, por CLAE, dos extratos destes co-
cultivos (Figura 39) mostrou que ocorreu variacdo no perfil cromatografico do
fungo A. chevalieri (584), para o qual foi possivel observar tanto minimizacao e
inibicdo de metabdlitos normalmente produzidos pelo fungo quanto a producao de

um novo metabolito com TR 33 min (Figura 39A).

(¢100.000)

T47+E

Figura 39. Cromatogramas (270 nm) dos extratos de co-cultura das espécies
fungicas A. chevalieri (584), F. nygamai (619), C. rogersoniana (529), Penicillium
(588) e T. calidicanius (747) com E. carotovora (E) em comparagdao com os perfis
metabdlicos controles. As setas indicam regides dos cromatogramas onde o perfil
encontra-se diferenciado.

O perfil cromatografico do extrato de co-cultivo do fungo F. nygamai (619)
(Figura 39B) evidenciou a producdo de um composto majoritario (TR 8 min) que
nao foi detectado nos extratos dos cultivos do fungo ou da bactéria isolados. Em

virtude disso, este co-cultivo foi escolhido para ser realizado em escala ampliada.
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Também foi observado variagdo no perfil metabdlico da espécie fungica T.
calidicanius (747) (Figura 39E), sendo possivel detectar no extrato de co-cultivo
metabdlitos que ndo foram observados nos extratos do cultivo do fungo e da
bactéria isolados. De modo geral, a bactéria E. carotovora mostrou-se eficiente
para produzir estresse bidtico, sendo capaz de influenciar efetivamente o
metabolismo secundario das espécies fungicas.

5.2.5.5 Co-cultivo dos fungos com E. coli

Na Figura 40 sédo apresentados 0s co-cultivos das espécies fungicas com
E. coli (EC).

Figura 40. Co-cultivo dos fungos C. rogersoniana (529), Penicillium (588), T.
calidicanius (747), F. nygamai (619), A. chevalieri (584) com E. coli (EC) em meio
sélido (frente e verso da placa de Petri).

A alteracdo mais relevante observada nestes co-cultivos foi uma pequena
inibicdo no crescimento da espécie Penicillium (588) que, apesar de se espalhar

por todo o meio de cultura, ndo cresceu totalmente sobre a bactéria.
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5.2.5.6 Analise por CLAE dos extratos de co-cultivo das espécies fungicas
com E. coli

A andlise dos cromatogramas dos extratos deste experimento revelou
variacdo do perfil metabdlico (Figura 41), principalmente das espécies A.

chevalieri (584) e T. calidicanius (747) (Figuras 41A e E, respectivamente).
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Figura 41. Cromatogramas (270 nm) dos extratos de co-cultura das espécies
fungicas A. chevalieri (584), F. nygamai (619), C. rogersoniana (529), Penicillium
(588) e T. calidicanius (747) com E. coli (EC) em comparagdo com os perfis
metabdlicos controles. As setas indicam regides do cromatograma onde o perfil
encontra-se diferenciado.

O maior destaque foi a espécie T. calidicanius (747), uma vez que, em co-
cultura, produziu compostos diferentes daqueles produzidos quando cultivado

isolado (TR 27-34 min). No geral, nestas condi¢bes de cultivo, a bactéria E. coli
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ndo promoveu estresse bidtico efetivo para influenciar efetivamente o

metabolismo secundario de todas as espécies fungicas.

5.3 Analise por CLAE dos extratos de co-cultivos do Experimento 2

O Experimento 2 (item 4.3.3.2, pag. 32) constou do co-cultivo das cinco
espécies de fungos com E. coli, S. aureus e C. albicans, separadamente, durante
30 dias, em trés meios de cultura distintos (meios 1, 2 e 3). A seguir, serdo
apresentados algumas analises por CLAE mais significativas dos extratos dos co-
cultivos nos meios 1 e 2. A analise por CLAE dos extratos do meio 3 ndo sera

apresentada pois os cromatogramas nao ficaram bem resolvidos.

5.3.1 Andlise por CLAE dos co-cultivos do fungo F. nygamai com E. coli, S.
aureus e C. albicans nos meios 1 e 2

Com base na analise dos cromatogramas obtidos por CLAE (Figura 42,
pag. 70) observou-se que, nos meios 1 (composto agar bacterioldgico, extrato de
carne e glicerina) e 2 (composto agar bacterioldgico e extrato de carne), o co-
cultivo levou a varia¢des no perfil metabdlico de F. nygamai (619), com producéo
de metabdlitos que ndo foram observados no extrato do fungo cultivado isolado.
Um metabdlito com TR 15 min foi produzido quando o fungo foi cultivado com S.
aureus no meio 1 (Figura 42B) e, em menor quantidade quando cultivado com C.
albicans no mesmo meio (Figura 42C). Quando cultivado com E. coli no meio 1,
este fungo produziu um metabdlito com TR 43 min (Figura 42A) em quantidade
maior do que nos co-cultivos com S. aureus e com C. albicans no mesmo meio
(Figuras 42B e C). No meio 2, este composto foi produzido em maior quantidade
guando F. nygamai foi cultivado com C. albicans (Figura 42F) do que quando
cultivado com S. aureus (cromatogramas E). Este composto néo foi observado no
cultivo do fungo com E. coli no meio 2 (Figura 42 D). Um composto com TR 24
min foi observado apenas quando F. nygamai sofreu sob estresse bidtico

produzido pela presenca de S. aureus e C. albicans no meio 2 (Figura 42E e F).
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Figura 42. Cromatogramas (270 nm) dos extratos de co-cultura de F. nygamai
(619) com E. coli (EC), S. aureus (SA) e C. albicans (CA) nos meios 1 e 2, em
comparacdo com 0s extratos controles. As setas indicam regides do
cromatograma onde o perfil encontra-se diferenciado.

Em virtude da variacéo do perfil cromatogréafico no co-cultivo de F. nygamai
com E. coli no meio 1 e com C. albicans no meio 2 (Figuras 42A e F,
respectivamente), realizou-se o0 cultivo em escala ampliada nestas duas
condicdes, visando isolamento de metabdlitos secundéarios. Com base nestes
resultados, pode-se inferir que, nestas condigdes, E. coli, S. aureus e C. albicans
sdo efetivas para produzirem estresse bidtico capaz de influenciar

significativamente o metabolismo secundario de F. nygamai.
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5.3.2 Andlise por CLAE dos co-cultivos de A. chevalieri com E. coli, S.
aureus e C. albicans nos meios 1 e 2

A anadlise dos cromatogramas dos extratos do co-cultivo de A. chevalieri
(584) com E. coli, S. aureus e C. albicans nos meios 1 e 2 (Figura 43) evidenciou
a presenca de compostos que ndo foram observados nos extratos dos controles
(Figuras 43A, B e C), assim como ocorreu inibicdo da producdo de outros
metabalitos (Figuras 43D, E e F).
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Figura 43. Cromatogramas (270 nm) dos extratos de co-cultura de A. chevalieri
(584) com E. coli (EC), S. aureus (SA) e C. albicans (CA) nos meios 1 e 2, em
comparagcdo com o0s extratos controles. As setas indicam regides do
cromatograma onde o perfil encontra-se diferenciado.

De modo geral, os meios 1 e 2 (cuja diferenca era a presenca da fonte de
carbono, glicerina, no meio 1) foram eficazes para promover mudanga no

metabolismo de A. chevalieri.
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5.3.3 Anédlise por CLAE dos co-cultivos de T. calidicanius com E. coli, S.
aureus e C. albicans nos meios 1 e 2

A analise dos cromatogramas dos extratos dos co-cultivos de T.
calidicanius (747) com E. coli (EC), S. aureus (SA) e C. albicans (CA) nos meios 1
e 2 (Figura 44) evidenciou mudancas no perfil metabdlico do fungo 747,
principalmente quando cultivado com C. albicans nos meios 1 e 2 (Figura 44C e
F), nos quais foi possivel observar a producdo de novos metabdlitos. Em virtude
disso, o co-cultivo do fungo 747 com C. albicans no meio 2 foi escolhido para ser

repetido em escala ampliada, com a finalidade de isolar metabdlitos secundarios.
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Figura 44. Cromatogramas (270 nm) dos extratos de co-cultura de T. calidicanius
(747) com E. coli (EC), S. aureus (SA) e C. albicans (CA) nos meios 1 e 2, em
comparagdo com o0s extratos controles. As setas indicam regides do
cromatograma onde o perfil encontra-se diferenciado.
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Com base nos resultados observados para estas condigbes de cultivos
(meios 1 e 2), E. coli, S. aureus e C. albicans mostraram maior efetividade para
produzirem estresse bibtico capaz de influenciar significativamente o metabolismo
secundario dos fungos do que nas condi¢cfes utilizadas no Experimento 1 (meio
de cultura BDA). Isso demonstra a eficiéncia da abordagem OSMAC aliada ao co-

cultivo na modulagéo do metabolismo secundério fungico.

5.4 Analise por CLAE dos extratos dos co-cultivos em meio liquido do
Experimento 3

Neste experimento (item 4.3.3.3, pag. 34), as cinco espécies de fungos
foram cultivadas em meio liquido, no qual foi adicionada a biomassa, o caldo e o
caldo e a biomassa liofilizados de outra espécie fungica. Como pode ser
observada na andlise dos cromatogramas obtidos (Figura 45, pag. 74-75), a
espécie fungica A. chevalieri (584) apresentou maior variacdo do seu perfil
metabdlico quando cultivado em meio de cultura suplementado com o caldo
liofilizado (Figura 45B) do que quando cultivado com biomassa ou na presenca de
ambos, caldo/biomassa liofilizados (Figuras 45A e C, respectivamente) das outras
quatro espécies. F. nygami (619) ndo apresentou variacdes significativas no seu
perfil metabdlico nas condicdes experimentais (Figuras 45D, E e F). A espécie T.
calidicanius (747) apresentou maiores variagdes no seu perfil quando cultivada
com caldo/ biomassa das espécies F. nygami (619) e A. chevalieri (584) (Figura
45]). Ja a espécie C. rogersoniana (529) apresentou variacdo do perfil metabdlico
ao ser cultivada com caldo e com caldo/biomassa das demais espécies (Figuras
45K e L, respectivamente). A espécie Penicillium sp. (588) apresentou maior
variacdo metabolica quando cultivada com a biomassa do fungo 584 (Figura
45M).
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Figura 45. Cromatogramas (270 nm) dos extratos de co-cultura dos fungos com
biomassa (B), caldo (C) e caldo/biomassa (CB) liofilizados de outras espécies
fungicas, em meio liquido.
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Figura 45. Cromatogramas (270 nm) dos extratos de co-cultura de fungos com biomassa (B), caldo (C) e caldo/biomassa (CB)
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5.5 Andlise por CLAE dos extratos do Experimento 4 (modulacéo
epigenética)

Os resultados da andlise dos cromatogramas obtidos por CLAE mostraram
que a presenca dos moduladores epigenéticos PROCA e HIDRA ao meio de
cultura foi efetiva para promover a expressdo de novos metabolitos secundarios
(Figura 46).
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Figura 46. Cromatogramas (270 nm) dos extratos fungicos de: A - A. chevalieri
(584); B - T. calidicanius (747); C - Penicillium (588); D - C. rogersoniana (529); E
- F. nygamai (619) obtidos antes e ap0s producdo induzida de metabolitos
utilizando procainamida (PROCA) e hidralazina (HIDRA).
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Na Tabela 4 sdo apresentados os tempos de retencdo dos metabdlitos

secundéarios produzidos nos meios de cultura contendo os moduladores

epigenéticos e ausentes nos cromatogramas dos extratos provenientes do cultivo

dos fungos isolados (controle).

