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RESUMO

Penicillium chrysogenum é um fungo filamentoso encontrado em diversos habitats inclusive
em interior de células vegetais, como fungo endofitico. Essa espécie é bastante conhecida pela
producado de antibidticos B-lactamicos, como a penicilina e seus derivados, que sdo de grande
importancia para as industrias farmacéuticas, além de serem produtores de crisogina,
roquerfortina e sorbicilinoides. Os sorbicilinoides sdo relatados em sua maioria como
dimeros, denominados bisorbicilinoides, e sdo considerados como uma classe de substancias
com propriedades bioativas bastante acentuadas, tais como: citotdxicas, antiviral,
antimicrobiana, antioxidante, entre outras. Com o objetivo de aprofundar os estudos dos
extratos do meio liquido da linhagem 401 de P. chrysogenum, isolada Gustavia sp., a qual
produziu bisorbicilinoides (trichodimentol, dihidrotrichodimerol e tetrahidrotrichodimerol),
neste trabalho foram isolados por técnicas cromatogréaficas, além dos metabdlitos citados
anteriormente, outros metabolitos pertencentes a essa classe como o mondémero 2°,3’-
dihidrosorbicilina e o dimero éter tetrahidrotrichodimero, relatado pela primeira vez no
género Penicillium, o alcaldide crisogina e o acido amida N-(2-hidroxipropanoil)-2-
aminobenzoico, todos identificados através das técnicas espectrométricas e espectroscopicas e
confirmados por comparagdo com dados da literatura. Todas as substancias isoladas foram
submetidas pela primeira vez a ensaio de antiglicacdo. Destacam-se os bisorbicilinoides éter
tetrahidrotrichodimero, tricodimerol, tetrahidrotricodimerol, € o mondmero 2’,3’-
dihidrosorbicilina que apresentaram excelente a moderada atividade antiglicante, inibindo a
formacdo de produtos finais de glicacdo avancada (AGESs) pelos dois sistemas ensaiados
glioxal/BSA e frutose/BSA.

Palavras chaves: Penicillium chrysogenum, sorbicilinoides, atividade antiglicacdo, éter

tetrahidrotricodimero.



ABSTRACT

Penicillium chrysogenum is a filamentous fungus, found in several habitats, including inside
to plant cells, as endophytic fungus. This species is well known for the production of B-lactam
antibiotics, such as penicillin and its derivatives, which are of great importance for the
pharmaceutical industries, as well as producing crisogin, roquerfortina and sorbicillinoids.
Sorbicillinoids are mostly reported as dimers, called bisorbicilinoids, and are considered as a
class of substances with very accentuated bioactive properties, such as: cytotoxic, antiviral,
antimicrobial, antioxidant, among others. In order to further study the extracts from the liquid
medium of P. chrysogenum  strain 401, isolated Gustavia sp., which produced
bisorbicillinoids (trichodimerol, dihydrotrichodimerol and tetrahydrotrichodimerol), in this
work were isolated by chromatographic techniques in addition to the aforementioned
metabolites, other metabolites belonging to this class such as 2',3'-dihydrosorbicillin
monomer and the tetrahydrotrichodimer ether dimer, this late reported for the first time in the
genus Penicillium, the alkaloid chrysogine and N-(2-hydroxypropanoyl)-2-aminobenzoic
acide amide, all identified by spectrometric and spectroscopic techniques and confirmed by
comparison with literature data. All the isolated substances were submitted for the first time to
the anti-glycation assay. Among the isolated main compounds are the bisorbicillinoids
tetrahydrotrichodimer ether, trichodimerol, tetrahydrotrichodimerol, and the 2'3'-
dihydrosorbicillin monomer, which exhibited excellent to moderate anti-glycation, inhibiting
the formation of advanced glycation end products (AGESs) by the two systems tested glyoxal /
BSA and fructose / BSA.

Key words: Penicillium  chrysogenum, sorbicillinoids, anti-glycations activity,
tetrahydrotrichodimer ether.
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1.  INTRODUCAO

A natureza tem uma quimica notavel, nos fornecendo estruturas cada vez mais
complexas e inimaginaveis (LIU et al., 2016), principalmente relacionadas aos
metabdlitos secundarios sintetizados por microrganismos endofiticos. Estudos recentes
tém demonstrado a grande variedade e potencial dos microrganismos endofiticos de
espécies vegetais de regides tropicais, como da Amazobnia, registrados em diversos
trabalhos (por exemplo: de SOUZA et al., 2004; SOUZA et al., 2008; KOOLEN et al.,
2012; BANHOS et al., 2014). Os enddfitos sdo microrganismos que colonizam o0s
tecidos internos das plantas sem causar prejuizos aparentes ao hospedeiro. Estes sdo um
grupo diversificado, definidos por sua ocorréncia assintomatica nos tecidos vegetais
(CHAPLA, et al., 2013).

Um relato importante de substancia isolada tanto de plantas quanto de fungos
endofiticos ocorreu em 1993 com o isolamento do Taxol®, antes isolado de diversas
espécies vegetais da familia Taxaceae, foi entdo obtido da linhagem Taxomyces
andreanae, oriundos das mesmas plantas (LIU et al., 2016). Além do Taxol, vérias
outras substancias de importancia bioldgica, também oriundas de fungos endofiticos
foram identificadas, tais como: cefalosporinas, acido micofendlico, estatinas e outros
compostos (TAKAHASHI et al., 2013; DEMAIN e SANCHEZ, 2009). A partir destas
descobertas, os microrganismos endofiticos tém sido intensivamente explorados como
fontes produtoras de novas substancias bioativas (RADIC e STRUKELJ, 2012).

Dentre 0s microrganismos pode-se citar espécies do género Penicillium que sdo
grandes produtores de estruturas policetidicas complexas com atividades bioldgicas
bastante promissoras, como o Penicillium chrysogenum que desde a descoberta da
penicilina (1) (Figura 1, p.15), vem sendo visado como fonte importante de metabdlitos
antibacteriano, antiflngico, citotoxico e outros (MENG et al., 2011; LOPES et al.,
2012; GUO et al., 2015).

No acervo de substancias bioativas oriundas de P. chrysogenum destacam-se 0s
sorbicilinoides que sdo metabolitos policetidicos também isolado de Trichoderma sp.,
Phialocephala sp., entre outros (ALMEIDA, 2014; NEUMANN et al., 2007; LI et al.,
2007). Essas substancias representam uma nova classe de compostos bioativos contra

células cancerigenas, fungos, virus e bactérias (BALDE et al., 2010; EL-ELIMAT et al.,
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2015; PENG et al., 2014; CABRERA et al., 2006). Alguns representantes desta classe

sdo o tricodimerol (2) e o bisvertinolona (3) (Figura 1, p.15).

Figura 1. Substancias bioativas isoladas de P. chrysogenum, descrito na literatura.

Visando continuar os estudos dos extratos do meio liquido da linhagem de P.
chrysogenum, isolado de Gustavia sp. em um estudo anterior (ALMEIDA, 2014), o qual
revelou a producdo dos bisorbicilinoides (tricodimentol, dihidrotricodimerol e
tetrahidrotricodimerol), o presente trabalho tem como objetivo, o estudo das estruturas
dos metabolitos secundarios de P. chrysogenum, especialmente os pertencentes a classe

dos sorbicilinoides, bem como a avaliacdo do seu potencial antiglicante.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Gustavia sp.

O género Gustavia pertence a mesma familia pantropical da castanheira do Brasil,
Lecythidaceae, possui cerca de 45 espécies encontradas principalmente na América do
Sul (MORI, 2004; PETTIT et al., 2004).

Através de um estudo microbiol6gico desse género foi possivel isolar 93 espécies
de fungos endofiticos (ALMEIDA, 2014) e nos extratos de Pestalotiopsis virgulata um
fugo endofitico de Gustavia ellipitica foi identificado atividade larvicidal contra larvas
de Aedes e Anopheles (BUCKER et al., 2013), em uma investigacdo bioguiada de
substancias com potencial anticancer foi isolada gustastatina de Gustavia hexapétala
(PETTIT et al., 2004), nos extratos de G. ellipitica foi observado uma promissora
atividade leishmanicida (ALMEIDA et al., 2011), atividade antidiabética através da
inibicdo da enzima glucose-6-fosfatase foi observada nos extratos de Gustavia pulchra
(RODRIGUEZ et al., 2007), em um estudo fitoquimico de Gustavia augusta foram
identificados 0s seguintes constituintes quimicos: espinasterona, taraxerona,
epitaraxerol, epilupeol, estigmasterol e espinasterol, taraxerol, lupeol, o e f-amirina e
acido betulinico (SOUZA et al., 2001). Apesar de ser um género abrangente, poucos

sdo os estudos realizados em suas espécies.

2.2. Fungos

O Reino Fungi é um dos grupos com maior diversidade de organismos na Terra,
estes sdo agentes de protecdo integral do ecossistema, que regem o ciclo do carbono em
solos florestais, mediam a nutricdo mineral de plantas e as limitagdes de carbono de
outros organismos do solo (TEDERSOO et al., 2014). Estdo amplamente distribuidos
em todos os ecossistemas terrestres e aquaticos, dos trdpicos as regides articas e
antarticas (MAIA e CARVALHO JR., 2010). Ocupando um lugar importante no mundo
natural, como organismos ndo fotossintéticos, dependem da obtencdo de nutrientes tais
como acucares ou aminoacidos, para este fim, eles obtém seus nutrientes a partir da
degradacdo de matéria orgénica morta ou da interagdo com organismos vivos para obter
alimento a partir de outras espécies (SPITELLER, et al., 2015).

Os fungos usam muitos de seus metabolitos secundarios para garantir um lugar

em um ambiente natural competitivo e se proteger contra predadores (HANSON,
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2008;). Os metabdlitos secundarios de fungos servem para fins de comunicacdo, defesa
quimica, interacdo simbidtica, ataque a outras espécies pela producdo de composto
toxico ou para derrubar os mecanismos de defesa do hospedeiro (SPITELLER et al.,
2015).

Os produtos naturais de fungos possuem atividades biolégicas de muita
importancia para a medicina, agricultura e manufatura, embora mostrem uma variedade
impressionante em estruturas quimicas e atividades biologicas, suas vias biosintéticas
compartilham de uma série de caracteristicas chave ainda pouco conhecidas (VAN der
LEE et al., 2016; FUGA Ll et al., 2016).

Trés tipos de fungos sdo determinados, dependendo do seu estilo de vida, sdo eles:
saprofitas, parasitas e simbidticos. Os fungos saprobios decompdem a matéria organica
dos organismos mortos, enquanto que os fungos parasitas retiram sua nutricdo de
organismos Vivos, hospedeiros, que s&o prejudicados pelo parasita e os fungos
simbidticos também obtém sua nutricdo de outros organismos vivos, porém eles
também oferecem as vantagens de acolhimento ao seu hospedeiro, ndo causando danos
aparente (SPITELLER, etal., 2015).

Os fungos sdo organismos eucariontes, unicelulares (leveduras) ou pluricelulares,
este Ultimo caracterizado pela formacdo de estruturas tubulares filamentosas, as hifas,
que constituem o micélio (Figura 2). Os filamentosos constituem a maioria dos fungos
microscopicos, que na fase reprodutiva, seu micélio forma estruturas assexuadas e/ou
sexuadas que originam 0s esporos, principais responsaveis pela propagacao das espécies
(Figura 3) (MAIA e CARVALHO JR., 2010).

Muitos fungos sdo tdo pequenos gque sé podem ser observados ao microscopio,
enguanto que outros sdo capazes de formar estruturas visiveis a olho nu e facilmente
reconheciveis como o0s cogumelos, podendo ser classificados em quatro filos:
Chytridiomycota, Zygomycota, Basidiomycota e Ascomycota, neste Ultimo estdo a
maioria dos fungos endofiticos (CANUTO et al., 2012).
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Figura 2. Micélio flngico — imagem de Figura 3. Crescimento de uma hifa a partir
microscopia eletrénica de Penicillium sp. de um esporo.

Fonte: http://www.greghi.com.br/fungos.php Fonte:http://www.ufjf.br/microbiologia/fil
es/2014/08/Morfologia-e-Citologia-dos-
Fungos.pdf
Fungos sdo caracterizados pela sua falta de pigmento fotossintético e a sua parede
celular difere nos seus constituintes estruturais, tanto a partir da parede celular vegetal,
quanto da parede celular bacteriana e membranas celulares de mamiferos. A parede
celular fungica € um complexo de quitina (um polimero de N-acetilglucosamina)
(Figura 4), (BARREIRO et al., 2012; HANSON, 2008;).
O numero de espécies de fungos descritos compreende entre 72.000 a 120.000, o
que supde menos de 10% dos teoricamente estimado, de 0,8 a 5,1 milhGes de espécies
globalmente existentes (TEDERSOO et al., 2014).

CH3 CH3
O O
CH3 CH3 CH3

Figura 4. Estrutura do polimero de N-acetilglucosamina (complexo de quitina).

O metabolismo dos fungos é relativamente semelhante ao encontrado em plantas,
pois, muitas substancias fitoquimicas ja foram identificadas em fungos, como Taxol®.
Entretanto, a maioria dos fungos possui rotas bioguimicas Unicas, resultando em
metabolitos caracteristicos ou especificos de uma determinada espécie, 0s produtos
dessas rotas metabdlicas incluem importantes farmacos, tais como penicilina e estatinas,

ou substancias toxicas como as aflatoxinas (CANUTO et al., 2012).
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Uma das vantagens de se trabalhar com fungos € que eles podem ser cultivados em
laboratorios e em fermentadores industriais, com meios de cultura de baixo custo ou
com residuos industriais alimenticios, ndo havendo assim, prejuizo ao ecossistema
(TAKAHASHI e LUCAS, 2008; LOPES et al., 2012). Outra vantagem, é que a adigdo
de varios precursores biosintéticos, bem como a troca de componentes nutricionais no
meio de cultivo podem modificar as vias biosintéticas, conduzindo assim, a producao de
novos metabdlitos, além disso, as condigdes classicas de cultivo (pH, temperatura,
luminosidade) podem ser manipuladas para modificar perfis dos metabolitos fangicos
(TAKAHASHI et al., 2013).

