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RESUMO

Os fungos do género Penicillium produzem metabdlitos secundarios que séo utilizados como
modelo para a sintese e desenvolvimento de antibiéticos como a penicilina, penicilina V,
ampicilina, amoxilina e griseofulvina. A producgédo de tais compostos pode ser explorada através
de alteracdes em parametros fisicos e quimicos do cultivo. Essas alteragfes estimulam rotas
biossintéticas silenciadas e isso aumenta a diversidade de compostos bioativos produzidos pelo
fungo. Sendo assim, o objetivo do presente estudo é investigar o perfil metabolémico e o
potencial biolégico de quatro espécies do género Penicillium isolados no Amazonas. As
linhagens estudadas nesse trabalho estdo depositadas na Colecdo de Fungos da Amazonia
(CFAM) do Instituto Lednidas e Maria Deane (ILMD), e foram reativadas em meio BDA por sete
dias. Para a producao dos extratos, utilizou-se uma suspenséo de esporos na concentracao de
1 x 106 UFC/mL. Inoculou-se 50 pL desta suspensdo em erlenmeyers contendo 300 mL dos
meios BDL, SB, YES e ISP2..0 experimento foi realizado em triplicata, em modo estatico,
incubado a 28 °C por 15 dias. Passado esse periodo, o caldo fermentado foi extraido com acetato
de etila e o micélio com metanol. Foi determinada a concentracéo inibitéria minima (CIM) dos
extratos contra o0s patégenos Candida albicans, Candida tropicalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus. Os extratos das
linhagens P. purpurogenum em ISP2, SB e YES contra Candida albicans, apresentaram
concentracao inibitéria minima de 500 pg/mL, 31,25 pg/mL e 62,5ug/mL, respectivamente. No
teste contra Candida tropicalis e Staphylococcus aureus, a CIM para os extratos de P.
purpurogenum cultivados em SB foi de 250 pg/mL e 125 pg/mL, respectivamente. Outros
resultados relevantes foram 0s observados para os extratos de P. oxalicum e P. citrinum
cultivados em BDL e SB com CIM de 250 pug/ml e 62,5 ug/ml, respectivamente. Devido ao bom
desempenho dos extratos de P. purpurogenum, P. oxalicum e P. citrinum em SB, realizou-se um
cultivo em larga escala seguido de extracdo do caldo e fracionamento em silica C18 com
gradiente de MeOH/H20 de 10%, 50% e 100%. Este procedimento, levou ao isolamento de duas
substancias ndo descritas em P. purpurogenum, cujas estruturas foram determinadas por
meétodos espectroscopicos como RMN de 1D (1H RMN e 13C RMN) e 2D (HMBC e HSQCQC),
HRMS e MS/MS. As substancias isoladas foram identificadas como dois derivados da citrinina,
dihidrocitrinina (1) e 1-metildihidrocitrinina (2). As demais substancias presentes nas fracdes de
P. purpurogenum, P. oxalicum e P. citrinum foram caracterizados por LC-MS/MS e quando
possivel HRMS. Os compostos caracterizados pertencem a classe dos terpenos, policetideos,
oleamidas, benzofenonas e alcaloides revelando com isso o potencial dos Penicillium spp para
obtenc¢do de compostos com elevada importancia quimica e biotecnoldgica.

Palavras-chave: Penicillium spp, metabdlitos secundarios e antimicrobiano.



ABSTRACT

Fungi of the genus Penicillium produce secondary metabolites used as a model for synthesizing
and developing antibiotics such as penicillin, penicillin V, ampicillin, amoxicillin, and griseofulvin.
The production of such compounds can be explored through changes in the physical and
chemical parameters of the crop. These changes stimulate silenced biosynthetic pathways,
increasing the diversity of bioactive compounds produced by the fungus. Therefore, the present
study aims to investigate the metabolomic profile and biological potential of four species of
Penicillium isolated in the Amazon. The strains studied in this work were deposited in the
Collection of Fungi from the Amazon (CFAM) of the Instituto Lednidas and Maria Deane (ILMD).
They were reactivated in PDA medium for seven days. A spore suspension was used at a
concentration of 1 x 10-6 CFU/mL to produce extracts. 50 pL of this suspension was inoculated
into erlenmeyer containing 300 mL of BDL, SB, YES, and ISP2 media. The experiment was
carried out in triplicate, in static mode, and incubated at 28 °C for 15 days. After this period, the
fermented broth was extracted with ethyl acetate and the mycelium with methanol. The extracts'
minimum inhibitory concentration (MIC) against the pathogens Candida albicans, Candida
tropicalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, and
Staphylococcus aureus were determined. The extracts of P. purpurogenum strains in ISP2, SB,
and YES against Candida albicans showed a minimum inhibitory concentration of 500 ug.mL,
31.25 ug.mL?, and 62.5 ug.mL?, respectively. In the test against Candida tropicalis and
Staphylococcus aureus, the MIC for P. purpurogenum extracts grown in SB was 250 ug.mL*and
125 ug.mL?, respectively. Other relevant results were observed for extracts of P. oxalicum and
P. citrinum cultivated in BDL and SB with MIC of 250 ug.mLand 62.5 ug.mL?, respectively. Due
to the good performance of P. purpurogenum, P. oxalicum, and P. citrinum extracts in SB, large-
scale cultivation was carried out, followed by broth extraction and fractionation on C18 silica with
a MeOH/H20 gradient of 10%, 50 %, and 100%. This procedure led to the isolation of two
undescribed substances in P. purpurogenum, whose structures were determined by
spectroscopic methods such as 1D NMR (1H NMR and 13C NMR) and 2D NMR (HMBC and
HSQC), HRMS and MS/MS. The isolated substances were identified as two citrinin derivatives,
dihydrocitrinin (1) and 1-methyldihydrocitrinin (2). The other substances present in the fractions
of P. purpurogenum, P. oxalicum, and P. citrinum were characterized by LC-MS/MS and, when
possible, HRMS. The compounds characterized belong to the class of terpenes, polyketides,
oleamides, benzophenones, and alkaloids, thus revealing the potential of Penicillium spp to obtain
compounds with high chemical and biotechnological importance.

Keywords: Penicillium spp, secondary metabolites and antimicrobial.
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1 Introducéo
Os microrganismos pertencem a um grupo heterogéneo de seres que

vivem de forma independente ou em comunidades e encontram-se amplamente
distribuidos em diversos tipos de ecossistemas (CARDOSO e ANDREOTE,
2016). Dentre estes seres, os fungos e as bactérias sdo aqueles que através de
reacdes quimicas de decomposicdo, participam da manutencdo de diversos
processos ecologicos. Logo, apresentam um papel fundamental na ciclagem dos
nutrientes em ecossistemas aquaticos e terrestres (THOMAZ, 2009).

Conforme exposto, os fungos s&o fundamentais para o equilibrio
ambiental, mas, vale destacar que estes organismos podem estabelecer
relacbes mutualisticas com plantas e com outros organismos. Essas relacdes
sdo vantajosas pois auxiliam na adaptacdo das espécies ao ambiente,
promovem a tolerancia contra fatores de estresse, aumentam a resisténcia ao
ataque de insetos e reduzem a ocorréncia de doencas (ZHANG, SONG e TAN,
2006; MADIGAN et al., 2016).

Estes beneficios sdo possiveis pois, os fungos apresentam a capacidade
de produzir compostos com elevada diversidade quimica, especificidade
bioguimica e elevada afinidade de ligacdo com receptores celulares (MOLINARI,
2009; GUIMARAES, 2010). Esses compostos sdo denominados metabdlitos
secundarios e incluem compostos das classes alcaloides, esteroides,
terpenoides, flavonoides, glicosideos, xantonas, isocumarinas, quinonas,
fenilpropanoides, lignanas, metabdlitos alifaticos e lactonas (SUDHA, 2016).
Véarios desses compostos apresentam propriedades biologicas tais como
anticancer, inseticida e antimicrobiana (PICHERSKY e GANG, 2000; BON,
FERRARA e CORVO, 2008).

Quando se trata de moléculas com potencial antimicrobiano, o Penicillium
chrysogenum, antes conhecido como P. notatum, é o mais conhecido. A
literatura relata que desta espécie foi isolada a Penicilina G, metabdlito
secundario com a com a maior atividade antimicrobiana e Gnica penicilina natural
utilizada clinicamente (CALIXTO e CAVALHEIRO, 2012; HOUBRAKEN,
FRISVAD, e SAMSON, 2011).



Tendo em vista o0 potencial para a produg¢do de moléculas com potencial
antimicrobiano de Penicillium spp., o presente estudo teve como objetivo
investigar o potencial antimicrobiano de quatro linhagens cultivadas em
diferentes meios, bem como caracterizar seus constituintes quimicos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial (HPLC-MS/MS) HRMS e RMN.



2 Revisao Bibliografica
2. 1 Amazonia brasileira e sua biodiversidade

Como conceito geografico, a bacia amazénica pode ser tratada como um
territério de dimensdes continentais com aproximadamente 6,9 milhdes km?
distribuidos entre nove paises sendo eles o Brasil com 58,4% do territorio total,
Peru com 12,8%, Bolivia com 7,7%, Colémbia com 7,1%, Venezuela com 6,1%,
Guiana com 3,1%, Suriname com 2,5%, Guiana Francesa com 1,4% e Equador
com 1% (FONSECA, 2011; SILVA, 2013; COCA-CASTRO, et al., 2013).

Nela esté contida a floresta amazodnica, uma regido que apresenta um
clima quente e Uumido que se justifica pela existéncia do fendmeno da
transpiracdo, eliminacdo de agua para a atmosfera. A umidade da regido pode
chegar a 88% em épocas de chuva e mesmo em esta¢cBes de seca os indices
podem chegar a 77%. Com relacédo a pluviosidade, a regido apresenta chuvas
de 1500 mm a 3000 mm todos os anos (FEARNSIDE, 2003; PEIXOTO,
UNTERSTELL e FREIRE, 2010; ALVARES et al., 2013).

A chamada Amazénia brasileira abrange os Estados do Acre, Amap4,
Amazonas, Mato Grosso, Para, Roraima, Rondbnia e Tocantins. Juntos esses
estados compreendem a 60% do territério nacional, conforme pode ser
observado na Figural, que € o equivalente a cinco milhdes de quildbmetros
quadrados, 11mil km de fronteiras internacionais com 12 milhdes de hectares de
varzeas e 25 mil km de rios navegéaveis (HIGUCHI, 2004; BENCHIMOL, 2010).

Amazonia Brasileira

Figura 1: Extensao territorial da Amazénia brasileira.
Fonte: www.orthoptera.com.br

Dentre as principais atividades ambientais realizadas pela floresta
amazonica se mostram as mais importantes a sua capacidade de capturar o

carbono presente na atmosfera e armazena-lo nas estruturas das plantas,



realizacdo da manutencéo do equilibrio ecologico através do ciclo da chuva e de
outros ciclos biogeoquimicos (FEARNSIDE, 2003; DIAS, 2008; AMAZONAS.
GOVERNO DO ESTADO, 2009). Qualquer quebra nessa dinamica ambiental
acarretaria na alteracdo do clima no Brasil e de todo o planeta.

Com relacdo a biodiversidade da regido, a cada dez espécies de vegetais
ou animais conhecidas no mundo, ao menos uma vive na floresta amazonica,
constituindo assim uma grande biodiversidade. Tratando-se de fauna, ndo ha
consenso com relacdo a quantidade de espécies, porém, o valor médio que a
regido abriga € de 2,5 milhdes de insetos, 311 mamiferos, 1.300 aves, 273
répteis, 232 anfibios e 1800 peixes continentais e aproximadamente 128.840
espécies de invertebrados (LEWINSOHN e PRADO, 2005; DA SILVA,
RYLANDS e DA FONSECA, 2005; SUBIRA, GALVAO e DE CARVALHO, 2018).

Com relacdo a flora da Amazébnia brasileira, a totalidade de espécies
permanece indeterminada, contudo, a estimativa € se possa encontrar na regiao
cerca de 40000 espécies de plantas sendo 2500 de grande porte e mais de
30000 plantas de médio e pequeno porte. Vale ressaltar aproximadamente 2000
de plantas da regido séo utilizadas como alimento, na medicina popular e na
producdo de O6leos, graxas, ceras dentre outros produtos que beneficiam a
populacgédo (WRIGHT, 2002; EMBRAPA, 2014).

Em meio a toda essa biodiversidade, a Amazonia brasileira apresenta um
potencial inexplorado quando se trata de fungos e sua importancia se da pela
possibilidade de se obter substancia bioativas de importancia ambiental,
académica e comercial (DE OLIVEIRA, et al., 2019). Segundo Capelari (1996) a
diversidade de fungos era estimada em 2500 espécies. Atualmente a quantidade
de espécies no Brasil € de 5720 sendo 1301 espécies somente na regido
Amazbnica. Os numeros mostram que 0s estudos avancaram, porém, é
importante ampliar o conhecimento sobre a diversidade de fungos na regidao
(FLORA DO BRASIL, 2020).

3 Fungos
Atualmente sdo estimadas que 3,8 milhdes de espécies pertencam ao
Reino Fungi em escala global. Estes organismos séo classificados como seres

eucariontes, devido a presenca da carioteca, heterotroficos, pois, obtém seu



alimento a partir de uma fonte externa, apresentam a quitina como principal
constituinte da sua parede celular (HAWKSWORTH e LUCKING, 2017;
AZEVEDO e BARATA, 2018).

A maioria dos fungos s@o microscopicos e vivem em ambientes terrestres
e aquéticos. Os que habitam no solo desempenham um papel fundamental na
decomposicdo da matéria organica através da digestdo enzimatica, desta forma
macromoléculas como os polissacarideos e proteinas contidas no substrato em
decomposicdo, sao quebradas em compostos mais simples e servem de
nutrientes que podem beneficiar outros organismos (Figura 2) (SOTAO, de
CAMPOS e COSTA, 2004; MADIGAN, et al., 2016).
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Maléria organica em decomposi¢do

Figura 2: Decomposigdo da matéria orgénica realizada por fungo.
Fonte:Autor.

Das possiveis relacdes ecoldgicas que os membros deste grupo podem
estabelecer, destacam-se o parasitismo, que afeta principalmente as plantas,
mas podem afetar os animais de maneira geral, e as associa¢fes simbidticas
que auxiliam diversas plantas na obtencdo de minerais advindos do solo. E
importante ressaltar que os fungos sdo amplamente utilizados pelos seres
humanos em processos fermentativos e na obtencdo de compostos bioativos
(CAVALCANTE, CAMPOS e de LIMA, 2021).

A maioria dos fungos é pluricelular, desta maneira formam longos
filamentos denominados hifas. De acordo com figura 3, as hifas se desenvolvem
a partir de esporos sendo elas paredes celulares tubulares que envolvem a
membrana plasmatica. As hifas podem ser classificadas em septadas, quando
apresentam septos verticais ao longo da sua estrutura e em hifas cenociticas,

caso nao contenham septos (MADIGAN, et al., 2016).



— Parede _|
celular
=— Poro
Nucleo——
Esporo
) | =" — Septo
- @—-@0—@
a) Desenvolvimento da hifa a partir do esporo b) Hifa septada c) Hifa cenocitica

Figura 5: Desenvolvimento das hifas e suas caracteristicas das hifas. (TORTORA, FUNKE e CASE, 2017 modificado)

Fungos reproduzem-se de forma assexuada e sexuada. A reprodugéo
assexuada ocorre pela disseminacdo e crescimento de filamentos de hifas e
producdo assexuada de conideos. Quando 0s esporos assexuados se
desenvolvem d&o origem a um individuo geneticamente igual ao parental. Na
reproducdo sexuada, ocorrem eventos como a plasmogamia e cariogamia de
duas linhagens opostas de uma mesma espécie de fungo (MADIGAN, et al.,
2016).

3.1 Fungos como fonte de metabdlitos secundarios

De acordo com as informacgdes exploradas até o momento os fungos séo
fundamentais para o equilibrio ambiental através da ciclagem de nutrientes.
Contribuem com as plantas através de relagcbes mutualisticas oferecendo
vantagens como adaptacdo ao ambiente, inducéo a tolerancia contra fatores de
estresse, resisténcia ao ataque de insetos e doencas (ZHANG, SONG e TAN,
2006; MADIGAN, et al., 2016).

Todos esses beneficios sdo possiveis, pois, 0os fungos apresentam a
capacidade de produzir compostos com elevada diversidade quimica,
especificidade bioquimica, elevada afinidade de ligagdo com receptores
celulares (MOLINARI, 2009; GUIMARAES, 2010). Por esses motivos, dentre
outros, esses compostos sao de elevado interesse académico e industrial. Estes
compostos sdo denominados metabdlitos secundarios (PICHERSKY e GANG,
2000; BON, FERRARA e CORVO, 2008).

A diversidade de metabdlitos secundarios, produzidas pelos fungos, se da
pela capacidade que os fungos apresentam de adaptacédo ao meio em que estao



inseridos através da ativacdo de genes por estimulos externos como
temperatura, tipo de substrato, qualidade e quantidade de nutrientes disponiveis
(KURTBOKE, SWINGS e STORMS, 2010).

Os metabdlitos secundarios sdo compostos classificados como néo
essenciais, ou seja, ndo estdo diretamente ligados ao desenvolvimento,
crescimento e reproducdo dos fungos e sua auséncia nao resulta na morte
imediata do individuo, mas desempenham fun¢des importantes como protecéo,
competicdo e interacdo com outras espeéecies (FREIRE, VASCONCELOS e
COUTINHO, 2014; MENG, et al., 2015; SPITELLER, 2015).

Diferente das plantas, os fungos apresentam inidmeras vantagens quando
se leva em consideracédo a obtencdo de compostos bioativos. Usando este tipo
de organismo elimina-se variaveis como a sazonalidade, divergéncias
ambientais e politicas com o corte e coleta. Em alguns casos, até mesmo o
rendimento de metabdlitos de fungo é mais elevado que os das plantas
(GONCALVES, FREIRE e LIMA, 2013).

Das principais classes quimicas de metabdlitos secundarios produzidos
pelos fungos, podemos encontrar os (a) policetideos, (b) alcaloides, (c) terpenos
e (d) peptideos ndo ribossomais, a estrutura de um representante dessas classes
pode ser observada na figura 4 (TAN e ZOU, 2001; CANUTO et al.,2012).

Os policetideos sao obtidos por meio da condensacdo continua de
moléculas de acidos graxos de cadeia curta. Alcaloides sédo derivados diretos
dos aminoacidos e os terpenos sdo compostos formados por duas ou mais
unidades isoprénicas. Os peptideos nédo ribossomais sdo compostos
sintetizados a partir de aminoacidos proteinogénicos ou ndo proteinogénicos.
Vale ressaltar que a sintese destes compostos € mediada por reacdes
enzimaticas (CANUTO, et al., 2012).
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Figura 8: Representantes das principais classes quimicas encontradas nos fungos. (a) policetideos —
Aflatoxina B1, (b) Alcaloide - Ergotamina, (c) Terpeno — Micotoxina T2 e (d) peptideo néo ribossomal —
Penicilina G.

Os metabolitos secundarios obtidos a partir dos fungos (figura 5)
apresentam um amplo espectro de atividades biolégicas das quais podem-se
destacar a atividade (a) antiparasitaria, (b) neuroprotetiva, (c) antioxidante, (d)
antidiabética, (e) imunossupressora, (f) antiviral, (g) anticolinesterasica, (h)
(ONDEYKA, et al., 1997; ZHANG, et al., 1999; GOU, et al., 2000; STROBEL e
DAISY, 2003; ALLY, DEBBAB e PROKSH, 2011; ALY, et al., 2010; WANG, et
al., 2012).
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Figura 11: Alguns exemplos de metabdlitos bioativos obtidos a partir de fungos (CHAPLA, BIASETTO e
ARAUJO, 2013 modificado).