Tabela 4. Tempo de retencdo dos metabdlitos produzidos nos meios de cultura
contendo os moduladore epigenéticos e ausentes no controle

TR (min)
Fungos Procainamida Hidralazina Controle
(PROCA) (HIDRA)
A. chevalieri 51,0 25,0; 26,5; 28,5 (Cromatograma
(Cromatograma A, (Cromatograma A, A, 584)
584 + PROCA) 584 + HIDRA)
T. calidicanius N&o houve 24,5; 26,5; 27,0; 27,5; 29,0 (Cromatograma
modulacdo (Cromatograma B, B, 747)
747 + HIDRA)
Penicillium 21,0 25,0; 27,0; 27,8; 29,0 (Cromatograma
(Cromatograma C, (Cromatograma C, C, 588)
588 + PROCA) 588 + HIDRA)
C. rogersoniana 18,0; 21,5 18,0; 21,5 Cromatograma
(Cromatograma D, (Cromatograma D, D, 529)
529 + PROCA) 529 + HIDRA)
F. nygamai 21,5 26,5; 27,0; 29,0 Cromatograma
(Cromatograma E, (Cromatograma E, E, 619)
619 + PROCA) 619 + HIDRA)

A adicdo de procainamida ativou a producdo de novos metabdlitos

secundarios por A. chevalieri (584), Penicillium (588), C. rogersoniana (529) e F.
nygamai (619). Este modulador ndo alterou o perfil metabdlico da espécie T.
calidicanius (747). Enquanto que, a adicdo de hidralazina ativou o metabolismo
secundéario de todas as espécies fungicas, levando a producdo de varios
metabdlitos diferentes dos encontrados no extrato do controle, em especial T.
calidicanius (747) e Penicillium (588).

Desta forma, considerando todo o experimento, independente da espécie
fungica utilizada, a hidralazina provocou maior elicitagcdo de compostos e maior

modulacdo do metabolismo. Embora ambos os moduladores, PROCA e HIDRA,
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ajam pelo mesmo mecanismo, isto é, inibindo as DNA metiltransferases, eles
ativaram diferentes rotas biossintéticas, levando a expressao de metabdlitos

secundarios diferentes pela maioria das espécies de fungos.

5.6 Atividade inibitéria da acetilcolinesterase do extratos (AChE)

Os extratos obtidos a partir dos cultivos dos Experimentos 1, 2, 3 e 4 foram
submetidos ao bioensaio de inibicdo da acetilcolinesterase, visando determinar

quais possuem potencial atividade anti-Alzheimer.

5.6.1 Atividade inibitéria da acetilcolinesterase dos extratos do Experimento
1

Como pode ser observado na Figura 47 (pag. 79), os extratos dos co-
cultivos de Penicilium com T. calidicanius (588+747), Penicillum com A.
chevalieri (588+584), T. calidicanius com A. chevalieri (747+584), T. calidicanius
com C. rogersoniana (747+529), C. rogersoniana com A. chevalieri (529+584) e F.
nygamai com T. calidicanius (619+747) apresentaram valores de inibicdo da
enzima acetilcolinesterase maiores do que os valores apresentados pelos extratos
do cultivo dos respectivos fungos isolados. O co-cultivo de F. nygamai com A.
chevalieri (619+584) produziu um extrato com valor de inibicdo da AChE maior do
que o valor apresentado pelo extrato do cultivo do fungo A. chevalieri (584)
isoladamente. O extrato do co-cultivo de T. calidicanius com A. chevalieri
(747+584) apresentou porcentagem de inibicdo da AChE (99,6 + 0,2%) maior que
0 apresentado pela eserina (99,1 + 0,1%), composto utilizado como inibidor
padrdo da AChE. Como observado na analise por CLAE, o co-cultivo destas
espécies foi um dos que resultou em maior variagdo do perfil metabdlico dos
fungos (Figura 33A, pag. 58).

Os resultados evidenciam que o co-cultivo de fungos filamentosos foi
efetivo para a produgcdo de compostos com potencial atividade anti-

acetilcolinesterase.
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Inibicao da AChE

EEserina
@533
|584
74y
@619
@529
|AB84T47
Hh38+584
M 558+529
®5884619
| 7474584
@ 747+529
W A294584
& 5294619
6194584
WE14+TAT

Porcentagem de inibigdo

Extratos

Figura 47. Atividade inibitoria da acetilcolinesterase dos extratos de co-cultivo de
fungo com fungo do Experimento 1 (Penicilium (588), A. chevalieri (584), T.
calidicanius (747), F. nygamai (619), C. rogersoniana (529)).

Quanto aos extratos do co-cultivo das cinco espécies fangicas
(representadas por F na legenda do gréafico) com a levedura C. albicans (CA) e as
bactérias S. aureus (SA), E. coli (EC) e E. carotovora (E) em meio BDA, os
resultados do bioensaio mostraram-se promissores para alguns extratos (Figura
48, pag. 80). Os extratos dos co-cultivos de A. chevalieri (584) com S. aureus
(SA), T. calidicanius (747) com S. aureus, T. calidicanius com E. coli (EC), T.
calidicanius com E. carotovora (E) apresentaram valores de inibicdo maiores do
gue o valor apresentado pelas respectivas espécies fungicas quando cultivadas
isoladamente. O extrato do co-cultivo de A. chevalieri com S. aureus apresentou
inibicdo da AChE (99,1 + 0,1%) tdo potente quanto a eserina (99,1 + 0,1%), inibidor
padrdo da AChE. Desta forma, A. chevalieri e T. calidicanius em co-cultura com
bactérias foram capazes de produzir metabdlitos secundarios com atividade anti-

acetilcolinesterase tao promissora quanto a eserina.
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Inibicao da AChE
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Figura 48. Atividade inibitdria da acetilcolinesterase dos extratos de co-cultivo dos
fungos (F) Penicillium (588), A. chevalieri (584), T. calidicanius (747), F. nygamai
(619) e C. rogersoniana (529) com C. albicans (CA), S. aureus (SA), E.coli (EC) e
E. carotovora (E) do Experimento 1.

5.6.2 Atividade inibitéria da acetilcolinesterase dos extratos do Experimento
2

No Experimento 2 diversas condi¢cbes propiciaram a producédo de extratos
capazes de inibir a acetilcolinesterase (Figuras 49, 50 e 51, pag. 81-82).
Considerando todos os cultivos, os melhores resultados foram obtidos quando T.
calidicanius (747) foi cultivado com C. albicans (CA) no meio 1, A. chevalieri (584)
com C. albicans (CA) no meio 2 e T. calidicanius (747) com C. albicans (CA) e

com E. coli (EC) no mesmo meio.
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Inibicao da AChE
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Figura 49. Atividade inibitdria da acetilcolinesterase dos extratos de co-cultivo dos
fungos (F) Penicillium (588), A. chevalieri (584), T. calidicanius (747), F. nygamai
(619) e C. rogersoniana (529) com C. albicans (CA), S. aureus (SA) e E.coli (EC)
no meio 1 do Experimento 2.
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Figura 50. Atividade inibitéria da acetilcolinesterase dos extratos de co-cultivo dos
fungos (F) Penicillium (588), A. chevalieri (584), T. calidicanius (747), F. nygamai
(619) e C. rogersoniana (529) com C. albicans (CA), S. aureus (SA) e E.coli (EC)
no meio 2 do Experimento 2.
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Inibicao da AChE
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Figura 51. Atividade inibitéria da acetilcolinesterase dos extratos de co-cultivo
dos fungos (F) Penicillium (588), A. chevalieri (584), T. calidicanius (747), F.
nygamai (619) e C. rogersoniana (529) com C. albicans (CA), S. aureus (SA) e
E.coli (EC) no meio 3 do Experimento 2.

5.6.3 Atividade inibitéria da acetilcolinesterase dos extratos do Experimento
3

Os extratos obtidos no Experimento 3, a partir do cultivo das cinco espécies
de fungos com a biomassa, o caldo e com caldo/biomassa liofilizados das demais
espécies, separadamente, foram submetidos ao ensaio de atividade inibitoria da
enzima acetilcolinesterase. Os resultados sao apresentados na Figura 52 (pag,
83), em cada grafico sdo mostrados os resultados para os extratos de um fungo
cultivado com a biomassa, com o caldo e com caldo/biomassa dos demais.
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Figura 52. Inibicho da AChE dos extratos do cultivo dos fungos (F) com
biomassa, caldo e com caldo/biomassa de outros fungos.
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O extrato do fungo Penicillium (588) cultivado com a biomassa do fungo A.
chevalieri (584) apresentou alta porcentagem de inibicdo (86,2 + 0,4%) (Figura
52A). Dentre os extratos da espécie fungica C. rogersoniana (529) (Figura 52B),
destaca-se o cultivo com o caldo do fungo F. nygamai (619), cuja porcentagem de
inibicdo (99,9 + 0,6%) foi maior que a da eserina (96,2 + 0,1%), inibidor padrédo da
AChE. Os extratos do fungo 584 (Figura 52C) se destacaram pelos altos valores
de porcentagem de inibicdo da AChE, a maioria acima de 90% e quatro com
inibicdo maior que o inibidor padrdo, a eserina. Em relacdo aos extratos das
espécies C. rogersoniana (619) (Figura 52D), e T. calidicanius (747) (Figura 52E),
poucas condi¢cfes levaram a alta inibicdo da AChE. Os resultados evidenciaram
que os extratos do fungo A. chevalieri (584) obtidos nas trés formas de cultivos

foram os mais promissores inibidores de acetilcolinesterase.

5.6.4 Atividade inibitéria da acetilcolinesterase dos extratos do Experimento
4

Os resultados da atividade inibitéria da acetilcolinesterase dos extratos do

Experimento 4 sdo apresentados na Figura 53.
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Figura 53. Atividade inibitéria da acetilcolinesterase dos extratos dos fungos (F)
modulados com procainamide (F+PROCA) e hidralazina (F+HIDRA) e seus
respectivos controles.