2.3. Fungos Endofiticos

Os fungos tém evoluido com uma variedade de relagdes simbioticas com plantas,
tais como: endosimbioticos ou endofiticos, fungos que crescem dentro de plantas
(folhas, caules, raizes, etc.), micorrizicos, fungos que interagem simbioticamente com as
raizes das plantas e nos liquens, os fungos interagem com as algas. Além disso, ja sdo
conhecidas as relacbes simbioticas entre fungos e insetos, e também entre fungos e
bactérias, essas relacdes simbidticas dos fungos com seus hospedeiros favorecem o
surgimento de novas rotas metabodlicas, resultando em uma rica producdo de
metabdlitos bioativos, por isso, os fungos endofiticos vém impulsionando investigacdes
de novos metabdlitos secundarios de interesse para medicina e agricultura (SPITELLER
etal., 2015).

Os fungos endofiticos vivem em uma relacdo de mutualismo dentro de tecidos
vegetais sem exercer efeitos negativos aparente na planta, pelo contrario, eles ajudam as
plantas na adaptacdo em condi¢fes ambientais adversas (seca, frio, salinidade, presenca
de metais pesados, etc.), e na resisténcia a ataque de insetos herbivoros ou
fitopatogénicos (CANUTO, et al., 2012).

Centenas de metabolitos secundarios de fungos endofitos sdo conhecidos,
incluindo as classes: alcaloides, terpenos, policetideos, isocumarinas, quinonas, fenil
propanoides, lignanas, fendis, acidos fendlicos, metabolitos alifaticos, lactonas, etc.
(ZHANG, SONG e TAN, 2006; CHAPLA et al., 2013). Acredita-se que essas
substancias possam estar diretamente associadas com a planta hospedeira através da
recombinacdo génica entre as espécies (planta e fungo) durante a fase evolutiva (CONTI

et al., 2012). Esses microrganismos sdo compostos de um repertorio enzimatico que
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auxiliam na biosintese de moléculas de estruturas diversas e complexas que sdo muitas
das vezes dificeis de sintetizar (KUSARI e SPITELLER, 2011).

Essa associagdo dentro das comunidades microbianas endofiticas, com o
hospedeiro, teria um impacto sobre os processos fisiologicos da planta, e essa
peculiaridade favorece ao fungo a capacidade de biosintetizar metabolitos originalmente
produzidos pela planta hospedeira (ZHOU et al., 2010; DEEPIKA et al., 2016). E o caso
do paclitaxel (4) (Taxol®) (Figura 5, p. 20), uma substancia isolada de plantas do
género Taxus, é utilizada, com sucesso, na terapia de diversos canceres e outras
doencas, esta ja foi identificada em vérios géneros de fungos que colonizam espécies
vegetais desse género, como o0s fungos Taxomyces andreanae, Cladosporium
cladosporioides, Metarhizium anisopliae, Phoma betae, entre outros, fazendo com que
0s processos de fermentacdo desses microrganismos, pudessem ser uma forma
alternativa promissora para a producédo de Taxol (LIU et al., 2016).

Outras substancias anticancerigenas inicialmente naturais de plantas também
foram isoladas de seus respectivos fungos endofiticos como vincristina (5)
(Camptotheca acuminate e Nothapodytes foetida); camptotecina (6) (Fusarium
oxysporum e Mycelia sterilia) e podofilotoxina (7) (Phialocephala fortinii e
Podophyllum peltatum) (Figura 5) (BORGES et al., 2009).

Assim, os fungos endofiticos poderiam substituir plantas como fontes de
farmacos, considerando-se as vantagens da producdo por via biotecnoldgica que é um
processo ndo sujeito a variagdes externas, de facil escalonamento, com possibilidade de
maiores rendimentos, além de ser sustentdvel, permitindo a preservacdo da espécie
botanica produtora, uma vez que, tanto a planta quanto os enddfitos sintetizam uma
extensa colecdo de metabdlitos semelhantes com precursores comuns (CANUTO et al.,
2012; CHAPLA et al., 2013).
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Figura 5. Produtos naturais anticancerigenos obtidos de plantas e de seus fungos endofiticos.

2.4. O Género Penicillium

Os fungos do género Penicillium, assim como o Aspergillus, sdo conhecidos por
sua capacidade de adaptacdo em diversos habitats e caracterizados geralmente pela
formacdo abundante de esporos (Figura 2, p.17) (TAKAHASHI e LUCAS, 2008). Sao
amplamente estudados pela producdo de metabodlitos secundarios com atividades:
citotdxica, antimicrobiana, antiviral e entre outras (BALDE et al., 2010; LOPES, et al.,
2012; PENG et al., 2014; GUO et al., 2015).

Penicillium é um género diversificado existente em todo o mundo, suas espécies
desempenham papéis importantes como decompositores de materiais organicos
produzindo uma vasta gama de micotoxinas. Em 2014, o género continha pouco mais de
350 espécies identificadas. Este tem grande impacto econdmico sobre a vida humana,
tais como: patdgenos causadores de podriddo devastadora, pré e pés colheita de culturas
alimentares e como na producédo de queijos especiais (P. roqueforti e P. camemberti),
embutidos fermentados (P. nalgiovense) e fonte de novos farmacos (P. chrysogenum, P.
rubrum) (VISAGIE et al., 2014).
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Devido ao seu poder degradativo resultou no rastreamento de novas enzimas, mas
seu maior impacto foi a descoberta da penicilina ha mais de 80 anos, isolada de P.
notatum, e atualmente de P. chrysogenum, que revolucionou abordagens médicas para o
tratamento de doencas bacterianas (VISAGIE et al., 2014).

No arsenal biossintético de Penicillium estdo inclusos azafilones, alcaloides,
policetideos, peptideos ciclicos, entre outros (KOZLOVSKII et al., 2013; MIZUTANI
et al., 2008; PASTRE et al., 2007; SON et al., 2016).

2.5. Caracteristica e estudo quimico de Penicillium chrysogenum

P. chrysogenum € um fungo filamentoso empregado na producéo industrial de -
lactamas, mas precisamente penicilina e seus derivados (SALO, et al., 2015; GAO, et
al., 2011), também é produtor de uma variedade de outras substancias como andrastrina,
crisogina, roquefortina, meleagrina, acido secalénico e sorbicilina, que apresentam
atividades antibacterianas, antifungicas, amebicida, antiviral e citotdxica
(HOUBRAKEN, et al., 2012; LOPES et al., 2012; GAO, et al., 2011; PENG, et al.,
2014). Além de produzir a penicilina P. chrysogenum exibiu habilidades em outras
areas, incluindo biolixiviacdo, remediacdo bioldgica, e promovendo o crescimento de
plantas, (DENG et al., 2012; KUMAR et al., 2012; MURALI et al., 2013).

Os avancos em microbiologia, bioquimica, engenharia genética e biologia
molecular tém contribuido muito para o conhecimento do fungo, seus genes e enzimas
biosintéticas estruturais, auxiliares, e de regulacdo, e na caracterizacdo dos
compartimentos subcelulares envolvidos na biosintese de antibidticos B-lactamicos e
outros metabodlitos como sorbicilina e seus derivados (BARREIRO, et al., 2012; SALO,
et al., 2016), auxiliando na producdo e obtengdo de quantidades de substancias de
interesse farmacoldgico, medicinal e industrial.

P. chrysogenum é encontrado em diversos habitats tais como: terrestre, marinho,
artico, no interior de células vegetais como endofiticos e como contaminantes de
ambientes interiores, incluindo materiais de constru¢do Umidos, ar, poeira e também
como agente de deterioracdo de alimentos, sendo por isso tdo associado a doencas
humanas como as alergias (Figura 6) (SONJAK, et al., 2006; HOUBRAKEN, et al.,
2011). Possuem uma aparéncia de algoddo/ I& que comeca na cor branca, e vao
mudando a diferentes tons de verde, amarelo, cinza ou azul, durante o seu crescimento.

Suas caracteristicas fenotipicas sdo: conidioforos ramificados ter- ou quarterverticilato,
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filiades relativamente curta e suave para conidios finamente rugosos (Figura 7, p. 23)
(HOUBRAKEN, et al., 2011, 2012), na tabela 1 estdo apresentadas as informacdes

taxonémicas da espécie P. chrysogenum.

Tabela 1. Informac@es taxondmicas de P. chrysogenum.

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Classe Eurotiomycetes
Ordem Eurotiales
Familia Trichocomaceae
Género Penicillium
Espécie P. chrysogenum

Figura 6. P. chrysogenum em seus diversos meios de crescimento.

Fontes: http://upload.wikimedia.org;

http://3.bp.blogspot.com.

http://golly-gee.org; http://2bp.blogspot.com;
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Branch/Ramus

Branch

Figura 7. Cultura de P. chrysogenum, conidi6foros teverticillate (A) e quaterverticillate (B).

Fonte: http://www.sciencepresse.qc.ca; VISAGIE et al.,2014; http://www.beepworld.de.
2.5.1. Sorbicilinoides

Os sorbicilindides sdo uma familia de metabdlitos secundarios policetidicos de cor
amarela que tem sido isolado de uma variedade de fungos marinhos, terrestres e
endofiticos (HARNED e VOLP, 2011; MENG et al., 2016). Os primeiros relatos destes
compostos datam de mais de setenta anos atrds, com o isolamento e elucidacdo
estrutural do composto sorbicilina (8) (Figura 8) obtido do fungo Penicillium notatum
(CRAM, 1948).

As estruturas dessa familia geralmente sdo complexas e altam ente
oxigenadas, contendo sistemas de anéis biciclicos e triciclicos, que num sentido geral,
parecem resultar da desaromatizacdo de 8 e dimerizagdo oxidativa subsequente do
sorbicilinol (9) e seu tautomero (9’) sendo essas as formas ativadas da sorbicilina
(Figura 8). O termo sorbicilindides refere-se a qualquer composto que pelo menos, a
uma primeira aproximagdo, contém o esqueleto de carbono de sorbicilina (HARNED e
VOLP, 2011; MENG et al., 2016).

Oxidagio

enantiosseletiva
OH

H3C

8 9 dieno 9’ dienofilo
Figura 8. Ativacdo da sorbicilina a sorbicilinol (GRAVEL e POUPON, 2008).
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Essas substancias vém representando uma nova classe de compostos bioativos,
podendo superar a resisténcia natural de canceres associados com prognéstico maligno
como gliomas, melanomas, canceres pancreaticos, estomacais e sobre todos os canceres
metastaticos (BALDE et al., 2010).

Os sorbicilindides geralmente sdo encontrados como dimeros de sorbicilina
formados por duas vias biossintéticas de dimerizacdo, resultando em produtos de
reacOes de Diels-Alder tal como o bisorbicilinol (10) e Michael como tricodimerol (11)
(Figura 9) (MASKEY et al., 2005; GRAVEL e POUPON, 2008).

Diels-Alder

Michael

Figura 9. Vias biossintética de dimerizacéo do bisorbicilinol (10) e tricodimerol (11).

Através de um perfil metabolico comparativo, o grupo de genes que codificam a
enzima policetideo-sintetase (pks13) foi identificado como responsével pela biossintese
dos sorbicilindides em estirpes de P. chrysogenum (SALO, et al., 2015; 2016).

Sobre as atividades biologicas dos sorbicilinoides, Du e colaboradores (2009)
observaram que a bioatividade diminui & medida que as insaturacdes na cadeia lateral
sdo reduzidas e que os produtos da reacdo de Diels-Alder sdo mais efetivos que os de
Michael.

Estudos anteriores relatam que diversos metabdlitos da familia dos sorbicilindides
apresentam efeitos citotoxicos e antioxidantes (Li et al., 2007a, 2007b, 2011a, 2011b;
WASHIDA et al., 2007, 2009). Na tabela 2 (p. 24) estdo listadas algumas substancias
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bioativas pertencentes a essa classe e na figura 10 (p. 26-28) estdo suas respectivas

estruturas.

Tabela 2. Substancias bioativas pertencentes a classe dos sorbicilinoides.

Espécie Substancia Atividade Bioldgica Referéncia
2’-3’-dihidrosorbicilina (1), Bactericida;
: MASKEY, et al.,
Sohirnonas A (2) e B (3), Citototéxica;
Oxosorbicilinol (4), Bisorbicilinol Antiviral 2005;
i i i nuviral;
P. notatum/ (5), Bisvertinoquinol (6), BRINGMANN et

P. chrysogenum

Rezichanona A-D (7-10);
Sorbicilactona A (11); Sorbicatecol
A (12) e B (13); 13-hidroxi-
dihidrotricodermolide (14); 10, 11,
27, 28-tetrahidrotrisorbicilinona C

proteinas GLP-1R
(diabetes) e eEF2K

Afinidade p/ direcionar

al., 2010; PENG et
al., 2014; CAO et
al., 2019

(15); (cancer);
Bisvertinolona (16) e Tricodimerol

A7), :
(25)-2,3-dihydro-7-hidroxi-6-metil- DU etal., 2009;

Trichod 2-[(E)-prop-1-enil]-croman-4-ona Citotdxica; LAN etal., 2012;
richoderma sp. (18); (2S)-2,3-dihidro-7-hidroxi-6,8- o

dimetil-2-[(E)-prop-1-enil]-croman- Antialérgico; SUGAYAetal.,
4-ona (19); 2°,3’-dihidrosorbicilina; 2019

Bisorbicilinol;

Scytalidium album

5’-formil-2’-hidroxil-4’-metoxi-
(E,E)-sorbofenona (20);
Escalbucilina B (21); 5°-formil-2’-
hidroxi-4’-metoxi-(E)-4-
hexenofenona (22)

Citotoxica e antifingica;

EL-ELIMAT et al.,
2015

Penicillium sp.

