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RESUMO

Os fungos endofiticos sdo uma fonte rica de produtos naturais com diversas
atividades biolégicas, apresentando grande potencial para a industria alimenticia
e farmacéutica. A producdo de metabdlitos fungicos in vitro pode ser otimizada
através de técnicas que envolvem a quimica, bioquimica e biologia molecular,
com um custo associado relativamente baixo. Apesar de serem importantes
fontes de compostos bioativos, a diversidade dos fungos endofiticos,
especialmente os do género Penicillium, ainda € explorada de forma insuficiente
no Brasil, em especial na regido amazbnica. Portanto, o objetivo do presente
trabalho foi investigar os metabdlitos secundarios produzidos por uma linhagem
de Penicillium citreosulfuratum preservado na colecdo do Laboratério de
Bioensaios e Microrganismos da Amazonia (LABMICRA) da Central Analitica do
Centro de Apoio Multidisciplinar da UFAM. Assim, a linhagem de P.
citreosulfuratum codificada como M167 (LabMicrA 1245) foi cultivada em meio
liquido BDL a partir de esporos preservados na colecdo do LABMICRA. Durante o
cultivo, que contou com o monitoramento do nivel de glicose e pH, aliquotas
foram separadas e analisadas através de insercdo direta em espectrometro de
massas (MS). As fracdes mais relevantes, baseado nas andlises de MS, foram
preparados e submetidos a fracionamentos em coluna aberta e HPLC, utilizando-
se C-18 como fase estacionaria. Em adicdo, os extratos foram submetidos a
ensaios larvicida, antimicrobiano e citotoxicidade. Através das analises por MS foi
possivel desreplicar o policetideo citreoviridina na fracdo Pc3. Por sua vez, o
fracionamento cromatogréafico resultou no isolamento do alcaldide isorugulosuvina
e do policetideo 10Z-isocitreoviridinol. Em conclusdo, o presente trabalho
demonstrou que P. citreosulfuratum é uma valiosa fonte de metabdlitos
secundarios com atividades biologicas diversas. Essas descobertas destacam o
potencial promissor dos fungos endofiticos do género Penicillium presentes na
regido amazbnica como fonte de produtos naturais para aplicacbes
biotecnoldgicas. No entanto, mais pesquisas sdo necessarias para explorar a
linhagem estudada e a diversidade e potencial biotecnologico dos fungos
endofiticos existentes na regido amazonica.

Palavras-chave: policetideo, alcaloides, citreoviridina, isorugulosuvina, 10Z-

isocitreoviridinol



Abstract

Endophytic fungi are a rich source of natural products with diverse biological
activities, presenting great potential for the food and pharmaceutical industries.
The production of fungal metabolites in vitro can be optimized through techniques
involving chemistry, biochemistry and molecular biology, with a relatively low
associated cost. Despite being important sources of bioactive compounds, the
diversity of endophytic fungi, especially those of the genus Penicillium, is still
insufficiently explored in Brazil, especially in the Amazon region. Therefore, the
objective of the present work was to investigate the secondary metabolites
produced by a strain of Penicillium citreosulfuratum preserved in the collection of
the Laboratory of Bioassays and Microorganisms of the Amazon (LABMICRA) of
the Analytical Center of the Multidisciplinary Support Center of UFAM. Thus, the P.
citreosulfuratum strain coded as M167 (LabMicrA 1245) was cultivated in BDL
liguid medium from spores preserved in the LABMICRA collection. During
cultivation, which included monitoring the level of glucose and pH, aliquots were
separated and analyzed by direct insertion into a mass spectrometer (MS). The
most relevant fractions, based on MS analyses, were prepared and subjected to
open column fractionation and HPLC, using C-18 as the stationary phase. In
addition, the extracts were subjected to larvicide, antimicrobial and cytotoxicity
assays. Through MS analysis it was possible to dereplicate the polyketide
citreoviridin in the Pc3 fraction. In turn, the chromatographic fractionation resulted
in the isolation of the alkaloid isorugulosuvine and the polyketide 10Z-
isocitreoviridinol. In conclusion, the present work demonstrated that P.
citreosulfuratum is a valuable source of secondary metabolites with diverse
biological activities. These findings highlight the promising potential of endophytic
fungi of the genus Penicillium presentin the Amazon region as a source of natural
products for biotechnological applications. However, more research is needed to
explore the studied lineage and the diversity and biotechnological potential of the
endophytic fungi found in the Amazon region.

Keywords: polyketide, alkaloids, citreoviridin, isorugulosuvine, 10Z-

isocitreoviridinol
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1. INTRODUCAO

Fungos endofiticos sdo microrganismos que colonizam o interior dos
orgdos vegetais, podem apresentar estruturas aparentes ou ndo, sem causar
qualquer patogenicidade a planta (Banhos et al., 2014), em troca, através de seus
metabdlitos secundarios, fornece ao seu hospedeiro horménios de crescimento ou
antibidticos (Takahashl & Lucas, 2008).

A busca por novas fontes de substancias com relevancia farmacoldgica,
vem dando cada vez mais visibilidade a esses microrganismos fungicos, devido
sua larga capacidade de adaptacdo a varios meios de cultura, curto periodo de
vida e diversidade em métodos de manipulacdo. Os fungos endofiticos, em
especial, sintetizam uma ampla gama de produtos naturais com diversas
atividades bioldgicas (Pinheiro et al., 2013), os quais sdo produzidos na fase final
do crescimento celular e, quando secretados no meio de cultura, podem ser
identificados e isolados para posterior uso na industria alimenticia ou producao de
farmacos (Specian etal.,2014).

Dentre as substancias mais conhecidas, o taxol, acido micofendlico e as
estatinas ganham destaque (Demain e Sanchez, 2009; Takahashi et al., 2013; Liu
et al., 2016), devido ao uso no tratamento do cancer (Liu et al., 2016), profilaxia
na rejeicdo de orgados (Fleck et al.,, 2009) e prevencdo de aterosclerose
(Albuquerque etal., 2004), respectivamente.

A producédo de metabdlitos de origem fungica in vitro apresenta baixo custo
e boa otimizacdo, os quais sdo utilizadas técnicas que envolvem, quimica,
bioquimica, biologia molecular. Vale ressaltar que as condi¢cdes de cultivo
influenciam diretamente na producdo desses metabdlitos, ou seja, variando
parametros como meio de cultura, temperatura e afins, pode-se obter os mais
diversos produtos naturais (Bader et al., 2010).

Embora os fungos endofiticos sejam uma importante fonte de compostos
bioativos, sua diversidade no Brasil ainda é investigada de forma insuficiente,
principalmente aquelas existentes na regidao amazénica (Freire; Vasconcelos; De
Lima Coutinho, 2014) e, com base nisso, pode-se afirmar a necessidade de
estudos quimicos acerca de espécies de Penicillium, pois conforme a literatura

apresentada, este género € uma fonte promissora de produtos naturais.