Os extratos obtidos na presenca de PROCA e HIDRA foram, em geral,

mais ativos que seus respectivos controles (crescimento dos fungos sem os
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moduladores), com excecdo de A. Chevalieri (584), o Unico que ndo apresentou
aumento da atividade, embora tenha apresentado variacdo em seu perfil
metabdlico, com producdo de novos compostos, conforme evidenciado pela
andlise por CLAE (Figura 46A, pag. 76). Os extratos das espécies T. calidicanius
(747) e Penicillium (588) sob modulacdo com PROCA foram cerca de duas vezes
mais ativos (30,53 = 1,44% e 37,54 = 0,92%, respectivamente) que seus
respectivos controles (14,64 + 0,51% e 18,32 = 0,15%, respectivamente). Sob
modulagdo com HIDRA, o aumento na atividade também foi observado para T.
calidicanius, que produziu um conjunto de metabdlitos cerca de trés vezes mais
ativo (48,54 * 1,34%) e para Penicillium cerca de duas vezes mais ativo (40,13 +
0,86%) em relacdo aos respectivos controles. Os metabdlitos produzidos por C.
rogersoniana (529) na presenca de PROCA apresentaram aumento significativo
na atividade (30,88 = 0,12%) em relacéo ao controle (8,46 + 0,53), enquanto o
extrato do fungo modulado por HIDRA foi ainda mais ativo (40,34 + 0,15%).
Embora extratos de C. rogersoniana obtidos na presenca de PROCA e HIDRA
apresentassem perfis metabolicos muito semelhantes, seu efeito na inibicdo da
acetilcolinesterase variou, pois o0 extrato modulado por HIDRA foi
significativamente mais ativo (P < 0,05, no intervalo de confianca de 95%). C.
rogersoniana produz terpenos (DONG et al.,, 2017) e compostos desta classe
foram previamente relatados como inibidores da acetilcolinesterase (DOS
SANTOS et al., 2017). Portanto, uma hip6tese, é que a modulacao epigenética
por HIDRA tenha aumentado a biossintese de terpenoides, justificando, assim, o
aumento da atividade em comparacdo ao controle. Em relacdo a espécie F.
nygamai (619), a modulagdo com PROCA durante o seu desenvolvimento levou a
um aumento significativo da atividade (48,64 + 0,48%) em relagdo ao controle
(38,16 + 1,45%), enquanto que, com HIDRA, ndo apresentou diferenca
significativa (P < 0,05, no intervalo de confianca de 95%). Embora se espere
aumento na biossintese de compostos bioativos, modificagbes metabdlicas
causadas por agentes epigenéticos podem ser sinérgicas ou antagbnicas
(KONDO et al., 2003).

Com base nesses resultados, a expressdo de novos metabdlitos
secundéarios pela adi¢do de inibidores de DNA metiltransferases foi efetiva para as

espécies estudadas, com aumento da atividade inibitoria da acetilcolinesterase.
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5.7 Identificac&do por PS-MS de metabdlitos elicitados por co-cultura

Como relatado anteriormente, os extratos dos co-cultivos em pares de
fungo com fungo do Experimento 1 foram submetidos a analise por PS-MS com a
finalidade de identificar compostos produzidos pelos fungos durante a co-cultura,
como resultado direto do estresse biotico. Esta é uma metodologia eficiente para
a identificacdo de metabolitos secundarios em matrizes complexas, evitando
desperdicio desnecessario de tempo e despesas com isolamento de compostos
conhecidos (GUO et al., 2017).

Em geral, a variagdo metabdlica evidenciada por CLAE nos extratos de co-
cultura foi corroborada pela deteccao de varios ions nos espectros de massa que
nao foram observados nos extratos dos fungos cultivados individualmente. Alguns
metabdlitos presentes nos extratos que apresentaram maior variagdo no perfil
metabdlico com base na andlise por CLAE (619+584, 747+584, 747+529,
588+747, 584+588 e 529+584) (Figura 33, pag. 58) e ausentes nos controles
foram identificados por padrdo de fragmentacdo (PS-MS/MS), nos modos
negativo ou positivo. Os ions selecionados foram submetidos a fragmentacéo,
visando a identificacdo dos respectivos compostos, combinando resultados
experimentais com dados relatados na literatura.

Quatro compostos foram previamente identificados, um do extrato de
619+584, um do extrato 588+747, um do extrato 584+588 e um do extrato
529+584 (Tabela 5, pag. 87).

O composto detectado no espectro de massas do extrato 619+584 exibiu
ion em m/z 279, [M-H]- e um ion produto em m/z 261, formado pela perda de
agua, [M-H20-H]. Com base nos dados do espectro de massas combinados com
a literatura, este composto foi identificado como acido linoleico (YANG et al.,
2015). Existem relatos da producédo de acido linoleico, assim como de varios
outros acidos graxos, por A. chevalieri (MOKHTAR et al., 2009). Um estudo
publicado por Zugno e colaboradores (2015) enfatizou que acidos graxos 6mega-
3 reduziram efetivamente a atividade da acetilcolinesterase em animais. Desta
forma, a presenca deste metabdlito no extrato de co-cultura pode ter contribuido
para a boa atividade anti-acetilcolinesterase apresentada pelo extrato 619+584
(Figura 47, pag. 79).

86



RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 5. Compostos identificados em co-culturas de fungos por PS-MS

Extrato m/z fon MS/MS Estrutura sugerida Referéncia
619+584 279  [M-HJ 261 Acido linoleico YANG et al.
(2015)
588+747 163  [M-HJ 119 Acido p-cumarico KARAR &
KUHNERT
(2015)
584+588 391 [M+Na]* 373, 359, 9-hidroxi- JIA et al. (2017)
229 megastigma-3,5,8-

trien-7-ona-9-0O-6-
D-glucopiranosideo

529+584 295  [M-HJ 277,171 Acido 9- WANG et al.
hidroxioctadeca- (2017c)
dienoico

O metabdlito identificado no espectro de massas do extrato de 588+747
exibiu um ion em m/z 163, [M-H]" e um ion fragmento em m/z 119, formado pela

perda de CO2, [M-CO2-H]. O padréo de fragmentacdo e os dados da literatura
permitiram a identificacdo do acido p-cumérico (KARAR & KUHNERT, 2015).
Embora este metabdlito possa ser produzido por algumas espécies de Penicillium
(DONAGHY & MCKAY, 1995), ndo foi detectado no experimento controle e nao
foram encontrados relatos de sua producéo por T. calidicanius, sendo, portanto,
uma possivel resposta de Penicillium sp. ao estresse biotico.

No extrato 584+588 foi detectado o ion em m/z 391, este exibiu fragmentos
em m/z 373, 359 e 229, formados pela perda de H20, CH3sOH e perda de um
residuo neutro de glucosilo (162 Da), respectivamente. Com base no padrédo de
fragmentacao, este composto foi identificado como 9-hidroxi-megastigma-3,5,8-

trien-7-ona-9-O-B-D-glucopiranosideo, previamente detectado em tabaco (JIA et
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al., 2017). Aparentemente, este é o primeiro relato sobre a producdo deste
composto por fungos, no entanto, seu precursor megastigma-4,6(e),8(2)-trieno é
produzido pelo fungo Paecilomyces variotii (EFFMERT et al., 2012).

O composto identificado no extrato 529+584 exibiu ion em m/z 295, [M-H]J-.
Este ion exibiu fragmentos em m/z 277 e 171 (perda de 18 e 24 Da,
respectivamente), que permitiram identificA-lo como o acido 9-
hidroxioctadecadienoico, um acido graxo hidroxilado, cujo precursor foi relatado
em espécies de fungo, como A. chevalieri (MOKHTAR et al., 2009).

As estruturas quimicas dos compostos identificados preliminarmente séo
mostrados na Figura 54 e os espectros MS/MS dos mesmos encontram-se no
Apéndice (Figuras A1-A4, pag. 164-167). As vias de fragmentacéo propostas para
0 composto 9-hidroxi-megastigma-3,5,8-trien-7-ona-9-0--D-glucopiranosideo séo

mostradas na Figura 55, pag. 89.
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Figura 54. Estruturas quimicas dos compostos identificados por PS-MS.
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Figura 55. Fragmentacao proposta para o composto 9-hidroxi-megastigma-3,5,8-
trien-7-ona-9-0O-B-D-glucopiranosideo detectado no extrato de co-cultura 584+588
(JIA et al., 2017).

A técnica PS-MS tem sido muito utilizada para discriminacdo rapida de
perfis de matrizes complexas, principalmente extratos de plantas (TAVERNA et
al., 2016; GUO et al., 2017). No entanto, seu potencial tem sido pouco explorado
para os estudos de perfis de extratos fungicos. O uso da técnica PS-MS é de
grande relevancia, pois, como mostrado neste trabalho, o perfil metabdlico fungico
varia muito com pequenas variagdes nas condigbes de cultivo e esta técnica,
além de possiblitar a identificacdo de metabolitos presentes nos extratos fungicos,
permite identificar de forma réapida e simples a ocorréncia dessas variagoes,

agilizando os resultados obtidos a partir de um determinado experimento.
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5.8 Caracterizacao estrutural dos compostos isolados

A identificacdo estrutural dos compostos isolados neste trabalho, GO-1,
GO-2, GO-3, GO-4, GO-5 e GO-6 (Figura 56), foi realizada com base nos dados
obtidos por técnicas espectroscopicas de infravermelho, RMN de 'H e de '3C,
incluindo técnicas bidimensionais (mapas de contornos COSY, HSQC e HMBC) e
espectrometria de massas, além de comparacdo com dados da literatura. Para
facilitar a visualizacdo, as estruturas dos compostos identificados e da
cristatumina F, utilizada para comparacdo com GO-2, encontram-se em apéndice,
pag. 169.

GO-1

GO-5 GO-6

Figura 56. Estruturas quimicas dos compostos isolados.

5.8.1 Caracterizagéo estrutural do composto GO-1

O composto GO-1 (Figura 56), isolado a partir do extrato de co-cultivo do

fungo F. nygamai (619) com E. carotovora, apresentou faixa de fusdo 172-174 °C
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(Lit. 165-168 °C; OLIVEIRA et al., 2009) e foi soluvel em agua. O espectro no
infravermelho (Figura 57) deste composto apresentou banda de absorcéo larga e
intensa em torno de 3261 cm, referente a estiramento de ligacdo O-H.
Observou-se ainda banda de absorcdo em 2943 cm, referente a estiramento de
ligacdo C—H sp? (PAVIA et al., 2010).
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Figura 57. Espectro no infravermelho (em pan[i|hZ;. de KBr) do composto GO-1.

O espectro de RMN de *H (D20, 400 Hz) apresentou um conjunto de sinais
na regiao de 3,89-3,66 ppm (Figuras 58-59), sendo um dupleto duplo (dd, J= 2,2;
11,6 Hz) em 6n 3,87 ppm, um dupleto em éu 3,81 ppm (d, J= 8,4 Hz), um
multipleto entre én 3,78-3,74 ppm e um dupleto duplo em éx 3,68 ppm (dd, J= 6,0;
11,6 Hz). Todos os sinais possuem integracao para 0 mesmo namero de atomos
de hidrogénio. Os atomos de hidrogénios foram atribuidos conforme a

multiplicidade dos sinais, como se observa na Figura 59, pag. 92.
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Figura 58. Espectro de RMN de 'H (D20, 400 MHz) do composto GO-1.
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Figura 59. Espectro de RMN de 1I—|(pp(l)2)20, 400 MHz) do composto GO-1
(expanséo).

O espectro de RMN de '3C e o subespectro DEPT-135 (Figura 60)
apresentaram trés sinais apenas, em dc 70,9; 69,4 e 63,3 ppm, referentes a dois
atomos de carbono metinicos e um metilénico. O nimero de sinais nestes
espectros, aliado aos sinais do espectro de RMN de 'H levou a suposicédo de que

tratava-se de um composto simétrico.

DEPT REE

C-1; C-6

lSC

Figura 60. Espectro de RMN de 3C e subespectro DEPT-135 (D20, 100 MHz) do
composto GO-1.
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Com base nas correlagGes diretas (*JcH) observadas no mapa de contornos
HSQC (Figuras 61-62) foi possivel atribuir os sinais em &c 70,9; 69,4 e 63,3 ppm

aos atomos de carbono C-2 e C-5, C-3 e C-4, C-1 e C-6, respectivamente.
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Figura 61. Mapa de contornos HSQC (D20, 400 MHz) do composto GO-1.
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Figura 62. Mapa de contornos HSQC (D20, 400 MHz) do composto GO-1
(expanséo).
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No espectro de massas de alta resolucao (ESI modo positivo) do composto
(Figura 63) observou-se o pico do ion molecular em m/z 205,0679 para a formula
molecular CeH14NaOs [M+Na]* (calculado: 205,0683).