Tricodimerol
Dihidrotricodimerol (23) e
Tetrahidrotricodimerol (24);
2-(2,3 -dihidrosorbil)-3,6-dimetil-
5-hidroxi-1,4-benzoquinona (25)
Dihidrobisvertinolona (26),
Tetrahidrobisvertinolona (27);

Citotoxica;
Inibidor de

Acetilcolinesterase;

LIU et al., 20053,
2005b; Ll et al.,
2011b; CHEN et al.,
2012; JIANG et al.,

Cloctanspirona A (28) e B (29); Bactericida; 2018
Sorbiterrina A (30); 2-dioxi-
sorhinona C (31);
o o EVIDENTE et al.,
) Dihidrotricodimerol, o
Trichoderma Bislongiquinolide (32) Inseticida; 2009; BALDE et al.,
islongiquinolide ; itostatico:
citrinoviride ] 91 C..'IOStat'CQ’. ) 2010; MARRA et
Tricodermanona C (33); Antiinflamatorio;
al., 2018;
o o o LEE et al., 2005;
Fungo ndo Tricodimerol; Dihidrotricodimerol; Antiinflamatério:
identificado Demetilbisorbibutenolide (34); Antioxidante: WASHIDA etal.,
Espirosorbicilinol A-C (35, 36, 37); ' 2007, 2009:
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Oxosorbiquinol (38),
dihidrooxosorbiquinol (39),
dihidrotricodermolide (40),

dihidrodemetilsorbicilina (41),
trisorbicilinona A (42),
trisorbicilinonas B-D (43, 44, 45);

Phialocephala sp Citotoxico;

Ll etal., 2007a,
2007b,2010, 2011a;

5°-formil-2’-hidroxil-4’-metoxi-
(E,E)-sorbofenona, e 1-(2'-hidroxi-
sp. 4'-metoxi-5'-hidroximetilfenil)-E-4-
hexen-1-one (46);

Phaeoacremonium e
Antiflngico;

REATEGUI, etal.,
2006

JBIR-124 (47);

UEDA et al., 2010;

P. citrinum Bisorbibutenolide/bislongiquinolide; Antioxidante; KAWAHARA et al.,
Bisvertinolona; Tricodimerol; JBIR-
59 (48); 2012
) . o YAO etal., 2015,
Trichothecium sp. Tricodimerol; Sorbicilina (49); Citotoxico; 2017
Eter dihidrotricodimero A (50) e B o
Clonostachys rosea (51); Bactericida; ZHAl et al., 2016
Tricodimerol; Dihidrotricodimerol;
T. saturnisporum Saturnispol F (52); Bactericida; MENG et al., 2018
Aspergillus Bactericid CORRAL etal.,
i i . actericida;
protuberus Bisvertinolona; 2018

25



7
Rl\{/&k

OH
=
8 R=n-CH,R=7 7

>
9 R=CH, R=Z 7

19 20 R;=COH, R,= NN HO
21 R,=CH,0OH, R,=7"">%"> 23 R=AN

22 R;=COH, R,= ~ "~

26



HO

25 26 R=AI 28 (19R) 30
27 R=- 29 (19 9)

27



HO

25 26 R=AI 28 (19R) 30
27 R=- 29 (19 9)

28



HO

25 26 R=AI 28 (19R) 30
27 R=- 29 (19 9)

29



46 47R=H 49 50 (9R)

48 R= CH, 51 (9'S)
OH o
o o
52

Figura 10. Substancias bioativas pertencentes a classe dos sorbicilinoides.

2.6. Atividade Antiglicante

Diabetes mellitus (DM) é um grupo heterogéneo de distlrbios metabdlicos
caracterizadas por hiperglicemia, resultantes de defeitos na secre¢do e/ou acdo de
insulina, a hiperglicemia cronica esta associada a dano, disfuncdo e faléncia de varios
6rgdos, como olhos, rins, nervos, coracao e vaso sanguineos principalmente em paciente
com DM (GROSS et al., 2002). Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (2015-
2016), existe cerca de 387 milhdes de pessoas no mundo com diabetes e que até 2035
esse nimero aumentara para 471 milhGes, sendo a maioria de paises desenvolvidos a
subdesenvolvidos, considerando as complicagdes decorrentes da hiperglicemia, diabetes
é considerada a quinta principal causa de morte no mundo.

A hiperglicemia é diagnosticada por meio de dois testes laboratoriais: glicemia e
hemoglobina glicada (HbAlc), ambos complementares pois um avalia a taxa de
glicemia momenténea, ocasionando a falta de reprodutibilidade, e o outro a média

glicémica de dois a trés meses anteriores, que equivale a vida util dos eritrocitos, com
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resultados mais precisos e clinicamente mais significativos, tornando-se um
biomarcador confiavel para o diagnostico e prognostico do DM (SACKS, 2011;
MAKRIS e SPANOU, 2011; SHERWANI et al., 2016). Hemoglobina glicada (A1C)
refere-se a um grupo de substancias resultantes de reacGes ndo enzimaticas entre a
hemoglobina A (HbA) ou outras proteinas do organismo e agucares redutores como a
glicose ou outros compostos carbonilicos, conhecidas como reacfes de Maillard,
formando os produtos finais de glicacdo avancada (Advanced Glycation End products —
AGEs), o qual estdo diretamente envolvidos no aumento do risco das complicacfes
avancadas do DM (NETTO et al., 2009; SINGH et al., 2014) (Figura 11).

As reacOes de Maillard sdo complexas e ocorrem inicialmente entre um grupo
carbonilico, presente em acUcares redutores ou em produtos da oxidacdo de lipideos,
aminoacidos ou do &cido ascorbico, e um grupo amino livre, proveniente de
amino&cidos, peptideos, aminofosfolipideos ou proteinas, formando uma base de shiff
instavel que se rearranja para um produto mais estavel conhecido como produto de
Amadori, degradado por desidratacdo, oxidacdo e outras reacdes quimicas em uma
variedade de compostos intermediarios reativos, conhecido como a-dicabonilos ou
oxoaldeidos (Figura 11), por fim, os AGEs sdo fluorescentes e adutos insoluveis que se
acumulam em proteinas de meia vida longa, modificando suas fun¢des especificas, além
das vias enddgenas, os produtos de glicacdo avancada também podem ser obtidos por
vias exdgenas, ingeridos através de um dieta rica em alimentos preparados sob alta
temperatura (SINGH et al., 2014; BARBOSA et al., 2016).
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Figura 11. Vias de glicacdo avangada. I. hemoglobina glicada, II. via oxidativa. No fim todas levam a
formagdo de produtos finais de glicagdo avancada: glioxal, metilglioxal e dimetilglioxal, entre outros.

Com isso a atividade antiglicante € justamente a capacidade de inibir a formacao

desses AGEs enddgenos e um dos métodos utilizados para a avaliacdo dessa atividade in

vitro é baseado em fluorescéncia especifica, em placas de 96 pocos, considerado uma

forma rapida e confiavel de rastreio de produtos naturais antiglicantes (KIHO et al.,

2004; BTISSAM et al., 2017). A aminoguanidina foi o primeiro agente antiglicante

testado clinicamente descrito na literatura, porém apresentou efeitos colaterais

associados ao seu uso cronico, entretanto € utilizado até hoje como suplemento

alimentar e em alguns cosméticos (TORRES et al., 2018). A busca por novos agentes

antiglicantes se faz necessario para prevencdo e tratamento das inimeras disfuncdes

fisiopatologicas que preocupa ndo somente pacientes enfermos como também

individuos com predisposi¢éo a essas doencas.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo Geral

Investigar quimica e biologicamente sorbicilinoides e outros metabdlitos

produzidos pelo fungo endofitico Penicillium chrysogenum isolada de Gustavia sp.

3.2.  Objetivos Especificos

I. Isolar metabodlitos do fungo Penicillium chrysogenum obtido de Gustavia sp.,
principalmente substancias da classe dos sorbicilinoides detectadas na forma de
mondmeros e dimeros em estudo anterior (ALMEIDA, 2014);

I.  Caracterizar e identificar esses metabolitos;

I1l.  Avaliar o potencial antiglicante das substancias isoladas e identificadas;
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4, PARTE EXPERIMENTAL
As etapas a seguir de 4.1 a 4.3 foram realizadas em um estudo anterior, servindo
apenas como orientacdo de como os extratos foram obtidos, para dar sequéncia ao

estudo atual.

4.1. Reativacdo da linhagem de Penicillium chrysogenum

A linhagem 401 de P. chrysogenum, mantida na colecdo de estudos do Grupo de
Espectrometria de Massas e Microrganismo da Amazonia — GEMMA foi reativada em
uma cabine de seguranca bioldgica (FILTERFLUX), utilizando placa de Petri contendo
0 meio de cultura BDA, descrito abaixo. A linhagem foi inoculada em trés pontos da
placa, com 10 pL da suspensdo de esporos por ponto, cultivada a 29 °C até crescimento
e repicada para duas outras placas contendo o mesmo meio de cultura. A partir destas
placas foram preparadas novas suspensdes de esporos em tubos criogénicos de 1,8 mL,

para as proximas etapas.

4.1.1. Meio BDA — Batata Dextrose Agar

Pesou-se 200 g de batatas limpas, descascadas e cortadas, cozinhou-se em 0,5 L
de agua destilada até ficar bem macia, filtrou-se o liquido e adicionou 20 g de dextrose e
15 g de Agar bacterioldgico, completou-se 0 volume para 1 L de 4gua destilada e
misturou-se manualmente em banho-maria até dissolver bem todos os ingredientes em

seguida foi esterilizado em em autoclave (PHOENIX) a 120°C por 20 minutos.

4.2.  Cultivo de P. chrysogenum

O fungo foi cultivado em 100 frascos erlenmeyes de 1 L contendo 300 mL do
meio de cultura BDL, descrito abaixo. Em cada frasco foram inoculados 50 uL da
suspensdo de esporos da linhagem de P. chrysogenum e o cultivo prosseguiu no modo
estatico, em cdmera de BOD (SOLAB), a temperatura de 26 °C, por 20 dias. Ap6s o
periodo de cultivo, o liquido cultivado foi separado da massa micelial por peneiracdo e
filtrado em papel de filtro sob vacuo. O liquido filtrado foi acrescido de 3% de metanol
e armazenado em garrafbes de vidro ambar de 4 L até nova filtracdo em membrana de

0.45 micra.
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4.2.1. Meio BDL - Batata Dextrose e Levedura

Para 1 L de meio de cultura: pesou-se 200 g de batatas limpas, descascadas e
cortadas, cozinhou-se em 0,5 L de agua destilada até ficar bem macia, filtrou-se o
liquido e adicionou 20 g de dextrose e 2 g de levedura, completou-se o volume para 1 L
de 4gua destilada e misturou-se manualmente em banho-maria até dissolver bem todos
os ingredientes em seguida foi esterilizado em autoclave (PHOENIX) a 120°C por 20

minutos.

4.3.  Obtencéo dos extratos do liquido cultivado e do micélio

O liquido filtrado foi extraido em fase s6lida — SPE, composta por 10 g de silica
C18 (Figura 12). Antes de iniciar foi feito o condicionamento do cartucho de SPE com
MeOH, sem vacuo, seguido da mistura H>O:MeOH 3% sob vacuo. Apo6s o
condicionamento, cada litro do liquido cultivado foi gradativamente filtrado no cartucho
com a bomba em baixa pressdo e extraido por duas vezes consecutivas com 30 mL de
MeOH. Os extratos foram reunidos, concentrados, identificados e armazenados em
dessecador para as proximas analises.

A massa micelial foi seca em estufa para remover os residuos de agua do cultivo
e submetido a extragdo por maceragdo com metanol. O extrato metandlico foi

concentrado e armazenado para estudos posteriores (Figura 13).

401
Caldo fermentado

Figura 12. Sistema de extracdo em fase sélida.
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P. Chrysogenum
401

- Cultivo no modo estatico em 100 frascos de 1 L com 300
mL/frasco, por 20 dias, pH: 6,5;

- Meio BDL;

- Filtragao em funil de Buchner e membrana Millipore;

Meio liquido Residuo
cultivado Micelial
- Extragdo em fase sélida (SPE) - Extracdo por maceragéo
com MeOH; com MeOH;
Extrato 1 Extrato 2
(EMML) (EMM)
17,96 g 21,53¢g

Figura 13. Esquema do cultivo do fungo e obten¢éo dos extratos.

4.4. Fracionamento do extrato metandlico do meio liquido cultivado de P.
chrysogenum

O extrato metandlico do meio liquido cultivado (EMML) foi inicialmente
analisado por Cromatografia em Camada Delgada - CCD (cromatoplacas pré-fabricadas
de silica gel TLC de 0,2 mm de espessura e indicador de fluorescéncia F2s4 da Sorbent
Techonologies), reveladas por irradiacdo com lampada ultravioleta - UV (264 e 365 nm)
e reagente vanilina acidificada. As placas foram eluidas em diferentes combinacdes de
hexano/acetato de etila/metanol (Hex/AcOEt/MeOH).

Apds as andlises por CCD, o extrato bruto seco foi submetido, duas vezes, a
cromatografia em coluna com silica gel (SiliCycle SiliaFlash F60) e eluida com a
mistura dos solventes: Hex/AcOEt/MeOH (Figura 14).
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Extrato 1
(EMML)
15,09
- Coluna Filtrante;
- Silica Gel fase normal: 250 g;
- Pastilha 14,4 g de silica;
- Hex/AcOEt/MeOH;

Hex/AcOEt(1:1) AcOEt/MeOH (9:1) MeOH (100%b);
F1 F2 F3
1,79 2,69 7,89

Figura 14. Esquema do fracionamento do extrato 1 — EMML.

4.5. Fracionamento da fracdo um — F1

A fracdo F1 (1,7 g), apds anélise por cromatografia de camada delgada — CCD
em fase reversa foi submetida a um novo fracionamento em coluna cromatografica de
silica-C18 retirada de cartuchos de SPE e eluida com as misturas de solventes: H.O
(Milli-Q) e MeOH (grau HPLC) (Figura 15).