Com relagcédo aos antimicrobianos, um dos relatos mais conhecidos na
literatura é o da descoberta acidental da penicilina por Alexander Fleming no ano
de 1928, durante seus estudos sobre as propriedades de cepas de
Staphylococcus aureus, bactéria Gram-positiva (TULP e BOHLIN, 2004;
TORTORA, FUNKE e CASE, 2017).

O médico Alexander Fleming observou que crescimento da bactéria foi
inibido em uma determinada area proxima ao fungo (Figura 6). Atualmente,
essas reacOes de inibicdo entre colonias sdo comumente observadas em
laboratério e sdo chamadas de antibiose. A atividade bactericida contra outros
patogenos Gram-positivos causadores da febre escarlate, pneumonia, meningite
e difteria também foram investigadas por Fleming (BROWN, 2004; TAKAHASHI
e LUCAS, 2008).
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Bactéria

Fungo

Figura 14: Antibiose entre um fungo e uma bactéria em placa de petri.
Fonte: WordPress.com

O fungo produtor da penicilina foi identificado como P. chrysogenum no
ano de 1929. E em 1940 a penicilina entra na sua fase de testes clinicos e pouco
tempo depois se iniciou a sua producéo em larga escala (TAKAHASHI e LUCAS,
2008). Desde entdo a busca por microrganismos, em especial os fungos,
produtores de novos antibiéticos evoluiu rapidamente (TORTORA, FUNKE e
CASE, 2017; OLIVEIRA, da SILVA e TALLARICO, 2010). Na tabela 1, estéo
descritos alguns fungos produtores de metabdlitos secundarios com acgdo

antimicrobiana.

Tabela 1: Fungos como fonte de metabolitos secundarios

Fungo Metabolito Acéo Referéncia
Pyrrocidinas Ae B PR
Acremonium zeae A”t'f“”‘%"?" € (WICKLOW, 2005)
Bactericida
(TORTORA, FUNKE
Cephalosporium spp Cefalotina Bactericida

e CASE, 2017)

: Antifangico e
Il h - -

Colletotrichum Acido Colletétrico N (ZOU et al, 2000)

gloeospoprioides Bactericida
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Cryptosporiopsis
quercina

Epichloé typhina

Eupenicellium
brefeldianum,

Aspergillus clavatus e

Paecilomyces sp

Eutypella scoparia

Paecilomyces variotii

P. chrysogenum

P. griseofulvum

Periconia sp.

Pestalotiopsis jesteri

P. microspora

P. microspora

Phomopsis cassiae

Phomopsis sp

Trichoderma
erinaceum

Criptocina

Chokols

Brefeldina A

Scoparasina B

Viriditoxina

Penicilina

Griseofulvina

Periconicinas A e
B

Jesterona

Isopestacina

Pestacina

3,12-
Dihydroxycadalena

Cycloepoxylactona

, cycloepoxytriol B
e Phomoenamida

Trichodermaerina

Antifingico

Fungicida

Antifangico e
Bactericida

Antifingico

Bactericida

Bactericida

Bactericida

Antifangico e
Bactericida

Antifungico

Antifingico e
Bactericida

Antifingico

Antifungico

Antifangico e

bactericida

Bactericida

(STROBEL e DAISY,

2003)

(YOSHIHARA, 1985)

(HARRI, 1963;
WANG, 2007)

(PONGCHAROEN,
2006)

(SILVA, 2013)

(TORTORA, FUNKE
e CASE, 2017)

(TORTORA, FUNKE
e CASE, 2017)

(KIM, 2004)

(ZHANG, SONG e
TAN, 2006)

(HARPER, 2003)

(ZHANG, SONG e
TAN, 2006)

(ZANARDI, 2012)

(RUKACHAISIRIKUL,

2008; MOUSA e
RAIZADA, 2013)

(XIE, 2013)
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T. harzianum Trichodermina Bactericida (CHEN, 2014)

Xy|aria sp Fomenona Bactericida (S|LVA, 2010)

Conforme apresentado na tabela acima, os fungos apresentam a
capacidade de produzir compostos com alguma atividade antimicrobiana, porém,
€ importante ressaltar que muitas dessas substancias séo toxicas aos seres
humanos. Isso provoca uma desvalorizacdo do ponto de vista comercial. Logo,
a busca por novos antibioticos leva em considera¢cdo o aumento do numero de
bactérias resistentes e da necessidade do mercado por medicamentos com
elevada eficacia, baixa toxicidade e menor impacto ambiental. Dos fungos
produtores de metabdlitos secundarios com atividade biolégica os mais
explorados séao os do género Cephalosporium e Penicillium (TENGURIA, KHAN
e QUERESHI, 2011; FREIRE, VASCONCELOS e COUTINHO, 2014;).

3.2 Potencial quimico e biolégico do género Penicillium

Os fungos do género Penicillium s&o considerados cosmopolitas devido a
sua ocorréncia em diversos tipos de habitats como solo, 4gua, ar e ambientes
extremos com elevada variacdo de temperatura, salinidade e pH. Algumas
espécies especializaram-se em colonizar alimentos, especialmente os graos e
os seus derivados (SMITH, 1951; VISAGIE, et al., 2014; MADIGAN, et al., 2016;
SAXENA, et al., 2016).

O termo Penicillium foi cunhado pelo cientista Johann Heinrich Friedrich
Link no ano de 1809 e significa (a) “pincel” ou “semelhante a escova” devido a
sua micromorfologia. Inicialmente Link descreveu trés espécies sendo elas o (b)
Penicillium candidum, (c) P. glaucum e o (d) P. expansum apresentados na figura
7 (LINK, 1809; SAMSON e PITT, 1985).

O grupo apresenta a formacdo de hifas ramificadas com septos
geralmente incolores. Em laboratorio produz micélio compacto com bordas
definidas, dependendo da espécie. As colonias apresentam um aspecto
algodonoso sendo inicialmente brancos com evolugéo para o amarelo, verde ou

rosa dependendo do meio e da espécie (PITT, et al, 1997).


https://en.wikipedia.org/wiki/Johann_Heinrich_Friedrich_Link
https://en.wikipedia.org/wiki/Johann_Heinrich_Friedrich_Link
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Figura 15: Espécies do género Penicillium descritas por Link (ERRAMPALLI, 2014; PARVEEN, et al., 2017 modificado).
(a) — Micromorfologia de Penicillium sp. (b) — P. candidum, (c) - P. glaucum e (d) - P. expansum.

Algumas espécies séo utilizadas pela industria de alimentos na producéo
de alimentos embutidos e queijos como o Camembert ou Roquefort. Outras
espécies sao versateis quanto a fixacdo de nutrientes como o fésforo e amoénia
em plantas. Estes compostos promovem a sintese de fito-horménios como o
acido indolacético e acido giberélico (figura 8). Os fungos do género Penicillium
podem ser utilizados como biorremediadores, produtores de biossurfactantes, e
enzimas extracelulares. No entanto, estes fungos sdo amplamente explorados
devido ao seu potencial de producéo de moléculas com atividade antimicrobiana
(THOM, 1906; NELSON, 1970; KARAHADIAN, JOSEPHSON e LINDSAY, 1985;
GIRAUD, GIRAUD e AGUILETA, 2010; LUDEMANN, GRECO e RODRIGUEZ,
2010; WHITELAW, HARDEN e BENDER, 1997; LEITAO e EGUITA, 2016;
KHAN, et al., 2008; CHAVEZ, BULL e EYZAGUIRRE, 2006; GUSAKOV e
SINITSYN, 2012)

Acido indolacético Adido giberélico

Figura 18: Fito-horménios de plantas.
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3.2.1 Substéancias bioativas de obtidas de P. chrysogenum

Quando se trata de moléculas com potencial antimicrobiano, o P.
chrysogenum, antes conhecido como P. notatum, é o mais conhecido. A
literatura relata que dele foi isolada a Penicilina G, sendo ela a com a maior
atividade antimicrobiana e a Unica penicilina natural utilizada clinicamente. A
estrutura quimica das penicilinas esta baseada em um anel (A) tiazolurico ligado
a um anel ou nucleo (B) B-lactamico ao qual esta ligado uma cadeia lateral (R)
(Figura 9). O nucleo da estrutura € responsavel pela atividade bioldgica. Logo,
qualquer alteracdo na estrutura do nucleo acarreta na perda da atividade
antimicrobiana (CALIXTO e CAVALHEIRO, 2012; HOUBRAKEN, FRISVAD e
SAMSON, 2011).

P. chrysogenum Penicilina G

Figura 19: P. chrysogenum produtor de Penicilina G.
Fonte: Autor.

Tendo em vista que o nucleo B-lactamico ndo pode ser alterado, a solucéo
estd em alterar a cadeia lateral, desta maneira pode-se obter derivados sintéticos
(Figura 10) com diferentes caracteristicas antibacterianas e farmacol6gicas
(GOODMAN e GILMAN, 2010; CALIXTO e CAVALHEIRO, 2012).
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Figura 20: Derivados da Penicilina G.
Fonte: Autor.

Do Penicillium chrysogenum, Gao e colaboradores (2011) isolaram dois
metabdlitos secundarios, o (a) penicidio A e um (b) monoterpeno de Penicillium
sp com atividade inibidora contra o fungo Alternaria brassicae. Buscando a
atividade antimicrobiana do P. chrysogenum, Devi et al. realizaram estudos nos
anos de 2009 e 2012 isolando os compostos (c) (3,1’-didehydro-3[2”(3",3""-
dimethyl-prop-2-enyl)-3”-indolylmethylene]-6-methyl pipera-zine-2,5-dione) e (d)
Citrinina. Em estudos recentes na busca por compostos bioativos oriundos de P.
chrysogenum, Trinh et al. (2017) isolaram o (d) citreohibridonol, composto com

atividade antimicrobiana contra o Bacillus cereus e S. faecalis.
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P

(a) Penicidio A (b) Penicimonoterpeno

OH
HOOC 0
6) CHs
(d) Citrinina (e) Citreohybridonol

Figura 23: Metabdlitos secundérios de P. chrysogenum (DEVI, et al., 2009; GAO, et al., 2011; DEVI, RODRIGUES e
NAIK, 2012; TRINH, et al., 2017 modificado).
3.2.2 Substancias bioativas de P. purpurogenum
O P. purpurogenum € um fungo filamentoso que, em determinadas
condi¢cbes de cultivo e tempo, pode produzir um pigmento vermelho conforme
figura 12. Em geral, seu dorso apresenta cor verde devido a esporulacao intensa
e pode ser obtido do solo ou a partir de um tecido vegetal (MUSALEM, STEINER
e CONTRERAS, 1984).

Figura 24: Culturas de P. purpurogenum em diferentes condi¢des. Em A — Meio de cultura YES com crescimento por
7 dias e em B — Meio de cultura BDA com crescimento por 6 dias (MAPARI, et al., 2009) modificado.
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Com base na literatura, um dos primeiros estudos envolvendo a espécie
foi realizado por Musalem no ano de 1984, sobre a producdo de enzimas
hemiceluloliticas. Desde entdo, diversas enzimas produzidas pelo P.
purpurogenum foram isoladas e caracterizadas sendo as principais as [3-
glicosidases, endoxilases, acetil xilano esterase (AXE) e a-L-
arabinofuranosidase. Estas moléculas sdo amplamente utilizadas pelo setor
agricola principalmente para obtencéo de alimentos com maior valor nutricional
(MUSALEM, STEINER e CONTRERAS, 1984; FRITZ, et al., 2008; HIDALGO,
STEINER e EYZAGUIRRE, 1992; CHAVEZ, et al., 2002; EGANA, et al., 1996).

A possibilidade de producdo de pigmentos a partir do cultivo de P.
purpurogenum, chama atencéo devido a possibilidade de uso como colorantes
naturais de alimentos. Na busca por estes compostos, Mapari e colaboradores
(2006) isolaram e identificaram a (a) 7-(2- hidroxietil)-monascorubramina de
coloracdo vermelho-purpura, Frisvad (1989) descreveu (b) purpurogenona de
coloracdo amarelo-alaranjado e Bichi e colaboradores (1965) isolaram a (c)
mitorubrina, de cor amarela, e o (d) mitorubrinol, de coloracdo laranja-

avermelhada.

OH OH
996
@)
OH
(a) 7-( 2- hidroxietil)-monascorubramina (b) Purpurogenona

OH OH

HO HO
@) Mitgrubrna (d) Mitorubrinol

Figura 25: Pigmentos de P. purpurogenum (BUCHI, WHITE e WOGAN, 1965; FRISVAD, 1989; MAPARI, MEYER e
THRANE, 2006).
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Dos bioativos com potencial farmacoldgico, o P. purpurogenum apresenta
a possibilidade de produzir compostos com atividade (a) antitumoral, (b) anti-
inflamatoria e (c — d) antiviral para HIN1 (WANG, et al., 2011; XUE, et al., 2014).

(b) Penicilliesterol

O N X 0] (@)
HO
O\\\ 3 o O
HO o i HO
s OCH;
OH HO
HO OH

(e)

(c) (d)

Figura 26: Compostos isolados de P. purpurogenum.

Com relagdo aos compostos com atividade antimicrobiana produzidos por
P. purpurogenum, a literatura reporta o (a) limoneno, substancia que apresenta
atividade antibacteriana, e o (b) timol com elevada atividade antifingica
(GHANBARI, MOHAMMADKHANI e BABAEIZAD, 2014; KHETHR, et al., 2008;
FRISVAD, et al., 2004; SOKOVIC, et al., 2009).

CHs

OH
H;C™ CHj

(a) Limoneno (b) Timol

Figura 29: Terpenos isolados de P. purpurogenum.

Em estudos conduzidos por Yenn e colaboradores (2017) revelaram que
a espécie é capaz de produzir o (a) stigmasterol. Este composto apresentou
atividade antimicrobiana para varias bactérias e leveduras de relevancia clinica,

porém, o que chamou atencao dos pesquisadores foi a eficacia do stigmasterol
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em degenerar a parede celular do patdgeno Staphylococcus aureus o que resulta
na liberacdo do conteudo celular causando a morte do organismo.

Na busca por compostos com atividade antibacteriana, especialmente
contra 0 S. aureus e 0 S. aureus resistente a meticilina, Xue e colaboradores
(2020) isolaram e identificaram ao menos quatro novas substancias da classe
das (b-e) xantonas. Todos 0s compostos descritos estdo apresentados na figura
16.

(a) Estigmasterol

Figura 32: Compostos isolados de P. purpurogenum com atividade bactericida (YENN, et al., 2017; XUE,
et al., 2020)

O P. purpurogenum é promissor na producdo de novos compostos
antimicrobianos através da inducdo ou ativacdo de genes silenciados. Esta
técnica € chamada de OSMAC (One-strain-many-compounds) e pode ser
executada atraves da mudanca de fatores ambientais e forma de cultivo.
Conforme relatado por Li e colaboradores (2016) foram isolados trés novos
alcaloides (Figura 17) através da indug&o de rotas biossintéticas silenciadas por
dietil sulfato (DBOE, et al., 2002; WILLIAMS, et al., 2008).
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(a) Penicimutamida A (b) Penicimutamida B (c) Penicimutamida C

Figura 35: Estrutura das Penicimutamidas (LI, et al., 2016) modificado.

3.2.3 Substancias bioativas de Penicillium oxalicum

O P. oxalicum é um fungo ascomiceto anamorfico encontrado no solo e
em associacdo com as raizes do milho. Por esse motivo, o P. oxalicum apresenta
elevada importancia para o setor agricola de producédo de milho, devido sua
atuacdo como fixador de nutrientes, promotor da sintese de fatores de
crescimento da planta e indutor do aumento da capacidade defensiva da planta
seja contra fitopatbgenos ou predadores (MURALI e AMRUTHESH, 2014;
TYLER, etal., 2008; VAN DER ENT, VAN WEES e PIETERSE, 2009; HOSSAIN,
et al., 2014).

Dos diversos compostos bioativos obtidos a partir do P. oxalicum, o acido
secalbnico D chama atencdo por ser uma substancia toxica presente em
alimentos, como por exemplo, o milho recém colhido. A toxicidade desta
substancia em ratos € de 50 mg/Kg porém, ndo apresentam toxicidade em
embrides de galinha mas em humanos, este composto € teratogénico e abortivo
(CIEGLER, HAYES e VESONDER, 1980; CARLTON, TIUTE e MISILEV, 1968;
MISLIVEC e TUITE, 1970).

No entanto, estudos envolvendo o acido secaldénico D (Figura 18 a)
ressaltam que este composto possui propriedades citotdéxicas contra células
causadoras de carcinoma epiderméide de boca (KB) e o fibrossarcoma. A
substancia apresenta ainda certa seletividade em células de tamanho que
variam de 0,03 a 15 um (GUQO, et al., 2007; REN, et al., 2006).

Analogos como o acido secalbnico F (Figura 18 b) possuem atividade
antimicrobiana contra Bacillus megaterium, bactéria fitopatogénica. Ja o acido
secalbnico A (Figura 18 c) apresenta atividade contra Bacillus subtilis e Piriculaia

oryzae enguanto o acido secalbnico B (Figura 18 d) mostrou-se com um bom
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antifngico contra Microbotryum violaceum e um efetivo antimicrobiano contra
Bacillus megaterium e a Escherichia coli (ZHANG, et al., 2008; MASTERS e
BRASE, 2012).

Outros dados obtidos na literatura, reforgam o potencial da espécie para
a producéo de compostos com atividade antimicrobiana, a exemplo disto tem se
o estudo realizado por Yang e colaboradores (2008) em que determinou-se a
atividade antifingica in-vitro do P. oxalicum contra dezessete cepas de fungos
patogénicos, dentre eles o Sclerotinia sclerotiorum causado da doenga mofo
branco. Através do co-cultivo e do teste in vitro Shen, Li e Wang (2014)
determinaram a atividade antifingica do fungo P. oxalicum, bem como do extrato
metandlico, contra o Alternaria solani, causador da doenca pinta preta ou
mancha de alternaria. A atividade antimicrobiana in vitro do extrato de P.
oxalicum foi o objetivo principal do trabalho de Santamarina (2002), nele
concluiu-se que houve um elevado efeito antagonista contra as bactérias
patogénicas Pseudomonas solanacearum, Xanthomonas campestris,

Agrobacterium tumefaciens, Escherichia coli e Serratia marcescens.

(c) Acido Secalénico A (d) Acido Secalénico B

Figura 36: Derivados do acido secalonico (HOOPER, et al., 1971; MASTERS e BRASE, 2012).

A literatura reporta que do P. oxalicum é possivel obter alcaloides (WANG,
et al., 2013; XU, ZOU e CHENG, 2014; ZHANG, et al., 2015), meroterpenos
(DUAN, et al., 2016), diterpenos (BIAN, et al., 2015) antraquinonas (WANG, et
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al., 2014), policetideos (REN, et al., 2019), enamida fendlicas (LI, et al., 2015),
cromonas (BAO, et al., 2014) (Figura 19) dentre outros.
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Figura 39: Compostos isolados de P. oxalicum.
Fonte Autor.
3.2.4 Substancias Bioativas de Penicillium citreonigrum
O P. citreonigrum é um fungo amplamente distribuido em diversos

ecossistemas. Relatos extraidos da literatura mostram que este organismo pode
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ser encontrado em industrias produtoras de queijo, amostras de solo de
plantacdo de milho, feijao verde, uva passa e em cortica. Este organismos €&
principal produtor da citreoviridina (Figura 20) um potente inibidor da atividade
mitocondrial e uma perigosa micotoxina neurotdxica (AZIZ, MATTAR e
MAHROUS, 2006; GRAVES e HESSELTINE, 1966; KURE, SKAAR e
BRENDEHAUG, 2004; NJOBEH, DUTTON, et al., 2009; PITT e HOCKING,
2009; SERRA, PETERSON e VENANCIO, 2008).