Inten.(:40,000,000)
1004 205.0679

075] 2 4 ~_6 OH

050] (:) H OH

202.0642
0251

000 T T T T T T T T T T T \ T T + T T ‘ 1 1 T T T
50 60 70 80 90 100 10 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 20 230 60 mz

Figura 63. Espectro de massas (ESI modo positivo) do composto GO-1.

Com base nos dados obtidos, juntamente com os dados da literatura
(SCHURMANN et al., 2010), foi possivel identificar o composto GO-1 como sendo
o acucar D-manitol (apéndice, pag 170). A estereoquimica do composto foi
determinada com base na literatura. Os dados de RMN estéo apresentados na
Tabela 6, pag. 95.

O D-manitol foi identificado pela primeira vez no micélio de fungos em 1811
por Henri Braconnot, sendo este, geralmente, o mais abundante de todos os
carboidratos soluveis dentro do micélio (SOLOMON et al., 2007). Trata-se de um
polialcool aciclico de seis carbonos, comumente produzido por fungos dos philos
Basidiomicota e Ascomiceta (RAMSTEDT et al., 1987). Existe relato de que esse
carboidrato natural possua atividade anti-hipertensiva (FEOFILOVA, 2001). Este
poliol ainda é apontado como fonte de carbono e energia (SOLOMON et al.,
2007). Apresenta grande versatilidade como material de partida na sintese de
ligantes e de diversas sinteses totais de produtos naturais complexos (OLIVEIRA
et al., 2009).
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Tabela 6. Dados espectroscopicos de RMN (400 MHz, D20) do composto GO-1
comparado com dados da literatura (6 em ppm)

IH x 3C - HSQC (GO-1) 68C
c 53C &'H (m, J (Hz)) (125 MHz, D20,)
le6 63,3 3,87 (dd, J=2,2; 11,6 Hz; H-1 e H-6) 63,6

3,68 (dd, J=6,0; 11,6 Hz, H-1’ e H-6")
2e5 70,9 3,78-3,74 (M, H-2 e H-5) 71,2

3e4d 69,4 3,81 (d, J= 8,4 Hz; H-3 e H-4) 69,6

*HAGIWARA et al., 2005

5.8.2 Caracterizagéo estrutural do composto GO-2

O composto GO-2 (Figura 55, pag. 90) foi obtido como um sélido de
coloracdo branca, solavel em cloroformio e com faixa de fusdo 230-232 °C (Lit.
242-244 °C; ALl et al., 1988). O espectro no infravermelho (Figura 64) deste
composto apresentou bandas de absorcdo em 1654 cm?, referente a estiramento
de ligacdo C=0 de grupo carbonila de amida, além de banda em torno de 3477
cm?, referente a estiramento de ligacdo N-H (PAVIA et al., 2010).
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Figura 64. Espectro no infravermelho (em pastilha de KBr) do composto GO-2.
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As andlise dos dados de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) (Figuras 65, 66 e
67, pag. 96-97), RMN de *C (100 MHz, CDCIs) (Figura 68, pag. 98), subespectro
DEPT-135 (Figura 69, pag. 98) e HSQC (Figuras 70-71, pag. 99) indicaram a
presenca de sete grupos metila, quatro metilénicos, sete metinicos, onze atomos
de carbono quaternarios, quatorze olefinicos/aromaticos (sendo seis
hidrogenados) e dois atomos de carbono de grupos carboxila de amida (ZOU et
al., 2014). Estes dados, juntamente com sinais de trés atomos de hidrogénio
ligados a nitrogénio, representaram todos os sinais de RMN de 'H e de 3C para
GO-2 e séo consistentes com a formula molecular C29H39N302. No espectro de
RMN de 'H foi observado um conjunto de sinais integrando para trinta e nove
atomos de hidrogénio. Destes, nove sdo simpletos: um em én 8,04 ppm, referente
a hidrogénio de amina; dois em 0+ 6,47 e on 5,68 ppm, referentes a hidrogénio de
amida; dois na regido de hidrogénio aromatico, em 6n 7,14 e 6,80 ppm, indicando
a presenca de um anel aromatico tetrassubstituido na estrutura; quatro na regido
de hidrogénio alifatico, em 6n 1,86 (integral para 6H), em 1,81 (integral para 3H),
em ou 1,74 (integral para 3H) e em ou 1,51 (integral para 6H), referentes aos
grupos metilicos. Foram observados cinco dupletos: em 6u 5,19 (J=17,5 Hz); em
0n 5,18 (J=10,7 Hz); em 6n 3,39 (J=7,2 Hz); em 6n 3,53 (J=7,5 Hz) e em 6H 1,54
(J=7,0 Hz). Dois tripletos, em 6n 5,42 (J=7,5 Hz) e em 6n 5,36 (J=7,2 Hz). Um
quarteto em on 4,09 (J=7,0 Hz). Por fim, quatro dupletos duplos, em 6u 3,66
(J=3,4; 14,6 Hz), em on 3,18 (J=11,5; 14,6 Hz), em 6x 4,40 (J=3,4; 11,5 Hz) e em
6+ 6,10 (J=10,7; 17,5 Hz).
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Figura 65. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) do composto GO-2.
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Figura 70. Mapa de contornos HSQC (CDCls, 400 MHz) do composto GO-2.
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Figura 71. Mapa de contornos HSQC (CDCls, 400 MHz) do composto GO-2
(expanséo).
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As interpretacbes do mapa de contornos COSY !H-'H (Figura 72)
permitiram identificar os &tomos de hidrogénio que acoplam entre si e,

consequentemente, fragmentos da estrutura de GO-2.
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Figura 72. Mapa de contornos COSY (CDClIs, 400 MHz) do composto GO-2.

As correlacdes estabelecidas no mapa de contornos HMBC (Figuras 73-74,
pag. 101-102), em destaque na estrutura, de H-24 e H-25 com C-22 e C-23, H-29
e H-30 com C-27 e C-28, estabeleceram as duas subunidades prenila do
composto (ZOU et al., 2014). A porcao indol tetrassubstituida de GO-2 foi
deduzida pelas correlagdes estabelecidas no HMBC de H-4 com C-3, C-6, C-7a e
C-21; de H-6 com C-4, C-7a, C-21 e C-26 e de NH-1 com C-2, C-3 e C-3a. As
correlagdes de H-18 e H-19 com C-15 e C-16, H-17 com C-15 e C-16 e de H-16
com C-15, C-18 e C-19 completaram o fragmento composto pelos carbonos C-15
a C-19 da estrutura. As correlacdes de H-18 e H-19 com C-2 indicaram que este
fragmento esta ligado a C-2 através de C-15. As correlacdes de H-21 com C-4, C-
5 e C-6, de H-26 com C-6 e C-7a indicaram que C-21 e C-26 estao ligados a C-5

e C-7, respectivamente. Com base na analise descrita acima e nas
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correspondentes correlagdes COSY *H-H foi estabelecida a subestrutura de indol
prenilada. Os dados de RMN caracteristico de dois grupos carboxila de amida (éc
168,5 e 6c 167,8) e dois metinicos (6c 54,6 e 6c 50,8) sugeriram a presenca de
um anel dicetopiperazina (ZOU et al., 2014) na estrutura de GO-2. A existéncia
desse sistema foi corroborada pelas correlagées de H-9 com C-10, NH-11 com C-
9 e C-13, H-12 com C-13 e C-20 e de NH-14 com C-10 e C-12 estabelecidas no
HMBC. As correlacbes de H-8 e H-8 com C-3 e C-9 no HMBC revelaram a
ligacdo do nucleo indol prenilado com a parte de dicetopiperazina através da
ponte metilénica. No espectro de massas de alta resolucdo (ESI modo positivo)
(Figura 75, pag. 103) observou-se pico do ion molecular em m/z 462,3039 para a
formula molecular C29H40oN3O2 [M+H]* (calculado: 462,3121). Com base nos
dados obtidos, bem como nos dados da literatura (ZOU et al., 2014), o composto
GO-2 foi identificado como sendo um alcaloide inddlico dicetopiperazina prenilado
conhecido como echinulina (apéndice, padg 170). Os dados espectroscopicos
encontram-se listados na Tabela 7, pag. 104, comparando-se com os dados do

composto cristatumina F (apéndice, pag. 170).
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Figura 73. Mapa de contornos HMBC (CDClIs, 400 MHz) do composto GO-2.
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Figura 74. Mapas de contornos HMBC (CDCls) do composto GO-2 (expansdes).
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Figura 75. Espectro de massas (ESI modo positivo) do composto GO-2.

Alcaloides do tipo inddélico dicetopiperazina prenilados sdo uma classe
importante de compostos comumente produzidos por espécies fangicas dos
géneros Eurotium e Aspergillus, tais como Eurotium cristatum (GOMES et al.,
2012; ZOU et al., 2014), Aspergillus variecolor (WANG et al., 2007), Aspergillus
chevalieri (ALl et al., 1989). Estes compostos contém trés tipos de unidades
estruturais: indol (A), dicetopiperazina (B) e isoprenila (C), e geralmente sdo

caracterizados pela cadeia isoprénica na posi¢cao C-2 do nucleo indol (Figura 76).

Figura 76. Estrutura base de alcaloide inddlico dicetopiperazina prenilado. A:
nacleo indélico, B: anel dicetopiperazina, C: cadeia isoprénica.

Este grupo de alcaloides é conhecido por apresentar uma variedade de
atividades biolégicas, incluindo imunossupressora (FUJIMOTO et al., 1999),
antibacteriana (DU et al., 2012), antirradicalar (LI et al., 2004a), prote¢cdo UV-A (LI
et al., 2004Db) e citotoxica (ALl et al., 1989; YAN et al., 2012).

103



RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 7. Dados espectroscopicos de RMN (400 MHz, CDClsz) do composto GO-2

*6C Crista-
H - 3C HSQC 14 -13C HMBC tumina F
(125 MHz,
c 5C (ppm) | 8H (ppm) [m, I (H2)] | 3 3 ebel)
T-NH 8,04 (s)
2 141,4 H-18; H-19 141,5
3 104,2 H-8; H-8 NH-1; H-4 103,8
3a 129,0 128,9
115,1 7,14 (s) H-6; H-21 115,1
133,9 H-21 133,9
122,9 6,80 (s) H-4; H-26: H-21 | 122,9
123,4 123,4
7a 132,3 H-4; H-6; H-26 132,2
8 295 3,66 (dd, J=3,4; 14,6) 29,7
3,18 (dd, J=11,5: 14,6)
9 54,7 4,40 (dd, J=3,4; 11,5) H-8; H-8 NH-11 53,6
10 168,5 NH-14 168,6
11-NH 6,47 (s)
12 50,81 4,09 (g, J=7,0) H-20 NH-14 -
13 167,8 H-12 NH-11; H-20 166,5
14-NH 5,68 (s)
15 39,0 H-16 H-17; H-17’ 39,0
16 145,8 6,10 (dd, J=10,7;17,5) H-18; H-19 145,8
17 1123 5,18 (d, J=10,7) 112,2
5,19 (d, J=17,5)
18 27,9 1,51 (s) H-16 27,8
19 27,9 1,51 (s) H-16 27,7
20 19,9 1,54 (d, J=7,0) H-12 -
21 34,6 3,39 (d, J=7,2) H-6; H-4 34,6
22 124,5 5,36 (t, J=7,2) H-24: H-25 124.,5
23 131,6 H-24 H-25 131,6
24 17,9 1,74 (s) H-25 17,9
25 258 1,74 (s) H-24 25,8
26 31,4 3,53 (d, J=7,5) H-6 31,4
27 122,9 5,42 (t, J=7,5) H-29; H-30 122,9
28 132,9 H-29; H-30 132,9
29 17,9 1,86 (s) H-30 17,9
30 25,7 1,81 (s) H-29 25,7

*ZOU et al., 2014.
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5.8.3 Caracterizacéo estrutural do composto GO-3

O composto GO-3 foi obtido como solido amorfo de cor laranja soluvel em
cloroférmio. O espectro de RMN de 'H (Figura 77) apresentou oito sinais: dois
dupletos em o1 6,69 (J= 2,4 Hz) e ou 7,38 (J= 2,4 Hz), ambos com integracéo
para um atomo de hidrogénio; seis simpletos em 61 2,46 (integral para 3H), on
3,94 (integral para 3H), én 7,09 (integral para 1H), én 7,63 (integral para 1H), oH
12,13 (integral para 1H) e én 12,33 (integral para 1H), sendo os dois ultimos

caracteristicos de hidrogénio de hidroxila quelado a carbonila.
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Figura 77. Espectro de RMN de 'H e expansdes (CDCIlz, 400 MHz) do composto
GO-3.