Apds analises espectrométricas das fracGes obtidas, observou-se que as
substancias de interesse estavam presente na fragdo F1G, que foi submetida a
cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE, analitica com detector de arranjo de
diodos (DAD) ajustado para monitoramento entre 200 e 400 nm (Acella® da Thermo
Scientific), em coluna Luna C18, 5 um, 150 mm x 4,60 mm — Phenomenex, para
determinacdo do método de separacdo. Apos o ajuste do método e o escalonamento
(Fator de escalonamento: 7,876, Fluxo: 5 mL/min, Concentragdo: 500 mg/mL, carga: 50
mg/mL, Vol. de injecdo: 100 pL), a separacdo foi realizada por CLAE semipreparativa
em cromatdgrafo modelo Shimadzu® (CBM-20A), equipado com detector de UV
(SPD-20A), desgaseificador (DGU-20A) e sistemas binarios de solvente (LC-6AD), e
operando nos comprimentos de onda de 290 nm e 310 nm, com eluic¢do isocratica com
metanol 70% (Figura 16).
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F1
1,79
- Cromatografiaem coluna;
- Silica C18 fase reversa: 50,0 g;
- H,0/MeOH;
- Diluida em H,O/DMSO;

H,0/MeOH H,0/MeOH H,0/MeOH H,0/MeOH MeOH
(6:4) (4:6) (2:8) (1:9) (100%)

F1A F1B FiC F1D F1E F1F F1G F1H F1l1
42,3mg 24,9 mg 86,6 mg 77,1 mg 100,5mg 267,2mg 612,7 mg 176,8 mg 21,0mg

Figura 15. Esquema do fracionamento da F1.

F1G
612,7 mg

- Canais de UV (290 nm e 310 nm);

- CLAE-Prep. Coluna C18 (PHENOMENEX), 250x10 mm, 5um;
- H,O/MeOH (30:70), isocratico em 68 min.;

- Fluxo: 5 mL/min, V. Inj. 100 pL;

F1G1 F1G5 F1G6 F1G7 F1G8 F1G9 F1G10 | F1G101 | Fic1112 || FiG12.1 || Fi1G13/14
(113'2533’4) 65mg || 144mg || 41,2mg 6,1 mg 14,0mg || 75,8mg 6,1 mg 76,9 mg 43mg 54,4 mg
,8mg

Figura 16. Esquema do fracionamento da F1G.

As amostras F1G5, F1G8, F1G10, F1G12 (11 e 12) e F1G14 (13 e 14) apo6s

analises espectrométricas foram encaminhadas para analise de RMN.

4.6. Fracionamento da fracéo dois - F2

A fracdo F2 (2 g), ap0s analise por cromatografia de camada delgada - CCD, foi
submetida a um novo fracionamento em coluna cromatogréafica, empacotada com silica
gel (SiliCycle SiliaFlash F60), eluida em gradiente crescente de polaridade até 100%
MeOH (Figura 17). A fracdo F3, originada do fracionamento do extrato 1 foi

armazenada para estudos posteriores.
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F2
2,09
- Cromatograéfica em coluna;
- Silica Gel fase normal: 29,47 g;
- Pastilha 4,6 g de silica;
- Hex/AcOEt/MeOH;

[AcOEt/MeOH 9:1) }

[ Hex/AcOEt ][ Hex/AcOEt ][ Hex/AcOEt ][ Hex/AcOEt ][ Hex/AcOEt ] [ Hex/AcOEt/MeOH ] [ MeOH ]
(8:2) (7:3) (7:3)/(6:4) (6:4)/(1:1) (1:1)/(3:7) (2:7:1) (100%)

F2A F2B F2C F2D F2E F2F(f,g,n) F2l F2J F2K
6,5mg | 4,0mg 6,7mg 46,0mg 250,0 mg 450,0 mg 160,0mg | 480,0 mg 210,0 mg

Figura 17. Esquema do fracionamento da fracdo F2.

A fracdo F2A (6,5 mg) foi fracionada em trés placas de CCD (5x10 cm), eluida
com a mistura dos solventes Hex/AcOEt (8:2), revelada com lampada ultravioleta (UV-

264nm), da qual foram obtidas quatro novas fragGes (Figura 18).

Hex/AcOEt
(8:2)

F2A
6,5mg

3placas de CCD
(10cm x 5¢cm)
Hex/AcOEt (8:2)

F2A1 F2A2 F2A3 F2A4
1,5mg 1,0mg 1,0mg 1,8 mg

Figura 18. Esquema do fracionamento por CCD da fragdo F2A.

As fragBes F2D, F2E, F2F, F2J e F2K, foram submetidas a cromatografia liquida
de alta eficiéncia — CLAE analitica, eluida com agua Milli-Q (A) e MeOH grau HPLC
(B), com o gradiente (80:20) a 100% B em 25 min. seguido por mais 10 min. com 100%
de B e intervalo de 16 min. para condicionamento da coluna, em um fluxo ImL.mint,

Apos a analise dos cromatogramas, a fracdo F2J foi solubilizada em 500 pL de
metanol e fracionada em CLAE-semipreparativa, utilizando uma coluna Luna C18
(5um, 250 x 15,00 mm) Phenomenex, com fluxo de 6 mL.min%, em modo gradiente de
eluicdo como descrito no modo analitico. Foram obtidas oito fracdes que foram reunidas

apos analise por espectrometria de massas, resultando em duas fragdes (Figura 19).
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Hex/AcOEt/MeOH
(2:7:1)
F2J
400,0 mg
-CLAE-DAD (220nme 293nm);
- CLAE-Preparativo;
-H,0/MeOH (80-20 / 0-100);
-de 0 a 25 min. e 10min. 100% MeOH;

[11mm ][ 1211"1 ] [13I.n] [1511.,1 ] [162\me ] [18m|n ] 20 min. 25m|n
) &) (@) (o) (@ & “

F2J1 F2J2
80 mg 146,0 mg

Figura 19. Esquema do fracionamento da fracdo F2J.

A fracdo F2J1 apds ser analisada por espectrometria de massas foi encaminhada
para analise de RMN para sua determinacdo estrutural.

Em geral, o extrato e as fraces foram diluidas a 10 ppm em metanol grau HPLC
e analisadas, na faixa de m/z 100-1000, por insercao direta em espectrometro de massas
do tipo ion trap (modelo LCQ Fleet da Thermo scientific), equipado com fonte de
ionizacdo a pressdo atmosférica — APCI e ionizacdo por electrospray - ESI, operando
em modo positivo e/ou negativo de aquisicdo. As analises de RMN 1D e 2D foram
feitas em um espectrometro de RMN Bruker AVANCE 11l HD, operando a 11,75 tesla,
equipado com uma sonda multinuclear de 5 mm (BBFO Plus SmartProbe™), com
gradiente de campo na direcdo z, observando-se os nicleos de *H e 3C a 500,13 e
125,76 MHz, respectivamente. Para amostras com pouca quantidade foram utilizado
cloroférmio e metanol deuterados (CDCl; e MeOD), e para amostra com muita
quantidade foram utilizado DMSO-d, como solventes para diluicdo. Ambos o0s
equipamentos pertencem aos laboratérios LABCEM e NMR-LAB da Central Analitica,

Setor Norte do Campus Universitario da Universidade Federal do Amazonas — UFAM.
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4.7.  Avaliacdo da atividade antiglicante

4.7.1. Antiglicacédo (Glioxal)

Esta atividade foi feita em parceria com a farmacia pelo grupo BIOPHAR de
acordo com a metodologia de Kiho et al. (2004), com algumas modificaces. A analise
foi efetuada em triplicata com: Albumina (BSA) a 10 mg/mL (SIGMA), Glioxal a 30
mM (SIGMA) e 1 mg/mL de cada amostra em DMSO. As solugdes de glioxal e BSA
foram preparadas em tampédo fosfato (0,2 M, pH 7.4), contendo azida de soédio 3 mM
(NUCLEAR) como agente antimicrobiano. Em resumo, os 200 pL da mistura total da
reacdo foram compostos por: BSA (135 pL), glioxal (135 pL) ou tampéo fosfato (135
pL, para controle negativo/branco) e amostra (30 puL) ou DMSO (30 uL, para controle
negativo/branco) colocados em placa de Eliza de 96 pogos preta, vedados com
PARAFILM, tampado e incubado a 37 °C por 24 horas com uma rotacdo de 150 rpm,
em condicBes estéreis e no escuro. Apos a incubacdo, cada amostra foi analisada no
leitor de microplaca pela intensidade da fluorescéncia nos comprimentos de onda de 330
nm (excit¢do) e 420 nm (emissdo). Para controle positivo foi utilizado Aminoguanidina
(SIGMA). Os resultados foram expressos em percentual de inibicéo e a Clso (quantidade
de inibidor necessério para reduzir a 50% concentracéo inicial de Albumina glicada) foi
calculada por meio da equacéo da reta.

% inibi¢do = 100-[Fluor.@mostra - branco) / F1UOT.(controle - branco)] X 100
Fluor. @mostra — branco) = fluorescéncia da amostra — a fluorescéncia do branco.

Fluor. controle - branco) = fluorescéncia do controle — a fluorescéncia do branco.

4.7.2. Antiglicacdo (Frutose)
Segue a mesma metodologia da via oxidativa, com excecdo do glioxal que foi

trocado pela frutose (0,1 mM) e do tempo de incubacéo que foi de cindo dias.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Analise por APCI-IT-MS do EMML de P. chrysogenum

No espectro de ions totais do extrato bruto do meio liquido cultivado (EMML) de

P. chrysogenum, na faixa de m/z 100-1000 ([M-H]’), foram detectados trés grupos

distintos de de ions compativeis com os sorbicilinoides, grupo 1: os mondmeros, grupo

2: 0s dimeros e grupo 3: os trimeros (Figura 20).
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Figura 20. Espectro de ions totais (full scan) do EMML de P. chrysogenum.

5.2. Analise por APCI-IT-MS da fragéo F1

A andlise espectrométrica no modo negativo da fracdo F1 do EMML apresentou

um espectro de massas com menos ruidos e com 0s mesmos sinais referentes aos grupos

anteriormente observados no perfil de massas desse extrato (Figura 21).
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Figura 21. Espectro de ions totais (full scan) da fracdo F1 do EMML de P. chrysogenum.

5.3. Andlise por APCI-IT-MS e CLAE semipreparativa da fracdo F1G

A fragdo F1G apresentou um perfil espectrométrico em modo positivo com sinais
coerentes com 0s mesmos grupos 1 e 2 do EMML (Figura 22). Seu perfil
cromatografico apresentou uma boa resolucdo e separacdo entre cada pico principal, o
que possibilitou a obtencdo e identificacdo de cinco substéncias da classe dos

sorbicilinoides (Figura 23).
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Figura 22. Espectro de ions totais (full scan) da fracdo F1G.
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Figura 23. Cromatograma da amostra F1G em escala semipreparativa.

5.3.1. ldentificacdo da amostra F1G8 / F2A1l

As amostras F1G8 e F2A1 (7,6 mg) obtidas por fracionamento por CLAE e CCD
(Item 4.5 e 4.6) respectivamente, apresentaram caracteristicas de um solido amarelo
palido, totalmente solivel em MeOH. A anélise de massas de ambas, no modo negativo
evidenciou a presenca de um pico base em m/z 233 ([M-H]), coerente com uma
molécula desprotonada de massa 234 (Figura 24). Apdés a analise por massas e
elucidacdo estrutural por RMN, constatou-se que as amostras F1G8 e F2Al

correspondiam a mesma substancia, sendo entdo reunidas.
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Figura 24. Espectro de massas de ions totais (full scan) da amostra F1G8/F2A1.
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Na regifo aromatica do espectro de RMN de H de F1G8/F2A1 (Figura 25) foi
possivel observar um Unico sinal de hidrogénio em & 7,46 (1H, s), o qual correlaciona
com um carbono em 6 128,9 (HSQC, Figura 26), coerente com a presenca de um anel
aromatico pentassubstituido. Na regido alifatica do espectro observou-se: um sinal de
hidrogénios vinilicos sobrepostos em 6 5,50 (2H, m) correlacionados, em experimento
de HSQC, a dois carbonos em 6 125,3 e 129,6; dois sinais metilénicos em 6 2,96 (2H, t,
7,45 Hz), correlacionado a um carbono em & 37,2 (HSQC) e em 6 2,36 (2H, m),
correlacionado a um carbono em & 27,5; trés sinais de metilas em & 2,17 (3H, d, 0,7 Hz),
em 6 2,06 (3H, s) e em 6 1,63 (3H, m), correlacionados respectivamente a carbonos em
5 14,8, 6,5 ¢ 16,6 (HSQC).
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Figura 26. Mapa de correlacdo HSQC da amostra FIG8/F2A1 (J%, **C-*H, 500 MHz, MeOD).

O hidrogénio aromatico em & 7,46 apresenta correlagbes com os hidrogénios
metilicos em & 2,17 (COSY, Figura 27) e com carbonos em ¢ 14,8 (CH3), 160,6 (=C-
OH), 161,2 (=C-OH) e 204,4 (C=0), 110,4 (=C, fraca), 111,8 (=C, fraca) e 115,7 (=C,

fraca) (HMBC, Figura 28). Os hidrogénios em & 2,17 estdo correlacionados a longa

distdncia com os carbonos em & 115,7, 128,9 e 160,6. Os hidrogénios metilicos em 6

2,06 estdo correlacionados com os carbonos em 6 110,4, 160,6 ¢ 161,2. Os hidrogénios

metilicos em & 1,63 estdo correlacionados aos hidrogénios em & 5,50 (COSY) e aos

respectivos carbonos em & 129,5 e 125,3 (HMBC). Os hidrogénios em 6 2,36 estdo

correlacionados aos hidrogénios em & 5,50 e 6 2,96 (COSY) e apresentam correlagdes

com os carbonos em & 37,2, 125,3 ¢ 129,5, e 204,4. Finalmente, os hidrogénios em 6
2,96 correlacionam-se com os carbonos em 6 27,5, 129,5 e 204,4 (HMBC).
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Pela interpretacdo dos sinais descritos e a comparagcdo com dados da literatura
(Tabela 3, TRIFONOQV et al., 1983; MASKEY et al., 2005) foi possivel identificar a
amostra F1G8/F2A1 com o sorbicilinoide 2’,3’-dihidrosorbicilina (Figura 29) cuja
formula molecular é C14H180s. Esta substancia foi isolada anteriormente de espécies dos
géneros Verticillium, Trichoderma e Penicillium e apresentou atividade citotoxica
moderada contra varias linhagens de celulas cancerigenas e atividade antibética fraca
contra bactérias Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis (TRIFONOV et al., 1983;
MASKEY et al., 2005; LAN et al., 2012; MENG et al, 2016).

Tabela 3. Comparacdo dos dados de RMN da amostra F1G8/F2A1 e da substancia
2’,3’-diidrosorbicilina.