16

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Reino Fungi

Os fungos compreendem um grupo diverso de organismos eucarioticos
caracterizados por paredes celulares compostas por quitina (com alguma
celulose) e reproducdo por esporos ou conidios. Embora algumas formas
(leveduras: ascomicetos) sejam unicelulares, a mlaioria dos fungos é multicelular
e caracterizada por um corpo constituido de filamentos (hifas), os quais tém a
espessura de uma célula. Os fungos séo heterotroficos, alimentando-se através
de absorcdo por meio de uma rede de hifas em forma de teia (0 micélio) (Figura
1). Os alimentos sédo digeridos por exoenzimas e depois absorvidos. Ao contrario
das plantas e semelhante aos animais, eles armazenam alimentos como
glicogénio (ndo amido). Os fungos séo avasculares, ndo moéveis e tém alternancia
de geracdes. A reproducédo pode ser sexuada (meidtica) e assexuada (mitética)
dependendo da espécie e das condi¢Bes (Kirk et al., 2008). No que diz respeito a
interacdo com plantas, podem ser de forma simbidtica, neutra ou antagbnica, as
quais induzem a producdo de metabdlitos Uteis, promovendo resisténcia a

estresses bidticos e abidticos, tais como, insetos-praga, fungos, bactérias, virus e

Figura 1. Imagem microscépica de um micélio (maestrovirtuale.com).

As caracteristicas bioquimicas adicionais incluem: a presenca de um
esterol Unico, ergosterol, nas membranas das células fungicas (substituindo o
colesterol encontrado nos animais); uma via Unica de biossintese de lisina; uma

forma Unica de proteina de microtubulo, formada durante a divisdo nuclear; a
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posse de nucleos muito pequenos, com baixissima quantidade de DNA repetitivo;
a mitose € alcancada sem a dissolucéo do envelope nuclear (Spooner & Roberts
2005; Takahashi et al., 2013).

Como nao séao fotossintéticos, os fungos podem viver em areas escuras,
crescendo em qualquer direcdo e as hifas podem invadir o interior de um
substrato para se alimentar, expandindo muito a area fisica sobre a qual irdo se
alimentar (Takahashi et al., 2017). No passado, isso levou a um sucesso notavel,
com enormes picos na abundancia de esporos de fungos apos extingdes em
massa no periodo geoldgico Permiano, ultimo periodo da Era Paleozoicas, e na
fronteira K-T (entre os periodos Cretaceo e Terciario) (Spooner & Roberts, 2005).

Os primeiros fosseis de fungos sao de hifas anastomosadas com cerca de
2,4 bilhdes de anos na Era Paleoproterozoica (Bengston et al., 2017). Essas
formas eram aquaticas, com a colonizacdo da terra ocorrendo no periodo
Siluriano, como evidenciado pelos registros de Tortotubus Protuberans 440 my bp
(Pratt et al.,1978); estes sdo considerados 0s registros mais antigos conhecidos
de um organismo terrestre multicelular (Wellman 1995).

Os fungos sdo umdos cinco principais reinos eucariéticos, os quais fungos
modernos sao colocados no filo Eumycota (fungos verdadeiros); um nome usado
para distingui-los dos fungos viscosos e aquaticos estruturalmente semelhantes,
que formam os filos Myxomycetes e Oomycetes (protistas). Eumycota € dividido
em 8 sub-reinos, dos quais Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota e
Chytridiomycota tem maior destaque, e atualmente sdo conhecidas cerca de
120.000 espécies de fungos, embora as estimativas de sua verdadeira
diversidade variem de 2,2 a 3,8 milhdes de espécies (Hawsksworth & Lucking
2017).
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Zigomycota Ascamycota Basidiomycota Chytridiomycota
Zigomycetas subfilo taphirinomycotina: Mal.a.ssl_!zlnm'.l:etes_ Ch'fmd":"!“!fﬂﬂr
Pneumocystidomycetes Ustilaginomycetes, Monoblepharidomycetes,
Trichomycetes schizosaccharomycetes, Meniliellomycetes, Hyaloraphidiomycetes.
Taphrinomycetes, Exobasidiomycetes,
Neolectomycetes; . Barthele?iumyrcetﬁ, Blastocladiales,
Harpellales, Subfilo saccharomycotina: Wallemiomyrates, J—
Dimargaritales, SIS . T e T monoblepharidales, entre
Endogonales, %%:“m pacrymycetes, ——
Entomophthorales, . YCRLes, AEANComYyCeELes,
entre outras pezEOmycetes, atractiellomycetes,
IEE"'_ID'“FEtﬁ‘ Pucciniomycetes,
eurotiomycetes, :
' tobasidiomycetes
lichinomycetes, £y : ¥e ‘t
R T ——— m:ﬂt!:lmu'.:ul:u acum-.:ce =]
leactiomycates, o LiLa) . LRIV IFCELESE
Legenda: sordariomycetes, Classiculomycetes,
B rei laboulbenlomycetes, Spiculogloromycetes,
Reina dothideomycetes, Tritirachiomycetes,
M File arthoriomycetes Agaricostilbomycetes,
M classe
Neolectales, Auriculariales,
W ordem Pneumocystidales, Dacrymycetales,

schizosaccharomycetales,

Sebadinales,
Taphrinales, entre outras

christianseniales, entre
outras

Figura 2. Fluxograma filogenética do Reino Fungi, abrangendo Filos de maior destaque, Classe e
Ordem (adaptado de Kirk et al., 2008).

Assim, as aproximadamente 99.000 espécies de fungos estudados até
agora, representam uma porcentagem muito pequena da total diversidade dos
fungos (Quevedo et al., 2012). Destas, cerca de 1000 espécies sdo conhecidas
na Amazobnia (Alfredo, 2012), embora proporcionalmente poucas tenham sido
estudadas em detalhes, tais como, biotecnologia, botanica, farmacologia,
ecologia, taxonomia (Cavalcante et al., 2020).

Essa falta de conhecimento é refletida pelo fato de que os fungos sdo um
dos poucos organismos n&o microscopicos com espécies ainda sendo
descobertas em regibes bem estudadas como Europa Ocidental e América do
Norte (Duarte et al., 2016; Shearer et al., 2007; Vellinga 2004). Embora as areas
tropicais do mundo tenham uma diversidade de espécies muito maior do que as
zonas temperadas (Blackwell 2011), a soma de fatores como a falta de
micologistas tropicais, os desafios logisticos a serem enfrentados na realizacéo
de inventarios e os desafios técnicos de identificacdo do material coletado
(Bezerra et al.,, 2019), mostram que o conhecimento das espécies de fungos
tropicais, sua diversidade, ecologia e bioguimica estd muito aquém do existente
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nas zonas temperadas (Barreiro & Bolzani 2009; Lewinsonhn & Prado 2002).
Como resultado, é possivel fazer contribuicdes significativas para a micologia,
mesmo com estudos de fragmentos florestais em campus universitarios (Farr
1985; Alencar et al., 2003; Pereira et al., 2005; Rocha et al., 2013), incluindo
novas espécies (Gomes-Silva et al., 2013; Sousa et al., 2020).