A producdo desde composto se da pela contaminacdo do arroz, em
especial o que é produzido no leste da Asia. O consumo deste arroz contaminado
causa insuficiéncia respiratoria, insuficiéncia circulatoria, paralisia, convulsées e
morte. Devido aos inimeros casos no Japao a doenca ganhou notoriedade e foi
denominada de Shoshin-Kakke (beribéri cardiaco) no ano de 1891. A literatura
reporta que a mudanca de habitos alimentares e o uso de suplementos
alimentares contendo tiamina, reduziram gradativamente a ocorréncia de
Shoshin-Kakke (SAKAKI, 1981; KUSHIRO, 2015; UENO, 1974; NISHIE, COLE
e DORNER, 1988; HONGSUK, HUH e WILCOX, 1996; ROSA, 2010).
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Figura 42: Metabdlito de P. citreonigrum.

A partir de outros estudos envolvendo o P. citreonigrum, encontraram-se
compostos com atividade antioxidante (Figura 21a-b), potencial de inibicdo da
proliferacdo de células cancerigenas como a do hepatocarcinoma humano -
HepG2 (Figura 21c-d) e cancer de colorretal humano - HCT116 (Figura 21e),
substancias inibidoras da enzima a-glicosidase (Figura 21f) que auxiliam no
controle da glicemia pois, retarda a quebra de polissacarideos complexos como
o amido da mesma maneira como o farmaco arcabose (YUAN, ZHANG, et al.,
2017; HUANG, ZOU, et al., 2018; YUAN, WEI, et al., 2014).
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Figura 45: Variedade de compostos obtidos de P. citreonigrum.
Fonte Autor

3.2.5 Substancias Bioativas de Penicillium citrinum

O P. citrinum € um fungo filamentoso amplamente distribuido em diversos
ambientes. De acordo com literatura, esta espécie é constantemente encontrada
em substratos como o solo, cereais, especiarias, frutas e ambientes internos
(PITT, 1979; HOUBRAKEN, FRISVAD e SAMSON, 2010).

Esta espécie chama atencao pela producao da citrinina, uma micotoxina
com efeitos nefrotoxicos, hepatotdxicos e citotoxicos. Além deste composto, este
organismo pode produzir o 4cido tanzowaico A, quinolactacinas, quinocitrininas,
acido estearico, mevastatina e a compactina. Atualmente busca-se entender os
beneficios de outros metabdlitos secundarios produzidos por esse fungo
(KOZLOVSKY, et al., 2003; SAMSON e FRISVAD, 2004; HETHERINGTON e
RAISTRICK, 1931; JESUS, 2012; MALMSTRgM, CHRISTOPHERSEN e

FRISVAD, 2000). Todos os compostos citados estéao representados na figura 22.
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Figura 48: Metabdlitos secundérios obtidos do P. citrinum.

Em estudo realizado por Lu e colaboradores (2008), mostra que o P.
citrinum é capaz de produzir moléculas com capacidade antioxidante (figura
23a). Apresenta a capacidade de producdo de compostos com potencial de
inibicdo da proliferacéo de células cancerigenas (Figura 23b1-b5), como as de
leucemia — HL 60 (CHEN, et al., 2011), linfoma murino — L5178Y (LAI, et al.,
2013; EL-NEKETI, et al., 2013), carcinoma de Ehrlich (YURCHENKO, et al.,
2013), cancer de pulmé&o humano - NCI-H137 (TRISUWAN, et al., 2014).
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(b1) (b2)

(b4)

(b3)

Figura 49: Bioativos de P. citrinum de importancia biotecnolégica.

Com relacéo a atividade antimicrobiana, o P. citrinum mostra-se um bom
produtor da 1-(2,6-dihidroxifenil) propan-1-ona, figura 24a, com atividade contra
Bacillus subtilis, B. cereus e Micrococcus tetragenus segundo trabalho realizado
por Zheng e colaboradores (2016). A substancia isolada apresentou uma
atividade de concentracdo minima inibitéria — CMI no valor de 6,94 uM.

Trabalhos como o de Zheng et al (2016) sdo importantes pois, a literatura
relata que infecgdes causadas por Bacillus subtilis e B. cereus, geralmente estdo
associadas aos alimentos e causam problemas no trato gastrico e intestinal com
0s principais sintomas sendo nauseas, vomitos e diarreias graves. Ja infeccdes
causadas por Micrococcus tetragenus, chamam atencdo, pois, causam
infeccbes pulmonares e septicemia (REIMANN, 1935; KOTIRANTA,
LOUNATMAA e HAAPASALO, 2000).

Ao realizar testes in vitro de avaliagdo antimicrobiana de vinte metabolitos
obtidos a partir do cultivo e extracéo do P. citrinum, Lai e colaboradores (2013)
relatam gue ao menos trés compostos (Figura 24b1-b3) apresentaram CIM de

64 pg/ml contra o Staphylococcus aureus, bactéria causadora de infec¢des de
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pele, alimentar, 6sseas, articulares e em implantes médicos devido a formagéo

de biofilme.

Figura 52: Metabdlitos de P. citrinum com atividade bactericida

4 Técnicas analiticas empregadas na identificacdo de metabdlitos
secundérios
4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Cromatografia € um método analitico utilizado de forma eficaz na
separacao e diferenciacdo dos componentes quimicos de amostras complexas
tais como fluidos bioldgicos, produtos naturais, sedimentos de rio dentre outras
(SKOOG, WEST, et al., 2010).

Os métodos cromatogréaficos podem ser do tipo planar ou em coluna. As
metodologias executadas em coluna sao classificadas em trés categorias
diferenciadas pelo tipo e fase moével que pode ser fluido supercritico, gasosa ou
liguida (SEWELL e CLARKE, 1998; FRIED e SHERMA, 1999).

A técnica de cromatografia liquida foi empregada pela primeira vez em
1900 por Mikhail S. Tswett, um cientista italiano que concentrava seus estudos
na separacao de pigmentos vegetais, como clorofila, carotenos e xantofilas, em
uma coluna utilizando solventes como eluentes. Desde entdo a técnica de

cromatografia liquida passou por muitos avangos motivados pela criacdo de
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novas particulas de fase estacionaria. Dessa maneira, tém-se colunas mais
estaveis, seletivas e eficientes (COLLINS, 2009; MALDANER e JARDIM, 2009).

Com a evolucao dos instrumentos, a cromatografia liquida moderna, que
inclui a Cromatografia de Alta Eficiéncia (CLAE), é extremamente mais eficiente
do que a cromatografia classica, uma vez que séo utilizadas particulas menores
na fase estacionaria, cuja separacdo com auxilio de alta pressao, leva a
separacdes com altas resoluces. A cromatografia liquida de alta eficiéncia é
uma técnica amplamente utilizada pelos diversos setores da indastria e
academia, devido sua versatilidade para separar e quantificar amostras
(LANCAS, 2009; GERBER, KRUMMEN, et al., 2004).

Na figura 25 é possivel observar o esquema geral da CLAE. Um
instrumento de CLAE é equipado com um ou mais reservatérios de vidro onde
ficam acondicionadas as fases moveis que se deseja utilizar. Esta fase movel é
sugada por uma bomba de alta presséo, que leva até o sistema de injecdo de
amostra. No injetor, a amostra é misturada com a fase movel e em seguida, essa
mistura € introduzida na coluna, onde ocorre a separacdo da amostra. Os tipos
mais comuns de recheio de coluna sdo a silica fase normal, baseada na
capacidade de realizar interacdes polares com o analito, e a fase reversa que
realiza interacdes de natureza apolar. (DONG, 2006; MCMASTER, 2007).

Apbs a separacao na coluna, o analito é direcionado para um detector que
acusa sua presenca. Os detectores mais usados sdo agueles baseados na
absorcao da radiacdo ultravioleta e visivel (UV-VIS) nos quais sdo monitorados
dois comprimentos de onda, usualmente o0 220 nm e 254 nm. Os detectores
baseados no arranjo de diodos (PDA) séo mais eficientes que os de UV-VIS,
pois, facilitam a deteccdo de impurezas e a obtencdo de dados de mdltiplos
comprimentos de onda ao mesmo tempo, porém este detector € mais sensivel a
ruidos dificultando experimentos que visam a quantificacdo de determinada
substancia. O sinal gerado pelo detector € registrado por um programa de
computador e um cromatograma com o perfil cromatografico da amostra é
gerado (MEYER, 2004; SNYDER e KIRKLAND, 2009).

A obtencdo deste perfil € considerada como uma das melhores
estratégias de analise de metabdlitos secundarios e seus derivados. No entanto,
0 metaboloma de um organismo como um fungo, é altamente complexo devido

a diversidade de estruturas quimicas geradas pelo metabolismo, logo, se faz
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necessario utilizar abordagens complementares para que se possa diferenciar e
obter o maior numero de compostos. Mesmo com o0 grande avan¢o de novas
técnicas em cromatografia liquida, a identificacdo e a resolucdo dos picos
cromatograficos ainda é uma tarefa dificil (KLITGAARD, IVERSEN, et al., 2014;
WEHRENS, CARVALHO, et al., 2013).

No entanto essa situacdo mudou com o aperfeicoamento e melhoramento
de ferramentas que permitiram o melhoramento do acoplamento entre a

cromatografia liquida e a espectrometria de massas (CL/MS) (NIESSEN, 2006).

Bomba

Coluna

_ B

Reservatoério o
da fase movel 3

Detector TSteg‘:é’: : Baulsicho

Efluente

Resposta do Detector

59
—

r T T
0 5 10 20 25 30
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Aquisicao do perfil cromatografico

Figura 55: Diagrama ilustrativo de um HPLC Kenneth, R. (2018) modificado.

4.2 Cromatografia liquida acoplada ao espectrémetro de massas

A combinacéo da cromatografia liquida com a espectrometria de massas
€ o sistema de andlise mais utilizado, pois, ao passo que a separacdo dos
compostos quimicos presentes em uma amostra ocorre na coluna de um
cromatografo, o espectrometro de massas fornece, com alta especificidade
molecular e sensibilidade, a identidade do composto em termos de razdo massa
carga (m/z) (THOMAS, 2001; CHAIMBAULT, 2014; DASS, 2007).

A espectrometria de massa (EM) € uma técnica analitica que mede a

razdo massa / carga (m/ z) de particulas carregadas (ions). Um espectrémetro
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apresenta 0os seguintes componentes, uma fonte de ions, um analisador de
massas, um detector de ions (ambos mantidos sob vacuo) e um sistema de
dados conforme pode ser observado na figura 26. Este tipo de técnica melhora
a sensibilidade das metodologias utilizadas podendo ser utilizada na busca e
identificagdo de compostos de interesse industrial como o farmacéutico,
agroquimico, monitoramento ambiental e em pesquisas académicas (LANCAS,
2009; SKOOG, WEST, et al., 2010; ROBERTS, 2013; SILVERSTEIN,
WEBSTER, et al., 2019).

|

|

. - I
Sistema Fonte Analisador Detector :
CLAE de ions de massas de ions |
I

|

|

|

Sistema
de dados

Figura 58: Diagrama de um sistema CL-MS (SKOOG, WEST, et al., 2010) modificado.

De maneira geral, em uma analise por CLAE/EM, a os ions contidos em
uma amostra na fase liquida séo ionizados para fase gasosa e em seguida sao
conduzidos para a o analisador de massas. No analisador sdo aplicados campos
magnéticos para que assim o0s ions sejam classificados de acordo com sua
abundancia e massa (SILVERSTEIN, WEBSTER, et al., 2019; DASS, 2007).

Mesmo sendo uma combinacao ideal, existe um problema fundamental
no acoplamento dessas duas técnicas que € a interface. Para a espectrometria
de massas é necessario que a amostra esteja no estado gasoso para a analise,
porém, a amostra que sai de uma coluna cromatografica esta no estado liquido
devido a mistura do solvente com o analito. Logo, a maior parte do solvente deve
ser removido e em seguida evaporado durante a ionizacdo da amostra (PITT,
2017; ARPINO, 1992).

Para isso, diversos dispositivos de ionizagao foram testados. Inicialmente
utilizou-se no acoplamento fontes que operam em pressao atmosférica como o

electrospray (ESI), Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI) e
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Atmospheric Pressure Photon lonization (APPI). Dentre as fontes de ionizagao
utilizadas, a ESI e a APCI sdo as mais utilizadas (NIESSEN, 2006; CAPPIELLO,
FAMIGLINI, et al., 2008; CAPPIELLO, FAMIGLINI, et al., 2002).

A interface do tipo ESI, pode ser utilizada para analise de compostos de
uma amostra levemente polar. A mistura contendo o solvente e o analito,
oriundas da coluna de CLAE, sdo bombeados por um capilar metalico no qual
aplica-se uma voltagem de 3kV a 5kV. Isso forca a pulverizacdo da amostra e a
evaporacao do solvente. Os ions gerados séo transferidos para uma camara de
vacuo e em seguida para o analisador, este processo pode ser observado na
figura 27. E um método muito suave de ionizag&o, pois o analito retém pouca
energia apos a ionizacdo. O sistema pode ser operado no modo positivo ou
negativo. Alguns autores relatam que a principal desvantagem da técnica é a
dificuldade de realizar a fragmentagéo de alguns compostos quimicos, problema
gue é solucionado com o uso de técnicas espectrométricas de massa em tandem
(sistemas de MS em série) (PITT, 2017; DOLE, MACK, et al., 1968; IRIBARNE
e THOMSON, 1976).

Capilarde
Agulhade Gotas de transferéncia

pulverizagdo analito/solvente
Efluente /

coluna Analisador

ferte i tcadt i sns st e —
Fluxo de N,

Sistema de
Vacuo

Figura 61: Esquema de uma interface ESI Gates, P (2020) modificado.

A metodologia envolvendo APCI é muito similar ao método de ionizagéo
quimica (Cl) porém a principal diferenca é que o0 processo ocorre a pressao
atmosférica. Esta técnica tem sido utilizada quando o alvo sdo moléculas néo
polares e levemente volateis como esterdides, lipidios e vitaminas lipossolaveis,
pois, estes compostos ndo sdo ionizados de forma eficiente em ESI. A técnica é
baseada em transferir as moléculas contidas no solvente para a fase gasosa
(LANCAS, 2009; HORNING, HORNING, et al., 1973).
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Para isso, o liquido advindo da coluna cromatogréfica é introduzido em
uma sonda para que o solvente seja evaporado e as moléculas do analito sejam
liberadas para que em seguida sejam ionizadas, todo este processo € mediado
por um fluxo continuo de N2. Em seguida, as moléculas do analito, na presenca
de N2, sdo submetidas a uma descarga elétrica por um eletrodo (denominado
efeito corona). O processo é eficiente devido a ocorréncia de diversas colisdes
entre os ions analito e os ions dos solventes, ambos em fase gasosa. Na figura
28, € possivel observar um esquema de uma fonte APCI (HORNING, HORNING,
etal., 1973; PITT, 2017; ARDREY, 2003).

Agulhade fons
ey ——
RO Gotas de Capilarde
Efiuente analito/solvente transferéncia
da | . Fhoxode N, f
coluna I / / Analisador
> 0000, o .. % SNmEE———— >
. I Fluxode N, \ \
‘ /
/ Cone
Aquecedor \
Descarga
Corona
Sistema de
Vacuo

Figura 64: Esquema de uma interface APCI Gates, P (2020) modificado.
A regido para a qual sao transferidos os ions gerados pelas fontes, é

denominada de analisador de massas onde ocorre a medida da sua razao m/z.
Os tipos de analisadores mais conhecidos séo o time off flight (TOF), quadrupolo-
quadrupolo e quadrupolo — ion trap (HOFFMAN e STROOBANT, 2007; DINIZ,
2011).

Os analisadores por tempo de vbo utilizam um campo magnético para
acelerar os ions. Os que apresentam a mesma razao massa/carga, possuem
energia cinética igual logo, a velocidade dependera do valor da massa molecular.
Sendo assim, ions com massa molecular menor atingirdo o detector em um
menor tempo (WOLLNIK, 1993; GUILHAUS, 1998).

Os do tipo duplo quadrupolo funcionam como um filtro seletivo de massa.
Funcionam com campos elétricos oscilantes gerados por quatro eletrodos

paralelos. Isso desestabilizar ou estabilizar os ions de maneira seletiva durante
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a passagem pelo centro do quadrupolo. Dessa maneira, os ions chegardao no
detector em tempos diferentes e de acordo com sua razdo m/z (SYED, MAHER
e TAYLOR, 2013).

Analisadores do tipo quadrupolo — ion-trap funcionam de maneira muito
similar aos do tipo duplo quadrupolo. O diferencial € que os ions gerados sao
aprisionados no interior do analisador. Um potencial RF (radio frequéncia)
elevado € utilizado para criar uma instabilidade de massa fazendo com que
sejam expelidos para fora do analisador de acordo com seus valores de m/z
(SCHWARTZ, SENKO e SYKA, 2002; LAMMERT, ROCKWOOD, et al., 2006;
SNYDER, PULLIAM, et al., 2016).
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5 Objetivo geral

Investigar o potencial antimicrobiano dos extratos de Penicillium spp.
isolados no Amazonas e caracterizar os constituintes quimicos através de LC-
MS/MS e RMN

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Obter os extratos dos fungos, oriundos do cultivo em diferentes meios em
uma pequena escala;

» Selecionar a o melhor cultivo e a melhor linhagem com atividade
antimicrobiana;

» Realizar o cultivo em larga escala da linhagem selecionada;

» Caracterizar os compostos com atividade antimicrobiana por métodos

espectroscopicos e espectrométricos;
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6 Metodologia geral
6. 1 Obtencéo e reativacao das linhagens

As quatro linhagens de fungos do género Penicillium spp. utilizadas neste
estudo foram gentilmente cedidas pela Colecao de Fungos da Amazonia (CFAM)
do Instituto Lebnidas e Maria Deane (ILMD) sendo provenientes da agua de
consumo da comunidade ribeirinha, Lago do Lim&o (DE LIMA, RIBEIRO, et al.,
2017). Na tabela 2, podem ser observados os codigos de colecdo das linhagens

bem como os cddigos de trabalho.

Tabela 2: Cddigos de colegédo e de trabalho das linhagens de Penicillium spp.

Cédigo da coldnia Fungos Cadigo de trabalho
214 Penicillium purpurogenum F1
1311 Penicillium oxalicum F2
340 Penicillium citreonigrum F3
a7 Penicillium citrinum F4

A reativagao das linhagens foi realizada em uma placa de petri contendo
meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) suplementado com Amoxicilina (50
pg/mL) através do cultivo de um pequeno fragmento da col6nia preservada. O
experimento foi realizado em triplicata sendo incubado em Demanda Bioquimica
de Oxigénio (DBO) a 28 °C por 7 dias.