AmostraF241* 2 3" Dihidrosorbicilina’ 2 3" Dihid rosorhicilina’
N ke COSY 5 HMBC oy 5 oy 5
) (JemHz) (H1H) ¢ (HECy (Jem Hz) (Jem Hz) ¢
I 2044 2073 2043
- . - 75105 . . A
¥ L96(E: £7.5) 2,36 372 302 (H;7.2) 392 29728 £1,9) 373
2044
A I el .
3 236 QH; m) 296:5,50 2.5 1253; 1195; 237 QH; m) 283 2,523 (H:m) 2
37,2:2044
95 5,5 (2H; m) 226163 1285;1253 175 549 (2H; m) 1308;127.0 5754 (H;m) 12921259
3 163 GH; m) 53 16,5 135,35 29,5 163 GH; m) 18 166 GH;d:4.0) 177
1 1118 117.3 110,1
, 20H 1612 1614 1297 (1H; 5) 1615
3 1104 1228 1125
1CH, 206 (3Hs) 65 ““l"‘ﬁ;llf“’ﬁ; 124 GH:s) 103 LU(GH:5) 12
40H 1605 16,6 5. (1H:3) 1586
E 1157 146 1143
1157; 1289; i .
SCH, LUI(GH:207) 746 14,8 0 5& 1,35 (GH; 4 0,9) 17,2 1.21(3H;) 153
143; 160,6;
161,2; 2044:
746 (1H; 217 1289 756 (1H; 130 740 (1H; 1288
6 46 (1H:s5) . . 104 1118; 36 (1H:5) A0 (1H:s) :
1157

" Especrometro BRUKER AVANCE IITHD (300 MHz em MeOD):

* Espectrometro AN 300 (300.135 MHz em MeOD), (MASKEY etal,. 2003);

*Espectrometro VARIAN FT-80 (200 MHz em CDCL), (TRIFONOV etal., 1983);

*Valores obfdos através do HSQC para carbomos protonados e HMBC para carboros quatertéisios;
.~ Valores em negrito indicam correlagdes fortes; .
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Figura 29. Estrutura de 2',3'-dihidrosorbicilina e as correlag6es observadas para a amostra F1G8/F2AL.

5.3.2. ldentificacdo da amostra F1G10

A amostra F1G10 (20,0 mg) apresentou caracteristica de um p6 amarelo, soltvel
em MeOH. Na analise por espectrometria de massas no modo negativo foi observado o
pico base em m/z 495 ([M-H]"), correspondente a uma molécula desprotonada de um

possivel bisorbicilinoide com massa 496 u (Figura 30).
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Figura 30. Espectro de massa de ions totais (full scan) da amostra F1G10.

T
700

No espectro de RMN de 'H de F1G10 (Figura 31) foi possivel observar oito
sinais, cinco caracteristicos de um residuo sorbil, composto por quatro hidrogénios
vinilicos em 6 7,28 (2H, dd, 14,7, 11,0 Hz), 6,38 (2H, m), 6,31 (2H, d, 14,7 Hz) e 6,21
(2H, dq, 14,9, 6,8 Hz), e um hidrogénio metilico em 6 1,89 (6H, dd, 6,8, 1,0 Hz). Esses
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hidrogénios foram revelados estarem diretamente correlacionados por experimento de
HSQC (Figura 32) com os carbonos em o 144,2, 132,3, 120,2, 140,8, 18,8,
respectivamente. Observa-se pelos valores das constantes de deslocamento que as
duplas ligagdes relacionadas a esses sinais tém configuracdes trans. Este residuo sorbil
foi confirmado pelos experimentos de COSY que correlaciona *H-tH a partir de duas
ligacbes de distancia (Figura 33) e HMBC que correlaciona *H-13C a partir de duas
ligacGes de distancia (Figura 34); o sinal em & 7,28 esta correlacionado por COSY aos
hidrogénios em & 6,38 e 6,31 e por HMBC aos carbonos em & 120,2, 132,3, 140,8 e um
carbono em 6 175,9; o sinal em & 6,38 esta correlacionado por COSY aos hidrogénios
em 6 7,28, 6,21, e 1,89 e por HMBC aos carbonos em ¢ 18,8, 140,8 e 120,2; o sinal em
d 6,31 esta correlacionado por COSY ao hidrogénio em 6 7,28 e por HMBC aos
carbonos em & 132,3, 144,2, 1759 e um em & 104,7; o sinal em & 6,21 esta
correlacionado por COSY aos hidrogénios em 6 6,38 e 1,89 e por HMBC aos carbonos
em & 18,8, 132,3 e 144,2; e o sinal em & 1,89 estd correlacionado por COSY aos
hidrogénios em 6 6,38 e 6,21 e por HMBC aos carbonos em & 120,2, 132,3, 140,8 e
144,2 (Figura 35).
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Figura 31. Espectro de RMN de 1H da amostra F1G10 (500 MHz, MeOD).
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Figura 35. Residuo sorbil e as correlacGes observadas pelos mapas de correlagdes COSY e HMBC da
amostra F1G10.

Dos trés sinais de hidrogénios restantes foi possivel observar um sinal metinico
em & 3,07 (2H, s), caracteristico de proton ligado a carbono sp® proximo a carbonos
carbonilico, vinilico ou aromatico, e dois sinais metilicos em & 1,38 (6H, s) e 1,35 (6H,
s), todos diretamente correlacionados por HSQC aos carbonos em 6 58,7, 19,8 e 21,9
respectivamente, e tipicamente sem qualquer correlacdo por COSY. O sinal em 6 3,07
apresentou correlagdes a longa distancia por HMBC com os carbonos em & 19,8, 21,9,
61,0, 80,5, 104,7, 105,9, 175,9 e 201,4 (caracteristico de carbonila de cetona); o sinal

52



em 6 1,38 (6H, s) esté correlacionado por HMBC aos carbonos em 58,7, 61,0, 105,9 e
201,4; o sinal em & 1,35 esta correlacionado por HMBC aos carbonos em 58,7, 80,5 e
105,9. Através da interpretacao destes dados de HMBC observou-se que a outra parte da
estrutura corresponde a um cicloexano pentassubstituido e que os sinais em & 175,9 e
201,4 pertencem a um sistema B-dicetona em arranjo ceto-endlico estabilizado pela
conjugacdo com o sistema sorbitol e por ligacdo de hidrogénio, o que € caracteristico

dos sorbicilinoides (Figura 36).

Figura 36. Correlacdes observadas pelo mapa de correlagdes HMBC no residuo cicloexano

pentassubstituido da amostra F1G10, todas séo correlagdes fortes.

Através da comparacdo dos dados acima descritos com os dados da literatura
(Tabela 4; LIU et al., 2005; LEE et al., 2005), pode-se identificar a fragdo F1G10 como
um dimero de sorbicilinoide de foérmula molecular de CagH320s nomeado de
tricodimerol (Figura 37). Esta substdncia foi isolada anteriormente de espécies do
género Clonostachys, Trichoderma e Penicillium, apresentando atividade citotoxica
contra linhagens de células HL-60, P388, A549, U937 e T47D com Clsg de 0,33 a 28,55
uM, e atividade anti-inflamatoria relacionda a inibicdo da producéo de fator de necrose
tumoral o (TNF-a) por macréfagos ¢ monoécitos com valor de Clso de 200 ng/mL,
inibicdo da secrecdo de eicosandides induzida por lipopolissacarideos em células
monociticas humanas da linhagem THP-1 e supresséo da producdo de 6xido nitrico em
celulas RAW264.7 estimuladas por LPS (MENG et al, 2016).
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Tabela 4. Comparacdo dos dados de RMN da amostra F1G10 com os dados da
substancia tricodimerol.

Amostra F1G10* Tricodimerol? Tricodimerol®
o4 COosYy HMBC oy OH
Ne  (JemHz) (‘*H-'H) o' (*H-c)y (JemHz)  do: (JemHz) oc
19,8; 21,9; 61,0; 80,5;
U 307(1H,s) 87 0471050 17500004 SRS 581 2,99s 57,5
22 80,5 79,6 78,9
33 105,9 105,2 104,1
44 61,0 60,4 58,8
5/5° 201,4 201,0 198,0
6/6° 104,7 104,5 102,7
" 175,9 176,1 175,9
. 631(IH,d, e B45(IH,d, 6,13d
8/8 17 728 1202 1047:132,3;144,2: 1759; 147 120,3 (150) 1185
728 (1H,dd, 638, o 7,26 (1H, dd, 7,31 dd
9 D o 142 0213059 DTN 1433 (0L 1436
7,28,
1010° 638 (1H,m) 621, 1323 188 1408;1202 1442  640(1H,m) 1319  628m 1309
1,89
., 621(1H,dy, 638, o 6,24 (1H, dq,
war o gy 1408 18,8; 132,3; 144,2 150,65 1402 62m 1404
., 189(3H,dd, 638, o 1,86 (3H, d,
12 e 6ol 188 120213231408 1442 56 188 188d(57) 187
1313’ 1,35(3H, ) 21,9 58,7: 80,5; 105,9 134 (3H,s) 197 142 213
1414 1,38 (3H,3) 198  587:61,0:1059:201,4  141(3H,s) 218 1455 189
OH - 16,60 (1H, ) 1634
OH - 5,66 (1H, 5)

T Espectrometro BRUKER AVANCE |11 HD 500 MHz em MeOD;
2 Espectrémetro JEOL ECLIPS-600 MHz em acetona-ds (LIU et al., 2005);
¥ Espectrometro VARIAN UNITY 400 ou BRUKER DMX 600 MHz em CDCls (LEE et al., 2005);
* Valores obtidos através do HSQC para carbonos protonados e HMBC para carbonos quaternérios;
* Valores em negrito indicam correlagdes fortes;

137,

O O

Figura 37. Estrutura do tricodimerol identificado na amostra F1G10.
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5.3.3. ldentificacdo da amostra F1G12

A amostra F1G12 (12,0 mg) apresentou caracteristica de um p6 amarelo, soluvel
em MeOH. A analise por espectrometria de massas no modo negativo revelou um pico
base em m/z 497 ([M-H]’), correspondendo a um possivel bisorbicilinoide de massa 498
u (Figura 38).
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Figura 38. Espectro de massa de ions totais (full scan) da amostra F1G12.

O espectro de RMN de *H de F1G12 (Figura 39) apresentou algumas semelhancas
com o espectro de *H das amostras F1G10 e F1G8/F2A1, sugerindo-se outro dimero de
sorbicilinoide com o mesmo esqueleto, porém com um residuo sorbil e outro 2°,3’-
dihidrosorbil. Nos sinais caracteristicos do residuo sorbil, foram observados os
hidrogénios em 6 7,29 (1H, dd, 14,9, 11,0 Hz), 6,37 (1H,0020m), 6,32 (1H, d, 14,9 Hz),
6,21 (1H, dq, 14,9, 6,8) e 1,89 (3H, dd, 6,8, 1,0 Hz) diretamente correlacionados por
HSQC (Figura 40) aos carbonos em & 144,2 132,3 120,1 140,9 e 18,9 respectivamente.
O sinal em & 7,29 esta correlacionado por COSY (Figura 41) ao hidrogénio em & 6,32 e
por HMBC (Figura 42) aos carbonos em 6 132,3, 140,8, 175,7, 120,1; o sinal em & 6,37
estd correlacionado por COSY aos hidrogénios em & 6,21 e 1,89 e por HMBC com o0s
carbonos em 6 18,9, 120,1 e 140,8; o hidrogénio em & 6,32 esta correlacionado por
COSY ao hidrogénio em 6 7,29 e por HMBC aos carbonos em 6 104,6, 132,3, 144,2 e

175,7; o hidrogénio em 6 6,21 esta correlacionado por COSY aos hidrogénios em 6 6,37
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e 1,89 e por HMBC aos carbonos em 6 18,9, 132,3 e 144,2; o hidrogénio em & 1,89 esta
correlacionado por COSY aos hidrogénios em 6 6,37 e 6,21 e por HMBC aos carbonos
em ¢ 132,3, 140,8 e 144,2 (Figura 43).
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Nos sinais caracteristicos do residuo 2’,3’-dihidrosorbil foram observados
hidrogénios vinilicos em & 5,50 (1H, dq, 14,9, 6,1 Hz) e 6 5,45 (1H, m), hidrogénios
metilénicos ndo equivalentes quimicamente em 6 2,50 (1H, dt, 14,9, 7,6 Hz) e 6 2,38
(1H, dt, 14,9, 7,6 Hz), hidrogénios metilénicos em 6 2,26 (2H, m) e hidrogénios
metilicos em 6 1,64 (3H, dd, 6,1, 1,0 Hz), todos diretamente correlacionados por HSQC
aos carbonos em 6 127,2, 130,6, 35,7, 29,5, 18,1 respectivamente. O hidrogénio em 6
5,50 esta correlacionado por COSY ao hidrogénio em 6 1,64, e por HMBC aos carbonos
em 6 18,1, 29,5 e 130,6; o hidrogénio em & 5,45 estd correlacionado por COSY aos
hidrogénios em 6 2,26 e por HMBC aos carbonos em & 18,1, 29,5, 35,7 e 127,2; 0
hidrogénio em & 2,50 esté correlacionado por COSY aos hidrogénios em & 2,26 € 2,38 e
por HMBC aos carbonos em 6 29,5, 104,9, 130,6 e 193,3, carbonos com 0s quais 0
hidrogénio em & 2,38 também esta correlacionado; o hidrogénio em & 2,26 esta
correlacionado por COSY aos hidrogénios em & 5,45 e 2,50, e por HMBC aos carbonos
em 6 35,7, 127,2, 130,6, e 193,3; os hidrogénios em & 1,64 estdo correlacionados por
COSY ao hidrogénio em 6 5,50 e por HMBC aos carbonos em 6 35,7, 127,2 e 130,6
(Figura 43).

/-\l HMBC- correlacies fortes

ke ‘Q;] HMBC- correlagfes fracas

Figura 43. CorrelagGes pelos mapas de correlagdes COSY e HMBC observadas para os residuos sorbil e
2’,3’-dihidrosorbil da amostra F1G12.