A insipiéncia, de forma geral, acerca dos fungos € uma lacuna critica em
nosso entendimento, uma vez que sao ecologicamente centrais para a func¢éo do
ecossistema, sendo importantes na reciclagem e eliminagdo de ecossistemas
(Maggs 1985), atuando como elementos-chave de varios ciclos minerais
(nitrogénio, carbono, fosforo, por exemplo) (Killham 1994), além de serem
amplamente responsaveis pela taxa de decomposicéo e liberacdo de nutrientes
em ecossistemas de floresta tropical (Osono & Takeda 2002; Wardle et al., 2004;
Takahashi et al., 2017). Ademais, as espécies carnivoras podem ser importantes
no controle de popula¢gbes de nematdides do solo; uma variedade de espécies
que parasitam artropodes (McCoy et al., 2019); eles também sdo extremamente
importantes em associa¢cfes micorrizicas com angiospermas (endomicorrizas) e
gimnospermas (ectomicorrizas) estando presentes em mais de 90% das espécies
de plantas vasculares investigadas (Brundrett 2009), enquanto suas associagdes
com algas ou cianobactérias ddo origem a liquens, que, enquanto presentes
globalmente, séo elementos chave dos ecossistemas boreais e subpolares (Ahti &
Oksanen 1990; Crittenden 1991). Os papéis ecoldgicos dos fungos séo variados,
eles podem ser saprdfitos, parasitas, predadores ou mutualistas (as vezes até
simbiontes) (Spooner & Roberts, 2005; Takahashi et al., 2017).

Os humanos usam fungos de véarias maneiras, incluindo preparacédo e
fermentacdo, panificacdo, medicamentos (Penicillium: antibiéticos; Claviceps
Purpurea: vasoconstritor) (Takahashi et al.,, 2017) com atividade antioxidante,
(Huang et al.,, 2007), anticancer, antiviral, imunomodulador (Verma, Kharwar,
Strobel, 2009), fabricacdo de alimentos (ex: soja, queijo, etc.) (Figura 3) e
corantes (Frisvad et al., 2013), consumo direto (huitlacoche, trufas, cogumelos e
shitake) (Valverdy et al.,1996), biopesticidas entoméfagos (Beauvaria: Luz et al.,
2004) e fungos nematofagos (Siddiqui & Mahmood 1996), enzimas industriais,

compostagem (Pallu 2010) e como organismos modelo na comparacdo e
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identificacdo de genes mutantes, auxiliando na elucidacdo de doencas congénitas
(Lehle etal., 2006).

Figura 3. Alimentos e medicamentos oriundos de fungos (preparaenem.com/biologia/importancia-
dos-fungos).

Segundo Escritério Técnico da Fiocruz na Amazbnia, hoje Instituto
Lednidas & Maria Deane (ILMD / Fiocruz Amazénia), os géneros de fungos de
maior ocorréncia na regiao sao, Penicillium, Aspergillus e Trichoderma, onde o
Penicillium é um dos mais utilizados e, seus produtos e derivados geram alguns
milhdes de dolares anualmente em todo o mundo devido ser promissor fonte de

produtos naturais bioativos (Takahashi et al., 2017).

2.2 Metabolitos secundarios de fungos

Metabolitos secundarios, também chamados de produtos naturais, sdo uma
importante fonte de compostos bioativos, 0s quais sao produzidos a partir de
simbiose entre microrganismos endofiticos e plantas (Ribeiro et al., 2020). Esses
compostos possuem atividades de interesse farmacéutico (ex: antifungico,
antiviral, antitumoral e etc.) e sdo agrupados em classes, tais como alcaldides,
esteroides, terpendides (Figura 4), isocumarinas, quinonas, fenilpropandides,
ligninas, fendis, acidos fendlicos, metabdlitos alifaticos, lactonas, citocatalasinas
(Figura 5), flavonéides, peptideos e xantonas, podendo ser toxicos ou até mesmo
letais mediante de determinados microrganismos (Specian et al., 2014). Mesmo

explorada de forma insuficiente, diversos estudos reconhecem seu papel biolégico
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na fabricagdo de produtos farmacéuticos, quimicos e industriais (Gunatilaka,
2006).

Figura 5. Estrutura da citocatalasina H2
Figura 4. Estrutura do diterpendide Taxol isolado do fungo Xylaria sp. (Yu Li et al.,
isolado do fungo Taxomyces Andreanea 2012).
(Strobel, 1993).

2.3 O género Penicillium

Este género € uma classe do subfilo Ascomycete, ordem Eurotiales, familia
Trichocomaceae, 0 qual possui mais de 64.000 espécies reconhecidas (Kirk et al.,
2008). Existem trés subgéneros: Aspergilloides, Furcatum e Penicillium (Samson
et al., 2004). No passado, o género também incluiu espécies agora consideradas
como membros dos géneros Biverticillium e Talaromyces (Yilnaz et al., 2012). Sua
nomenclatura tem a ver com seu conidio (estrutura assexuada produtora de

esporos) em formato de pincel (Figura 6).

Figura 6. Conidio do fungo do género Penicillium (preparaenem.com/biologia/penicilina).

No geral, os membros do género sdo mais abundantes em biomas frios e
temperados, onde sdo onipresentes como fungos do solo (Frac et al., 2018). Ha,
entretanto, uma série de espécies que se estendem ou sdo nativas dos tropicos
(Wakelin et al., 2007). Em solos de floresta Neotropical, foram encontradas 17
(Cruz et al., 2013), 23 (Countinho & Maia 2018) e 32 (Fraga et al., 2010) espécies
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de Penicillium. Até mesmo solos de &reas semiaridas (Pernambuco) foram
encontrados até 13 espécies do género (Countinho et al., 2010), assim como em
bromélias epifitas de floresta seca circundantes (Silva et al., 2018). Além disso, ao
contrario de membros do género Aspergillus intimamente relacionado (Hall &
Denning, 1994), as espécies de Penicillium ndo requerem a presenca de altos
niveis de oxigénio para sobreviver e, portanto, podem ser encontradas em
ambientes relativamente anodxicos, como lama de mangue (Gomez, 2007; Park et
al., 2009) e ambientes totalmente marinhos (Tsuda et al., 2004)

A maioria dos membros do género sdo saprofitas, crescendo em
substancias organicas biodegradaveis (Pitt 1991) e séo recicladores altamente
eficientes (Samson & Frisvad 2004). Muitos sdo fungos do solo e, por ser um
ambiente altamente competitivo, produzem micotoxinas potentes (Nicoletti, Manzo
& Ciavatta 2009), antibacterianos (Harris et al., 2009), bem como enzimas e
acidos orgéanicos (ex: acido citrico) de interesse industrial (Soccol et al., 2006;
Castilho etal., 2000). Varias espécies, incluindo P. corylophilum, P. fellutanum, P.
implicatum, P. janthinellum, P. viridicatum e P. waksmanii sdo potencialmente
patogénicos para os mosquitos (da Costa et al., 1998), enquanto outros podem
produzir substédncias com propriedades anticancer (Nicoletti et al., 2009) e,
espécies como P. simplicissimum mostram tolerancia a metais pesados e podem
ser agentes biossorventes eficientes para a biolixiviagéo de cobre, chumbo, niquel
e oxido de zinco (Burgstaller et al.,, 1992; Li et al., 2008; Valix et al.,, 2001), isso
pode ser auxiliado pela capacidade quelante de tais extrélitos, como &acido
pulvilérico e &cido penicilico (Houbraken etal., 2011).