O espectro de RMN de 3C apresentou sinais para dezesseis atomos de
carbono e, em conjunto com o subespectro DEPT-135 (Figura 78, pag. 106),
indicou sinais para dois atomos de carbono metilicos, quatro metinicos e dez para
atomos de carbono ndo hidrogenados. Os sinais mais afastados do TMS no
espectro, 6c 190,9 e oOc 182,1, foram atribuidos aos &atomos de carbono
carbonilicos. Os sinais em ¢ 106,8, 6c 108,3, 6c 121,3 e dc 124,5 foram atribuidos

aos atomos de carbono metinicos dos anéis aromaticos. Os atomos de carbono
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metilicos foram atribuidos aos sinais em 6c 22,2, caracteristico de metila ligada ao

anel aromatico e oc 56,1, caracteristico de metoxila ligada ao anel aromético.
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Figura 78. Espectro de RMN de *3C (A) e subespectro DEPT-135 (B) (CDCls, 100
MHz) do composto GO-3.

As correlagcées no mapa de contornos COSY (Figuras 79-80, pag. 106-107)

T

possibilitou identificar acoplamentos meta.

‘
o]
f1 (ppm)

rio

ri

ri3

9 8
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Figura 79. Mapa de contornos COSY (CDClIs, 400 MHz) do composto GO-3.
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Figura 80. Mapa de contornos COSY (CDCls, 400 MHz) do composto GO-3

(expanséo).

O mapa de contornos HSQC (Figuras 81) permitiu identificar as correlagdes

diretas dos atomos de hidrogénio com os respectivos atomos de carbonos.
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Figura 81. Mapa de contornos HSQC (CDCls, 400 MHz) do composto GO-3.
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As correlagbes no mapa de contornos HMBC (Figura 82-85, pag. 108-109)
de H-11 com C-5, C-6 e C-7 indicaram que a metila esta ligada a C-6, enquanto

que a correlacao entre H-12 e C-2 indicou que o grupo metoxila esta ligado a C-3.

L L
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Figura 82. Mapa de contornos HMBC (CDCIs) do composto GO-3.
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Figura 83. Mapa de contornos HMBC (CDCIs) do composto GO-3 (expansao).
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Figura 84. Mapa de contornos HMBC (CDCI3) do composto GO-3 (expanséao).
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Figura 85. Mapa de contornos HMBC (CDCIs) do composto GO-3 (expanséo).

Os dados de RMN aliados a espectrometria de massas, cujo espectro de
massas de alta resolucdo (ESI modo positivo) (Figura 86, pag. 110) apresentou
pico do ion molecular em m/z 285,0761, compativel com a férmula molecular
C16H1305 [M+H]* (calculado: 285,0718) e, em conjunto com os dados da literatura,
permitiram identificar o composto GO-3 como sendo a antraquinona 9,10-
conhecida como fisciona

antracenediona, 1,8-di-hidroxi-3-metoxi-6-metil,
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(apéndice, pag 170) (DANIELSEN et al., 1992). Os dados de RMN do composto
estdo apresentados na Tabela 8 (pag. 111).

Intens.] ¥ in #8-
149.0238 +MS, 0.1-0.3min #8-18

6000 277.1130
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Figura 86. Espectro de massas (ESI modo positivo) do composto GO-3.

Fisciona € um derivado de antraquinona que ocorre naturalmente em
muitos fungos e plantas. Antraquinonas apresentam propriedades biologicas
ateis, incluindo atividades antineoplasica, anti-inflamatoria, antiparasitéria
(GRIFFITHS et al.,, 2016). As estruturas quimicas basicas das antraquinonas
possuem dois grupos cetona adicionados as posi¢cées C9 e C10 (Figura 87).

O

O

Figura 87. Estrutura base das antraquinonas.

A adicado de um grupo funcional no anel aromatico torna as antraquinonas
eficazes contra certas doencas (YEN et al., 2000). A fisciona ja foi isolada de
espécies de planta como Cassia tora (ROHIT et al., 2016) e Senna reticulate
(SANTOS et al.,, 2008) e de espécies fungicas tais como Microsporum sp.
(WIJESEKARA et al., 2014), Eurotium chevalieri (DUFOSSE et al., 2014) e A.
chevalieri (BACHMANN et al., 1979). Foi relatado que esse composto apresenta
uma série de atividades biologicas, incluindo hepatoprotetora (ZHAO et al., 2009),
anti-inflamatoéria (GHOSH et al., 2010), antimicrobiana (TAMOKOU et al., 2009),

além de induzir apoptose em células HelLa de carcinoma cervical humano
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(WIJESEKARA et al., 2014). Fisciona, assim como outras antraquinonas, tem sido

alvo de interesse industrial como pigmentos, produzidos a partir de algumas

cepas de Aspergillus sp. (A. glaucus, A. cristatus e A. repens) (DUFOSSE et al.,

2014).

Tabela 8. Dados espectroscopicos de RMN (400 MHz, CDCls) do composto GO-3
comparado com dados da literatura (DANIELSEN et al., 1992)

-15C HSQC 1H - 13C HMBC
C "B1C
&'3C &H (m, J em Hz) 2 3 (4((3([))2/:32,
1 165,3 - OH-1; H-2 165,2
2 106,8 | 6,69 (d, J= 2,4) OH-1 106,8
3 166,6 - H-2 OCHs 166,6
4 108,3 7,38 (d, J=2,4) H-2 108,2
4a 135,3 - 135,3
5 121,3 7,63 (S) H-7; H-11 121,3
6 148,5 - H-11 CHs-6 148,4
7 1245 7,00 (s) OH-8; H-5: | 1245
CHs-6

8 162,6 - OH-8 162,5
8a 113,7 - OH-8 113,7
9 190,9 - 190,8
9a 110,3 - OH-1 110,3
10 182,1 - 182,05
10a 133,3 - 133,2
11 22,2 2,46 (S) H-5; H-7 22,2
12 56,1 3,49 (s) 56,1
OH-1 12,33 (s)

OH-8 12,13 (s)

*DANIELSEN et al., 1992.
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5.8.4 Caracterizacéo estrutural do composto GO-4

O composto GO-4 foi isolado como um sélido amarelo, solavel em
cloroférmio. O espectro no infravermelho (Figura 88) desse composto apresentou
banda de absorcdo em 1629 cm, tipica de estiramento de ligagdo C=0 de
carbonila de aldeido conjugado. Observaram-se bandas em 3290 cm?, tipica de
estiramento de ligacdo O—H, em 2922, referente a estiramento de ligagdo C-H e
2850 cm, tipica de estiramento C-H de aldeido. Em 1268 cm foi possivel
observar banda intensa, referente ao estiramento de ligacdo C-O e em 1586 cm?,
observou-se banda tipica de estiramento de ligacdo C=C de anel aromatico. Ainda
foi possivel identificar uma banda em 713 cm™, que indica a presenca de uma
cadeia de CHz na estrutura do composto (PAVIA et al., 2010).
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Figura 88. Espectro no infravermelho (em pastilha de KBr) do composto GO-4.

O espectro de RMN de *H (CDCIz, 400 MHz) apresentou um conjunto de
sinais referente a vinte e oito &tomos de hidrogénio (Figura 89, pag. 113). Dentre
estes, foi possivel observar seis simpletos: em 6u 10,27, indicando a presenca de
um hidrogénio de aldeido; em on 6,91, indicando a presenga de hidrogénio
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aromatico; em 6n 11,94 e em 61 4,41, indicando a presenca de hidroxila de fenol;
em on 1,78 e 6n 1,72 ppm, referentes a dois grupos metila. Aléem desses sinais,
observou-se a presenca de um dupleto em én 3,33 ppm, com integracdo para dois
atomos de hidrogénio, indicando a presenca de atomos de hidrogénio metilénicos.
Observou-se ainda um tripleto em &u 2,91 ppm, com integracdo para dois atomos
de hidrogénio, além de cinco multipletos, entre én 0,89-0,92 ppm, com integragéo
para trés atomos de hidrogénio, indicando a presenca de mais um grupo metila no
composto, entre on 1,28-1,33 ppm, com integral para oito atomos de hidrogénio,
indicando a presenca de quatro grupos metilénicos, e por fim, entre én 1,59-1,62

ppm, com integral para dois atomos hidrogénio, referente a mais um grupo

metilénico na estrutura do composto.
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Figura 89. Espectro de RMN de 'H e expansdes (CDClIs, 400 MHz) do composto
GO-4.

O espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCIz) do composto apresentou
sinais para dezenove atomos de carbono (Figuras 90-92, pag. 114), dentre os
quais, um carbonilico, dois metinicos, sete metilénicos e trés metilicos. O
subespectro DEPT-135 (Figura 93, pag. 115) apresentou sinais para atomos de
carbono metilicos, metilénicos e metinicos. Os seis sinais ndo observados no
subespectro DEPT-135 evidenciou a presenca de seis atomos de carbono néo

hidrogenados no composto.
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Figura 90. Espectro de RMN de 3C (CDCIz, 100 MHz) do composto GO-4.
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Figura 91. Espectro de RMN de '3C (CDCls, 100 MHz) do composto GO-4
(expanséo).
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Figura 92. Espectro de RMN de '2C (CDCls, 100 MHz) do composto GO-4
(expanséo).
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Figura 93. Subespectro DEPT-135 e expansdes (CDClz, 100 MHz) do composto
GO-4.
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Por meio do mapa de contornos HSQC (Figura 94-96) foi possivel atribuir

as correlacdes diretas (*JcH) e identificar os tipos de atomos de hidrogénio. A

andlise do mapa de contornos COSY 'H-'H (Figura 97, pag. 117) permitiu

identificar quais atomos de hidrogénio acoplam entre si e, consequentemente,

alguns fragmentos da estrutura do composto.
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Figura 94. Mapa de contornos HSQC (CDCI3) do composto GO-4.