Nos sinais caracteristicos da parte ciclica da molécula, observam-se hidrogénios
metinicos em 6 3,07 (1H, s) e 2,96 (1H, s), e hidrogénios metilicos em 6 1,38 (3H, s),
1,36 (3H, s) e 1,35 (6H, s) diretamente correlacionados por HSQC aos carbonos em &
58,8, 59,2, 19,6, 20,1 e 21,9 respectivamente. O hidrogénio em & 3,07 esta
correlacionado por HMBC aos carbonos em & 19,6, 21,9, 59,2, 80,3, 104,9, 105,7,
175,7, 193,9 e 201,7; o hidrogénio em & 2,96 esta correlacionado por HMBC aos
carbonos em 6 20,1, 21,9, 60,7, 80,3, 104,9, 105,7, 193,3, 193,9 e 201,7; os hidrogénios
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em & 1,38 estdo correlacionados por HMBC aos carbonos em 6 58,8, 59,4, 105,7 e
193,9; os hidrogénios em & 1,36 estdo correlacionados por HMBC aos carbonos em &
59,2, 60,7, 105,7 e 201,7; e os hidrogénios em 6 1,35 estdo correlacionados por HMBC
aos carbonos em 6 58,8, 59,2, 80,3 e 105,7 (Figura 44).

Figura 44. Correlagbes observadas pelo mapa de correlagbes HMBC no residuo cicloexano

pentassubstituido da amostra F1G12, todas séo correlagdes fortes.

Através da comparacdo dos dados acima descritos com os dados da literatura
(Tabela 5; LIU et al, 2005; LEE et al., 2005), pode-se identificar a fragdo F1G12 como
o bisorbicilinoide dihidrotricodimerol, de formula molecular de CzsH340s (Figura 45).
Esta substancia foi isolada anteriormente de espécies dos géneros Clonostachys,
Trichoderma e Penicillium, apresentando atividades citotoxicas contra linhagens de
células HL-60, P388, A549, U937, SKMEL-28, OE21, Hs683 e B16F10 com Clso de
2,1 a 36,4 M, atividade antimicrobiana contra Bacillus megaterium, com um CIM de
25 ug/mL, ativagdo do receptor y (PPAR vy) ativado por proliferadores de peroxissoma
com um Clso de 80 ng/mL (um importante regulador no metabolismo de carboidratos,
lipideos e inflamacédo), anti-inflamatério pela supressdo da producdo de fator-a de
necrose tumoral e 6xido nitrico em células RAW264.7 estimuladas por LPS (MENG et
al, 2016).

Figura 45. Estrutura de diidrotricodimerol identificada na amostra F1G12.
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Tabela 5. Comparacdo dos dados de RMN da amostra F1G12 com os dados da
substancia diidrotricodimerol.

NO

0 ~No ok~ wN

10
1

12

13
14
OH

9’

10°

11’

12°
13’
14
OH

OH
(JemHz)

2,96 (1H, )

2,38 (1H, dt,
14,9, 7,6)
2,50 (1H, dt,
149, 7.,6)

2,26 (2H,m)

5,45 (1H, m)
5,50(1H, dq,
14,9, 6,1)
1,64 (3H, dd,
6,1, 1,0)
1,35 (3H, s)
1,38 (3H, s)

3,07 (1H, s)

6,32 (1H, d,
14,9)
7,29 (1H, dd,
147,11,0)

6,37 (1H, m)

6,21 (1H, dg,
14,9, 6,8)
1,89 (3H, dd,
6,8, 1,0)
1,35 (3H, s)
1,36 (3H, s)

Amostra F1G12*
COSY
(lH_lH) 6(:4
59,2
80,3
105,7
59,4
193,9
104,9
1933
2,50 35,7
2,26,
2,38
2,50, 29,5
5,45 '
2,26 130,6
1,64 127,2
5,50 18,1
219
19,6
58,8
80,3
105,7
60,7
201,7
104,9
175,7
7,29 120,1
632, 144,2
6,37 !
6.21, 132,3
7,29 !
1,89, 140,8
6,37 :
6,21 18,9
21,9
20,1

Dihidrotricodimerol®

HMBC
(lH_13C)5
20,1; 21,9; 60,7; 80,3;
104,9; 105,7; 193,3; 201,7;
193,9

29,5; 104,9; 130,6; 193,3
29,5; 104,9; 130,6; 193,3
35,7, 127,2; 130,6; 193,3

18,1; 29,5; 35,7; 127,2
18,1; 29,5; 130,6

35,7;127,2; 130,6

58,8; 59,2; 80,3; 105,7
58,8; 59,4; 105,7; 193,9

19,6; 21,9; 59,4; 80,3;

104,9; 105,7; 175,7; 193,9;
201,7

104,9; 132,3; 144,2; 175,7
120,1; 132,3; 140,8; 175,7
18,9; 120,1; 140,8
18,9; 132,3; 144,2

132,3; 140,8; 144,2
58,8; 59,2; 80,3; 105,7
59,2; 60,7; 105,7; 201,7

OH
(JemHz)

3,03 (1H, )

2,40 (1H, dt,
15,1, 6,9)
2,56 (1H, dt,
15,1, 6,9)

2,25 (1H, m)
5,46 (1H, m)
5,49 (1H, m)

1,61 (3H, br
d, 4,4)
1,36 (3H, s)
1,41 (3H, s)
16,60 (s)

3,14 (1H, s)

6,46 (1H, d,
14.7)
7,26 (1H, dd,
15,1, 11,0)

6,40 (1H, m)

6,23 (1H, dg,
15,1, 6,9)
1,85 (3H, dd,
6,9, 1,4)
1,34 (3H, s)

1,39 (3H, s)
16,80 (s)

oc
58,6

79,6
1051
58,9
193,1
104,7
192,7

35,2

29,0
130,5
126,5

18,0

21,9
20,1

58,3

79,5
105,0
60,4
201,9
104,5
174,5

120,1
143,2
131,9

140,1

18,8
21,9
19,6

Dihidrotricodimerol®

Ou

(JemHz)

292s

2,38 m
2,45 m

2,27 m

542 m
549 m

1,64 d (6,0)

1,42s
1,45s
16,54 s

2,98 s

6,14 d

(14,4)

7,32 dd
(10,8, 15,0)

6,29 m
6,20 m

1,88 d (6,6)
1,42s
1,43s
16,39 s

Jc
57,8

79,0
104,1
57,4
191,4
103,3
192,8

34,7

28,2
129,0
126,4

17,8

21,2
18,6

57,6

78,9
104,2
58,7
198,3
102,8
176,0

118,4
143,6
130,8
140,4

18,8
21,3
19,1

1 Espectrometro BRUKER AVANCE |11 HD 500 MHz em MeOD;

2 Espectrdmetro JEOL ECLIPS-600 MHz em acetona-dg (LIU et al., 2005);
% Espectrdmetro VARIAN UNITY 400 ou BRUKER DMX 600 MHz em CDCl, (LEE et al., 2005);
“ Valores obtidos através do HSQC para carbonos protonados e HMBC para carbonos quaternarios;

® Valores em negrito indicam correlages fortes;
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5.3.4. ldentificacdo da amostra F1G14

A amostra F1G14 (10,5 mg) apresentou caracteristica de um p6 amarelo, soluvel
em CHCIz. A analise de massas, no modo negativo, revelou o pico base em m/z 499
(IM-HY"), correspondendo a uma molécula desprotonada de massa 500 u (Figura 46),

outro possivel bisorbicilinoide.

100 499,41

90
80
70
60
50
40
30

20

249,29
10 516,31

153,18 234@1{ 33524 41146 483.10| | 52933 61134 671,35 743,38 78928 861,65 929,38 968,82
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Figura 46. Espectro de massa de ions totais (full scan) da amostra F1G14.

O espectro de RMN de H de F1G14 (Figura 47) apresentou sinais semelhantes ao
residuo 2’,3’-dihidrosorbil do espectro da amostra F1G12, sugerindo-se outro dimero de
sorbicilinoide, com as duas unidades equivalentes, visto que 0s deslocamentos de um
mondmero sdo iguais aos do outro. Nos sinais caracteristicos do residuo 2°,3’-
dihidrosorbil foram observados hidrogénios vinilicos em & 5,50 (2H, dg, 15,2, 6,2 Hz) e
6 5,42 (2H, m), hidrogénios metilénicos ndo equivalentes quimicamente em 6 2,47 (2H,
dt, 15,2, 7,2 Hz) e 6 2,38 (2H, dt, 15,2, 7,2 Hz), hidrogénios equivalentes quimicamente
em 3 2,29 (4H, m) e hidrogénios metilicos em & 1,65 (6H, dd, 6,2, 1,2 Hz), todos
diretamente correlacionados por HSQC (Figura 48) aos carbonos em & 126,6, 128,9,
34,7, 28,3 e 17,8 respectivamente. Os hidrogénios em 6 5,50 estdo correlacionados por
COSY (Figura 49) aos hidrogénios em & 5,42 e 1,65, e por HMBC (Figura 50) aos
carbonos em 6 17,8, 28,3, 128,9, o hidrogénio em & 5,42 esta correlacionado por COSY
aos hidrogénios em 6 5,50, 2,29 e 1,65 e por HMBC aos carbonos em & 17,8, 28,3, 34,7,
126,6, o hidrogénio em & 2,47 esté correlacionado por COSY aos hidrogénios em & 2,38
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e 2,29, assim como o hidrogénio em & 2,38 esta correlacionado com o hidrogénio em &
2,47 e ambos estdo correlacionados por HMBC aos carbonos em & 28,3, 103,4, 1289 e
192,7, o hidrogénio em & 2,29 esté correlacionado por COSY aos hidrogénios em & 2,46
e 5,42, e por HMBC aos carbonos em 6 34,7, 126,6, 128,9 e 192,7, os hidrogénios em 6
1,65 estdo correlacionados por COSY ao hidrogénio em & 5,50 e 5,42 e por HMBC aos
carbonos em & 28,3, 34,7, 126,6 e 128,9 (Figura 51).
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Figura 47. Espectro de RMN de 'H da amostra F1G14 (500 MHz, CDCls).
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Figura 49. Mapa de correlaggio COSY (*H-'H) (500 MHz,

CDCl;) da amostra F1G14.
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Figura 50. Mapa de correlagcdo HMBC (J%-J4, *H-3C, 500 MHz, CDCls) da amostra F1G14.
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Figura 51. CorrelacBes observadas pelos mapas de correlagdes COSY e HMBC para o residuo 2°,3’-
dihidrosorbil da amostra F1G14.

Nos sinais caracteristicos da parte ciclica da molécula, observam-se 0s
hidrogénios metinicos em 6 2,91 (2H, s), os hidrogénios metilicos em & 1,43 (6H, s) e
1,42 (6H, s) diretamente correlacionados por HSQC aos carbonos em 6 57,9, 18,8 e 21,3
respectivamente. Os hidrogénios em & 2.91 estdo correlacionados por HMBC aos
carbonos em 6 18,8, 21,3, 57,3, 78,6, 103,4, 103,9, 191,7 e 192,7, os hidrogénios em 6
1,43 estéo correlacionados por HMBC aos carbonos em & 57,3, 57,9, 103,9 e 191,7, os
hidrogénios em 6 1,42 estdo correlacionados por HMBC aos carbonos em 6 57,9, 78,6 e
103,9 (Figura 52).

Figura 52. CorrelagBes observadas pelo mapa de correlagbes HMBC no residuo cicloexano

pentassubstituido da amostra F1G14, todas séo correlages fortes.
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Através da comparacdo dos dados acima descritos com os dados da literatura
(Tabela 6, LIU et al, 2005), pode-se identificar a fracdo F1G14 como um dimero de
sorbicilinoide de formula molecular de C2sH3s0s denominado de tetrahidrotricodimerol
(Figura 53). Esta substancia foi isolada anteriormente de espécies dos géneros
Clonostachys e Penicillium, apresentando atividades citotdxicas contra linhagens de
celulas P388, A549, com Clsp de 8,8 e 4,3 uM respectivamente, e atividade
antimicrobiana contra Bacillus megaterium, com um CIM de 12,5 pg/mL (MENG et al,
2016).

Tabela 6. Comparacdo dos daos de RMN da amostra F1G14 com os dados da
substancia tetrahidrotricodimerol.

Amostra F1G14* Tetrahidrotricodimerol®
oy COoSsy HMBC On
N° (JemHz) (‘H-'H) o (*H-2c)* (JemHz) dc
, 18,8; 21,3; 57,3; 78,6;

11 2,91 (1H, s) 57,9 103.4: 1039 101 7: 192.7: 3.02 (1H, s) 58.7
2/2° 78,6 79.5
3/3° 103,9 105.0
4/4° 57,3 58.7
5/5° 1917 192.3
6/6° 103,4 104.8
77 192,7 193.8

, 2,38 (1H, dt, ) , . . 2.41 (1H, dt,
8/8 152.72) 34,7 28,3; 103,4; 128,9; 192,7; 149, 7.4) 35.1

2,47 (1H, dt, i . ; ; 2.57 (1H, dt,

152.72) 2,29 28,3; 103,4; 128,9; 192,7; 154, 7.7
9/9° 2,29 (2H, m) 25’172’ 28,3 34,7: 126,6; 128,9; 192,7 2.25 (2H, m) 29.0
1,65,
10/10° 5,42 (1H, m) 2,29, 128,9 17,8; 28,3; 34,7: 126,6 5.45 (1H, m) 130.4
5,50
, 550 (1H, dag, 1,65, . .

11/11 152, 6.2) 5.42 126,6 17,8; 28,3; 128,9 5.49 (1H, m) 126.5

, 165(3H,dd, 5,50, iy ; . 1.61(3H, brd,
12/12 62 12) 5 42 17,8 28,3; 34,7; 126,6: 128,9; 5.0) 18.0
13/13° 1,42 (3H,s) 21,3 57,9; 78,6; 103,9 1.35(3H, s) 21.9
14/14 1,43 (3H,s) 18,8 57,3; 57,9; 103,9; 191,7 1.38 (3H, s) 19.9

OH 16,61 (1H, s)

! Espectrometro BRUKER AVANCE 111 HD 500 MHz em CDCls;

2 Espectrémetro JEOL ECLIPS-600 MHz em acetona-dg (LIU et al., 2005);

$Valores obtidos através do HSQC para carbonos protonados e HMBC para carbonos quaternarios;
*Valores em negrito indicam correlacdes fortes;
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Figura 53. Estrutura de tetraidrotricodimerol identificada na amostra F1G14.