Enquanto o conhecimento geral sobre o género Penicillium na Amazoénia
pode ser relativamente pobre (Cavalcante et al., 2018), Oliveira & Jesus (2015)
relataram 111 linhagens do género depositadas nas colecdes de Micologia Viva
do INPA, as quais 95 linhagens poderiam ser identificadas como espécies. Estes
incluiam: P. aculeatum, P. commune, P. corylophilum, P. chrysogenum, P.
citrinum, P. expansum, P. fellutanum, P. frequentans, P. glabrum, P. griseofulvum,
P. implicatum, P. lividum, P. melinii, P. paxilli, p. raistricki, P. roquefortii, P.
sclerotirum, e P. verruculosum. Destes, Oliveira & Jesus (2015) observaram que
P. citrinum, P. lividum e P. implicatum estavam bem representados na colecao do

INPA e tinham potencial biotecnoldgico. Véarios destes, tais como P. citrinium, P.
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coryophilum, P. griseofulvum, P. lividum, P. implicatum foram registrados em

solos de outras partes do Brasil (ver Cruz et al., 2013), nos quais P. decumbens,

P. janthinellum e P. simplicissimum s&o espécies amplamente distribuidas

(Christiansen et al., 2000). Pesquisas micoldgicas recentes na Amazodnia que

envolveram este género estdo resumidas no Quadro 1.

Quadro 1. Estudos Micoldgicos Recentes na Amazdnia envolvendo o género Penicillium

Assunto de Pesquisa

Referéncia

Isolamento e potencial enzimatico de fungos associados
ao intestino de larvas de Stenochironomus Kieffer

(Insecta: Diptera: Chironomidae)

Belmont-Montefisco et
al., (2020)

Caracterizacdo de proteases produzidas por espécies
de de

Amazonense)

Penicillium (alguns derivados amostras

Brito (2018)

Estudo quimico do Penicillium chrysogenum

de Andrade Nobre
(2013)

Tolerancia a hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
para fungos filamentosos, incluindo Penicillium sp.,

isolados de sedimentos contaminados no Rio

Amazonas

De Lima Souzaetal.,
(2017)

Isolamento de Penicillium com propriedades bioativos

do solo Amazbnico

dos Reis Celestino et
al (2014)

Uso experimental de Penicillium sp. no controle de

cupins Nasutitermes corniger

dos Santos Oliveira et
al., (2018)

Presenca de membros do género Penicillium associado

com as colmeias de abelhas sem ferrdo (Melipona)

de Souza etal., (2018)

Ocorréncia de fungos filamentosos associados a larvas

de Simulium goeldii, incluindo Penicillium bilaii

Fonseca et al., (2008)

Descricdo de cinco espécies novas do género
Penicillium da serrapilheira da Amazé6nia Colombiana e

a descricdo de perfis quimicos de acido penicilico,

Houbraken et al.,
(2011)
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andrastina A, &cido pulvilérico, paxilina, paspalina e

jantitrem, entre outros

Estudo das condicdes ideais para a producéo de

hipnofilinas por P. strigellus

lkashiwa et al., (2012)

Analise de metabdlitos (incluindo um alcaloide

antimicrobiano) produzidos por uma espécie de
Penicillium isolado da palmeira de buriti (Mauritia

flexuosa)

Koolen etal., (2012)

Constituintes quimicos do fungo endofitico Penicillium
chrysogenum isolado de Strychnos toxifera

(Loganiaceae)

Koolen etal., (2014)

Presenca de fungos (incluindo Penicillium) na agua

ingerida nas comunidades ribeirinhas

Lima et al., (2017)

Estudos de metabdlitos ativos do Penicillium sp. isolado

de Gustavia elliptica (Lecythidaceae)

Ohse (2019)

Avaliacdo do potencial de producdo das enzimas
celulases e xilanases de fungos, incluido Penicillium,

isolados dos solos da regido Amazodnica

Pirota et al., (2015)

Producdo de enzimas termoestaveis por Penicillium

isolado da regidao Amazbnica

Santa-Rosa etal.,
(2018)

Atividade biosurfactante de fungos isolados do solo

Amazonense, incluindo Penicillium

Senacetal., (2018)

Presenca de Penicillium na castanha do Brasil

Sousa (2018)

Analises da toxicidade de pigmentos naturalmente
produzidos por Penicillium simplicissimum e P.

janczewskii do Amazonas

Texeira et al., (2012)

Presenca de Penicillium, entre outros fungos, no ar e

ambiente de escolas publicas em Manaus

Tiago et al., (2017)
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Trabalhos pertinentes feitos fora do Amazonas podem incluir analises do
metabolismo secundario de fungos (incluindo um Penicillium sp.) vivendo
endofiticamente na arvore Melia azedarach (Meliaceae) (dos Santos 2003) e Petit
et al., (2009) sobre novos metabdlitos secundarios derivados de uma espécie de
Penicillium isolado do solo do Cerrado.

O género Penicillium é um dos cerca de 40 géneros da familia Eurotiales
Trichocomaceae, parte da divisdo Ascomycete do Reino Fungi. Desde a década
de 1980, as abordagens morfolégicas para a descricdo das espécies foram
amplamente superadas pela quimiotaxonomia, que comumente envolve perfis de
zimograma em que as espécies sao diferenciadas com base nos padrées
eletroforéticos em gel de poliacrilamida de isoenzimas particulares (Pitt, 1991).
Além disso, padrbes de ramificacdo, apesar de nao corresponderem
perfeitamente com as sec¢des dos subgéneros, ainda sdo utlizados na
classificacdo deste género (Pitt, 1979), sdo elas, conidiéforos monoverticilados,
biverticilados, terverticilados e poliverticilados (Figura 7). Com base nisso, o
género tinha 406 membros em 2013 (Visagle et al. 2014), embora novas espécies
estejam continuamente sendo descritas (por exemplo, Barbosa et al. 2018;
Rodriguez-Andrade et al. 2021). O género é organizado em dois subgéneros,
cada um com suas proprias se¢fes (Tsang et al. 2018), uma dessas sec0es,

Exilicaulis, contém Penicillium citreosulfuratum, a linhagem a seguir.

e alre
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Figura 7. Conidi6foros monoverticilados (A), biverticilados (B e C), terverticilados (D) e

poliverticilados (E) (Visagie et al., 2014).

2.4 Penicillium citreosulfuratum

Uma amostra foi encontrada na Franga, onde foram registradas coldnias na
superficie e dentro da casca de sobreiros (Quercus subor, Fagaceae) em Portugal
(Serra et al. 2008), no entanto a espécie tem ampla distribuicdo. Foi relatado
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recentemente na Peninsula Coreana (Park et al. 2020), além de ter sido
registrado como comum no solo e no ar dos fynbos sul-africanos (um habitat
semiarido semelhante ao cerrado), bem como nas flores dos arbustos Protea
repens (Proteaceae). La, 0s esporos da espécie sao transportados para as flores
por acaros que se alimentam e pdem ovos preferencialmente nas colonias de P.
citreosulfuratum do que nas de outros fungos que crescem dentro das flores, o
que sugere uma interagdo mutualistica (Visagle et al. 2016).