C-4/H-4 10
140
150
160
170

180

190

. C-7/H-7

10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0
2 (ppm)

Figura 95. Mapa de contornos HSQC (CDCls, 400 MHz) do composto GO-4
(expanséo).
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Figura 96. Mapa de contornos HSQC (CDCls, 400 MHz) do composto GO-4
(expanséo).
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Figura 97. Mapa de contornos COSY 'H-'H (CDCls, 400MHz) do composto GO-4.
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As correlacdes (?JcH e 3JcH) estabelecidas no mapa de contornos HMBC
(Figuras 98-101) de H-1" com C-6, C-5 e C-1, indicaram que a cadeia metilénica
esta ligada a C-6 do anel aromatico. As correlagdes de H-4 com C-1”, H-1” com
C-2, C-4, C-3 indicaram que a unidade prenila esta ligada a C-3. As posi¢cdes das
hidroxilas foram identificadas pelas correlacées no HMBC de OH-2 com C-1, C-3
e C-2 e de OH-5 com C-6, indicando a ligagao destes grupos aos C-2 e C-5 do
anel, respectivamente. As correlacées de H-7 com C-1, C-2 e C-6 no HMBC,

comprovaram que o grupo aldeido esta ligado ao C-1 do anel.
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Figura 98. Mapa de contornos HMBC (CDCls, 400 MHz) do composto GO-4.

118



RESULTADOS E DISCUSSAO

Oh-2 CH[J
JN A

r1o
; 20
:{ 30
é 40
50
60
r70
[
1 80
r90
Fi0 E
g
rio =
C-1 -0H-2/C-1 — CHO-7/C-1 -
p— r120
C-3:CH -OH-2/C-3 - CHO-7/C-6 —H-4/C-3  [3
140
c-54 ~-H-4/C-5
150
C-2 4 - OH-2/C-2 — CHO-7/C-2 —H-4/C-2
160
r170
180
190
— - -
200
T T T T T T T T T T T T
12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5
f2 (ppm)

Figura 99. Mapa de contornos HMBC (CDCls, 400 MHz) do composto GO-4
(expanséo).

H-5" H-4” H-3’; H-4’; )
H-5" H-6' H7
H-1"
F14
rie
H7 o H-5"/C-4" il L1s
20
r22 =
H-7/c-c g
F24 &
ol i o5 |
26
28
30
H-7'/C-5
L] I ' ' 732
H-3’; H-4'; H-6'/C-5
34
—T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 1.0 09 08

2 (ppm)

Figura 100. Mapa de contornos HMBC (CDCls, 400 MHz) do composto GO-4
(expanséo).
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Figura 101. Mapa de contornos HMBC (CDClIs, 400 MHz) do composto GO-4
(expansao).

No espectro de massas de alta resolugdo (ESI modo negativo) de GO-4
observou-se o pico do ion molecular em m/z 303,1916 (Figura 102) para a formula
molecular Ci9H2703 [M-H] (calculado: 303,1960). Com base nos dados obtidos e
em conjunto com os dados da literatura (KIM et al., 2014), foi possivel identificar
GO-4 como sendo o composto conhecido como flavoglaucina (apéndice, pag
170). Os dados de RMN do composto estdo apresentados na Tabela 9, pag. 121.

Inten.(x1,000,000

303.11916

249.0713
050
315.1566 339.1700
0.25
o L N . | T W . Al .‘ld" j| | I

200 210 220 230 2o 250 260 270 280 280 300 3lo 320 330 340 350 mz

Figura 102. Espectro de massas (ESI modo negativo) do composto GO-4.
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Tabela 9. Dados espectroscopicos de RMN (400 MHz, CDCls) do composto GO-4
(6 em ppm) comparado com dados da literatura (KIM et al., 2014).

*613C
1H - 13C HSQC 1H - 13C HMBC (400
c MHz,
6C &H [m, J (H2)] 2Jen Jen CDCly)
1 1173 - H-1; OH-2 117,4
2 155,8 . OH-2 H-7; H-4; H-1" 156,0
3 128,6 . H-4; H-1" OH-2 128,7
4 1257 6,91 (s) H-1” 125,8
5 145,0 ; H-4 H-1’ 1451
6 128,6 . H-1 H-7 128,6
7 1955 10,27 () 195,7
1’ 23,9 2,91 (t, J= 8,0 Hz) 24,1
2 31,9 1,59-1,62 (m) 32,1
3 29,6 1,28-1,33 (M) 29,7
& 29,1 1,28-1,33 (m) -
5 31,8 1,28-1,33 (m) H-4; H-6 H-3" H-7 31,9
6 22,6 1,28-1,33 (M) H-7 22,8
7 14,0 0,89-0,92 (m) 142
17 270 | 3,33(d, J=8,0 Hz) H-4 27,1
2" 1212 5,29-5,32 (m) H-5"; H-4" 121,3
3” 1338 . H-5" H-4" | H-1” 134,0
47 17,8 1,72 (s) H-5" 18,0
5" 25,8 1,78 (s) H-4" 26,0
OH-2 11,94 (s)
OH-5 4,41 (s)

*KIM et al., 2014.

5.8.5 Caracterizagéo estrutural do composto GO-5

O composto GO-5 foi obtido como sélido amorfo de cor laranja solivel em
cloroférmio. O espectro no infravermelho (Figura 103, pag. 122) de GO-5
apresentou bandas de absorcdo semelhantes as do composto GO-4. Foi

observada uma banda larga em 3313 cm™, referente ao estiramento de ligagédo O-
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H, uma banda intensa em 2926 cm, referente a estiramento de ligagdo C-H, uma
banda 2854 cm!, referente a estiramento C-H de aldeido, uma banda intensa em
1725 cm, caracteristica de estiramento C=0 (PAVIA et al., 2010).

100
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65+

%T ransmittance

60+

55+

50+

45+

401

35+

30+
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers (cm-1)
Figura 103. Espectro no infravermelho (pastilha de Kbr) do composto GO-5.

O espectro de RMN de 'H (Figura 104, pag. 123) apresentou sinais
similares aos observados para o composto GO-4, o que indicou se tratar de um
composto com o0 mesmo esqueleto. Os sinais diferentes no espectro foram
atribuidos aos atomos de hidrogénio H-1’ (6+ 6,65), H-2’ (6+ 6,46-6,52), H-3' e H-4’
(6n6,31-6,35), H-5 (6+6,13-6,19), H-6’ (6+ 6,16) e H-7" (61 1,83).

O espectro de RMN de *3C (Figura 105, pag. 123) também apresentou
sinais para 19 atomos de carbono, variando o nimero de atomos de carbono
metilénicos e metinicos. De acordo com o subespectro DEPT-135 (Figura 106,
pag. 124), trés atomos de carbono sao metilicos, um metilénico e nove metinicos.
Os sinais presentes no espectro de RMN de '°C e n&o observados no
subespectro DEPT-135 sdo referentes aos seis atomos de carbono né&o
hidrogenados do composto. Os sinais em dc 120,9, 6c 139,8, dc 129,2, éc 136,5,
Oc 132,9, 6c 131,5 e &c 18,7 foram atribuidos aos atomos de carbono C-1’, C-2’,
C-3, C-4’, C-5, C-6’ e C-7’, respectivamente. Os dados de RMN indicaram que a
diferenca entre os compostos GO-4 e GO-5 estad apenas na cadeia alifatica de
sete carbonos, que ao contrario de GO-4, em GO-5 esta totalmente conjugada

com o anel aromatico.
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Figura 105. Espectro de RMN de 3C e expansbes (CDCl3, 100 MHz) do

composto GO-5.
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Figura 106. Subespectro DEPT-135 e expansodes (CDCls, 100 MHz) de GO-5.

Os dados de RMN de 'H 1D e 2D (COSY (Figuras 107-108, pag. 125),
HSQC (Figuras 109-110, pag. 126) e HMBC (Figura 111-113, pag. 127-128) em
conjunto com a espectrometria de massas de alta resolucdo (ESI modo positivo),
cujo espectro (Figura 114, pag. 128-129) apresentou o0 pico ion molecular do
composto em m/z 299,1586 para a férmula molecular C19H2303 [M+H]* (calculado:
299,1602) levaram a identificacdo do composto GO-5 como sendo o derivado
benzaldeidico auroglaucina (apéndice, pag 170) (MIYAKE et al., 2009). Os dados

de RMN do composto estdo apresentados na Tabela 10, pag. 129.
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Figura 107. Mapa de contornos COSY (CDCls, 400 MHz) do composto GO-5.
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Figura 108. Mapa de contornos COSY (CDCls, 400 MHz) do composto GO-5
(expanséo).
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Figura 109. Mapa de contornos HSQC (CDCls, 400 MHz) do composto GO-5.
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Figura 110. Mapa de contornos HSQC (CDCls, 400 MHz) do composto GO-5

(expanséo).
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Figura 111. Mapa de contornos HMBC (CDClIs, 400 MHz) do composto GO-5.
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Figura 112. Mapa de contornos HMBC (CDCls, 400 MHz) do composto GO-5
(expanséo).
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Figura 113. Mapa de contornos HMBC (CDCls, 400 MHz) do composto GO-5

(expanséo).
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Figura 114. Espectro de massas (ESI modo positivo) do composto GO-5.
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Tabela 10. Dados espectroscopicos de RMN (400 MHz, CDCls) do composto GO-

5 comparado a dados da literatura (MIYAKE et al., 2009).

*613C
I - 13C HSQC IH - 13C HMBC (500
c MHz,
& C &M [m, J (H2)] e en (CD3),0
1 117,2 : OH-2 118,1
2 155,6 . OH-2 H-4, H-7,H-1” | 1553
3 130,8 : H-1" OH-2 130,0
4 125,4 6,99 (s) OH-5, H-1" | 1258
5 145,3 - H-4, OH-5 H-1’ 148,1
6 124,3 : H-4 126,1
7 196,3 10,09 (s) 197,6
1 1209 | 6,65 (d, J= 15,6 H2) 123,4
Py 139,8 6,46-6,52 (m) 139,4
3 129,2 6,31-6,35 (m) 131,6
& 136,5 6,31-6,35 (m) H-2 135,6
5 131,5 6,13-6,19 (m) H-3', H-7 132,7
& 1330 | 585(qd, J=68e H-7 131,6
14,8 Hz)
7 187 | 1,83 (d, J= 6,8 Hy) H-6 18,4
17 275 | 332(d,3=7,4Hy) H-4 27,8
2" 1211 | 529( J=7,4H2) H-1” H-4" 122,3
3” 134,3 : H-4”, H-5" H-1" 133,8
4 18,0 1,70 (s) H-5" 17,8
5 26,0 1,76 (s) H-4" 25,38
OH-2 11,79 (s)
OH-5 4,87(s)

*MIYAKE et al., 2009

5.8.6 Caracterizagéo estrutural do composto GO-6

O composto GO-6 foi obtido como um soélido de cor amarela, solavel em
cloroformio com faixa de fuséo 78-79 °C (Lit. 60-61 °C; YOSHIHIRA et al., 1972).

O espectro no infravermelho de GO-6 (Figura 115, pag. 130) apresentou bandas
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de absorcdo semelhantes as dos compostos GO-4 e GO-5. Foi observada uma
banda em 3259 cm, caracteristica de estiramento de ligagdo O-H, em 2924,
tipica de estiramento de ligagdo C-H, em 2855 cm™ tipica de estiramento de
ligacdo C-H de aldeido. Além de bandas em 1724 cm, referente ao estiramento
de ligagdo C=0 (PAVIA et al., 2010).
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Figura 115. Espectro no infravermelho (pastilha de Kbr) do composto GO-6.