Apds o tempo de crescimento, as linhagens foram submetidas ao
procedimento de monospdérica a fim de se obter uma col6nia pura (Rizzardi et
al., 2017). De cada linhagem, as colonias puras foram suspensas em tubos
criogénicos estéreis de 2,0 mL contendo 1,5 mL de glicerol a 20% (SOUZA, et

al., 2004). Os tubos foram mantidos em geladeira a 3 °C.

6.2 Obtencéao dos extratos fangicos
As linhagens foram cultivadas em diferentes erlenmeyers de 50 mL
contendo 25 mL de meio liquido com as seguintes propor¢des descritas a seguir.
¢ BDL (Batata — Dextrose - Extrato de Levedura) — Batata 200 g/L, Dextrose
20 g/L e Extrato de Levedura 4 g/L;
¢ YES (Extrato de levedura — Sacarose) — Sacarose 150 g/L e Extrato de
Levedura 20 g/L;
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¢ ISPz (International Streptomyces Project 2) — 10 g/L de Amido, 4 g/L de
Extrato de Levedura, 10 g/L de Glicose e 4 g/L de Malte;
e Sabouraud —20 g/L de Glicose e 10 g/L de Peptona.

Os experimentos foram realizados em triplicada sendo inoculados 50 pL de
uma suspensdo de conidios na concentragdo 1 x 10° células/mL. Os
erlenmeyers foram incubados a 28 °C em DBO por 15 dias. Apdés o tempo de
cultivo, o material fermentado foi filtrado com o auxilio de sistema a vacuo. Desta
maneira, obteve-se o caldo e o micélio, conforme pode ser observado na figura
29.

Micélio

. Sistema de filtragédo a vacuo
Cultivo fUngico )

| Caldo de cultivo |

Figura 67: Cultivo do fungo e filtragéo a vacuo.

ApoGs a etapa de filtracdo, adicionou-se uma quantidade suficiente de
metanol para cobrir o micélio. Apés 48 h o material foi filtrado e o solvente foi
evaporado. Desta maneira foram obtidos os extratos metandlicos dos fungos

cultivados (Figura 30).

Maceracdo em metanol por 48
Filtragdo

Figura 70: Obtencéo dos extratos metandlicos
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O caldo foi submetido a uma extracao liquido-liquido com acetato de etila
na proporcdo 1:1. Com o auxilio de um funil de separacéo, a fase aquosa foi
separada da fase organica. O extrato da fase organica foi obtido apos

evaporacao do solvente e a fase aquosa foi descartada (Figura 31).

Separagao
Evaporagéo

Fase organica

Extrato de acetato

Figura 73: Obtencéo dos extratos em acetato

Os 32 extratos obtidos foram conduzidos ao dessecador para eliminagéo
de agua. Quando secos, transferiu-se 1 mg das amostras para diferentes tubos

do tipo eppendorf para futuras analises de LC-MS.

6.3 Preparo dos inGculos e amostras para avaliagdo do potencial antimicrobiano

Os microrganismos testados foram as bactérias gram-positivas
Staphylococcus aureus (ATCC-25923) e Enterococcus feacalis (ATCC-29212),
as gram-negativas Escherichia coli (ATCC-25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC-27853) e as leveduras Candida albicans (ATCC-10231) e C. tropicalis
(ATCC-13803) adquiridas da colecdo Cefar Diagndstica. As bactérias foram
reativadas em Caldo Mueller Hinton (MH) (HIMEDIA®) e as leveduras em Caldo
Sabouraud (SB) (HIMEDIA®), ambas foram incubadas a 36 = 1 °C por 24 e 48
h, respectivamente.

Apos reativacao dos patégenos, uma aliquota de 100 pL foi transferida para
um tubo de ensaio contendo 10 mL de caldo MH para bactérias, e caldo SB para

levedura, ambos posteriormente incubados a 36 + 1°C por 24 horas.
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A concentragdo de células dos patdgenos foi ajustada para o padrao 0,5 da
escala de Mc Farland. Em seguida, o padrao foi diluido 1:100, obtendo-se dessa
maneira a concentragdo células 2,5 x 102 UFC/mL para as leveduras (CLSI,
2002) e para as bactérias, foi diluido 1:10 para obter uma concentracao final de
5 x 10° UFC/mL (CLSI, 2003).

As amostras foram pesadas e diluidas em uma solucédo aguosa de DMSO
10% até a concentracdo de 2 mg/mL. Para realizacdo do teste foram inoculados
em placa de Elisa 10 pL do patégeno,100 pL de meio de cultura (SB ou MH) e
100 pL do extrato. O experimento foi incubado a 36 + 1 °C por 24 horas. Apés o
tempo de incubacédo, adicionou-se 10 pL do revelador cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazoélio (TTC) para avaliagcdo dos resultados. O teste foi realizado em
placa de Elisa em triplicata com os extratos descritos na tabela 3. Foram
considerados como resultados positivos 0s po¢os que nao adquiriram a
coloracdo rosa. Em seguida, os que apresentaram resultado positivo foram
conduzidos para a determinacdo da concentracdo minima inibitéria — CIM e

foram cultivados em larga escala para isolamento e identificacdo dos compostos

quimicos.
Tabela 3: Extratos obtidos e fungos testados
Numero Fungo Meio de Cultivo Extrato Solvente
1 YES Caldo AcOEt
2 BDL Caldo AcOEt
P. purpurogenum
3 SB Caldo AcOEt
4 ISP2 Caldo AcOEt
5 YES Micélio MeOH
6 BDL Micélio MeOH
P. purpurogenum
7 SB Micélio MeOH
8 ISP2 Micélio MeOH
9 YES Caldo AcOEt
10 ) BDL Caldo AcOEt
P. oxalium
11 SB Caldo AcOEt
12 ISP2 Caldo AcOEt
13 YES Micélio MeOH
14 P. oxalium BDL Micélio MeOH
15 SB Micélio MeOH
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16 ISP2 Micélio MeOH
17 YES Caldo AcOEt
18 , , BDL Caldo AcOEt
P. citreonigrum
19 SB Caldo AcOEt
20 ISP2 Caldo AcOEt
21 YES Micélio MeOH
22 L BDL Micélio MeOH
P. citreonigrum
23 SB Micélio MeOH
24 ISP2 Micélio MeOH
25 YES Caldo AcOEt
26 o BDL Caldo AcOEt
P. citrinum
27 SB Caldo AcOEt
28 ISP2 Caldo AcOEt
29 YES Micélio MeOH
30 - BDL Micélio MeOH
P. citrinum
31 SB Micélio MeOH
32 ISP2 Micélio MeOH

BDL — Batata Dextrose extrato de levedura; SB — Sabouraud; ISP, - International Streptomyces Project 2 e YES —
Extrato de levedura sacarose; Acoet — Acetato

6.4 Concentracgdo inibitéria minima- CIM

ApoOs a avaliacdo do potencial antimicrobiano, foram determinadas o MIC
para cada amostra. Em uma placa de 96 pocos, foram adicionados 100 pL de
meio de cultura na concentragdo dobrada. Em seguida, adicionou-se 100 pL de
cada amostra teste na concentragdo de 2 mg/mL, em triplicata, na primeira fileira
da placa. Apés a homogeneizacdo, as amostras foram diluidas de maneira
sucessiva no poco seguinte. O esquema da diluicdo esta apresentado na figura
32.

I 3
A 0 é Q 1 mg/mL
B @ 0 @ 0,5 mg/mL
C o O o 0,25 mg/mL
D O O O 0,125 mg/mL
E O O O 0,0625 mg/mL

F O O O 0,03125 mg/mL
G O O O 0,015625 mg/mL

- O O o 0,0078125 mg/mL
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Figura 76: Concentra¢8es obtidas a partir das sucessivas dilui¢cdes.

Foram inseridos em todos os pocos 10 pL dos patégenos nas
concentracdes citadas no item 5.3. O experimento foi incubado a 36 + 1 °C por
24 horas. Apés o tempo de incubacgdo, adicionou-se 10 pL do revelador TTC a
1% para avaliacdo dos resultados. Foram considerados como resultados

positivos 0s pocos que ndo adquiriram a cor rasa apos a adicdo do revelador

6.5 Analises de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE-DAD

As amostras selecionadas foram diluidas a 1 mg/mL em MeOH e em
seguida, analisadas em HPLC modelo Acella® (Thermo Scientific), equipado
com uma coluna Shimadzu (shim pack) C18 (5um, 250 mm x 4,60 mm). A elui¢&o
foi realizada com um gradiente de 20-100% de B ao longo de 24 min a um fluxo

de 1 mL/min. Os espectros de UV foram registrados na faixa de 190-400 nm.

6.6 Cromatografia em coluna — CC

Para o fracionamento das amostras, foi utilizada uma coluna de vidro de
40 cm de altura por 3,5 cm de diametro interno. As separacdes foram realizadas
com o auxilio de silica gel C18 fase reversa (15 — 25 um) com poro medindo 100
A (Sigma-Aldrich). A fase movel utilizada foi metanol / &gua em um gradiente de
10%, 50% e 100%. O metanol (Synth) utilizado no fracionamento das amostras
foi previamente destilado. Em seguida, as fracdes obtidas foram alocadas em
dessecador para eliminacdo da agua, quando secas foi pesado 1 mg de cada
fracdo para realizacdo de analise em LC/MS.

6.7 Analises de ultra fast liquid chromatography acoplada ao espectrémetro de
massas — UFLC-MS/MS

Foi utilizado um cromatdgrafo modelo Prominence UFLC (Shimadzu) da
Central Analitica do Laboratério Tematico de Quimica de Produtos Naturais do
Instituto de Nacional de Pesquisas da Amazdnia — CA-LTQPN - INPA, operando
com bomba binaria LC-20AT, detector de arranjo de diodos (DAD) SPDM-20A e
injetor automatico SIL-20A. O equipamento esta acoplado a um espectrémetro
de massas do tipo Q-TOF com ionizacao por ESI (Bruker daltonics). A coluna
utilizada foi uma Kinetex (Core-Shell) C18 150 x 2,1 mm (100 A, 2,6u) com fases

moveis metanol e agua. O meétodo utilizado foi de 20% a 100% com variagéo de
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3,3% no tempo de 0 até 24 minutos. Apds a andlise, as aquisicbes foram

devidamente processadas.

6.8 Isolamento dos compostos de interesse por cromatografia liquida de alta
eficiéncia semi-preparativa

O isolamento em escala semi-preparativa foi realizado, sob a supervisao
da Dr. Sergio Massayoshi Nunomura (INPA), em cromatégrafo modelo
Shimadzu®, CBM - 20A, equipado com detector de UV SPD-20A,
degaseificador DGU-20A e sistema binario de solventes LC-DAD. As analises
foram realizadas em uma coluna semi-preparativa Shim-pack Shimadzu C18
(CLC-ODS(M)®) de 5um, 250 x 20 mm (100 A, 5u) com fases moveis sendo
metanol e agua. ApGs o isolamento dos constituintes quimicos majoritarios, as
amostras foram analisadas em RMN Bruker AVANCE Il HD (500 MHz) da

Central Analitica da Universidade Federal do Amazonas -UFAM.
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Resumo

Os fungos do género Penicillium produzem metabdlitos secundarios que séo utilizados como
modelo para a sintese e desenvolvimento de antibiéticos como a Penicilina, Penicilina V,
Ampicilina, Amoxilina e Griseofulvina. A produgéo de tais compostos pode ser explorada através
de pequenas alteragdbes em pardmetros fisicos e quimicos do cultivo. Essas alteragdes
estimulam rotas biossintéticas silenciadas e isso aumenta a diversidade de compostos bioativos
produzidos pelo fungo. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi de investigar o potencial
antimicrobiano dos extratos Penicillium spp. isolados no estado do Amazonas. As linhagens
estudadas nesse trabalho estdo depositadas na Cole¢do de Fungos da Amazénia (CFAM) do
Instituto Leénidas e Maria Deane (ILMD), e foram reativadas em meio BDA por sete dias. Para a
producdo dos extratos, utilizou-se uma suspensdo de esporos na concentragdo de 1 x 10¢
UFC/mL. Inoculou-se 50 pL desta suspensao em erlenmeyers contendo 25 mL dos meios BDL,
SB, YES e ISP2.0 experimento foi realizado em triplicata, em modo estatico, incubado a 28 °C
por 15 dias. Passado esse periodo, o caldo fermentado foi extraido com acetato de etila e o
micélio com metanol. Entdo, determinou-se a Concentragdo Minima Inibitéria — CIM dos extratos
obtidos em acetato de etila frente aos patégenos Candida albicans, Candida tropicalis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus. As
melhores atividades foram observadas para as linhagens P. oxalicum e P. citrinum cultivados em
BDL e SB com CIM de 250 ug/ml e 62,5 ug/ml, respectivamente.

Palavras-chave: Fungos; Compostos Bioatiavos; Atividade Antimicrobiana.
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Abstract

Fungi of the genus Penicillium produce secondary metabolites that are used as a model for the
synthesis and development of antibiotics such as Penicillin, Penicillin V, Ampicillin, Amoxicillin
and Griseofulvin. The production of such compounds can be explored through small changes in
physical and chemical parameters of the crop. These changes stimulate silenced biosynthetic
pathways and this increases the diversity of bioactive compounds produced by the fungus.
Therefore, the aim of the present study was to investigate the antimicrobial potential of Penicillium
spp. isolated in the state of Amazonas. The strains studied in this work are deposited in the
Colecao de Fungos da Amazonia (CFAM) of the Instituto Lebnidas e Maria Deane (ILMD), and
were reactivated in PDA medium for seven days. For the production of extracts, a spore
suspension solution was used at a concentration of 1 x 10 CFU/mL. 50 pL of this suspension
was inoculated into erlenmeyers containing 25 mL of BDL, SB, YES and ISP2 media. The
experiment was carried out in triplicate, in static mode, incubated at 28 °C for 15 days. After this
period, the fermented broth was extracted with ethyl acetate and the mycelium with methanol.
Then, the Minimum Inhibitory Concentration - MIC of the extracts obtained in ethyl acetate against
the pathogens Candida albicans, Candida tropicalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis and Staphylococcus aureus was determined. The best activities were
observed for the P. oxalicum and P. citrinum strains cultivated in BDL and SB with MIC of 250
png/ml and 62.5 pg/ml, respectively.

Keywords: Fungi; Bioactive Compounds; Antimicrobial Activity.

Resumen

Los hongos del género Penicillium producen metabolitos secundarios que se utilizan como
modelo para la sintesis y desarrollo de antibiéticos como Penicilina, Penicilina V, Ampicilina,
Amoxicilina y Griseofulvina. La produccion de tales compuestos se puede explorar a través de
pequefios cambios en los pardmetros fisicos y quimicos del cultivo. Estos cambios estimulan
rutas biosintéticas silenciadas y esto aumenta la diversidad de compuestos bioactivos producidos
por el hongo. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue investigar el potencial
antimicrobiano de Penicillium spp. aislada en el estado de Amazonas. Las cepas estudiadas en
este trabajo estdn depositadas en la colecdo de fungos da Amazénia (CFAM) del Instituto
Lebnidas e Maria Deane (ILMD), y fueron reactivadas en medio PDA durante siete dias. Para la
elaboracién de los extractos se utilizé una solucion de suspension de esporas a una
concentraciéon de 1 x 10-6 UFC/mL. Se inocularon 50 pL de esta suspensién en erlenmeyers que
contenian 25 mL de medio BDL, SB, YES e ISP2, el experimento se realizé por triplicado, en
modo estatico, se incubd a 28 °C durante 15 dias. Pasado este tiempo, el caldo fermentado se
extrajo con acetato de etilo y el micelio con metanol. Luego, se determiné la Concentracién
Minima Inhibitoria - CMI de los extractos obtenidos en acetato de etilo frente a los patégenos
Candida albicans, Candida tropicalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
faecalis y Staphylococcus aureus. Las mejores actividades se observaron para las cepas de P.
oxalicum y P. citrinum cultivadas en BDL y SB con MIC de 250 pg/ml y 62,5 pg/ml,
respectivamente.

Palabras clave: Hongos; Compuestos Bioactivos; Actividad Antimicrobiana.

1 Introducéo

1.1 Microrganismos: importancia e relagdo com metabdlitos secundarios

Os microrganismos pertencem a um grupo heterogéneo de seres que vivem de forma
independente ou em comunidades e encontram-se amplamente distribuidos em diversos tipos
de ecossistemas (Cardoso & Andreote, 2016). Dentre estes seres, 0s fungos e as bactérias sédo
aqueles que através de reacbes quimicas de decomposicao, participam da manutencdo de
diversos processos ecoldgicos. Logo, apresentam um papel fundamental na ciclagem dos
nutrientes em ecossistemas aquaticos e terrestres (Thomaz, 2009).

Atualmente sdo estimados que existam em escala global cerca de 3,8 milhdes de
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espécies fungicas pertencem ao Reino Fungi. Estes organismos sao classificados como
eucariontes, heterotréficos com quitina como principal constituinte da sua parede celular
(Hawksworth & Lucking, 2017; Azevedo & Barata, 2018). A maioria dos fungos podem ser
encontrados no solo, onde desempenham o papel de decomposi¢cao da matéria organica através
da digestdo enziméatica. Desta forma, as macromoléculas como os polissacarideos e proteinas
contidas no substrato em decomposicéo no solo, sdo quebradas em compostos mais simples e
servem de nutrientes que podem beneficiar outros organismos (de Campos & Costa, 2004;
Madigan, et al., 2016).

Conforme exposto, os fungos séo fundamentais para o equilibrio ambiental devido a sua
presenca em diversos ecossistemas onde exercem a ciclagem de nutrientes e auxiliam na
manutencéo dos ciclos biogeoquimicos. Podem ainda estabelecer relagdes mutualisticas com
plantas oferecendo vantagens como adaptacéo ao ambiente, inducéo a tolerancia contra fatores
de estresse, resisténcia ao ataque de insetos e doengas (Zhang, Song e Tan, 2006; Madigan et
al., 2016).

Estes beneficios sdo possiveis, uma vez que os fungos apresentam a capacidade de
produzir compostos com elevada diversidade quimica, especificidade bioquimica e elevada
afinidade de ligacdo com receptores celulares (Molinari, 2009; Guimaraes, 2010). Por esses
motivos, dentre outros, esses compostos sdo de elevado interesse académico e industrial e sdo
eles os de metabdlitos secundarios (Pichersky & Gang, 2000; Bon, Ferrara e Corvo, 2008).

Os metabdlitos secundarios sdo compostos classificados como ndo essenciais, ou seja,
nao estéo diretamente ligados ao desenvolvimento, crescimento e reproduc¢éo dos fungos e sua
auséncia nao resulta na morte imediata do individuo, mas desempenham func¢des importantes
como protecao, competicdo e interagdo com outras espécies (Freire, Vasconcelos & Coutinho,
2014; Meng et al., 2015; Spiteller, 2015).

Diferente das plantas, os fungos apresentam iniUmeras vantagens quando se leva em
consideragdo a obtencdo de compostos bioativos. Usando este tipo de organismo eliminamos
varidveis como a sazonalidade, divergéncias ambientais e politicas com o corte e coleta. Em
alguns casos, os rendimentos de metabdlitos secundarios em fungos sdo superiores aos

observados em plantas (Gongalves, Freire, & Lima, 2013).

1.2 Fungos do género Penicillium spp como fontes de metabdlitos
secundarios

Quando se trata de moléculas com potencial antimicrobiano, o Penicillium chrysogenum,
antes conhecido como P. notatum, é o mais conhecido. A literatura relata que desta espécie foi
isolada a Penicilina G, metabdlito secundario com a com a maior atividade antimicrobiana e Unica
penicilina natural utilizada clinicamente (Calixto & Cavalheiro, 2012; Houbraken, Frisvad, &
Samson, 2011).