Além disso, na Republica Tcheca, P. citreosulfuratum foi encontrado
associado ao género de liquen Chrysothrix. No entanto, ndo tem associacéo
endossimbidtica com algas, mas faz parte do tapete fungico, onde hospeda
crisovirus que também podem estar envolvidos na associacdo multiespécies
(Petrzik et al. 2019). A espécie também foi identificada como estando associada a
algas marinhas nas aguas costeiras de Bornéu (Taha et al. 2021).

No geral, a secao Exilicaulis € tradicionalmente caracterizada por estipes
monoverticilados ndo vesiculados (Pitt 1979). Recentemente, com base na
andlise filogenética multigénica, a secdo de membros do Exilicaulis foi redefinida
para incluir espécies com conidioforos biverticilados e foi separada em seis clados
(Visagle et al. 2016), com B-tubulina (BenA), calmodulina (CaM) e a segunda
maior subunidade de RNA polimerase Il (RPB2) usada para a identificacédo
precisa das espécies nesta secdo (Visagie et al. 2016). Em todo o mundo, 55
espécies sdo conhecidas, até o momento, para esta secdo do género (Park et al.
2020).

Em sua revisdo taxonbmica Visagie et al. (2016) oferece a seguinte
descricao acerca do P. citreosulfuratum:

Agar autolisado de levedura Czapek (CYA), 25 ° C, 7d: Colénias radial e
concentricamente sulcadas, moderadamente profundas; margens baixas,
estreitas, inteiras; micélio amarelo; textura loccose; esporulacdo esparsa a
moderada, conidios em massa acinzentados a verde escuro (25D6 - F6-—
26E6); exsudato claro, ausente em algumas cepas; pigmento solavel
amarelo; amarelo reverso (3A6—3A8) a amarelo alaranjado (4B8). Agar de extrato
de malte de Blakeslee (MEA), 25 ° C, 7d: Colbnias baixas, planas; margens
baixas, estreitas, inteiras; micélio branco nas margens, amarelo em outras

partes; textura loccose; esporulacdo moderadamente densa, conidios em massa
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verde opaco a acinzentado (25E4-26E5); exsudato ausente; pigmento soluvel
amarelo; reverso amarelo esverdeado (1A6) no ponto de inoculacao, desbotando
para amarelo acinzentado (1B6-2B6). Agar de sacarose de extrato de
levedura (YES), 25 ° C, 7d: Coldnias baixas a moderadamente profundas, radial e
concentricamente sulcadas; margens baixas, muito estreitas, inteiras; micélios
brancos nas bordas, amarelos no centro; textura loccose; esporulacéo esparsa,
conidios em massa branco esverdeado (27A2), verde opaco (27E4) em éareas
mais densas; exsudato ausente; pigmento soluvel ausente; reverso do amarelo
claro para o amarelo (3A4-6) para o amarelo profundo (4A8) em alguns

isolados. CREA, 25 ° C, 7d: &cido nao produzido

Figura 8. Linha superior (esquerda para direita), CYA, MEA, YES. Linha inferior (esquerda para
direita) CYA, MEA E YES reverso, P. citreosulfuratum (Biourge, Cellule 33: 285 ,1923).

Conidioforos principalmente monoverticilados, mas as vezes com estipes
muito curtas que podem ser interpretados como ramos subterminais, com
conidiéforos biverticilados as vezes presentes; Estirpes / ramos lisos, quando
terminais 70-290 x 2-2,5 um, quando carregados subterminalmente 18-90 x 2—
2,5 um; Metulas tipicamente 2, as vezes 3, divergentes, 8-29 x 1,5-2,5 um (18 +
45 x 2,1 + 0,2), vesiculas 2,5-4 uym (3,4 + 0,3); fialides ampuliforme, 5-10 por
métula, 5-9 x 2-3 ym (6,7 + 0,9 x 2,4 + 0,2); Conidios lisos, globosos, 1,5-2 x
1,5-2 ym (1,8 £ 0,1 x 1,8 £0,1), largura / comprimento médio = 0,98, n =50

A andlise das capacidades Uteis desta espécie é complicada pelo fato de
que, segundo Visagle et al. (2016), Penicillium citreosulfuratum é o nome correto
para o clado anteriormente considerado por Serra et al. (2008) como P.
toxicarium. No entanto, a analise filogenética molecular recente mostrou que 0s
dois séo clados unicos, apesar de suas fortes semelhancas morfoldgicas (Sugiura

et al. 2020). Assim, P. citreosulfuratum e Penicillium toxicarium sao formas
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separadas e a literatura sobre elas ndo pode ser combinada. Este também é o
caso de P. citreoviride e P. trzebinskii que também foram confundidos com P.
toxicarium (Sugiura et al. 2020) e, por causa da opinido de Serra et al. (2008),
com P. citreosulfuratum. Consequentemente, apenas a literatura que se refere
inequivocamente a P. citreosulfuratum serd usada aqui.

Junto com P. citreonigrum (sinénimo = P. citreoviride), P. citreosulfuratum &
um forte produtor de citreoviridina (Figura 9) (Peterson et al., 2015), uma
micotoxina que tem sido associada a doenca do arroz amarelo ou beribéri
cardiaco agudo, ambos historicamente no Japao (Sakabe etal. 1977, Udagawa &
Tatsuno 2004, Uraguchi 1969) e bem mais recentemente no Brasil (Almeida et al.
2012, Rosa et al. 2010). No entanto, a producéo de citreoviridina néo é exclusiva
das espécies de Penicillium na secdo Exilicaulis, nem apenas daquelas que
crescem em arroz, visto que foi encontrada em diversas espécies, crescendo em
uma variedade de substratos (Cole et al. 1981, Wicklow & Cole 1984, Wicklow et
al. 1988, Wigmann et al. 2015; Shiratori et al. 2017).

Figura 9. Estrutura quimica da citreoviridina (Barbosa et al., 2019).

Em um aspecto mais aplicado, P. citreosulfuratum foi uma das cinco
espécies de fungos de solo encontrados que possuem capacidade significativa
para degradar bifenilos policlorados (PCB) em solos de locais industriais
altamente poluidos na Franca, onde os fungos de solo foram identificados por
extracdo de DNA e PCR (Germain et al. 2021). A espécie também se mostrou
resistente a poluicéo por sulfeto de ferro no pés-industrial (Technosols) na Pol6nia
(Stepniewska et al. 2020).

Problemas de taxonomia complicam muito a atribuicdo da producéo de

produtos metabdlicos as espécies corretas de fungo Penicillium (Pitt & Leisner
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1991). Assim, na tabela abaixo também foram listadas publica¢des relacionadas
ao Penicillium toxicarium, o fungo amarelo do arroz. Esta espécie ha muito &
considerada sindnimo de P. citreosulfuratum (Shiratori et al. 2017), mas estudos
de Sugiura et al. (2020) mostraram que os dois formam clados distintos e ndo sao
sindnimos. No entanto, foram incluidas publicagcbes que utilizam o nome P.
toxicarium porque: (a) indicam os tipos de produtos metabdlicos que também
podem ser isolados de P. citreosulfuratum e (b), dado o nivel de confusdo da
nomenclatura em torno das duas formas, pode de fato ter sido relatado como
proveniente de P. toxicarium, mas foi sintetizado a partir de populacdes que eram,
de fato, atribuiveis a P. citreosulfuratum.