O espectro de RMN de 'H (Figura 116, pag. 131) apresentou sinais
similares aos observados para os compostos GO-4 e GO-5, o que indicou que
GO-6 possui uma estrutura semelhante. Neste espectro observaram-se quatorze
sinais, sendo seis simpletos, dois dupletos, um tripleto, um quinteto, tripleto duplo
e trés multipletos. A partir das observacdes feitas no espectro de RMN de 'H foi
possivel inferir que se trata de um composto com estrutura semelhante aos
compostos GO-4 e GO-5, com diferenca apenas na cadeia de sete atomos de
carbono. Os sinais diferentes foram atribuidos aos atomos de hidrogénio H-1" (én
6,48), H-2’ (61 5,99), H-3’ (2,29-2,35) e H-4’ (61 1,52), H-5’¢ H-6’ (61 1,37-1,33) e
H-7’ (61 0,92).
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Figura 116. Espectro de RMN de H e expansdes (CDCls, 400 MHz) do composto
GO-6.

O espectro de RMN de *3C (Figura 117, pag. 132) também apresentou
sinais para 19 &tomos de carbono, variando apenas o numero de atomos de
carbono metilénicos e metinicos da cadeia alifatica de sete atomos de carbono: C-
1" (6c 120,1), C-2’ (6c 142,7), C-3’ (6c 33,5), C-4’ (6c 28,7), C-5' (6c 22,5), C-6’ (6c
31,5) e C-7’ (6c 14,0). De acordo com o subespectro DEPT-135 (Figura 118, pag.
132), o composto possui trés atomos de carbono metilicos, cinco metilénicos e
cinco metinicos. Os dados de RMN de 'H 1D e 2D [COSY (Figura 119-120, pag.
133), HSQC (Figura 121-123, pag. 134-135) e HMBC (Figura 124-126, pag. 135-
136)] em conjunto com a espectrometria de massas de alta resolucdo (ESI modo
positivo), que apresentou o ion molecular do composto em m/z 303,1956
(calculado: 303,1915) para a formula molecular C19H2703 [M+H]* (Figura 127, pag.
137) e, baseado nos dados da literatura levaram a identificagdo do composto GO-
6 como tetraidroauroglaucina (apéndice, pag 170) (MIYAKE et al., 2009). Os
dados de RMN deste composto estdo apresentados na Tabela 11, pag. 138.
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Figura 119. Mapa de contornos COSY (CDClIs, 400 MHz) do composto GO-6.
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Figura 120. Mapa de contornos COSY (CDCIs, 400 MHz) do composto GO-6
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Figura 121. Mapa de contornos HSQC (CDCls, 400 MHz) do composto GO-6.
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Figura 125. Mapa de contornos HMBC (CDCls, 400 MHz) do composto GO-6
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(expanséo).

136



RESULTADOS E DISCUSSAO

Intens. ] +MS, Dissect, 11.8-11.9min #1352-1367
x10°]
-H+Na - 0.0003

1.0

0.8

0.6

0.44

021 627:3654
' 429.2613

100 200 300 400 50 600 700 800 900 miz

0.0-+—

Inens. i =5, Dissect, 11.5-11 9min#1352-1367

-H+Ma - D.0003

0.BA

0.6

L4+

0.2
2478331

2320911 3571575

10 150 200 280 300 350 mz

Figura 127. Espectro de massas (ESI modo positivo) do composto GO-6.
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Tabela 11. Dados espectroscopicos de RMN (400 MHz, CDCI3) do composto GO-
6 comparado a dados da literatura (MIYAKE et al., 2009)

*613(:
H - 13C HSQC H - 13C HMBC (500
C MHz,
5'C &H [m, J (H2)] 23 cn 33en cDCl)
1 117,2 - 1171
2 155,1 - H-4, H-1” 155,1
3 130,4 - H-1”" 130,4
4 125,1 7,02 (s) 125,0
5 1448 - OH-5 144.8
6 123,9 - H-4 123,9
7 196,3 10,09 (s) 196,3
1 120,1 6,48 (d, J= 16,0 Hz) H-3’ 120,1
2 142,7 5,99 (td, J=6,8 e H-3' 1427
16,0 Hz)
3 33,5 2,29-2,35 (m) 33,4
4 28,7 1,52 (quinteto J= 28,7
7,2 H2)
5 31,5 1,37-1,33 (m) H-4 H-7 31,4
6’ 22,5 1,37-1,33 (m) H-7 22,4
7 14,0 0,92 (t, J= 7,0 Hz) 14,0
17 27,2 3,32 (d, J=7,2 Hz) H-4 27,2
2” 121,0 5,32-5,27 (m) H-1" H-4", H-5" 121,0
3” 133,9 - H-4”, H-5” H-1”" 133,9
4 17,8 1,70 (s) H-5" 17,8
5” 25,8 1,76 (s) H-4" 25,8
OH-2 11,72 (s)
OH-5 4,97 (s)

*MIYAKE et al., 2009.

Flavoglaucina,

auroglaucina, tetraidroauroglaucina e analogos séao

derivados benzaldeidicos produzidos por diferentes espécies fungicas, tais como
Eurotium rubrum (LI et al., 2008), Eurotium repens (SMETANINA et al., 2007;
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GAO et al., 2012), Aspergillus amstelodami (ALLEN et al., 1978), A. chevalieri
(HAMASAKI et al., 1981) e Penicillium charlesii (YOSHIHIRA et al., 1972).
A maioria desse grupo de compostos € um benzaldeido com grupo prenila em C-3
e cadeia lateral de sete membros em C-6. Em alguns casos, a cadeia lateral e o
grupo hidroxi em C-5 formam o anel furano ou pirano (LI et al., 2008).
Auroglaucina é o precursor que sofre reducdo formando flavoglaucina,
tetraidroauroglaucina, dentre outros. Estudos mostram que estes trés metabdlitos
secundarios possuem diversas atividades, dentre as quais incluem-se
antirradicalar contra 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) e superdxido (MIYAKE et
al., 2009), sendo interessantes para 0 estudo nos modelos da doenca de
Parkinson, pois a patogénese desta doenca inclui a morte neuronal como
resultado do estresse oxidativo (WANG et al., 2018). Apresentam também
atividade antagonista contra promastigotas de Leishmania donovanie
antipaludicas contra estirpes sensiveis a cloroquina e resistentes a cloroquina de
Plasmodium falciparum (GAO et al., 2012). Foi relatada atividade antifungica e
antibacteriana para flavoglaucina e tetraidroauroglaucina, enquanto auroglaucina
apresentou atividade antifangica (GAO et al., 2012). Além disso, estudos do efeito
inibitério sobre mediadores inflamatorios caracterizaram derivados benzaldeidicos
provenientes de fungos como potenciais candidatos ao tratamento de doencas
inflamatorias (KIM et al., 2014).

5.9 Atividade inibitéria da acetilcolinesterase dos compostos isolados

Apos identificados, os compostos GO-2, GO-3, GO-4, GO-5 e GO-6 foram
submetidos ao ensaio de inibicdo da acetilcolinesterase e apresentaram alta
porcentagem de inibicdo (superior a 50%) na maior concentragcao testada, sendo
posteriormente submetidos ao ensaio de microdiluicdo para determinacéo da ICso.
Os valores de ICso encontrados para os compostos variaram de 62,9 - 120,7 uM
(Tabela 12, pag. 140). GO-6 apresentou maior atividade frente a
acetilcolinesterase (ICso = 62,9 uM), sendo cerca de trés vezes mais ativo que
GO-4 (ICso = 190,7 uM). GO-5 foi o segundo metabdlito mais ativo (ICso = 83,8

pHM), e GO-2 o terceiro mais ativo (ICso = 108,2 uM). Estatisticamente, todos os
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valores de ICso diferem significativamente entre si (P < 0,05, intervalo de
confianca de 95%).

Tabela 12. Inibicdo da acetilcolinesterase dos compostos isolados

Compostos ICs0 (LM) R?
GO-2 108,2 0,93
GO-3 143,3 0,98
GO-4 190,7 0,96
GO-5 83,8 0,99
GO-6 62,9 0,97
Eserina 3,6 0,99

De acordo com os resultados obtidos pode-se inferir que os compostos
GO-2 a GO-6 contribuem para a alta porcentagem de inibicdo da enzima
apresentada pelo extrato (95,3 + 1,1%) do qual esses metabdlitos foram isolados.

Inibidores da acetilcolinesterase interagem com a enzima inibindo a
degradagédo do neurotransmissor acetilcolina. A substancia inibidora pode agir
retardando o ataque direto da enzima ao neurotransmissor, deixando o sitio ativo
da enzima temporariamente inativo. Com o sitio ativo impedido, a enzima nao
realiza a funcdo catalitica na hidrolise do neurotransmissor acetilcolina,
retardando, assim, sua degradacdo (HOUGHTON et al., 2006).

Tendo em vista que a estratégia mais usada para o tratamento da doenca
de Alzheimer é a terapia com substancias anticolinesterasicas (OLIVEIRA et al.,
2019), os compostos investigados podem ajudar como novos modelos para o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de pacientes com a
doenca de Alzheimer. De acordo com a literatura, dicetopiperazinas (LIMA et al.,
2018a) bem como derivados de pirrol (ALMASI et al., 2018) sé&o relatadas como
potencial inibidores da acetilcolinesterase e o composto GO-2 contém ambas as
unidades em sua estrutura, o que pode ter corroborado para a sua alta atividade.
Derivados de compostos quinonoidicos tém sido relatados como inibidores da

acetilcolinesterase (WU et al., 2018) e benzoquinonas tém sido utilizadas como
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ligantes para potencializar tal atividade (PRATI et al., 2013). O composto GO-3
possui a por¢cdo benzoquinona em sua estrutura, o que pode ter colaborado para
a atividade apresentada por este metabolito. Compostos fendlicos também tem
apresentado bons resultados como inibidores da acetilcolinesterase (NUGROHO
et al.,, 2016). Tendo em vista que os metabdlitos GO-3, GO-4, GO-5 e GO-6
possuem um grupamento fenol em sua estrutura, o que pode justificar a alta
inibicdo apresentada por esses compostos.

Recentemente, dienos funcionalizados foram relatados como agentes
potencias para o tratamento da doenca de Alzheimer (OLIVEIRA et al., 2019). De
acordo com estudos de docking molecular, quanto maior o nimero de interacdes
-1 entre os dienos e os residuos no local catalitico da enzima, maior a
capacidade inibitoria do composto. E interessante notar que os compostos GO-2 a
GO-6 possuem ligacbes duplas em suas estruturas, seja no anel benzeno ou
numa cadeia alifatica, o que pode ser mais um fato que ajuda a explicar a alta
atividade apresentada por estes metabdlitos secundarios (OLIVEIRA et al., 2019).

Portanto, sugere-se que a diferenca na atividade apresentada pelos
compostos GO-2 a GO-6 pode estar relacionada ao arranjo espacial dos
compostos, 0 que permite aumentar ou diminuir o nimero de intera¢cdes com a
enzima. E interessante notar que, em GO-2, o nicleo inddlico, regiio de maior
namero de ligagdes 11, encontra-se estericamente impedido devido ao arranjo da
porcao dicetopiperazina e das unidades isoprenilas no espaco (Figura 128, pag.
142). Enquanto o composto GO-4, diferente de GO-5, possui uma cadeia alifatica
saturada que pode girar em torno de uma ligagcédo simples causando impedimento
estérico, essa diferenca pode ser responsavel pelo fato de GO-4 ter sido o
composto menos ativo. Porém, estudos mais aprofundados serdo necessarios

para comprovar tais suposicoes.
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Figura 128. Estruturas quimicas dos comopostos GO-2 a GO-6 (A) e suas

representacées em 3D (B).
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5.10 Atividade neuroprotetora preventiva e terapéutica

O composto GO-2 e o extrato do qual foi isolado (584+B619, cultivo 1 do
Experimento 3) foram submetidos ao ensaio de atividade neuroprotetora
preventiva e terapéutica in vivo, como descrito no item 4.3.5.2, pag. 39.