5.3.5. ldentificacdo da amostra F1G5

A amostra F1G5 (6,5 mg) apresentou caracteristica de um cristal amarelo, soltvel
em MeOH. A andlise de massas, no modo negativo evidenciou ser um isémero da
amostra F1G12 pela presenca de um pico base em m/z 497, correspondente a uma
molécula desprotonada de massa 498 u (Figura 54).
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Figura 54. Espectro de massa de ions totais (full scan) da amostra F1G5.

No espectro de RMN de 'H de F1G5 (Figura 55), assim como no espectro de

massas, observou-se semelhanca com o espectro de *H da amostra F1G12. Nos sinais
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caracteristicos do residuo 2°,3’-dihidrosorbil foram observados os hidrogénios vinilicos
em 6 5,50 (1H, m) e & 5,48 (1H, m), os hidrogénios metilénicos em & 2,53 (1H, ddd,
14,7, 8,6, 6,1 Hz), 6 2,41 (1H, ddd, 14,7, 8,6, 6,1 Hz) e 6 2,29 (2H, m) e os hidrogénios
metilicos em 6 1,65 (3H, dd, 5,9, 1,0 Hz), todos diretamente correlacionados por HSQC
(Figura 56) aos carbonos em ¢ 127,3, 130,6, 35,6, 30,1 e 18,1 respectivamente. O
hidrogénio em & 5,50 esta correlacionado por COSY (Figura 57) aos hidrogénios em &
1,65 e o hidrogénio em 6 5,48 esta correlacionado aos hidrogénios em & 2,29, e ambos
estdo correlacionados por HMBC (Figura 58) aos carbonos em & 18,1 e 30,1; os
hidrogénios em ¢ 2,53 e 2,41 estdo correlacionados (COSY) e ambos estdo
correlacionados (HMBC) aos carbonos em ¢ 30,1, 105,8, 130,6, 192,5; os hidrogénios
em & 2,29 estdo correlacionados por HMBC aos carbonos em 6 35,6, 127,3, 130,6 e
192,5 e os hidrogénios em & 1,65 estdo correlacionados por HMBC aos carbonos em &
127,3 e 130,6 (Figura 59).
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Figura 55. Espectro de RMN de 'H da amostra F1G5 (500 MHz, MeOD).
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Figura 58. Mapa de correlagio HMBC (J2-J4, *H-13C, 500 MHz, MeOD) da amostra F1G5.

Na outra parte lateral da molécula observou-se caracteristica de um residuo 2°,3’-
dihidrosorbil com modificacdo. Foram observados hidrogénios vinilicos em 6 5,83 (1H,
ddqg, 15,4, 6,6, 1,0 Hz) e 5,62 (1H, ddq, 15,4, 6,6, 1,6 Hz), um sinal ndo observado nas
estruturas anteriores caracteristico de hidrogénio carbinolico em 6 4,45 (1H, ddd, 13,2,
6,6, 3,7 Hz), hidrogénios metilénicos em & 2,57 (1H, dd, 16,9, 13,2 Hz) e 6 2,37 (1H,
dd, 16,9, 3,4 Hz) e hidrogénios metilicos em & 1,74 (3H, dd, 6,6, 1,0 Hz), todos
diretamente correlacionados por HSQC a carbonos em 6 132,1, 128,8, 81,8, 41,7 e 17,9,
respectivamente. O hidrogénio em o 5,83 estd correlacionado por COSY aos
hidrogénios em & 1,74 e 5,62, o qual também esté correlacionado ao hidrogénio em &
4,45. Ambos os hidrogénios em 6 5,83 e 5,62 estdo correlacionados por HMBC aos
carbonos em 6 17,9 e 81,8. O hidrogénio em 6 4,45 esta correlacionado por COSY aos
hidrogénios em & 5,62, 2,57 e 2,37 e ndo possui correlagcdes por HMBC; os hidrogénios
em 6 2,57 e 2,37 também estdo correlacionando entre si (COSY), enquanto no HMBC
0 hidrogénio em & 2,57 esta correlacionado aos carbonos em 6 81,8 e 1288 e 0
hidrogénio em & 2,37 esta correlacionado aos carbonos em & 110,0 e 191,7. Os
hidrogénios em & 1,74 estdo correlacionados por COSY ao hidrogénio em 6 5,83 e por
HMBC aos carbonos em 6 128,8 e 132,1 (Figura 59).
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Figura 59. Correlagtes observadas pelos mapas de correlagdes COSY e HMBC para o 2°,3’-dihidrosorbil e a outra
estrutura lateral da amostra F1G5.

Nos sinais caracteristicos da parte ciclica da molécula, observam-se hidrogénios
metinicos em & 3,17 (1H, s) e 2,94 (1H, s), e hidrogénios metilicos em & 1,36 (3H, s),
1,35 (3H, s), 1,29 (3H, s) e 1,25 (3H, s), diretamente correlacionados por HSQC aos
carbonos em & 54,2, 60,0, 19,8, 22,2, 19,6 e 21,6 respectivamente. O hidrogénio em 6
3,17 esta correlacionado por HMBC aos carbonos em 6 19,6, 21,6, 59,5, 79,9, 105,4,
110,0, 175,8, 191,7 e 195,2; o hidrogénio em & 2,94 esta correlacionado por HMBC aos
carbonos em 6 19,8, 22,2, 56,9, 80,2, 105,8, 175,5, 192,5 e 195,2; os hidrogénios em &
1,36 estdo correlacionados por HMBC aos carbonos em 6 56,9, 60,0, 105,4, 175,8; os
hidrogénios em & 1,35 estéo correlacionados por HMBC aos carbonos em & 60,0, 80,2,
105,8; os hidrogénios em & 1,29 estdo correlacionados por HMBC aos carbonos em &
59,5, 54,2, 105,8, 195,2; e os hidrogénios em & 1,25 estdo correlacionados por HMBC
aos carbonos em & 54,2, 79,9, 105,4 (Figura 60).
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Figura 60. Correlagdes observadas pelo mapa de correlagdes HMBC no residuo cicloexano pentassubstituido da

amostra F1G5, todas as correlag@es sdo fortes.
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Através da comparacdo dos dados acima descritos com os dados da literatura
(ZHAI et al., 2016, Tabela 7), pode-se identificar a fracdo F1G5 como um isémero
funcional da substancia dihidrotricodimerol de formula molecular CogHz40g
denominado de eter tetrahidrotricodimero (Figura 61) que possui em sua estrutura um
anel y-piranona. Esta substancia foi isolada anteriormente da espécie Clonostachys
rosea, ndo apresentando atividade antimicrobiana significativa (MENG et al, 2016).
Este sorbicilinoide é considerado raro e esta sendo reportado pela primeira vez no

género Penicillium.

Tabela 7. Comparacdo dos dados de RMN da amostra F1G5 com os dados da
substancia éter tetraidrotricodimero.

Eter
Amostra F1G5* . L.
Tetrahidrotricodimero?
. Su CcosYy s HMBC Su
N 1 1 (SC 1 13 4 (SC
(Jem Hz) (CH-"H) (H-"C) (JemHz)
19,8; 22,2; 56,9; 80,2; 105,8;

1 2,94 (1H, s) 60,0 oLk oo e 2,98 (1H, s) 59,4

2 - 80,2 - 79,6

3 . 105,8 = 105,3

4 - 59,5 - 59,1

5 . 195,2 - 195,5

6 - 105,8 - 105,6

7 - 192,5 = 192,6
2,53 (1H, ddd, . . . 2,60 (1H, dd, 14,8,

8 6.1, 8,6, 14.7) 2,41 35,6 30,1; 105,8; 130,6; 192,5 50) 352
2,41 (1H, ddd, . . . 2,46 (1H, dd, 14,8,
6.0:8.6:14.7) 2,53 30,1; 105,8; 130,6; 192,5 6.4

9 2,29 (2H, m) 5,48 30,1 35,6; 127,3; 130,6; 192,5 2,26 (2H, m) 29,6

10 5,48 (1H, m) 2,29 130,6 18,1; 30,1 5,50 (1H, m) 130,6

11 5,50 (1H, m) 1,65 127,3 18,1; 30,1 5,51 (1H, m) 126,7

12 1'6150(3!'5"é)dd' 5,50 18,1 127,3; 130,6 1,63 (3H, d, 4,0) 18,1

13 1,35 (3H, s) 22,2 60,0; 80,2; 105,8 1,35 (3H, s) 22,2

14 1,29 (3H, s) 19,6 59,5; 54,2; 105,8; 195,2 1,31 (3H, s) 19,6

OH 5,57 (1H, s)
, 19,6; 21,6; 59,5; 79,9; 105,4;

1 3,17 (1H, s) 54,2 IR el ST R S 3,17 (1H, s) 54,0

2’ - 79,9 - 79,3

3 . 105,4 = 105,1

4’ _ 56,9 - 56,3

5 . 175,8 = 173,4

6 - 110,0 - 109,8

7 - 191,7 = 189,0

, 2,37 (1H, dd, 2,57, . 2,33 (1H, dd, 16,8,
s 34 1879) 45 41,7 191,7; 110,0 3.2) 41,6
2,57 (1H, dd, 2,37, i 2,54 (1H, dd, 16,8,
13,2 16,9) 4,45 L3 12 13,2)
4,45 (1H, ddd 237,
9 57 66, 19.2) 2,57, 81,8 4,46 (1H, m) 81,2
5,62
, 5,62 (1H, ddg, 4,45, _ 5,66 (1H, ddd, 15,6,
10 1,6, 6,6, 15,4) 5.83 128,8 17,9; 81,8 6.4 1.2) 129,0
, 5,83 (1H, ddq, 1,74, _ 5,85 (1H, dg, 15,6,
11 10, 6.6, 15,49 6 6 132,1 17,9: 81,8 6.8) 131,0
12° 1'7140(336;“' 5,83 17,9 128,8; 132,1 1,73 (3H, d, 6,4) 18,0
13° 1,25 (3H, s) 21,6 54,2; 79,9; 105,4 1,24 (3H, s) 21,8
14° 1,36 (3H, s) 19,8 56,9; 60,0; 105,4; 175,8 1,39 (3H, s) 19,9
OH 5,63 (1H, s)

1 Espectrémetro BRUKER AVANCE 11l HD 500 MHz em MeOD;

2 Espectrémetro BRUKER AVANCE 111-400 MHz e VARIAN INOVA-600 em acetona-dgs (ZHAI et al., 2016);
3Valores obtidos através do HSQC para carbonos protonados e HMBC para carbonos quaternarios;

4 Valores em negrito indicam correlacées fortes;
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Figura 61. Estrutura de éter tetraidrotricodimero identificada na amostra F1G5.

5.4. Analise por APCI-IT-MS da fracao F2

O espectro de massas no modo negativo da fracdo F2 do EMML apresentou muito
ruido e, dentre outros sinais, 0s mesmos trés grupos anteriormente observados no perfil
de massas do extrato bruto (Figura 62). Isso evidencia a possivel presenca dos
sorbicilinoides nessa fracdo, principalmente os dimeros (Grupo 2), porém como foi
descrito no item 5.3.1 s6 foi possivel identificar o monomero 2°,3’-dihidrosorbicilin.
Embora a intensidade dos ions observada seja alta, a quantidade deles ndo é, devido ao
favorecimento do modo de ionizagdo, o que é confirmado observando o espectro obtido
no modo de ionizagéo positivo (Figura 63) e o cromatograma (Figura 64).
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Figura 62. Espectro de ions totais (full scan) modo negativo da fragdo F2 do EMML de P. chrysogenum.
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Figura 63. Espectro de ions totais (full scan) modo positivo da fragdo F2 do EMML de P. chrysogenum.
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Figura 64. Cromatograma da fracdo F2 e o espectro de ions totais (full scan) no modo positivo da regido
selecionada.

5.4.1. ldentificacdo da amostra F2J1

A amostra F2J1(80,0 mg) apresentou caracteristica de um sélido amarelo escuro,

totalmente solivel em MeOH. A andlise de massas, no modo negativo evidenciou a

presenca do pico base em m/z 189 e de um pico menor em m/z 207, correspondendo a
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duas moléculas desprotonada de massa 190 u e 208 u (Figura 65). Isso € confirmado
pelo cromatograma analitico (Figura 66) e pelo espectro de RMN de 'H onde se
observou uma mistura de duas substancias correspondente a regido selecionada no
cromatograma da figura 64, onde a majoritéria foi previamente identificada em DMSO-
d.
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Figura 65. Espectro de ions totais (full scan) da fracdo F2J1.
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Figura 66. Cromatograma analitico da fragdo F2J1.

No RMN de 'H da F2J1 (Figura 67) foi observado um sinal de hidrogénio
altamente desblindado em 6 11,99 (1H; s), caracteristico de hidrogénios acidicos ligados

a atomos eletronegativos, o que é confirmado, pois o sinal ndo possui correlacdo com
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nenhum carbono por experimento de HSQC. Na regido aromatica do espectro foi
possivel observar quatro sinais de hidrogénio em 6 8,57 (1H; dd; 8,5; 1,2 Hz), & 7,75
(1H; dd; 7,6; 1,5 Hz), 6 7,47 (1H; ddd; 8,5; 7,3; 1,5), 6 7,12 (1H; ddd; 7,6; 7,6; 1,2),

coerente com a presenca de um anel aromético disubstituido. Na regido alifatica do

espectro observou-se: um sinal caracteristico de hidrogénio de hidroxila em & 5,97 (1H;

d; 3,4), um sinal de hidrogénio carbindlico em 6 4,10 (1H; m), confirmando a presenca
da hidroxila, e um sinal de metila em & 1,31 (3H, d, 6,7 Hz). Excluido o hidrogénio em
& 11,99, esses hidrogénios arométicos e alifaticos estdo diretamente correlacionados
com os carbonos em & 119,8, 128,4, 131,7, 122,3, 67,8, 20,8 respectivamente (HSQC,

Figura 68).
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Figura 67. Espectro de RMN de *H da amostra F2J1 (500 MHz, DMSO-ds).
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O hidrogénio em 6 11,99 apresenta correlagdes com os carbonos em 6 119.8,
174,0 e 138,7 (HMBC, Figura 69). O hidrogénio em & 8,57 esta correlacionado com os
carbonos em & 120,8 e 122,3, 128,4, 138,7 e 170,2. O hidrogénio em & 7,75 esta
correlacionado com os carbonos em & 131,7, 138,7, 170,2, 119,8 ¢ 120,8. O hidrogénio
em O 7,47 estd aos carbonos em 0 128,4 e 138,7 e 119,8. O hidrogénio em 6 7,12 esta
fortemente correlacionado com os carbonos em 6 119,8, 120,8, 128,4, 131,7 e 138,7,
fechando assim as correlagbes em torno do anel aromético. O hidrogénio em & 5,97
apresenta correlagcdes com os carbonos em & 20,8, 67,8, 174,0. O hidrogénio carbinolico
em 6 4,10 apresenta correlagdes com os carbonos em 6 20,8 e 174,0. Os hidrogénios

metilicos em 6 1,31 apresentam correlagdes com os carbonos 67,8 e 174,0.