Além disso, como P. toxicarium foi considerado sin6nimo de P.
citreonigrum e P. citreoviride (Visagie et al. 2016), material relevante publicado
sobre essas duas espécies também foram incluidas. Na analise das afinidades
seccionais das espécies de Penicillium, Visagie et al. (2016) alocaram 42
espécies para a sec¢ao Exilicaulis, e a anélise de beta-tubulina e calmodulina e a
variacao da regidao rRNA do espacador interno transcrito agruparam-nas em cinco
grupos. Um deles incluia P. citreosulfuratum, juntamente com P. cinerescens, P.
citreonigrum e P. fundyense. Assim, uma vez que espécies estreitamente
relacionadas partilham frequentemente vias metabdlicas semelhantes (Frisvad &
Filtenborg 1990), a literatura sobre estas espeécies, P. citreoviride e P. toxicarium,
foi analisada para obter informacdes, tanto sobre o que foi isolado para P.
citreosulfuratum e o que poderia razoavelmente ser esperado. A esta pesquisa
foram adicionados mais trés nomes (P. aenum, P. bertai e P. subcinearum),
sendo estes taxons listados como sinénimos de alguns das formas listados acima
por Pitt et al. (2000). Com base nesta pesquisa bibliografica, foi relatado que as
seguintes substéncias foram isoladas de membros deste clado dentro da

Penicillium secao Exilicaulis:

Quadro 2. PublicagBes envolvendo espécies do género Penicillium.

Nome da Espécie de Penicillium Referéncia

substancia

Citrinina P. citreosulfuratum Pollock (1947)

Enzimas P. citreosulfuratum Hanen etal. (2019)

extracelulares

Acido desidrocardlico | P. cinerescens Bracken & Raistrick (1947);
Rosowsky (1972)
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Gliotoxinas

. cinerescens

Frisvad (1989)

B-frutofuranosidase

. Citreonigrum

Araujo et al. (2022);
Nascimento et al. (2016b)

Citreoviridina

. Citreonigrum

da Rocha et al. (2015);
Okano et al. (2020); Rosa et
al. (2010); Shiratori et al.
(2017); Uchiyama et al.
(2019)

esclerotioramina
alcaldéide clorado

. Citreonigrum

Yuan etal. (2014)

Dicetopiperazina

. citreonigrum

Huang et al. (2018)

Sesquiterpendides
Drimano

. citreonigrum

Ebel et al. (2006)

Sesquiterpenos do
tipo eremdfilo

. Citreonigrum

Yuan etal. (2015)

frutooligossacarideos

. Citreonigrum

Nascimento et al. (2016a,b);
Nobre et al. (2019)

Gutato P. citreonigrum Wang et al. (2010)
Lapacehol e Lomatiol | P. citreonigrum Silva et al. (1997)
Mereroterpendides P. citreonigrum Ebel et al. (2006)
oxigenados
Fendis P. citreonigrum Huang et al. (2018)
Pirenocina A P. citreonigrum Zou etal. (2022)
Sesquiterpenos P. citreonigrum Yuan etal. (2017)
Policetideo Terrein P. citreonigrum Zou etal. (2022)
Antrasterdides P. citreoviride Nakada & Yamamura (2000)
Beta-Glucosidases P. citreoviride Hirte & Glath (1980)
Celulases P. citreoviride Hirte & Glath (1980)
Citreoantrasteroide P. citreoviride Kosemura et al. (1995)
Citreoazopirona P. citreoviride Kosemura & Yamamura
(1997)
Citreobenzofuranos | P. citreoviride Kosemura et al. (1992b)
A, B, eC,
Citreobifenil P. citreoviride Shizuri et al. (1988)
Citreopirona P. citreoviride Niwa et al. (1980)
Citroetiolactona P. citreoviride Shizuri et al. (1983)
Citreo-y-pirona P. citreoviride Nakada et al. (1999)
Citreohibridona A e B | P. citreoviride Kosemura et al. (1991,
1992a); Kosemura (2002)
Citreohibridiona C P. citreoviride Ksemura et al. (1996);
Kosemura (2002)
Citreoindol P. citreoindole Matsunaga et al. (1991)
Citreoespirosteroide | P. citreoviride Kosemura et al. (1997)
Citreotiopirano A P. citreoviride Nakada et al. (1999)
Citreoviridina P. citreoviride Ueno (1971)
Micotoxina tipo P. citreoviride Datta & Ghosh (1981)

Citreoviridina
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Citreoviranol P. citreoviride Shizuri et al. (1988)
Citreoviridinol P. citreoviride Niwa et al. (1981)
Metabdlitos tipo P. citreoviride Lai et al. (1991)

Curvularina

Acido dipicolinico

P. citreoviride

Hodson & Foster (1966);
Kalle & Khandekar (1983)

Demetilcitreoviranol | P. citreoviride Shizuri et al. (1988)
Hemicelulases P. citreoviride Hirte & Glath (1980)
6-Hidroxi-8-metoxi- P. citreoviride Lai et al. (1990)

3S,5-
dimetilisocroman

6-hidroxi-8-metoxi-
3S,5-dimetil-3,4-
dihidroisocumarina

P. citreoviride

Lai et al. (1990)

Mesoterpendides P. citreoviride Kosemura (2003)
Anélogo de P. citreoviride Kimura et al. (1986)
pestalotina (LL-
P880y)
Precitreobifenil P. citreoviride Shizuri et al. (1988)
Secocitreoviridina P. citreoviride Niwa et al. (1981)
Semi-Vioxantina P. citreoviride Zeek et al. (1979)
Lactona esterdide P. citreoviride Liu et al. (2006)
Vioxantina P. citreoviride Bode et al. (2007)
Citreoviridina P. toxicarium Uraguchi (1969); Ueno
(1971)
Mosquitocidas P. toxicarium Jin etal. (2021)

Heanamindol

P. toxicarium, P.
citreonigrum, e P.
cinerascens (amostra
mixto)

Kim et al. (2015)
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral:

Estudar quimica e biologicamente metabdlitos secundarios de uma
linhagem de Penicillium citreosulfuratum de esporos preservados na colecéo do
Laboratério Labmicra da Central Analitica do Centro de Apoio Multidisciplinar da
UFAM.

3.2 Especificos:

Analisar por espectrometria de massas os extratos de uma linhagem de P.
citreosulfuratum em busca de ions de compostos relatados ou ndo para essa
espécie.

Obter metabdlitos do fungo, priorizando 0s extratos que apresentarem
atividades bioldgicas.

Identificar metabdlitos do fungo, isolados ou em mistura.

Submeter os extratos, fragcdes e metabdlitos do fungo a ensaios bioldgicos,

inseticida, citotoxico e antimicrobiano.
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4. METODOLOGIA
Para o cumprimento dos objetivos, o projeto foi constituido das seguintes

etapas:

4.1 Levantamento bibliografico dos metabdlitos dos fungos P.

Citreosulfuratum

Foi feito um levantamento bibliografico dos metabdlitos de P.
citreosulfuratum em bases de dados livres ou disponibilizadas pela Capes para

acesso académico.