Dentre outras espécies deste fungo, pode-se destacar o P. oxalicum como fonte de

compostos bioativos. Este fungo € um ascomiceto anamorfico encontrado no solo e em
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associacdo com as raizes do milho. Por esse motivo, o P. oxalicum apresenta elevada
importancia para o setor agricola de produgdo de milho, devido sua atuacéo como fixador de
nutrientes, promotor da sintese de fatores de crescimento das plantas e indutor do aumento da
capacidade defensiva da planta, seja contra fitopatdgenos ou predadores (Murali & Amruthesh,
2014; Tyler et al., 2008; Van Der Ent, Van Wees & Pieterse, 2009; Hossain, et al., 2014).

Dos compostos bioativos obtidos a partir do cultivo de P. oxalicum, tem-se o acido
secaldnico D e F. O primeiro apresenta propriedades citotoxicas contra células causadoras de
carcinoma epidermoide de boca (KB) e o fibrossarcoma (Guo et al., 2007; Ren et al., 2006). Ja
0 acido secaldnico F possuem atividade antimicrobiana contra Bacillus megaterium uma bactéria
fitopatogénica (Zhang et al., 2008; Masters & Brase, 2012).

A literatura relata ainda que P. Citreonigrum é uma fonte promissora de compostos
bioativos. A partir dele pode-se obter substéncias antioxidantes, com potencial de inibi¢éo da
proliferac@o de células cancerigenas, como a do hepatocarcinoma humano - HepG2, e cancer
de colorretal humano - HCT116. Encontram-se ainda compostos inibidores da enzima a-
glicosidase que auxiliam no controle da glicemia (Yuan, Zhang, Zhang, & Ding, 2017; Huang, et
al., 2018; Yuan, et al., 2014).

Outra espécie que chama atencdo é o P. citrinum, € um fungo amplamente distribuido
em diversos ambientes. De acordo com literatura, esta espécie é constantemente encontrada
em substratos como o solo, cereais, especiarias, frutas e ambientes internos (Pitt, 1979;
Houbraken, Frisvad, & Samson, 2010).

Vale ressaltar que esta espécie é fonte de diversos compostos bioativos, alguns deles
sdo a citrinina, acido tanzowaico A, quinolactacinas, quinocitrininas, acido estearico, mevastatina
e compactina. Atualmente busca-se entender os beneficios de outros metabdlitos secundarios
produzidos por esse fungo, principalmente os que apresentam atividade antimicrobiana
(Kozlovsky, et al., 2003; Samson & Frisvad, 2004; Hetherington & Raistrick, 1931; Jesus, 2012;
Malmstrgm, Christophersen & Frisvad, 2000).

Portanto, o presente estudo teve como objetivo investigar o potencial antimicrobiano dos
extratos de fungos Penicillium spp. que foram isolados no Amazonas.

2. Metodologia

2.1 Reativacao das linhagens fungicas

As linhagens de P. oxalicum, P. citreonigrum e P. citrinum foram cedidas pela Cole¢éo
de Fungos da Amazénia (CFAM) da Fundacdo Oswaldo Cruz - Instituto Lebnidas e Maria Deane
sendo provenientes de diferentes ambientes amazbnicos conforme estudo realizado por Lima e
colaboradores (2017).

A reativagdo das linhagens foi realizada em uma placa de petri contendo meio de cultura
Batata Dextrose Agar (BDA) suplementado com Amoxicilina (50 mg/mL) através da retirada de
um pequeno fragmento da col6nia preservada. O experimento foi realizado em triplicata sendo
incubado em DBO a 28 °C por 7 dias.
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ApOs o tempo de crescimento, as cepas foram submetidas ao procedimento de monospérica
para a obtencdo de col6nias fungicas puras (Rizzardi, et al., 2017). As col6nias puras foram
preservadas em tubos criogénicos estéreis de 2,0 mL contendo 1,5 mL de glicerol a 20% e

armazenadas em geladeira a 3 °C.

2.2 Cultivo em escala laboratorial e obtencédo dos extratos
Foram inoculadas 50 yL de uma suspensdo de esporos na concentracdo 1 x 106

UFC/mL em diferentes erlenmeyers de 50 mL contendo 25 mL de meio liquido com as seguintes
proporcdes: BDL (Batata — Dextrose - Extrato de Levedura) — Batata 200 g/L, Dextrose 20 g/L e
Extrato de Levedura 4 g/L; YES (Extrato de levedura — Sacarose)-Sacarose 150 g/L e Extrato
de Levedura 20 g/L; ISPz (International Streptomyces Project 2) — 10 g/L de Amido, 4 g/L de
Extrato de Levedura, 10 g/L de Glicose e 4 g/L de Malte; Sabouraud —20 g/L de Glicose e 10 g/L
de Peptona.

O cultivo foi realizado em triplicata ao longo de 15 dias & 28 °C. Apés o tempo de cultivo
0 material fermentado foi filtrado em sistema a vacuo. O caldo obtido foi submetido a uma
extracdo liquido-liqguido com acetato de etila na proporcdo 1:1 e o micélio foi macerado em
metanol por 48 horas. Apds a eliminacéo do solvente, foram pesados 2 mg dos extratos para

determinacéo da CIM da atividade antimicrobiana.

2.3 Determinacgéo da Concentragao Inibitéria Minima - CIM
Os microrganismos testados foram as bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus

(ATCC-25923) e Enterococcus feacalis (ATCC-29212), as gram-negativas Escherichia coli
(ATCC-25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC-27853) e as leveduras Candida albicans
(ATCC-10231) e C.tropicalis (ATCC-13803) adquiridas da colecéo Cefar Diagnoéstica (CCCD).
As bactérias foram reativadas em Mueller Hinton Broth (MH) (HIMEDIA®) e as leveduras em
Sabouraud Broth (SB) (HIMEDIA®), ambas foram incubadas a 36 + 1 °C por 24 horas e 48 horas,
respectivamente.

Apés reativacao dos patdégenos, uma aliquota de 100 uL foi transferida para um tubo de
ensaio contendo 10 mL de caldo MH para bactérias, e caldo SB para levedura, ambos
posteriormente incubados a 36 £ 1°C por 24 horas.

Para a determinacdo da CIM, foi utilizada a metodologia estabelecida pela NCCLS
(2003). A concentracdo de células dos patdgenos foi ajustada para o padrao 0,5 da escala de
Mc Farland. Em seguida, o padrao foi diluido 1:100, obtendo-se dessa maneira a concentracao
células 2,5 x 10® UFC/mL para leveduras e para bactérias, foi diluido 1:10 para obter uma
concentracao final de 5 x 105> UFC/mL.

As amostras foram pesadas e diluidas em uma solu¢do aquosa de DMSO 10% até a
concentracdo de 2 mg/mL. Em seguida, usando uma placa de Elisa, foram adicionados 100 pL
de meio de cultura na concentracdo dobrada, 100 pL de cada amostra teste na concentracdo de

2 mg/mL, em ftriplicata, na primeira fileira da placa. O teste foi acompanhado por 24 horas. Apos
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este tempo, foram adicionados 10 pL do revelador 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) a 1%
e, foram considerados como resultados positivos 0s pogos que nao adquiriram a cor lilas apés a
adicdo do revelador.

3 Resultados e Discussao

3.1 Rendimento dos extratos

O meio liquido fermentado foi extraido com acetato de etila e, apds eliminar o solvente,
obteve-se o extrato bruto e o rendimento apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Rendimento dos extratos brutos obtidos no cultivo de diferentes fungos Penicillium spp.

Fungo Meio de cultivo Massa (mg) Ren((j(:/rsento
ISP, 56,4 0,01
. YES 405,8 0,07
P. oxalicum BDL 1328 0.02
SB 105,8 0,02
ISP, 75,8 0,01
P citrinum YES 320,0 0,05
BDL 130,0 0,02
SB 132,3 0,02
ISP, 76,2 0,01
P. YES 280,2 0,05
citreonigrum BDL 120,3 0,02
SB 110,0 0,02

BDL — Batata Dextrose extrato de levedura; SB — Sabouraud; ISPz - International Streptomyces Project 2 e YES — Extrato de levedura sacarose.

Conforme pode ser observado na tabela 1, os maiores rendimentos foram os obtidos a
partir do fungo cultivado em meio YES. Segundo relatos encontrados na literatura, a obtencéo
de biomassa e extrato fangico esta diretamente relacionada a disponibilidade e tipo de fonte de
carbono e nitrogénio no meio de cultura (Dutton & Evans, 1996). Devido a presenca da sacarose
no meio YES, podemos inferir que as vias metabdlicas foram estimuladas de maneira mais
intensa do que nos meios que contém somente glicose o que resultou em um maior rendimento
de extrato. Vale ressaltar que uma das vias metabdlicas mais estimuladas ao longo do
desenvolvimento do fungo é a das policetideos sintases (PKS) que podem levar a biossintese
de compostos aromaticos polihidroxilados, compostos alifaticos oxigenados e acidos graxos de
importancia biolégica (Kleinkauf & Dohren, 1996; Sacido & Genilloud, 2002).

3.2 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria — CIM dos extratos
de Penicillium spp

3.2.1 Penicillium oxalicum
Os valores da CIM observados para os extratos de P. oxalicum gque apresentaram

atividade antimicrobiana igual ou menor que 1000 pug/mL, estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Valores da CIM para os extratos de P. oxalicum.

Meio de Tipo de extrato Pat6geno Concentracao
Cultivo (png/mL)
BDL MeOH C. albicans 1000
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BDL Acoet C. albicans 500
ISP, Acoet C. albicans 1000
BDL MeOH C. tropicalis 1000
YES Acoet C. tropicalis 1000
ISP, Acoet C. tropicalis 1000
BDL Ag C. tropicalis 1000
ISP, Aq C. tropicalis 1000
YES MeOH E. faecalis 1000
BDL Acoet S. aureus 250

BDL — Batata Dextrose extrato de levedura; SB — Sabouraud; ISP - International Streptomyces Project 2 e YES — Extrato de levedura sacarose; Acoet —
Acetato de Etila; MeOH — Metanol e Ag — Aquoso.

Conforme pode ser observado na tabela acima, diversos extratos apresentaram CIM
antimicrobiana de 1000 pg/mL principalmente para as leveduras C. albicans e C. tropicalis,
porém, pode-se destacar que os extratos obtidos a partir do cultivo do P. oxalicum em BDL frente
a C. albicans e S. aureus apresentaram CIM de 500 e 250 pg/mL, respectivamente.

Este resultado revela o elevado potencial dos compostos quimicos produzidos por esta
espécie para estudos envolvendo a prospeccdo da atividade antimicrobiana. Ao consultar a
literatura, constatou-se que as pesquisas envolvendo o P. oxalicum estdo concentradas na
obtencao de pigmentos (YAO, et al., 2016), prospecc¢do enzimatica de amilases (Pi, et al., 2020),
celulases (Bomtempo, et al., 2017), hemicellulases (Song, et al., 2016) quitinases (Rodriguez,
Copa-Patifio, & Pérez-Leblic, 1995) e pectinases (Kumar & Suneetha, 2021).

Com relacdo aos compostos quimicos isolados de P. oxalicum, foram encontrados
estudos nos quais foram determinadas as estruturas do &cido secaldnico D (Steyn, 1970), oxalina
(Nagel, et al, 1974), citrinalinas (Pimenta, 2011), meleagrina (Pimenta, 2011),
hidroxiantraquinona (Arpink Red) (, Velmurugan, Dufossé, Devi, & Ravi, 2020), hamisonina
(Seetharaman, et al., 2017) dentre outros compostos organicos.

Este organismo é alvo de estudos sobre a degradacao de biomassa (Yang, et al., 2011),
selecdo de compostos com atividade anticancer (lwaguchi, et al., 1980), substancias utilizadas
como suplementos alimentares (Itoh, et al., 1986), biodiversidade (Jayashree & Wesely, 2019) e

biorremediacdo (Kothari, et al., 1998).

3.2.2 Penicillium citrinum
Ao observar a CIM dos extratos de P. citrinum obtidos do cultivo em diferentes meios de

cultura, obteve-se os valores apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Valores da CIM para os extratos de P. citrinum.

Meio de Cultivo Tipo de extrato Pat6geno Concentragdo (ug/mL)
SB Acoet C. albicans 62,5
BDL Acoet C. albicans 1000
SB Acoet C. tropicalis 500

BDL — Batata Dextrose extrato de levedura e SB — Sabouraud; I; Acoet — Acetato de Etila; MeOH.

Apds testar os extratos contra diferentes bactérias e leveduras patogénicas, observou-
se uma maior especificidade de inibicdo de crescimento para as leveduras. E dentre os
resultados observados na tabela 2, pode-se destacar a CIM de 62,5 e 500 ug/mL do extrato

obtido em meio SB. De acordo com a literatura, da Silva e colaboradores (2010) avaliaram, de
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forma qualitativa diversos fungos, orindundos de um acervo, quanto a sua atividade
antimicrobiana frente a diversos patégenos. Os resultados obtidos por eles foi que o P. citrinum
foi capaz de inibir o crescimento da C. albicans. Este resultado corrobora o que foi observado no
presente estudo, no entanto, é importante resaltar que conforme a metodologia descrita no item
2.3, fomos capazes de quantificar o potencial antimicrobiano e ndo somete observa-lo.

Dos metabdlitos secundarios obtidos de P. citrinum, os mais relevantes séo a citrinia
(Hetherington & Raistrick, 1931) e seus derivados como a penicitrona, penicitrol,
descarboxidiidrocitrinina (Wakana, et al., 2006), dicitrinina (Clark, et al., 2006), alcaldides
quinocitrinina (Kozlovsky , et al., 2003), citrinolactonas (Kuramata, et, al. 2007) e citrinadina
(Tsuda, et al.,, 2004). Outros compostos como a esclerotionina C (Kuramata, et, al. 2007)
chamam atencao devido a sua capacidade de regular o crescimento de plantas. Também o acido
tanzawaicos (Makoto, et al., 1997) e quinolactacinas (Kim, Song, & Yoo, 2001) sao relevantes
pois, apresentam um potencial de inibir tanto a produ¢éo do anion superéxido como a atividade
enzimatica de acetilcolinesterase.

A literatura reporta que o P. citrinum é estudado quanto ao seu potencial de sintetizar
enzimas como amilase e proteases (Junior, et al., 2021), celulases, tais como endoglicanases e
B-glicosidases (Pimentel, 2014), xilanases (Maravilla, et al., 2017), produ¢cdo de suplementos
alimentares (Florencio, 2014) e como biocatalisador de reacdes quimicas (Ferreira, 2016). Essas
informacdes chamam atencdo pois, mostram outros processos que podem ser exploradas pelos
membros do presente estudo utilizando o P. citrinum.

3.2.3 Penicillium citreonigrum
No presente estudo foram avaliados os extratos de P. citreonigrum quando cultivados

em meios de cultura diferentes. O valor da CIM dos extratos que apresentaram atividade de
inibicao de crescimento frente a bactérias patogénicas, estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Valores da CIM para os extratos de P. citreonigrum.

Meio de Cultivo Tipo de extrato Pat6geno Concentragao (ug/mL)
SB MeOH C. albicans 1000
ISP, Acoet C. tropicalis 1000
YES Acoet C. tropicalis 1000

SB — Sabouraud; ISP, - International Streptomyces Project 2 e YES — Extrato de levedura sacarose; Acoet — Acetato
de Etila e MeOH — Metanol.

Conforme pode ser observado na tabela acima, foi determinado que a CIM dos extratos
de P. citreonigrum foi de 1000 pg/mL somente para as leveduras patogénicas C. albicans e C.
tropicalis. Em consulta a literatura, ndo foram encontrados relatos sobre a atividade
antimicrobiana de extratos obtidos a partir do cultivo de P. citreonigrum. Dessa maneira, 0
presente estudo contribui para o aumento do conhecimento sobre a prospecc¢éo da atividade
fungica dos compostos quimicos de P. citreonigrum.

Dos compostos quimicos de P. citreonigrum, descritos na literatura, destaca-se a
Citreoviridina. Trata-se de uma micotoxina com potencial neuro e cardiotoxico, isolada pela
primeira vez em 1940 a partir de investigacdes de beribéri cardiaco em jovens japoneses que

consumiam arroz mofado ou arroz amarelo. Outras avaliacfes toxicoldgicas sobre este composto
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mostram que ele causa paralisia dos membros, convulsdes, faléncia respiratéria e uma
cardiomiopatia conhecida como doenca de Keshan (Almeida, et al., 2012; da Rocha, 2013).

Outras substancias provenientes de P. citreonigrum foram descritas no estudo realizado
por Wang e colaboradores (2010). Em seu trabalho foram obtidas azafilonas, pencolideos,
terpenos e atlantinonas pelo estimulo de vias metabdlicas silénciadas com a substancia 5-
azacitidina.

Outros estudos envolvendo o P. citreonigrum revelam seu potencial em produzir
compostos prebiodticos como os frutooligossacarideos através de reacdes enzimaticas mediadas
pela B-frutofuranosidase. Estes oligossacarideos, quando consumidos regularmente, previnem
infec¢Bes intestinais, reduzem a chance de ocorréncia de cancer de célon, diminuem o colesterol
e melhoram a absorcdo de nutrientes pelo intestino (do Nascimento, et al., 2016).

A literatura reporta trabalhos em que o P. citreonigrum apresenta um potencial para
estudos envolvendo biorremediacéo, devido seu potencial em degradar hidrocarbonetos (Lima,
et al., 2015), monitoragdo da qualidade do ar como servigo de saude publica (Espinosa, et al.,
2020) e inducédo metabdlica (de Oliveira, 2019).

4. Considerac¢des Finais
Conforme relatado no presente estudo, a maioria dos extratos em acetato de etila

oriundos do cultivo dos fungos P. oxalicum, P. citreonigrum e P. citrinum em meios de cultura
especificos, apresentaram atividade antimicrobiana, com maior seletividade, para os patdgenos
C. albicans e C. tropicalis em concentragbes que variam de 1000 pg/mL a 62,5 pg/mL. Vale
ressaltar que os extratos de P. oxalicum, obtidos YES e BDL, foram os Unicos que apresentaram
atividade antimicrobiana contra os patégenos E. faecalis, 1000 ug/mL, e S. aureus, 250 ug/mL,
respectivamente.

Considerando os resultados expressivos de CIM dos extratos em acetato de etila de P.
oxalicum e P. citrinum cultivados respectivamente em BDL e SB, seréo realizados experimentos
de HPLC-MS/MS para a determinacdo do perfil quimico e caracterizacdo dos compostos
quimicos dessas amostras em estudos posteriores.
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Resumo

Fungos do género Penicilium desempenham um importante papel ecolégico como
decompositores e sdo encontrados em varios ambientes terrestres e aquaticos. Destes
organismos sdo obtidos compostos bioativos de elevada relevancia quimica e biotecnolégica de
vérias classes quimicas como terpenos, alcaloides e policetideos com atividades antiviral,
citotoxica e antimicrobiana. Em estudos posteriores, cultivou-se as linhagens P. purpurogenum,
P. citrinum e P. oxalicum nos meios BDL, YES, ISP2> e Sabouraud. ApGs o cultivo, foram
elaborados os extratos a partir do caldo e, em seguida determinou-se a concentracao inibitéria
minima da atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Enterococcus feacalis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e Candida tropicalis. Apés a
determinacéo da CIM, destacaram-se 0s extratos em P. purpurogenum, P. citrinum e P. oxalicum
em SB. Sendo assim, visando contribuir com o conhecimento sobre os compostos quimicos das
linhagens de Penicillium spp isoladas no interior do Amazonas, 0 presente estudo buscou
caracterizar os compostos das fracdes dos extratos de P. purpurogenum, P. citrinum e P.
oxalicum cultivados em SB que apresentaram atividade antimicrobiana. Para alcancar esse
objetivo, os extratos foram fracionados em coluna aberta com silica C18 com gradiente de
MeOH/H20 de 10%, 50% e 100%. Em seguida as fracGes foram submetidas a analises de UPLC-
MS/MS, os dados obtidos foram processados e comparados com a literatura. Através dos
indicios obtidos na literatura, estabeleceu-se que os compostos 0s compostos pertencem a
classe dos classe dos terpenos, policetideos, oleamidas, benzofenonas e alcaloides revelando
com isso o potencial dos Penicillium spp para obtencdo de compostos com elevada importancia
guimica e biotecnoldgica.