76



147 RN UL____ R i

— : 2“ TTTTTT [TTTITTITT 5|GIIIIII 1| T
2E
N sl
W | 55
5678
%
. . 6
-
" L] T
Ak ] L L 13
T T T E 0
Po|E
50| &
— 53597 —
511,99 1 % %L E -6
i " \ i 8
s ) Lt D ) . ﬁ| Em -8
1 g e — Eooo
51207 2 = o fg b
-1199 T[T T P T T T T T T P e P T T T T [T P T TreT ""I"“:
T 1% 10 9 8 1 6 5§ 4 3 2 1 0 Vv
P o F2 Chenical Shift(ppm) ) l:ﬂJL
51740 - 51740
) .Em
SOST |  STIS b 802 13
| |
- m
- C g \ B4
R — T \
8 ] T 1l ' G
| T T 71T | TTTT | T T 71T | TT 1T | T T 71T | TT 1T | T T 71T | TTT1
B i 1§

Figura 69. Mapa de correlacdo HMBC (J2-J¢, H-%3C, 500 MHz, DMSO-ds) da amostra F2J1.

Pela interpretagdo dos dados acima descritos e a comparacdo com dados da
literatura (KETTERING et al., 2004; YUNIANTO et al., 2014; Tabela 8) foi possivel
identificar a amostra F2J1 com o alcaldide crisogina (Figura 70). Esta substancia foi
isolada anteriormente de espécies do género Penicillium e ndo apresentou atividade
citotoxica e antimicrobiana (KETTERING et al., 2004; YUNIANTO et al., 2014).
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Figura 70. A - Estrutura de crisogina e B — as principais correlacfes observadas pelo mapa de correlacdes

HMBC para a amostra F2J1.
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d122,3  §120,8| N w

d1387] i/

Tabela 8. Comparacdo dos dados de RMN da amostra F2J1 e da substancia crisogina.

hT

10
NH
OH

og
(J em Hz)

7.75(1H. dd. 76.
15)

712 (1H, ddd. 7.6.

76.12)

74T (1H, ddd. 8.5,

73.15)
8.57(1H. 7. 85,
12)

410(1H. n)

131 GH,d,67)
1199 (1H.5)
597 (1H,4,34)

Amostra F2J1'

o
1702
1208

1284
1223
1317

1198

1387
174

20.8

HMBC (‘H-0)°

1317; 138.7; 170,2: 1198:
1208
1198; 120,8: 1284: 131.7-
138.7:1702

1284; 138,7; 119.8

1208; 122,3: 1284: 138.7-
170.2

208: 174,0
67,8; 1740
1198; 120,8; 174,0
208: 67,8, 1740

Crisogina’
og
0
(J em Ha) ¢
17,1
. 1246
T
7952(2))
716 (1H, d#, 7,35,
AR AT 6
7.9)
751 (1H, ddd,
12,735,855 o
R A
735.8.35) :
138.1
: 1762
421 (1H, dg. 6.1,
609
7.39) :
120H.4675) 213

HMBC
(H0)

C7.C5

Cé

C7.¢4

C9.C8

Crisogma !

og
(J em Hz)

7.74(1H, dd, 14,
78)

TAL(IH. dz. 11.78)

745 (1H, ddd, 1.4,
78.84)
§.57(1H. dd. 11,
84)

4,10(1H, dg, 38,
68)
130(1H, d,68)
11,98 (1H, 5)
595(1H,4.38)

oc
170.2
120.9

128.4

1223

131.8

119.8

1387
174.1

679

208

B spectrometro BRUKER AVANCE TITHD 500 MHz em DMSO-;;
‘jEspectrom etro JEQOL-500MHz em MeOD (YUNIANT O etdl , 2014},
“Espectrometro BRUKER DRX 500 MHz em CDCl; (KETT ERING et al., 2004);

*Valores obtidos através do HSQC para cartbonos protonados e HMBC para carbonos quatemarios;

* Valores em negrito indicam correlaces fortes;
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5.4.2. ldentificacdo da amostra F2J1/2

A substancia minoritaria de F2J1, ap0s separagdo da crisogina, foi nomeada como
F2J1/2 (10 mg). Como foi relatada na discussdo anterior, essa substancia possui massa de 208
u, 18 u a mais que a crisogina, podendo ser uma forma hidratada da crisogina.

Como os espectros de RMN foram feitos em MeOD, um solvente polar protico, os
hidrogénios sobre hetereodtomos e passiveis de troca com o solvente ndo foram observados.
Na regido aromatica do espectro de RMN de 'H (Figura 71) foi possivel observar quatro
sinais de hidrogénio em 6 8,20 (1H; dd; 8,0; 1,2 Hz), 7,81 (1H; ddd; 8,3; 7,1; 1,5 Hz), 7,69
(1H; dd; 8,3; 0,5) e 7,51 (1H; ddd; 8,0; 7,1; 1,2), coerentes com a presenca de um anel
aromatico disubstituido. Na regido alifatica do espectro observou-se: um sinal de hidrogénio
carbindlico em 6 4,73 (1H; g; 6,7) e um sinal de metila em & 1,55 (3H, d, 6,7 Hz). Esses
hidrogénios, aromaticos e alifaticos, estdo diretamente correlacionados com os carbonos em
125,7,134,5, 126,3, 126,4, 67,2, 21,0 respectivamente (HSQC, Figura 72).
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Figura 71. Espectro de RMN de 'H da amostra F2J1/2 (500 MHz, MeQOD).
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Figura 72. Mapa de correlagdo HSQC da amostra F2J1/2 (3%, 3C-'H, 500 MHz, MeOD).

No experimento de HMBC (Figura 73) foram observadas as correlagdes dos seguintes
atomos: o hidrogénio em 6 8,20 com os carbonos em 6 134,5, 148,7 e 162,5; o hidrogénio em
0 7,81 com os carbonos em 6 125,7 e 148,7; o hidrogénio em & 7,69 com os carbonos em o
120,7 e 126,4; o hidrogénio em o 7,51 com os carbonos em & 120,7 ¢ 126,3; o hidrogénio
carbindlico em 6 4,73 com os carbonos em 6 21,0 e 160,0; e o hidrogénio metilico em & 1,55

em correlagdes fortes com os carbonos 6 67,2 e 160,0.
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Figura 73. Mapa de correlagdo HMBC (J%-J%, *H-13C, 500 MHz, MeOD) da amostra F2J1/2.
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Pela interpretagdo dos dados acima descritos e a comparacdo com 0s dados literatura
(KETTERING et al., 2004; Tabela 9) foi possivel identificar a amostra F2J1/2 com a
substancia acido amida N-(2-hidroxipropanoil)-2-aminobenzoico (Figura 74). Esta substancia,
assim como crisogina, foi isolada anteriormente de espécies do género Penicillium e néo

apresentou atividade citotoxica e antimicrobiana (KETTERING et al., 2004).

@)
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5 NH
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Figura 74. A - Estrutura de acido amida N-(2-hidroxipropanoil)-2-aminobenzoico e B — Correlagdes observadas
pelo mapa de correlacbes HMBC para a amostra F2J1/2.

Tabela 9. Comparagdo dos dados de RMN da amostra F2J1/2 com os dados da substancia
acido amida N-(2-hidroxipropanoil)-2-aminobenzoico.
Acido amida N-(2-hidroxipropanoil)-

Amostra F2J1/2" . .
2-aminobenzoico

NP o o HMBC o dc
(Jem Hz) (*H-2c)* (JemHz)

1 162,5 162,3

2 120,7 121,0

3 8,20 (1H, dd, 125,7 134,5; 148,7; 162,5 8,21;d; 8,0 126,4

8,0,1,2)

4 7,51 (1H, ddd, 126,4 120,7; 126,3 7,441, 8,0 126,7
8,0,7,1,1,5)

5 7,81 (1H, ddd, 134,5 125,7; 148,7 7,73; t; 8,0 134,8
8,3,7,1,1,5)

6 7,69 (1H, dd, 126,3 120,7; 126,4 7,63;d; 8,0 126,7

8,3,0,5)

7 148,7 148,5

8 160,0 159,0

9 4,73 (1H, q, 67,2 21,0; 160,0 4,72;Q; 6,7 67,0

6,7)
10 1,55 (3H, d, 21,0 67,2; 160,0 1,55; d; 6,8 22,2
6,7)
7-NH 2,85; brs
9-OH 2,77; brs

! Espectrometro BRUKER AVANCE 111 HD 500 MHz em MeOD;

2 Espectrdmetro BRUKER DRX 500 MHz em DMSO-ds (KETTERING et al., 2004);

3Valores obtidos através do HSQC para carbonos protonados e HMBC para carbonos quaternarios;
* Valores em negrito indicam correlagées fortes;
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5.5. Avaliagéo da atividade antiglicante

Os resultados obtidos nos ensaios de atividade antiglicante foram expressos pela
porcentagem de inibicdo total e pelo parametro de Clso, que se refere a quantidade de amostra

necessaria para inibir a glicacdo em 50%.

5.5.1. Glicacao (Glioxal)

De seis amostras, cinco apresentaram atividade antiglicante pela via oxidativa. Apenas a
amostra F2J1 (ainda em mistura) ndo apresentou atividade, como est& representado na tabela
10. Destacam-se as amostras F1G10, F1G12, F1G14 e F1G5, com excegdo da F1G10, as
quais apresentaram inibicdo total muito superior a 100% e todas com um Clsg superior ao

padrdo (Aminoguanidina), utilizado como referéncia, principalmente a amostra F1G5.

Tabela 10. Atividade antiglicante (Glioxal) das substancias identificadas de Penicillium
chrysogenum.

Amostras % Inibicéo total Clso (ug/mL)
F2J1 41,50 + 3,76 -
F1G10 82,65 + 1,88 24,17 +1,81
F1G12 126,74 £ 1,86 6,50 £ 0,75
F1G14 197,46 + 13,03 17,50+ 1,13
F1G8 65,26 £ 3,17 44,47 + 0,65
F1G5 369,35 £ 21,28 1,63+0,12
Padréo 84,95+ 0,26 35,57 +0,85

5.5.2 Glicagao (Frutose)

Assim com no Item 5.5.1, cinco amostras apresentaram atividade antiglicante pela via
ndo oxidativa, mas nesse ensaio a amostra F1G12 ndo apresentou atividade (Tabela 11).
Destaca-se a amostra F1G5 que apresentou inibicdo total de 100% e um Clso de 4,40 + 0,35
pHg/mL e se manteve com um potencial antiglicante superior ao padrdo como observado
também no Item 5.5.1. Em comparacdo a outras substancias como catequina (64,5 £ 0,7
pg/mL), &cido protocatequinico (61,9 + 0,3 pg/mL), vanilina (>1000 pg/mL) e rutina (70,5 +
0,5 pg/mL) (YAGI et al,. 2012) o potencial antiglicante da amostra F1G5 ainda é superior.
Vale ressaltar a importancia dessa atividade no tratamento preventivo das complicacGes
diabéticas, uma vez que a glicacdo estd diretamente relacionada com a hiperglicemia. Esse

resultado aponta a amostra F1G5 como um excelente candidato a farmaco.
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Tabela 11. Atividade antiglicante (Frutose) das substancias identificadas de Penicillium

chrysogenum.
Amostras % Inibicéo total Clso (ng/mL)
F2J1 73,73+ 3,42 94,90+ 1,39
F1G10 83,19 + 1,96 34,87 £ 1,62
F1G12 28,75+ 1,32 -
F1G14 62,83 + 2,84 88,10 + 1,06
F1G8 85,39+ 2,71 29,20+ 0,70
F1G5 100,02 + 2,76 4,40 + 0,35
Padréo 52,77 +2,94 28,60 + 1,35
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6. CONCLUSAO

A andlise do perfil espectrométrico do extrato metandlico do meio de liquido da
linhagem 401 de Penicillium chrysogenum isolado de Gustavia sp. evidenciou que este € rico
produtor de sorbicilinoides. O fracionamento desse extrato por técnicas cromatograficas levou
ao isolamento dos sorbicilinoides 2’°,3’-dihidrosorbicilina, tricodimerol, dihidrotricodimerol,
tetrahidrotricodimerol e éter tetrahidrotricodimero, sendo este Gltimo relatado pela primeira
vez no género Penicillium, além do alcaloide crisogina e acido amida N-(2-hidroxipropanoil)-
2-aminobenzoico. Estes resultados permitem sugerir que a espécie Penicillium chrysogenum é
uma fonte promissora de monémeros, dimeros e trimeros de sorbicilinoides.

Varias substancias isoladas da linhagem 401 de Penicillium chrysogenum
apresentaram atividade antiglicante de excelente a moderado potencial antiglicante, com
destaque para as substancias éter tetrahidrotricodimero, tricodimerol, tetrahidrotricodimerol e
2°,3’-dihidrosorbicilina, as quais inibiram a reacdo de glicacdo nos dois sistemas ensaiados
Glioxal/Albumina e Frutose/Albumina. O éter tetahidrotricodimero apresentou um resultado
superior ao proprio padréo utilizado como referéncia, indicando assim essa substancia como
um promissor candidato a farmaco na prevencdo de complicacdes em pacientes diabéticos.
Como as vias de glicacdo de proteinas sdo complexas mais estudos sdo necessarios para

entender o mecanismo molecular da atividade antiglicante dos sorbicilinoides.
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