4.2 Reativagdo da linhagem e preparo da suspenséo de esporos

Neste trabalho foi estudada a linhagem M167 de P. citreosulfuratum
(LabMicrA 1245), registrada no Sisgen sob o codigo AC2C1DD. As suspensdes
de esporos do fungo preservado na cole¢ao de cultura foram feitas em placas de
meio BDA, com a aplicacdo das amostras preservadas em inoculo central e
tripontual (Figura 10).

Figura 10. Fungos preservados e indculos tripontuais, respectivamente.

Apos 8 dias de crescimento, os esporos foram raspados com haste
metalica, suspensos em triplicata, em 10 mL de soluc¢éo de glicerol 20% contidas
em tubos falcon, previamente autoclavada. Os esporos suspensos foram
armazenados em um refrigerador.

Meio BDA — Batata, dextrose e agar.

Caldo obtido de 200 g de batata cortados em cubos e levadas ao
microondas em bequer com 1L de agua destilada, cozidas por 10 minutos, filtrado

e misturado com 20 g de dextrose e 15 g de agar bacteriolégico. Apds
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homogeneizado, foi esterilizado em autoclave por 15 minutos a 121 °C e

distribuido nas placas.

4.3 Crescimento fungico em escala preparativa laboratorial

50uL da suspenséo de esporos da linhagem M167 de P. citreosulfuratum
(LabMicrA 1245) foram adicionados em cada um de 103 frascos Erlenmeyers de 1
L, contendo 300 mL de meio BDL (ver abaixo), anotando-se o pH inicial.
Procedeu-se o cultivo estatico, a 26 °C, no escuro, por um periodo de
aproximadamente 21 dias. A cada trés dias foi feito o acompanhamento do nivel
de glicose e pH, para isto, foram retiradas aliquotas das amostras para avaliagédo

do perfil quimico ao longo do crescimento dos fungos (Figura 11).

Figura 11. Acompanhamento do crescimento do fungo, linhagem M167 P. citreosulfuratum

(LabMicrA 1245) e controle de amostras, respectivamente.

Meio BDL — Batata, dextrose e extrato de levedura.

O caldo foi obtido de 200 g de batata cortados em cubos e levadas ao
microondas em bequer com 1L de agua destilada, cozidas por 10 minutos e
peneiradas. O caldo foi misturado com 20 g de dextrose e 2 g de extrato de
levedura. Foram preparados 33L de meio e, ap6s homogeneizado, distribuidos
em frascos Erlenmeyer de 1 L, colocando-se 300 mL por frasco. Os frascos foram

tapados e esterilizados a 121 °C por 15 minutos em autoclave.

4.4 Obtencéo de extratos

Para a extracao, foi particionado 1,1 L do meio cultivado com 900 mL de
acetato de etila/propano-2-ol (9:1) 3 vezes. Este processo se repetiu para 0os 33 L
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de meio reservados. Os extratos foram reunidos e pesados, o qual obteve
rendimento de 4,5713g. Uma aliquota de 5,5 mg foi separada para ensaios
bioldgicos.

O extrato foi submetido a um fracionamento inicial por cromatografia liquida
classica (CLC) em C-18 (octadecilsilano). Para isto, foi preparada uma pastilha da
amostra, através de maceracdo da mesma com o minimo de metanol e, apés
condicionamento da coluna com H20/MeOH (9:1), a pastilha foi depositada em
seu interior e iniciado o processo de eluicdo. O gradiente utilizado foi H2O/MeOH
nas propor¢cdes 9:1 (Pcl), 7:3 (Pc2), 1:1 (Pc3) e MeOH (Pc4) (Figura 12). As
fracOes obtidas com cada eluente foram separadas em frascos e preservadas em
geladeira.

Apoés a pré-concentracdo, as fracbes acima que ainda continham agua
foram submetidas a extracdo em fase sélida (SPE). Apds a fase liquida ter sido
drenada, o analito retido foi eluido em quantidade minima de MeOH, coletado e

concentrado, conforme figura 13.

Figura 12. CLC em coluna aberta C-18.
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Figura 13. Esquema de SPE: 1 — corpo de uma seringa dentro do qual a fase solida é compactada
entre dois filtros, 2 — condicionamento, 3 — extracdo, 4 — lavagem, 5 — eluicdo: recuperou-se 0s

analitos retidos na fase solida pela percolagdo de um pequeno volume de metanol

Os extratos foram concentrados, identificados e armazenados. Rendimento
das amostras pos SPE, Pcl 0,3747g, Pc2 0,2883g, Pc3 3,3483g, Pc4 0,5310g.
Em seguida separadas aliquotas para teste de perfil quimico em CCD, (Figura
14).

Figura 14. Extratos concentrados, separados por eluicdo Pcl, Pc3, Pc2, Pc4 e precipitado

formado, respectivamente.

As placas de CCD das fragcdes do extrato do meio cultivado (ltem 4.5)

revelaram um bom potencial para a obtencéo de metabdlitos do fungo (Figura 15),



37

a qual a fracdo Pc3 foi escolhida para ser trabalhada em coluna Sephadex (Item
4.6).

2.
VM AOET] DK [Acddone (W5: 4595
0g)

3.

Figura 15. CCD das 4 amostras Pcl, Pc2, Pc3, Pc4 e precipitado do extrato do meio cultivado
pela linhagem M167, respectivamente. Placas de C-18 eluidas com: H20/MeOH/Acetona
(0,5:8:1,5) (1), Hex./AcOEt/Acetona (5:4:1) (2), H20/MeOH/Acetona (5:4:1) (3). Placa (4)

4.5 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

As aliquotas dos extratos foram aplicadas através de capilar em placa de
cromatografia de fase normal e modo reverso, eluidas em cuba utilizando diversos
solventes como fase movel, tais como hexano, acetato de etila, metanol, acetona
e agua destilada, variando suas proporgdes (detalnes nos procedimentos
descritos no texto). Apos elui¢do, as CCDs foram reveladas com etanol/H2S0Oa4
(9,5:0,5).

4.6 Fracionamento por coluna Sephadex LH20

Coluna Sephadex, ja empacotada (4,0 cm x 60,0 cm), foi ativada com 500
mL de MeOH e mantida em repouso por 24h. Coluna condicionada na proporcao
resina/MeOH (1:4). Amostra da fracdo de M167 — H20/MeOH (1:1), denominada
Pc3, foi separada, dissolvida em quantidade minima de MeOH e, apos
homogeneizacdo, com auxilio de pipeta graduada foi depositado no interior da
coluna. O eluente utilizado foi o metanol, resultando em 20 fragdes coletadas (A-
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U). Aproximadamente 1,2 g do extrato Pc3 foi utilizado para fracionamento em

coluna Sephadex.

Tabela 1. Rendimento das fracdes da coluna Sephadex.