Palavras-chave: P. purpurogenum, P. citrinum, P. oxalicum, antimicrobiano e metabdlitos
secundérios.
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1 Introducéo

Pertencentes ao filo ascomycota, os fungos Penicillium spp. sdo um dos mais explorados
quanto ao seu potencial quimico e biotecnoldgico devido a producdo de compostos bioativos
como a penicilina, que revolucionou o tratamento de doencas de origem bacteriana desde a sua
descoberta em 1929 (Yadav, et al., 2018; Park, et al., 2019). Desde entdo, os fungos Penicillium
spp sdo estudados na busca de metabdlitos secundarios de varias classes quimicas como
policetideos, alcaloides, terpenos e quinonas (Canuto, et al.,, 2012). Estes compostos
apresentam diversas atividades biolégicas tais como antitumoral, anti-inflamatéria, antiviral e
antimicrobiana (Calixto & Cavalheiro, 2012; Xue, et al., 2014). Vale ressaltar que em muitas
situacdes, os compostos obtidos a partir dos fungos podem ser inéditos pois, alteracdes no
cultivo causam microalteracdes no metabolismo flngico através do estimulo de regiées genicas
silenciadas e isso aumenta a possibilidade de obtengdo com novos compostos bioativos (Keller,
Turner, & Bennett, 2005).

A caracterizacdo de metabolitos secundéarios de fungos ndo é uma tarefa simples, pois
seus extratos apresentam um elevado grau de complexidade (Pastre, et al., 2007). Logo, uma
estratégia para a separacgdo e identificacdo destes compostos € a combinacéo das técnicas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com a espectrometria de massas (Castrillo , Hayes,
Mohammed, Gaskell, & Oliver, 2003) pois, ao passo que a separa¢do dos compostos quimicos
presentes em uma amostra ocorre na coluna cromatografica, o espectrémetro de massas fornece
dados para predi¢do das estruturas quimicas presentes na matriz de analise (Thomas, 2001;
Chaimbault, 2014). Com relacdo a aplicacdo dessas técnicas, Frisvad e colaboradores (1987)
descreveram mais de 350 metabdlitos de fungos utilizando HPLC-DAD. Utilizando LC-MS/MS,
Rundberget e Wilkins (2002) determinaram a presencga das micotoxinas acido micofendlico,
griseofulvina, roquefortina, quetoglobosina B, verruculogénio e penitrem A em Penicillium sp.
Utilizando os padrdes fornecidos pela literadura e os dados experimentais de LC-MS/MS dos
metabdlitos secundarios de Penicillium roqueforti, Penicilium paneum e outras linhagens,
Rasmussen e colaboradores (2010) identificaram 19 compostos sem a necessidade de
isolamento das substancias. Em outro estudo Goes (2021) identificou 16 substancias de P.
chrysogenum baseando-se nos dados da literatura e em dados obtidos por LC-MS/MS.

Em estudo posterior, foram determinadas as atividades antimicrobianas dos extratos de
fungos Penicillium spp (Santiago, 2022) isolados em uma comunidade do interior do Amazonas
(de Lima, 2017). Dentre os organismos testados, destacaram-se o P. citrinum e P. oxalicum
cultivados em meio BDL e SB. Sendo assim, sabendo do potencial bioldégico e quimico dos
fungos do género Penicillium, o presente estudo teve como objetivo determinar a concentracdo
minima inibitéria dos extratos de P. purpurogenum, cultivado em diferentes meios, e caracterizar
0s compostos presentes nas fragdes dos extratos de P. citrinum, P. oxalicum e P. purpurogenum
em SB através de UPLC-MS/MS.
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2. Metodologia
2.1 Procedimentos gerais

Todo material utilizado em procedimentos envolvendo microrganismos foi esterilizado
em autoclave vertical (Prismatec). A 4gua destilada utilizada ao longo do estudo foi obtida em
destilador Quimis (Q341-25). A manipulacgéo e inéculo das linhagens foi realizado em cabine de
Segurancga Bioldgica Esco (Infinity® Class II). O cultivo ocorreu em incubadora DBO (Tecnal, Te-
371). Ap6s o tempo de cultivo, o caldo e o micélio foram separados em sistema de filtragdo
(Filtrilo, SDF-1) e, o caldo foi extraido com acetato de etila (Synth grau PA) e o micélio foi
macerado em metanol (Synth grau PA). Ao termino da extracdo, o solvente foi eliminado em
rotaevaporador (Fisatom 802) equipado com bomba de vacuo (Prismatec 131) e por fim, a massa

foi determinada em balanca analitica (Shimadzu AY?220).

2.2 Linhagens fungicas e cultivo em escala laborarorial

As linhagens de P. citrinum (CFAM — 47), P. oxalicum (CFAM — 1311) e P. purpurogenum
(CFAM - 214) foram cedidas pela Colecdo de Fungos da Amazénia (CFAM) da Fundacao
Oswaldo Cruz - Instituto Lednidas e Maria Deane sendo provenientes de ambientes aquaticos
amazonicos conforme estudo realizado por Lima e colaboradores (2017).

Foram inoculados 50 pyL de uma suspensdo de esporos na concentragdo 1 x 106
UFC/mL em diferentes erlenmeyers de 50 mL contendo 25 mL de meio liquido com as seguintes
proporcdes: BDL (Batata — Dextrose - Extrato de Levedura) — Batata 200 g/L, Dextrose 20 g/L e
Extrato de Levedura 4 g/L; YES (Extrato de levedura — Sacarose)-Sacarose 150 g/L e Extrato
de Levedura 20 g/L; ISPz (International Streptomyces Project 2) — 10 g/L de Amido, 4 g/L de
Extrato de Levedura, 10 g/L de Glicose e 4 g/L de Malte; Sabouraud —20 g/L de Glicose e 10 g/L
de Peptona. O cultivo foi realizado em triplicata ao longo de 15 dias a 28 °C. Apés o tempo de
cultivo o material cultivado

foi filtrado em sistema a vacuo. O caldo de cultivo obtido foi submetido a uma extragéo
liquido-liquido com acetato de etila. Apés a eliminacdo do solvente, foram pesados 2 mg dos

extratos para determinacdo da CIM da atividade antimicrobiana.

2.3 Concentragdo inibitéiria minima (CIM) da atividade antimicrobiana dos extratos

Para determinacao da CIM da atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas -
Staphylococcus aureus (ATCC-25923) e Enterococcus feacalis (ATCC-29212), gram-negativas
- Escherichia coli (ATCC-25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC-27853) e as leveduras
Candida albicans (ATCC-10231) e Candida tropicalis (ATCC-13803). O teste foi realizado em
placa de Elisa conforme estabelecido pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute —
CLSI/NCCLS (2003) adaptado por Santiago et al. (2022). Foi utilizado como controle positivo a
amoxicilina para bactéricas e itraconazol para as leveduras. Para o controle negativo utilizou-se

agua destilada autoclavada.
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2.4 Semi-purificacdo das amostras e analises de UFLC-MS/MS

Para a semi-purificagcdo, foram solubilizados 200 mg dos extratos em solugédo de 5%
MeOH/Agua (Merck/Millipore, Bedford, MA, USA) e em seguida foram submetidas a semi-
purificacdo em coluna de bancada contendo 5 g silica C18 (Fluka Analytical, 100 A) com
gradiente de MeOH/H20 de 10%, 50% e 100%.

ApGs secagem, as fracdes foram diluidas a 1 mg/mL, em MeOH — HPLC, e analisadas
em cromatégrafo liquido modelo Prominence UFLC (Shimadzu), equipado com bomba binéria
LC-20AT, detector de arranjo de diodos (DAD) SPDM-20A e injetor automatico SIL-20A equipado
com coluna Kinetex (Cote-Shell) C18 150 x 2,1 mm (100 A, 2,6u) acoplado & um espectrémetro
de massas Brucker Daltonics, modelo Amazon Speed lon trap, Fonte ESI operando em modo
positivo e negativo. O método utilizado foi um gradiente de 20-100% de B ao longo de 24 min em
um fluxo de 1 ml/min. Quando possivel, foram realizadas analises em espectrometro de massas
de alta resolucdo Brucker Daltonics, Modelo MicroTOF-QII, Fonte ESI em modo positivo e
negativo, 17500 FWHM.

3 Resultados e Discussao
3.1 Rendimento dos extratos e CIM

A massa dos extratos de P. purpurogenum registrada no presente estudo foi de BDL =
140 mg, YES =380 mg, ISP2 =85 mg e SB =200 mg. Com relacéo a CIM dos extratos, destacam-
se os obtidos no cultivo em SB, ISPz e YES pois apresentaram atividade contra o patégeno C.
albicans de 31,25 ug/mL, 500 pg/mL e 62,5 yg/mL, respectivamente. As demais atividades
observadas foram dos extratos em SB contra C. tropicalis (CIM = 250 yg/mL), P. aeruginosa
(CIM = 1000 pg/mL), S. aureus (CIM = 125 pg/mL) e E. feacalis (CIM = 500 pg/mL). Em trabalho
realizado anteriormente por Santiago et al. (2022) sobre a atividade antimicrobiana de extratos
de fungos do género Penicillium, foi possivel determinar a quantidade, o rendimento e a CIM de
cada extrato obtido no cultivo do P. citrinum e P. oxalicum em diferentes meios de cultura e, com
relacdo a CIM dos extratos de P. citrinum testados, destaca-se o obtido em SB com atividade na
concentragao de 62,5 ug/mL e 500 ug/mL contra C. albicans e C. tropicalis, respectivamente. O
resultado mais relevante para a CIM dos extratos de P. oxalicum foi na concentragdo de 500
pg/mL contra C. albicans do extrato obtido em caldo BDL.

O consenso vigente na literatura é que os fungos do género Penicillium sao conhecidos
pela sua capacidade de produzir uma ampla variedade de compostos hioativos (Arnold, 2007).
Cerca de 30% dos metabdlitos bioativos com propriedades antifingicas e antibacterianas
comercializados pela industria farmacéutica sédo provenientes dos fungos do género Penicillium
(Suryanarayanan, et al.,, 2009). Do ponto de vista quimico e biotecnolégico, o uso destes
organismos como fonte de metabdlitos bioativos é vantajoso pois, crescem em substratos de
baixo custo, e uma vez isolados e conservados estédo disponiveis a todo instante. Além disso, a
manipulagdo dos seus genes é menos complexa quando comparada a organismos superiores
(Mueller & Schmit, 2007).
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Mesmo sendo organismos amplamente explorados, determinados estudos buscam
novos compostos bioativos alterando certos pardmetros do processo fermentativo, dentre eles
as condicdes de cultivo e fontes nutricionais que compdem o meio de cultivo (Martin, Casqueiro,
& Liras, 2005; Khaldi, et al., 2010; Romano, 2018). Essas mudancgas podem interferir diretamente
no tipo ou qualidade dos metabdlitos secundarios obtidos pois, influenciam diretamente em
clusters responsaveis por codificar enzimas biossintéticas e proteinas regulatérias o que
ocasionam na ativacéo ou inibicdo de determinadas vias metabdlicas (Keller et al., 2005; Fill, et
al., 2016). Diante dos resultados observados, os extratos obtidos no cultivo de P. purpurogenum,
P. citrinum e P. oxalicum em SB, apresentaram expressivas atividades antimicrobianas logo,

buscou-se fracionar e caracterizar os compostos quimicos dessas amostras.

3.2 Caracterizacdo dos compostos quimicos dos extratos de Penicillium spp
3.2.1 Rendimento das fracdes

Apos o procedimento de semi-purificagdo dos extratos do caldo em SB em coluna aberta,
usando um gradiente crescente de MeOH/H20 sob presséo reduzida em fase reversa, obteve-

se as fracBes e massas apresentadas na figura 33.

— [ Friov || Frso% [ Fr100%
| Ext. Caldo P. purpurogenum |— & — | 30,5 me || 75.0 mg || 69,2 mg |
| Ext. Caldo P, citrinum | ? | 5,6 mg I 26,2 mg || 5.5 mg |
| Ext. Caldo P. oxalicum |— ‘? — | 74.7 mg H 222mg || 416mg |

S|
Figura 79: Procedimento de fracionamento dos extratos de Penicillium spp

Os valores das massas das fracdes obtidas no presente estudo, estdo de acordo com o
observado na literatura para estudos que utilizaram linhagens de Penicillium spp e meios de
cultura similares (Pastre, et al., 2007; Guimaraes, et al., 2019). Para caracterizar 0s compostos
guimicos das fragdes, foram utilizados os dados provenientes de procedimentos de UPLC-
MS/MS.

3.2.2 Penicillium purpurogenum
Os espectros de massa em ESI modo positivo das fragBes revelaram a presenca dos

fons majoritarios de m/z 401, 379, 282, 305 e 223 e estas massas foram comparadas com o0s
dados da literatura. No espectro MS/MS em ESI(+) do ion [M+H] m/z 401 apresentado na figura
34A, observam-se duas perdas subsequentes da molécula de 4gua (-36 Da, m/z 401 — 365).
Com base no padréo de fragmentacdo, em dados de HRMS-ESI (+) (m/z 401,2686, C2sH3704) €
apoiado em estudo realizado por (Narita, 2018) sugere-se que, este composto trata-se de um

anéalogo da oflobolina C (figura 34B).
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Figura 82: A - Espectro de MS/MS do ion m/z 401. B — Anélogo Oflobolina C.

As oflobolinas séo sesterpenos pertencentes a familia dos terpendides (Liu, et al., 2007)
e, 0Ss compostos pertencentes a esta familia sdo um dos principais metabdlitos secundarios
produzidos por plantas e microrganismos (Roberts, 2007). O primeiro membro dos sesterpenos
de origem fungica foi a Ofiobolina A, isolada do fungo patogénico Bipolaris oryzae em 1957
(Nozoe, et al., 1965). Desde entao foram descritas cerca de 50 ofibolinas de origem natural sendo
grande parte oriunda de fungos do género Bipolaris e Aspergillus (Au, Chick, & Leung, 2000;
Ding, et al., 2020). No entanto segundo Narita (2018) organismos pertencentes aos géneros
Emericella spp e Penicillium spp sdo plenamente capazes de biossintetizar sesterpenos.

Sobre a biossintese de sesterpenoides em fungos, a literatura relata que o processo é
provavelmente mediado pela enzima sesterpeno sintase (Chiba, et al.,, 2013) e inicialmente
ocorre uma ligagao cabeca calda de cinco unidades de isopreno seguida de ciclizagédo sequencial
de difosfato de geranilfarnesil finalizando com oxidag6es que ocorrem em Vvarios locais ao longo
do esqueleto triciclico (Au, Chick, & Leung, 2000). E comum que o0s sesterpenoides, como as
ofibolinas, apresentem diferentes cadeias oleofinicas laterais e isto proporciona uma vasta
diversidade estrutural para estas substancias (Cai, et al., 2019). Do ponto de vista biolégico, a
diversidade estrutural das ofibolinas contribui para a ocorréncia de atividades como nematicidas
(Tsipouras, et al., 1996), herbicidas (Evidente, et al., 2006), citotoxicas (Zhang, et al., 2012),
antifiingica (Li, et al., 1995) e antibacteriana (Liu, et al., 2013). Conforme exposto, 0 composto
oflobolina C, caracterizado no presente estudo, provavelmente é o responsavel pela atividade
antimicrobiana contra C. albicans observada no extrato de P. purpurogenum em meio SB.

No espectro MS/MS em ESI (+) do ion [M+H] m/z 379 apresentado na figura 35A,
observam-se uma perda agua (-18 Da, m/z 479 — 361) e outra de 15 Da (m/z 361 — 346). Com
base na fragmentacédo, e em dados de HRMS-ESI (+) (m/z 379.1540, C23H230s) e apoiado em
estudo realizado por (Wakana, et al., 2006) sugere-se que, este composto trata-se da Penicitrona
B (figura 35B).
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Figura 85: A — Espectro de MS/MS ESI(+) ion m/z 379; B — Cromatograma A=254 nm. C — Estrutura da
Penicitrona B.

A Penicitrona B é um policetideo formado através do acoplamento da citrinina e do
composto 2,3,4-trimetil-5,7-dihidroxi-2,3-di-hidrobenzofurano comumente biossintetizadas por P.
citrinum (Wakana, et al., 2006). Porém, h4 relatos da ocorréncia da Penicitrona B em outras
espécies como o Aspergillus terreus, conforme descrido em estudo realizado por (Xu, et al.,
2017). Conforme relatado em estudo anterior realizado por Santiago e colaboradores (2021), a
linhagem utilizada no presente estudo foi isolada de uma comunidade microbiana de ambiente
aguatico juntamente com outros fungos do género Penicillium spp e Aspergillus spp (de Lima, et
al., 2017). Logo, este fato nos leva a inferir que, entre os fungos, ocorreu uma transferéncia
génica horizontal promovida por fatores ecoldgicos de manutengéo bioguimica dos organismos
(Hotopp, 2011; Robinson, Sieber, & Dunning, 2013). Esse movimento de material genético entre
organismos do mesmo género, como é o caso do P. purpurogenum e P. citrinum, é vantajoso
uma vez que, durante o processo podem ser transferidos genes de resisténcia a antibidticos que
levam a produc¢do de novos compostos (Cairns, et al., 2018; Kubyshkin, et al., 2018).

Com relagdo a atividade bioldgica da Penicitrona B, Xu e colaboradores (2017)
descrevem moderada atividade contra bactérias Gram-negativas o que corrobora com o presente
estudo onde foram observadas atividades do extrato de P. purpurogenum em SB contra a
bactéria Gram-negativa P. aeruginosa além das Gram-positivas S. aureus e E. feacalis.

Apos andlises complementares do espectro MS/MS em ESI(+) do ion [M+H] m/z 282,
constatou-se a presenca do ion [M+H] m/z 563 com uma perda de 281 Da (m/z 563 — 282)
conforme apresentado na figura 4A. Com base nos dados de HRMS-ESI(+) determinou-se que
0 fon [2M+H] m/z 563,5515 (C3sH72N202) é um dimero do ion [M+H] m/z 282,2800 (C1sH3sNO)
gue foi caracterizado como oleamida baseado nos dados espectrométricos do estudo realizado
por Farha e Hatha (2019). Na figura 36B1 — B2 estéo apresentadas as estruturas da oleamida e

seu dimero.
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Figura 88: A — Espectro de MS/MS ESI(+) ion m/z 563; B1 — Dioleamida; B2 — Oleamida.