Inicialmente, testaram-se trés concentracdes do extrato (5, 10 e 20 mg mL"
1) para determinar qual seria ideal, ou seja, a concentragdo ndo téxica para as
moscas e que apresente o maior efeito neuroprotetor. Para isso, as moscas foram
expostas ao alimento contendo o extrato, nas respectivas concentragdes e, em
seguida, ao alimento contendo a rotenona. Dentre as concentracdes testadas, a
de 20 mg mL! apresentou o melhor resultado, sendo escolhida para a realizacdo
do ensaio. Os resultados foram calculados baseados na média do numero de
moscas que subiram acima da metade do volume do tubo geotaxico durante a
determinacao da geotaxis negativa.

Desta forma, a concentracdo de 20 mg mL* foi utilizada para os ensaios da
avaliacdo da atividade neuroprotetora preventiva, na qual as moscas foram
submetidas primeiro a presenca da amostra (extrato ou substancia pura) e depois
a rotenona (amostra-rotenona) e da avaliacdo da capacidade terapéutica, na qual
as moscas foram submetidas primeiro a rotenona e depois a amostra (rotenona-
amostra). Essa concentracao foi utilizada para os ensaios com o extrato e com o
composto GO-2. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 13, pag. 144.
Estatisticamente, para cada atividade, em particular, os resultados sé&o
significativamente diferentes (P < 0,05, no intervalo de confianca de 95%). A
atividade preventiva do extrato mostrou-se significativamente igual a atividade

terapéutica do composto GO-2.
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Tabela 13. Resultado da atividade neuroprotetora preventiva e terapéutica do
extrato 584+B619 e do composto GO-2

Atividade preventiva (%) Atividade terapéutica (%)
Amostra

(Amostra-Rotenona) (Rotenona-amostra)
Extrato 584+B619 27,33+ 0,672 24,47 £ 0,2°¢
GO-2 42,66 + 1,34 27,93 £ 1,092

As letras sobrescritas se referem a andlise estatistica (teste Tukey: P < 0,05, intervalo de
confianca de 95%), onde valores com a mesma letra sobrescrita significam que s&o
significativamente iguais entre si e com letras diferentes, sdo significativamente diferentes entre si.

Os resultados mostraram que o extrato 584+B619 e o composto GO-2
apresentaram atividade neuroprotetora preventiva e terapéutica contra o efeito
neurodegenerativo induzido por rotenona em D. melanogaster. Em média, a cada
15 moscas submetidas ao efeito neurodegenerativo induzido, 4,1 + 0,6 ndo foram
afetadas quando submetidas a presenca do extrato anteriormente (27,3% de
protecdo), enquanto 6,4 + 0,5 ndo foram afetadas quando submetidas a presenca
do composto GO-2 anteriormente (42,6% de protecao).

Quanto a avaliacdo do efeito terapéutico, embora ambas as amostras
tenham apresentado atividade baixa (extrato: 24,47 = 0,2% e GO-2: 27,93 +
1,0%), esse resultado ja € muito interessante, uma vez que tanto o extrato como a
substancia pura possivelmente auxiliaram, ainda que pouco, na regeneracao de
neurdnios danificados pelo efeito neurodegenerativo da rotenona, permitindo que
as moscas desempenhassem sua funcdo locomotora normalmente, como ocorre
no controle, em gque as moscas ndo sao submetidas a nenhum tratamento.

Portanto, esses resultados, aliados aos resultados de inibicdo da
acetilcolinesterase, indicam que o fungo A. chevalieri € uma fonte de metabdlitos
promissores para o0 tratamento de doencas neurodegenerativas, como O
composto GO-2, que apresentou atividade neuroprotetora preventiva, terapéutica

e anti-acetilcolinesterasica.
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5.11 Quantificacdo dos compostos por CLAE

Para a quantificagdo dos compostos GO-2, GO-3, GO-4, GO-5 e GO-6,
estes foram submetidos a analise por CLAE, por meio da qual foi possivel
identifica-los nos extratos obtidos a partir dos trés cultivos (584+B619, cultivo 1,
584+C619, cultivo 2 e 584+C/B619, cultivo 3) do Experimento 3, bem como no
extrato controle (584) (Figura 130). A presenga dos mesmos nos extratos significa
que foram produzidos pelo fungo em todos os cultivos, inclusive no controle,
restando avaliar a quantidade produzida para verificar se ocorreu aumento ou

minimizacdo de sua producao nos diferentes cultivos.
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Figura 129. Cromatogramas (270 nm) dos extratos dos cultivos do fungo A.
chevalieri com biomassa (584+B619), caldo (584+C619) e caldo/biomassa
(584+C/B619), do controle (584) e dos compostos isolados (GO-2, GO-3, GO-4,
GO-5 e GO-6).

A equagdo da reta determinada para cada composto, o coeficiente de
correlacdo (R?) e os valores dos teores dos compostos (expressos em

porcentagem) estdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14. Teores dos metabdlitos nos extratos dos trés cultivos e no controle do
fungo 584 do Experimento 3

Teor nos extratos (%)
Metabolito TR 584+B616 | 584+C619 | 584+C/B619 584 Equacdo da reta
(min) | (Cultivo 1) | (Cultivo 2) | (Cultivo 3) | (Controle) e R?
GO-2 43,0 15,22 25,3b 6,0¢ 26,84 Y= 1,0 x 108 x +
18785 (R?=0,99)
GO-3 46,0 1,3ae 0,8f 9,99 1,5eh Y= 2,0 x 10% x -
1547 (R?=0,99)
GO-4 48,5 15,52 15,1ai 15,1ak 27,7! Y= 1,0 x 108 x -
5537,7 (R>=0,99)
GO-5 44,5 8,3m 6,7" 16,2° 5,6°P Y= 8,8 x 10° x -
5643,4 (R?>=0,99)
GO-6 48,0 2,74 3,27 10,45 2,1t Y=4,0x 10" x +

81536 (R2= 0,99)

As letras sobrescritas se referem & andlise estatistica (teste Tukey: P < 0,05, intervalo de
confianca de 95%), onde valores com a mesma letra significa que sé@o significativamente iguais
entre si e com letras diferentes, séo significativamente diferentes entre si.

De acordo com os resultados obtidos a partir da quantificagdo, os cinco
compostos juntos constituem 43,0% do extrato do cultivo 1 (584+B619), 51,1% do
extrato do cultivo 2 (584+C619), 57,6% do extrato do cultivo 3 (584+CB619) e
63,7% do extrato controle (cultivo do fungo 584 isolado).

Dos cinco compostos quantificados, os compostos GO-5 e GO-6 tiveram
seus teores aumentados nos trés cultivos do fungo 584 em relagéo ao controle,
enquanto GO-2 e GO-4 tiveram seus teores reduzidos. No extrato a partir do qual
os compostos foram isolados (584+B619), GO-2 e GO-4 sdo majoritarios em
relacdo aos outros trés, com teores significativamente iguais entre si (P < 0,05,
intervalo de confianca de 95%), enquanto os compostos GO-3 e GO-6 sao
minoritarios.

Tendo em vista que os extratos dos cultivos 1, 2 e 3 apresentaram
atividade anti-acetilcolinesterase acima de 80% e que os compostos GO-2 a GO-6
estdo presentes nos mesmos, pode se inferir que estes contribuem

significativamente para a atividade destes extratos.
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6 CONCLUSOES

No geral, co-cultura, OSMAC e modulacdo epigenética mostraram-se
abordagens eficientes para obter modificagdes no metabolismo das espécies
fungicas estudadas e, consequentemente, para modular a atividade inibitoria da
acetilcolinesterase. Por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia e de
espectrometria de massas foi possivel constatar a variacdo do perfil metabdlico
dos fungos nos diferentes experimentos realizados.

Dos cento e trinta e cinco extratos obtidos nos Experimentos 1, 2, 3 e 4,
sessenta e dois apresentaram valor de porcentagem de inibicdo acima de 50%.
Os extratos da espécie A. chevalieri (584) cultivada em meio liquido nos cultivos
1, 2 e 3 (Experimento 3) apresentaram altos valores de inibicdo da
acetilcolinesterase, sendo em sua maioria acima de 80%. A partir da
cromatografia dos extratos dos cinco cultivos realizados em escala ampliada foi
possivel o isolamento de seis produtos naturais, D-manitol (GO-1), obtido a partir
da co-cultura de F. nygamai com a bactéria E. carotovora (Experimento 1),
echinulina (GO-2), fisciona (GO-3), flavoglaucina (GO-4), auroglaucina (GO-5) e
tetraidroauroglucina (GO-6), obtidos a partir da co-cultura da espécie A. chevalieri
com a biomassa da espécie F. nygamai (Experimento 3).

As substancias isoladas (GO-2 a GO-6) apresentaram atividade inibitéria
da acetilcolinesterase (ICso variando de 62,9 a 190,7 pM), mostrando-se
promissoras para futuras investigacfes, visando obter novos farmacos para o
tratamento de pacientes com doenca de Alzheimer. O metabdlito GO-2 mostrou-
se como uma substancia promissora para a pesquisa de farmacos para o
tratamento de pacientes com doencas neurodegenerativas, pois também
apresentou atividade neuroprotetora.

A co-cultura de A. chevalieri com F. nygamai em meio liquido resultou no
aumento da producao de GO-5 e GO-6 nos trés cultivos do fungo A. chevalieri.

A andlise por PS-MS dos extratos de co-ultura de fungos foi eficiente para
identificagcdo dos metabdlitos acido linoleico, acido p-cumarico, 9-hidroxi-
megastigma-3,5,8-trien-7-ona-9-0-£-D-glucopiranosideo e acido -

hidroxioctadeca-dienoico.
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Figura Al. Espectro MS/MS do ion m/z 279 do extrato de co-cultura de F.
nygamai com A. chevalieri.

165



APENDICE

Pen_Tal_fragmentacao_163_negativo_180824132520 #1-25 RT: 0.00-0.34 AV: 25 NL: 5.88E2
T: ITMS - ¢ ESI Full ms2 163.00@cid20.00 [50.00-1000.00]
100 119.00

©
a1
Livara b

[{e]
o

(o]
o
[

[0
o

ul [¢)] [o2] o)) ~ ~
o o o ol o U"I

I
al

N
o
v v e b e b v P b P P P Pvvrn b r o P

w
al

163.06

w
(@)

N
6]

N
o

=
4]

=
o

ol

\\ M RN

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
m/z

Figura A2. Espectro MS/MS do ion m/z 163 do extrato de co-cultura de
Penicillium com T. calidicanius.
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Figura A3. Espectro MS/MS do ion m/z 391 do extrato de co-cultura de A.
chevalieri com Penicillium.
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Figura A4. Espectro MS/MS do ion m/z 295 do extrato de co-cultura de C.
rogersoniana com A. chevalieri.
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