A oleamida é um composto derivado do acido oleico de comum ocorréncia em plantas e
microrganismos (Kima, Chapmana, & Blancaflor, 2010) como Fusarium fujikuroi (dos Reis, et al.,
2018), Colletotricum gloeosporioides (Premjanu & Jaynthy, 2015), Halomonas sp (Donio, et al.,
2013). e recentemente em fungos do género Penicillium sp. (Farha & Hatha, 2019). Com relagéo
as atividades biolégicas da oleamida, a literatura relata que esta substancia é promissora no
tratamento de distarbios neurolégicos relacionados a alteragdes de humor, sono e depressao
(McKinney & Cravatt, 2005). Também s&o encontrados relatos de atividade antibacteriana e
anticancer para esta substancia (Donio, et al.,, 2013). Por fim, as oleamidas apresentam
aplicacbes na industria como lubrificante e anticorrosivo (da Silva, 2010).

Por fim, o espectro de MS/MS em ESI (+) do ion [M+H] m/z 223 apresentado na figura
37A, observa-se perda de 4gua (-18 Da, m/z 223 — 205). Através da andlise de dados de HRMS-
ESI (+) determinou-se a formula molecular do ion [M+H] m/z 223,0968 como Ci2H150s. Ao
comparar com os dados de espectrometria de massas do presente estudo com os do trabalho
realizado por (Afiyatullov, et al., 2015), o composto m/z 223,0968 foi caracterizado como a 3-
[2(R)-hidroxibutil]-7-hidroxiftalida (Figura 37B).
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Figura 91: A - Espectro de MS/MS ESI(+) ion m/z 223; B — 3-[2(R)-hidroxibutil]-7-

hidroxiftalida.

Ftalidas s@o metabdlitos secundarios precursosres do &cido micofendlico e, sdo
biossintetizadas por diversas espécies de Penicillium como P. brevicompactum, P. roqueforti, P.
bialowiezense, P. chrysogenum, P. raciborkii, P. stoloniferum dentre outros (Arnold, 2007;
Valente, et al., 2013). De acordo com a literatura, das varias atividades bioldgicas das ftalidas a
mais explorada é a antimicrobiana, com destaque para a atividade contra a Candida albicans e

Bacillus cereus (Intaraudom, et al., 2019).

3.2.3 Penicillium citrinum
Os espectros de massa em ESI modo positivo das fragBes revelaram a presenca dos

ions majoritarios de [M+H] m/z 501, 434, 375, 317, 245 e 253. Os perfis de LC-MS/MS
observados no presente estudo foram comparados com perfis de outros estudos envolvendo a
busca de compostos bioativos de P. citrinum e outros fungos pertencentes ao género. Para estas
fracdes, ndo foi possivel realizar analises de HRMS.

O espectro de MS/MS do ion [M+H] m/z 501 evidéncia duas perdas, uma de 18 Da (m/z
501—483) e outra de 221 Da (m/z 483—262) conforme observado na figura 6A. Com base nos
estudos realizados por Tsuda e colaboradores (2005) e Clark e colaboradores (2006) o ion [M+H]
m/z 501 foi caracterizado como sendo a perinadina A (Figura 38B). Foi observado que o ion
[M+H] m/z 375 (Figura 39A) forma o ion [M+H] m/z 357 (-18 Da) e fragmento ion molecular [M+H]
m/z 262 (-95 Da) observado para o composto anteriormente caracterizado. Desta forma o ion
[M+H] m/z 375 foi caracterizado, com base na literatura (Tsuda, et al., 2005), como um analogo

(Figura 39B) da perinadina A.
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Figura 95: A - Espectro de MS/MS ESI(+) ion m/z 375; B — Analogo da
perinadina A.

A perinadina A é um composto biossintetizado pelo P. citrinum através da unido da
citrinina com a Escalusamida B por uma reacgéo Diels—Alder (Clark, et al., 2006). Sobre os
precursores da perinadina A, a literatura relata que das varias atividades biolégicas da citrinia
destacam-se a antimicrobiana (Warren, Dougherty, & Wallis, 1957; Wang, Hong, Hwang, & Fan,
1947; Franco, et al., 1996). Com relagdo a escalusamida B séo descritas atividades inseticidas
e fungicidas (Castillo, et al., 1999). Sendo assim, a atividade antimicrobiana observada no extrato
bruto de P. citrinum cultivado em meio SB contra C. albicans (62,5 ug/mL), pode estar
relacionado com a presenca do composto perinadina A.

O espectro de MS/MS do ion [M+H] m/z 434 evidencia duas perdas, uma de 31 Da (m/z
434—403) e a segunda de 68 Da (m/z 403—335) conforme observado na figura 40A. Para
caracterizar este composto, utilizou-se o estudo realizado por Clark e colaboradores (2006) sobre
os derivados da citrinina obtidos de P. citrinum. Sendo assim, sugere-se que o ion [M+H] m/z

434 é o composto dicitrinina D (Figura 40B).
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A literatura relata que dimeros de citrinina, como a dicitrinina D, ndo apresentam
atividade antimicrobiana significativa, porém, estes compostos sdo explorados quanto a outras
atividades bioldgicas como a anticAncer em especial 0 mieloma, um tipo de cancer na medula
(Clark, Capon, Lacey, Tennant, & Gill, 2006). Para confirmar a presenca deste composto nas
fracbes de P. citrinum obtidas em meio SB sdo necessarios experimentos complementares de
RMN e HRMS.

Por fim, outros metabdlitos comuns aos Penicillium spp. que provavelmente estdo
presentes nas fracdes de P. citrinum s&o uridina (dos Santos, 2003; Marinho, Filho, & Santos,
2005) devido a presenca do ion [M+H] m/z 245, milanserinona B (Dramae, et al.,, 2022) ao
observar o ion [M+H] m/z 253 e uma benzofenona [M+H] m/z 317 (Zheng, et al., 2018; Bai, et
al., 2021). As estruturas dos compostos e os espectros de MS/MS estéo apresentados na figura
41.
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Figura 101: Espectros de Massas (A-C) dos ions MS/MS ESI(+) m/z 245, 253 e 317. Estruturas da uridina, milanserinona B
e benzofenona, A1-C1 respectivamente.

Com relagdo a importancia biologica dos compostos apresentados na figura 41, a
literatura relata que uridina € um nucleosideo que ao tornar-se um nucleotideo, por meio da
ligagdo com um grupo fosfato, compéem o RNA que é uma macromolécula de extrema
importancia para todos os organismos visto que é responsavel pela transmissao de informacdes
génicas (Storck, 1965). Para a milanserinona B sdo relatadas atividades contra Plasmodium
falciparum, Mycobacterium tuberculosis e citotéxica (Dramae, et al., 2022). As benzofenonas
apresentam atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus em concentracdes menores
que 20 pg/ml (Zheng, et al., 2018; Bai, et al., 2021). A descri¢do da atividade antibacteriana de
benzofenonas contra S. aureus refor¢ca a possibilidade de haver um composto desta classe nas
fracbes de P. citrinum em SB.

Outros compostos presentes nas fracdes, foram caracterizados como alcaloides
piperazinas com base no estudo de Goes (2021). S&o eles os ions [M+H] m/z 197 sendo a L-
prolina-L-valina, [M+H] m/z 211 como a L-leucina-L-prolina e por fim [M+H] m/z 261 a L-
fenilalanina-4-hidroxi-D-prolina. Os espectros de MS/MS e as estruturas dos compostos

caracterizados, estéo descritos na figura 42.
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3.2.4 Penicillium oxalicum
Os espectros de massas em ESI modo positivo das fragcdes revelaram a presenca dos

ions majoritarios de [M+H] m/z 420, 434 e 389. Os perfis de massas observados no presente

estudo foram comparados com perfis de outros estudos envolvendo a busca de compostos

bioativos de P. oxalicum e outros fungos pertencentes ao género. Ao observar o espectro de
MS/MS do ion [M+H] m/z 434 (figura 43A) tém-se as perdas de 31 Da (m/z 434—403), 37 Da




86

(m/z 403—366), 31 Da (m/z 366—334) e 37 Da (m/z 334—278). Apés uma pesquisa detalhada
na literatura sobre os metabdlitos produzidos por P. oxalicum, o ion [M+H] m/z 434, detectado
no presente estudo, foi caracterizado como a meleagrina (figura 43B) devido a similaridade dos
dados de espectrometria de massas observados nos estudos realizados por Kawai e
colaboradores (1984) e Pimenta (2011).
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Figura 103: Espectros de Massas do ion MS/MS ESI(+) m/z 434. B- Meleagrina.

A literatura reporta que a meleagrina e seus derivados apresentam atividades
antimicrobianas, antiviral e citotéxica (Du, et al., 2010; Goes, 2021). Outros ions caraterizados
no presente estudo, com base nos dados de espectrometria de massas da literatura sobre os
metabdlitos de P. oxalicum, foram o ion [M+H] m/z 420 como a roquefortina | (Du, et al., 2010;
da Silva-Filho, et al., 2021) e o ion [M+H] m/z 390 como a roquefortina C (Kozlovisky, et al., 1994;

Tor, et al., 2006). Os espectros de MS/MS e as estruturas propostas estdo apresentadas na

figura 44.
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Figura 104: A - Espectros de Massas do ion MS/MS ESI(+) m/z 420. Al - Roquefortina I. B —
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O P. oxalicum revelou-se um bom produtor de alcaloides indélicos. Estes compostos séo

derivados do triptofano que contém um sistema de anel inddlicos proveniente da rota do &cido
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chiquimico (Oliveira, Freitas, Mathias, Braz-Filho, & Vieira, 2009). Tais substancias apresentam
diversas propriedades bioldgicas, dentre elas a antimicrobiana, antiviral, citotoxica, analgésica,

antipirético, dentre outras (Carroll, Copp, Davis , Keyzers, & Prinsep, 2019).

4. Consideracdes Finais

Com base nos resultados obtidos no presente estudo sobre a identificacdo de compostos
com atividade antibiotica dos fungos Penicillium spp, tém-se que os extratos de P. purpurogenum
apresentaram acao contra C. albicans, cultivado em SB, YES e ISP2 com atividades de 31,25
pg/mL, 62,5 ug/mL e 500 pg/mL, respectivamente. Vale ressaltar que, os extratos em SB do P.
purpurogenum apresentaram a¢ao contra outras linhagens sendo elas a C. tropicalis (CIM = 250
pg/mL), P. aeruginosa (CIM = 1000 pyg/mL), S. aureus (CIM = 125 pg/mL) e E. feacalis (CIM =
500 pg/mL). Os resultados sobre o potencial antibidtico dos extratos de P. citrinum e P. oxalicum
foram publicados em estudo anterior.

Os compostos quimicos identificados de P. purpurogenum s&o um sesterpeno, um
policetideos, uma ftalida e duas oleamidas. Do P. citrinum foram caracterizados trés derivados
da citrinina, trés alcaloides piperazinas, duas benzofenonas e um nucleosideo. E do P. oxalicum
teve-se a presenca de trés alcaloides inddlicos, sendo um deles descrito pela primeira vez em
estudos realizados no Amazonas.

Por fim, a abordagem de determinagé&o do perfil quimico por UPLC-ESI-MS/MS mostrou-
se eficiente para identificar os compostos com potencial bioldgico presentes nas linhagens de
Penicillium spp estudadas. Salienta-se que as linhagens utilizadas no presente estudo foram
isoladas em um lago localizado no interior do Amazonas, logo o presente estudo contribui para
o conhecimento quimico e biolégico das linhagens aquaticas isoladas em regifes distantes da
capital. Posteriormente, serdo realizadas analises complementares de HRMS para confirmar a
presenca dos compostos quimicos observados no presente estudo nas fragdes de P. citrinum e

P. oxalicum.
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Potencial antimicrobiano de Penicillium purpurogenum isolado no
Amazonas e identificacdo de derivados da citrinina

O presente capitulo esta relacionado aos dois ultimos objetivos desta
tese. Foi elaborado um manuscrito em lingua portuguesa que, foi traduzido para
0 inglés e esta formatado de acordo com o modelo da revista. Pretende-se
submeter este trabalho no periddico Revista Brasileira de Farmacognosia, Qualis
A4.
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RESUMO

Os fungos do género Penicillium produzem metabdlitos secundarios que séo
utilizados como modelo para a sintese e desenvolvimento de diversos
compostos com atividades bactericida, fungicida, antitumoral, anti-inflamatéria,
antiviral, dentre outras. Com base nessas informacdes, foi conduzido um estudo
de investigacdo do perfil metaboldbmico e do potencial antimicrobiano do
Penicillium purpurogenum (CFAM — 214). Verificou-se que a concentracdo
minima inibitéria (CIM) dos extratos obtidos do caldo de P. purpurogenum (CFAM
— 214) em ISP2, SB e YES contra Candida albicans foi de 500 pg/mL, 31,25
ng/mL e 62,5ug/mL, respectivamente. No teste contra Candida tropicalis e
Staphylococcus aureus, a CIM para os extratos cultivados em SB foi de 250
pMg/mL e 125 pg/mL, respectivamente. Devido ao bom desempenho do extrato
de P. purpurogenum em SB, realizou-se um cultivo em larga escala que levou
ao isolamento de duas substancias, cujas estruturas foram determinadas por
métodos espectroscopicos como RMN de 1D (*H RMN e **C RMN) e 2D (HMBC
e HSQC), HRMS e MS/MS. As substancias isoladas foram identificadas como
dois derivados da citrinina, dihidrocitrinina (1) e 1-metildihidrocitrinina (2). Os
resultados obtidos no presente estudo contribuem pra o conhecimento sobre os
metabdlitos secundarios produzidos por P. purpurogenum e revelam a
possibilidade de obter-se a 1-metildihidrocitrinina por uma via biossintética.
Palavras-chave: Penicillium purpurogenum, metabdlitos secundarios, citrinina,

antimicrobiano.

1. INTRODUCAO

Os fungos sdo microrganismos classificados como eucariontes de
relacbes ecoldgicas diversas com elevada importancia para o equilibrio de
ecossistemas devido a sua capacidade de degradar matéria orgéanica (Oliveira,
2009). Estes organismos produzem metabdlitos secundarios, que apresentam
elevada diversidade quimica estrutural, especificidade bioquimica e afinidade de
ligacdo com receptores celulares (Molinari, 2009; Guimaraes, 2010).

Com base na literatura o P. purpurogenum é amplamente explorado
guanto ao seu potencial de produgédo de enzimas de interesse industrial como
as PB-glicosidases, endoxilanses, acetili xilano esterase e a-L-

arabinofuranosidase (Musalem, Steiner e Contreras, 1984; Fritz, et al., 2008;
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Hidalgo, Steiner e Eyzaguirre, 1992; Chavez, et al., 2002; Egana, et al., 1996).
As substancias relatadas nessa linhagem, sdo da classe das quinonas,
policetideos, esteroides, terpenos e xantonas (Frisvad et al., 2004; Mapatri,
Meyer e Thrane, 2006; Khethr, 2008). Alguns destes compostos sao utilizados
como pigmentos naturais e outras substancias apresentam atividades
antibacterianas, antifingicas, antiviral e antitumoral (Sokovic et al, 2009; Wang
et al., 2011; Ghanbari, Mohammadkhani e Babaeizad, 2014; XUE, 2014;
Murshid, Badr, e Youssef, 2016).

A citrinina (Figura 45) € um metabdlito secundério pertencente a classe
das micotoxinas que sdo biossintetizadas por fungos através da rota dos
policetideos pela condensacao de unidades de acetil ou malonil mediadas pelas
sintases de policetideos (PKS) (Pastre, et al., 2007; Paulo, Sigrist, & de Oliveira
, 2019). O principal produtor da citrinina € o Penicillium citrinum, um fungo de
ocorréncia comum em regides tropicais sendo encontrado no solo, cereais,
especiarias tropicais, raizes, caules e folhas (Samson e Pitt, 2000; Houbraken,
Frisvad e Samson, 2010). Este composto pode ser produzido por P. corylophilum
e fungos pertencentes a outros géneros como o Aspergillus, Pythium e
Cercosporidium. (Damodaran, Ramados e Shanmugasundaram, 1973;
Houbraken et al., 2011; Santos, Costa e Figueroa-Villar, 2012). A citrinina e seus
derivados sé@o explorados quanto ao seu potencial biolégico por apresentarem
atividades antimicrobianas, citotoxica, hipocolesterolémica, imunosupressor,
inibidor enzimético e da sintese de acidos nucleicos (Wang, Hong, et al., 1947;
Warren, Dougherty e Wallis, 1957; Betina e Barathova, 1968; Deruiter, Jacyno,
et al., 1992; Carvalho, Fernandes e Freire, 2005).

O O
HO = 10

HO CH;
CH; CH,
Figura 106: Estrutura da citrinina

Conforme exposto, muitos estudos envolvendo a citrinina revelam que

determinados organismos sao considerados padréo ouro para sua obtencédo e
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exploracdo, em especial o P. citrinum, no entanto ndo ha relatos da obtencéo
deste composto e seus derivados em linhagens de P. purpurogenum. Sendo
assim, o presente estudo teve como principais objetivos determinar a atividade
antimicrobiana dos extratos de P. purpurogenum e isolar os seus principais

constituintes quimicos.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Procedimentos experimentais gerais

Os dados de espectrometria de massas foram obtidos por meio do
espectrometro Bruker Daltonics Amazon Speed (lon-trap e microTOF Q-II),
equipado com a fonte ESI e operando no modo negativo de aquisicdo. Os
espectros de RMN 1D e 2D foram adquiridos em um espectrometro Bruker
Biospin, Fourier 300 UltraShield (Bruker, Billerica, USA), operando com 7 Tesla
(300 MHz para 'H e 13C, respectivamente), utilizando como solvente metanol
deuterado (CDsOD, 99.8%). A cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
semi-preparativa foi realizada em um sistema Shimadzu UFLC (bomba LC-6 AD;
desgaseificador DGU-20A5; detector SPD-20AV UV; comunicagdo modular
CBM-20A) (Columbia, MD, USA) equipado com a coluna Shimadzu (shim pack)
C18 (5um, 250 mm x 20 mm). Para separacdo cromatografica em coluna aberta
(CC) foi utilizado silica gel 60 (230—400 mesh; Merck). Todos os solventes
usados na cromatografia liquida e espectrometria de massas foram de grau
HPLC e adquiridos de J. T. Baker (Phillipsburg. NJ, USA), e a agua foi purificada
usando um sistema Mili Q (Millipore, Bedford, MA, USA).

2.2 Reativacdo da linhagem fungica

A linhagem de P. purpurogenum (CFAM — 214) foi cedida pela Colecao
de Fungos da Amazénia (CFAM) da Fundacéo Oswaldo Cruz - Instituto Lebnidas
e Maria Deane (ILMD/Fiocruz Amazdbnia), sendo proveniente do mesmo
ambiente amazonico que outras linhagens conforme estudo realizado por Lima
e colaboradores (2017).

A reativacéo da linhagem foi realizada em uma placa de petri contendo
meio de cultura sélido Batata Dextrose Agar (BDA) sendo incubado em DBO &
28 °C por 7 dias. ApOs este periodo, a cultura pura seguiu para o cultivo em
escala laboratorial.
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2.3 Obtencéo dos extratos e determinacao da concentracao inibitdria minima —
CIM

O cultivo em escala laboratorial da linhagem de P. purpurogenum (CFAM
— 214) ocorreu em 12 erlenmeyers de 125 mL, contendo 25 mL dos seguintes
meios de cultura BDL (Batata — Dextrose - Extrato de Levedura) — Batata 200
g/L, Dextrose 20 g/L e Extrato de Levedura 4 g/L; YES (Extrato de levedura —
Sacarose)-Sacarose 150 g/L e Extrato de Levedura 20 g/L; ISPz (International
Streptomyces Project 2) — 10 g/L de Amido, 4 g/L de Extrato de Levedura, 10 g/L
de Glicose e 4 g/L de Malte; Sabouraud —20 g/L de Glicose e 10 g/L de Peptona.

O experimento foi realizado em triplicata ao longo de 15 dias a 28 °C.
Apébs o tempo de cultivo, o material fermentado foi filtrado. O caldo foi extraido
com acetato de etila na proporcédo 1:1 e o micélio com metanol por 48 horas.
Apos a eliminacéo do solvente, os extratos foram pesados e diluidos em DMSO
10% até a concentracdo de 2 mg/mL para determinacdo da CIM da atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas - Staphylococcus aureus (ATCC-
25923) e Enterococcus feacalis (ATCC-29212), gram-negativas - Escherichia
coli (ATCC-25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC-27853) e as leveduras
Candida albicans (ATCC-10231) e Candida tropicalis (ATCC-13803). O teste foi
realizado em placa de 96 pocos conforme estabelecido pela Manual Clinical and
Laboratory Standards Institute — CLSI/NCCLS (2003). Para controle, utilizou-se
Amoxicilina e Itraconazol. O teste foi acompanhado por 24 horas e apés este
tempo, foram adicionados 10 uL do revelador cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio
(TTC) a 1% e, foram considerados como resultados positivos 0s po¢os que nao
adquiriram a cor lilas apés a adicdo do revelador. O resultado mais promissor foi

selecionado para o cultivo em larga escala.

2.4 Extracdo em escala ampliada e isolamento dos compostos 1 e 2

Foi realizado um cultivo em escala laboratorial aumentada de P.
purpurogenum (CFAM — 214) em SB por 15 dias a 28 °C. Apés este tempo o
experimento foi filtrado, obtendo-se 4 L de caldo que foi extraido com acetato de
etila na proporgao 1:1. O extrato bruto (9,1 g) foi fracionado em coluna com silica
usando MeOH/H20 como gradiente (30%, 60% e 100%) e dessa maneira foram
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obtidas 3 fracOes. A fracdo 30% (6 g) foi purificada em fase reversa usando
MeOH/H20 como gradiente (10%, 30%, 50% e 100%), obtendo-se 4 subfracdes.
A subfracdo 30% (60,3 mg) foi purificada em CLAE preparativo usando uma
coluna C18 Shim-pack CLC-ODS(M)® (5um, 250 x 20 mm) com fluxo 12 mL/min
e detecgdo de UV de 254 e 230 nm. O sistema de elui¢ao foi isocratico com 45%
Agua (A) e Metanol (B) para se obter o composto 1 (4,6 mg) e 2 (2,6 mg).
Posteriormente, os compostos foram submetidos as analises HRMS e 1D e 2D

de RMN para a identificacao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Determinacao da Concentracao Minima Inibitoria — CIM dos extratos de P.
purpurogenum

A CIM para os extratos de P. purpurogenum (CFAM — 214) foi
determinada por microdiluicio em multiplaca. Os valores obtidos estédo

apresentados na Tabela 8.

Tabela 4: Valores de CIM dos extratos de P. purpurogenum frente a diferentes patégenos.

Patégeno Solvente de extracdo Meio de cultivo Concentragao (ug/mL)
Acoet SB 31,25
. Acoet ISP2 500
C. albicans MeOH ISP, 1000
Acoet YES 62,5
C. tropicalis Acoet SB 250
S. aureus Acoet SB 125

MIC Amoxicilina: 12 pg/ml e Itraconazol: 125 ug/ml; SB — Sabouraud; ISP: - International Streptomyces Project 2, e YES — Extrato de levedura sacarose MeOH
— Metanol e Acoet — Acetato de Etila

Dentre os resultados apresentados na tabela acima, pode-se destacar
as atividades antifungica e antibacteriana dos extratos obtidos a partir do acetato
de etila em meio SB. Vale ressaltar que, de acordo com a literatura, fungos do
género Penicillium sdo conhecidos pela sua capacidade de produzir compostos
bioativos que cessam ou inibem o crescimento de certos tipos de
microrganismos (Batista, Raposo, & Silva, 2018). Do P. purpurogenum podem
ser obtidos compostos com essa capacidade de diversas classes como 0s
esteroides, terpenos, policetideos, alcaloides, xantonas, dentre outros (da Silva,
2008; Chapla, Biasetto e Araujo, 2013; Yenn, lbrahim, et al., 2017; Xue, 2020).
A partir deste resultado, foi relizado o cultivo em escala ampliada, onde o extrato
foi fracionado e purificado; resultando na obtencdo do Composto 1 e 2.
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3.2 Determinacdao estrutural
O composto (1) foi obtido como um sélido amorfo de coloracdo marrom

escuro com HRESI(-)MS, m/z 251.0901. A formula molecular foi determinada
como Ci13H150s [M-H]- m/z 251.0925. Em adigéo, a fragmentacdo do composto
(1) m/z 251, em ESI modo negativo, apresentou uma perda inicial de 44 Da
originando o pico base m/z 207 (Figura 46) caracteristico do policetideo citrinina
guando analisado em modo negativo (Marinho et al., 2005). Na figura 46B esta
apresentada uma proposta de fragmentagédo para o ion m/z 251 em ESI (-).
Conforme proposto, o proton é removido do grupo carboxila da estrutura com
posterior eliminagédo de CO2 e 0 mesmo é observado para a citrinina (Marinho A.
d., 2005).

Intens. -

5 1 “MS3(251.50-5207.50), 9.3min #1954
x10 207.55

-44 Da 251.50

189.49

170 180 190 200 210 220 230 240 250 miz

O OH H H e OH H H

o 0 -44 Da i
H/\Oj CHj O CHj3

CH3; CH,4 CH3 CHj

(1) m/z 251 (1) m/z 207

Figura 109: A - Espectro de MS/MS ESI [M-H] do ion m/z 251. B — Proposta de fragmentagdo do ion m/z
251.

Todos os dados obtidos através de experimentos de RMN para o
composto 1, 'H, 13C, HMBC e COSY, estdo descritos na Tabela 9 e, os

respectivos espectros RMN podem ser observados nas figuras suplementares 1

a 6 do material suplementar.
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Tabela 5: Dados referentes aos espectros de 1H (300 MHz) e 13C (300 MHz) da Dihidrocitrina
(Compostol) em MeOD.

Composto 1
Posicao
01 (J em Hz) Oc HMBC COSsY
1 4,61 (2H,d 7,2) 58,69 74’2/108’9é140’4/154' 2,05/2,66
3 3,91 (1H, d 6,4) 74,2 19,42/58,69/140 1,27/2,66
4 2,66 (1H, q 6,4) 35,1 19,42/108/111/140 1,23
4a - 140,0
5 111,0
6 157,0
7 105,9
8 154,8
8a - 108,8
9 1,21 (3H, d 6,4) 16,7
10 1,23 (3H, d 6,4) 19,4 35,1/74,2/140

11 2,04 (3H, s) 8,6 111/140/157

Ao observar os dados de RMN !H tem-se trés sinais de hidrogénios
caracteristicos de metilaem & 1,21 (3H, d J =6,4 Hz), 1,23 (3H, d J=6,4 Hz) e um
sinal mais desprotegido em & 2,04 (3H, s), também foi observado um sinal em
4,61 (2H, J = 7,2 hz) indicando ser um metileno ligado a um oxigénio. Além
destes sinais, um sinal de hidrogénio carbinélico em & 3,91 (1H, d J=6,4 Hz) e
outro em 2,66 (1H, q J=6,4Hz) que, segundo a literatura, correspondem a
estrutura da citrinina e seus derivados (Haraguchi et al., 1989; Marinho et al.,
2005). Com relagdo aos dados de RMN 13C verifica-se a presenca de 12 sinais
de carbono, dos quais séo proporcionais aos observados na literatura para a
citrinina (Marinho et al., 2005; Valente, 2007) os seis sinais de carbono néo
hidrogenado em & 157,0 ppm (C-6), d 154,8 ppm (C-8), & 140,0 ppm (C-4a),
111,0 ppm (C-5), 6 108,8 ppm (C-8a) e & 105,9 ppm (C-7), trés sinais de
carbonos metilicos em 6 19,4 ppm (C-10), & 16,7 ppm (C-9) e & 8,6 ppm (C-11),
um carbono metinico em & 35,1 ppm (C-4) e um carbono carbinélico & 74,2 ppm
(C-3).

No entanto, ao observar o sinal de hidrogénio metilénico em & 4,61 (2H,
d J=7,2 Hz), que se correlaciona a longa distancia (HMBC) com os carbonos &
74,2 ppm (C-3) 108,9 ppm (C-8a), 140,4 ppm (4a), 154,8 ppm (C-8), verifica-se
gue este deslocamento ndo corresponde ao observado em espectros de RMN
da citrinina (Poupko, Luz, & Destro, 1997; Marinho & Rodrigues-Filho, 2011). O
mesmo acontece com o sinal de carbono metilénico em & 58,69 ppm (C-1)
(Valente, 2007). O sinal de carbono carboxilico (c-12*) nédo foi detectado nas
analises de RMN realizadas no presente estudo, mas sua presenca foi
comprovada por experimentos de MS/MS. Isto ocorre pois o equilibrio

tautomérico que existe na estrutura da citrinina e seus derivados, envolvendo a
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conversado da orto-quinina em para-quinona quando estdo em solucao, interfere
nos experimentos de determinacéo estrutural desses compostos (Poupko, Luz,
& Destro, 1997).

Considerando os dados apresentados, o composto 1 foi identificado
como a dihidrocitrinina (figura 47), pois ao comparar os dados de RMN 13C, H e
HRESI(-)MS com os descritos no estudo realizado por Deruiter e colaboradores
(1992) e Clark e colaboradores (2006), observa-se que os sinais equivalentes as
metilas, RMN 13C & 8,6 ppm, 16,7 ppm e 19,4 ppm, e 0s sinais correspondentes
ao carbonos do anel aromatico, RMN *3C & 111,7 ppm, 157,3 ppm e 154,2 ppm
coincidem com os observados no presente estudo, bem como a formula e massa

molecular.

O OH H

CH3 CI—EI

10

Figura 110: Estrutura quimica da dihidrocitrina.

O composto (2), apresentou um sélido amorfo de coloracdo marrom
amendoado com HRESI(-)MS, m/z 265.0727. A férmula molecular foi
determinada como Ci3sH1306 [M-H]" m/z 265.0718. Ao observar os dados de
fragmentacao por ESI em modo negativo do composto (2) de m/z 265, verificou-
se gque o ion apresenta duas possibilidades de perda inicial (figura 48A). Uma de
18 Da que leva a formagédo do ion [M-H] de m/z 247 e outra mais relevante de
44 Da que conduz a formacéo do pico base de [M-H]- m/z 221. Na figura 48B
estd apresentada uma proposta de fragmentacdo para o ion [M-H] de m/z 265
com perda de CO:2 que € caracteristico de derivados da citrinina (Marinho A. d.,
2005).
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Figura 111: Espectro de MS/MS ESI [M-H] do ion m/z 265. B — Proposta de fragmentagdo do ion m/z

265.

Os dados obtidos através de experimentos de RMN para o composto 2,

1H, 13C, HMBC e COSY, estdo descritos na Tabela 10, os respectivos espectros

RMN podem ser observados nas figuras suplementares 7 a 12 do material

suplementar.

Tabela 6: Dados referentes aos espectros de 1H (300 MHz) e 13C (300 MHz) da 1-Metildihidrocitrina

(Composto2) em MeOD.

Composto 2
Posicédo

¢ on (J em Hz) Oc HMBC C$S
1 4,54 (1H, m) 77.9 17,9/74,37/118,8/146,5/163, 1.25
3 1,22 (1H, m) 74,3
4 3,08 (1H, q 6,7) 35,0 17,9/146,5 1,29
4a - 146,5
5 112,4

6 154,3

7 -
8 163,9
8a - 110,8
9 1,25 (3H, d 6,7) 18,4
10 1,29 (3H,d 6,7) 17,9 35,05/77,9/146,5
11 1,21 (3H, d 6,7) 16,8 35,05
12 2,09 (3H, s) 8,5 112,4/146,5
13 - 178

Ao observar os dados de RMN H observa-se alguns sinais muito

similares ao da dihidrocitrinina como o sinal de metila desprotegido em & 2,04

(3H, s). Entretanto, observa-se trés sinais de metila com deslocamentos
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proximos em 6 1,29 (3H, d J=6,7 Hz), 6 1,25 (3H, d J =6,7 Hz) e 6 1,21 (3H, d
6,7), e trés sinais de hidrogénios metinicos em & 4,54 (1H, m), 6 1,22 (1H, m) e
0 3,08 (1H, g J=674Hz), indicando a presenca de um grupo metila na posicao 1,
diferente da dihidrocitrinina que tem dois hidrogénios ligados ao carbono 1.
Foram observados 13 sinais carbonos no *C RMN, sendo eles cinco sinais de
carbonos nao hidrogenados em & 163,9 ppm (C-8), 6 154,3 ppm (C-6), 6 146,5
ppm (C-4a), 6 112,4 ppm (C-5) e & 110,8 ppm (C-8a), quatro carbonos metilicos
em © 18,4 ppm (C-9), 6 17,9 ppm (C-10), 6 16,8 ppm (C-11) e & 8,5 ppm (C-12),
dois carbonos metinicos em & 77,9 ppm (C-1) e & 35,0 ppm (C-4) e por fim um
carbono carbindlico em 6 1,22 ppm (C-3).

Os sinais de RMN 'H e 3C do composto (2) sdo muito similares ao da
dihidrocitrinina, obtida no presente estudo, e da citrinina (Haraguchi et al., 1989;
Marinho et al., 2005; Valente, 2007). Porém, as diferengas entre o composto (2)
e a dihidrocitrinina sdo a presencga do sinal de hidrogénio em & 1,25 (3H, d J=6,7
Hz), ligado ao carbono em & 18,4 ppm (C-9), e a mudanca do deslocamento
quimico do C-1 nas estruturas que muda de & 58,69 ppm para & 77,9 ppm,
mostrando ser caracteristico de grupo CH ligado a um atomo de oxigénio. Sendo
assim, sugere-se que o composto (2) € a 1-metildihidrocitrinina (figura 49) (Wang
et al., 1950; Warren et al. 1957). De acordo com estudo realizado por Warren e
colaboradores (1957) a 1-metildihidrocitrinina foi descrita como um produto de
origem sintética, sendo seu precursor a citrinina. Ndo sendo encontradas outras
referéncias sobre este composto, tem-se o0 primeiro relato da obtencdo desta
substancia por meio de um fungo do género Penicillium.

O OH CHs,

CHs

cHY

11

CHs

Figura 112: Estrutura quimica da 1-metil-
dihidrocitrinina.

Vale ressaltar que a citrinina e seus derivados sdo compostos com
relativa facilidade de producéo, identificacédo e isolamento (Valente, 2007) além

disso, apresentam diversas atividades biolégicas, dentre elas a antibacteriana
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(Wang, Hong, Hwang, & Fan, 1947; Warren, Dougherty, & Wallis, 1957) € uma
das mais exploradas, pois atualmente certos microrganismos como O
Staphylococcus aureus e o Enterococcus spp. se mostram resistentes a certos
antibiéticos (Cruz, Costa, & Figueroa-Villar, 2016). Logo, existe uma elevada
necessidade pela busca de novos compostos antimicrobianos e os derivados da
citrinina, como a dihidrocitrinina e 1-metil-dihidrocitrinina, sdo bons candidatos
para este proposito.

Estudos em semissintese, que utilizaram a citrinina para obtencdo dos
seus derivamos, mostram que atividade antimicrobiana do derivado pode ser
superior a atividade do seu precursor. Diante desse fato, Warren e colaboradores
(1957) realizaram modificacfes estruturais por meio de substituicdes C-1 da
citrinina e concluiram que substituintes alquil ou benzil podem aumentar a
atividade antimicrobiana quando comparado com a citrinina ndo substituida.

Outras atividades biol6gicas descritas na literatura sdo a
antiprotozoarica, antifingica e imunossupressora (Franco, et al., 1996; Betina &
Barathova, 1968; Carvalho, Fernandes, & Freire, 2005). Ha relatos que esses
compostos séo inibidores da biossintese macromoléculas como os triglicerideos,
DNA e RNA (Carvalho, Fernandes, & Freire, 2005).

Com relacdo aos organismos produtores da citrinina e seus derivados, a
literatura reporta que fungos como o Aspergillus candidus, Monascus ruber,
Penicillium janthinellum e Penicillium citrinum (Deruiter, Jacyno, et al., 1992;
Marinho, Rodrigues-Filho, et al., 2005; Clark, Capon, et al., 2006; Lu, et al.,
2008). No entanto, o presente estudo utilizou o Penicillium purpurogenum (CFAM
— 214), como organismo produtor de metabdlitos secundarios que apresentaram
atividade antimicrobiana que, estd seguramente associada a presenca da
dihidrocitrinina e a 1-metildihidrocitrinina. Destaca-se que, nesta espécie ndo sédo
encontrados relatos na literatura sobre os compostos obtidos no presente

estudo.

4. CONCLUSAO
Conforme apresentado no presente estudo, os testes de Concentragéo
Inibitéria Minima — CIM dos extratos brutos obtidos a partir do cultivo de P.

purpurogenum (CFAM — 214) em diferentes meios, revelaram um elevado



110

potencial de inibicdo dos patdgenos C. albicans, C. tropicalis e S. aureus, para
estudos posteriores, determinar a atividade antimicrobiana das fracoes.

De maneira adicional, foi possivel determinar através de técnicas
analiticas de elevada exatiddo, a presenca de dois derivados da citrinina ainda
nao descritos em uma linhagem de P. purpurogenum (CFAM — 214) isolado no
Amazonas, a saber, a 1-metil-dihidrocitrinina e a dihidrocitrinina, bem como sua
eventual atividade antimicrobiana. Logo, o presente estudo contribui para o
conhecimento dos metabdlitos secundarios bioativos que podem ser obtidos a
partir de fungos do género Penicillium.
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6 MATERIAL SUPLEMENTAR

Potencial antimicrobiano de Penicillium purpurogenum isolado no

Amazonas e identificacdo de derivados da citrinina

Figura suplementar 1: Espectro de RMN de 'H da dihidrocitrinina em metanol-da.

Figura suplementar 2: Espectro de RMN de *3C da dihidrocitrinina em metanol-da.

Figura suplementar 3: Espectro de Dept da dihidrocitrinina em metanol-da.

Figura suplementar 4: Mapa de correlagdo COSY da dihidrocitrinina em metanol-da.

Figura suplementar 5: Mapa de correlagdo HMBC da dihidrocitrinina em metanol-da.

Figura suplementar 6: Mapa de correlacdo HSQC da dihidrocitrinina em metanol-da.

Figura suplementar 7: Espectro de RMN de 'H da 1-metil-dihidrocitrinina em metanol-da.
Figura suplementar 8: Espectro de RMN de 13C da 1-metil-dihidrocitrinina em metanol-da.
Figura suplementar 9: Espectro de Dept da 1-metil-dihidrocitrinina em metanol-da.

Figura suplementar 10: Mapa de correlacdo COSY da 1-metil-dihidrocitrinina em metanol-da.
Figura suplementar 11: Mapa de correlacdo HMBC da 1-metil-dihidrocitrinina em metanol-da.

Figura suplementar 12: Mapa de correlacdo HSQC da 1-metil-dihidrocitrinina em metanol-da.
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