Amostra Massa (Q) Rendimento
(%)

Pc3A 0,0035 0,29
Pc3B 0,0041 0,34
Pc3C 0,0051 0,42
Pc3D 0,0198 1,65
Pc3E 0,0280 2,33
Pc3F 0,0442 3,68
Pc3G 0,0466 3,88
Pc3H 0,0901 7,51
Pc3l 0,6623 55,19
Pc3J 0,0493 4,11
Pc3L 0,0716 5,96
Pc3M 0,0306 2,55
Pc3N 0,0088 0,73
Pc30 0,0041 0,34
Pc3P 0,0183 1,53
Pc3Q 0,0061 0,51
Pc3R 0,0023 0,19
Pc3S 0,0015 0,13
Pc3T 0,0068 0,57
Pc3U 0,0015 0,13
Rendimento total (%) 92,04
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Posteriormente, foi executado teste de perfil quimico em CCD (item 4.5),
com 10 mL de eluente Hex./AcOEt (1:1) mais 0,3 mL de MeOH e 0,25 mL de
acetona, onde as fracdes | e J demonstraram similaridade no perfil quimico
(Figura 16) e, portanto, foram reunidas e pesadas (0,6623g) sendo agora

denominada Pc3l, para posterior fracionamento.

Figura 16. CCD das fragbes | (9) e J (10), eluente utilizado Hex/AcOEt (1:1) 0,3 mL de MeOH e

0,25 mL de acetona.

A fracdo Pc3l foi entdo submetida a cromatografia liquida classica, CLC C-
8, (Item 4.7).

4.7 Fracionamento por CLC C-8

As dimensbes da coluna dependem da quantidade de analito a ser
cromatografado, neste caso, foi utilizado coluna com 2 cm de diametro. A silica,
previamente ativada a 100°C por 1 hora, foi vertida na coluna até alcancar altura
de 7 cm, e pressionada com auxilio de bomba de vacuo, afim de que estivesse
bem comprimida (Figura 17). Especificacfes da silica: SiliaFlash F60;tamanho da
particula 40-63 uym (230-400 mesh).
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Figura 17. Coluna C-8 empacotada.

Coluna foi condicionada com 100 mL Hex/AcOEt/MeOH/Acetona

(7:2:0,5:0,5) e iniciado o processo de fracionamento (Figura 18). Gradiente

executado determinado a partir de teste em CCD, Hex/AcOEt/MeOH/Acetona nas
propor¢cbes (7:2:0,5:0,5), (6:3:0,5.0,5), (4,5:4,5:0,5:0,5), (4:4:1:1) e metanol. A

guantidade de cada eluente a ser usado foi calculado pela relagdo volume da

coluna e altura da silica empacotada, através da formula 11.r2.h. Foram coletadas

10 fracdes.

Figura 18. Execucdo da coluna C8 e fragdes coletadas.

Tabela 2. Rendimento das fracdes de Pc3l

Amostra Massa (g) Rendimento (%)
1 0,0035 0,53
2 0,0026 0,40
3 0,0064 0,97
4 0,1146 17,30
5 0,1200 18,20
6 0,1439 21,72



7 0,1068 16,12
8 0,0815 12,30
9 0,0557 8,41
10 0,0079 1,19
Rendimento total (%) 97,14
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O material oriundo desta etapa, foi submetido a CCD (Figura 19),

Cromatografia de Camada Delgada Preparativa (CCDP) item 4.8 e coluna C-18
(modo reverso) com fase movel Hex/AcOEt (1:1) 0,3 mL de MeOH, 0,25 mL de

acetona e 0,15 mL de acido acetico. Posteriormente foi realizado analise em

espectrometria de massa (item 4.10.2).

a
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Figura 19. CCD das fragBes coletadas. Eluente: Hex/AcOEt (1:1) 0,3 mL de MeOH, 0,25 mL de

acetona e 0,15 mL de acido acético.

4.8. Cromatografia de Camada Delgada Preparativa (CCDP)

Apds CCD fracbes 6 e 7 foram reunidas e denominada Pc316. 160 mg de

Pc316 foi submetido Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP),

(Figura 20).
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Figura 20. Fracdo Pc3I6 (1), aplicacao (2), eluicao (3), pés eluicdo em CCDP (4).

Visando a separacdo dos componentes da fragao Pc3I6, foi utilizada como
fase estacionaria a silica gel distribuida em placa de vidro, onde foi depositada a
amostra e eluida em cuba. Placa cromatografica de vidro pré-fabricada, com
dimensdes 20x20 cm, espessura da camada adsorvente entre 0,1 e 2 mm e cerca
de 6 g de silica depositada sobre a lamina. Deve-se ter cuidado ao depositar
amostra sobre a placa, quanto mais rente a linha de partida menores serdo as
variacOes de fator de retencéo (Rf). Eluente usado 150 mL Hex/AcOEt (1:1) 4,5
mL de MeOH, 3,75 mL de acetona e 2,25 mL de acido acético e, apds eluicao, a
placa foi posta em camara de luz UV-A (365nm) e luz UV-C (254nm) para

demarcacdo das bandas para posterior raspagem (Figura 21).

2
Figura 21. CCDP em camara de luz UV-A 365 nm (1) e luz UV-C 254 nm (2)

Os componentes retidos a placa foram raspados com espatula

separadamente, filtrados e reservados, (Figura 22 e 23).
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Figura 22. Componentes retidos a placa denominados A, B, C, D, E, F, G.

Figura 23. Amostras retiradas da placa preparativa para posterior filtragdo.

O material retido a silica foi extraido com MeOH, coletado e concentrado
para posterior fracionamento em C-18. Coluna C-18 foi condicionada com 50 mL
H20/acetona (7:3), onde aproximadamente 40,6 mg da fracdo Pc3I6C foi
fracionada. Gradiente utilizado: H2O/acetona nas proporgdes (7:3), (6:4), (1:1),
(2:8) e acetona. 10 fracGes foram coletadas e feita extracdo em fase sélida (SPE),
(Figura 24). Amostras foram concentradas no nitrogénio e pesadas.

Tabela 3. Rendimento das frag6es de Pc3I6C.

Amostra  Massa (mg) Rendimento (%)

1/21/3 0 0
4/51/6 8.8 21,68
718 16,1 39,66
9 3,5 8,62

10 0 0
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Rendimento total (%) 69,96

Em seguida submetidas a CCD com 10 mL de fase moével Hex/AcOEt (7:3)
mais 0,3 mL de metanol, 0,25 mL de acetona e 0,15 mL de &acido acético.
Amostras 4,5 e 6 foram reunidas, denominada Pc3I6C4 e amostras 7 e 8 foram

reunidas também, denominada Pc316C?7.

Figura 24. SPE das fragdes coletadas da amostra Pc3I6C.

Entre as fracdes coletadas, a fracdo Pc3I6C7 obteve resultado mais
relevante ap6s CCD, a qual uma aliquota foi encaminhada para analise por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), item 4.9.1., onde os resultados obtidos
foram inconclusivos e outra aliquota enviada para analise por espectrometria de

massas, item 4.9.2.

4.9. Identificacdo dos metabdlitos

4.9.1. Anélise espectrometria por ressonancia magnética nuclear (RMN)

As analises foram realizadas no laboratério NMR da Central Analitica da
UFAM. Os espectros de unidimensionais (1D - 1H, 13C e DEPT 135) e
bidimensionais (2D - HSQC e HMBC) da UFAM foram registrados em um
instrumento Bruker Avance Ill DRX 500, operando a 11,75 Tesla (500,13 MHz
para RMN de 1H e 125,76 MHz para RMN de 13C). O tetrametilsilano (TMS) foi
utilizado como padrédo de referéncia interno. As amostras foram dissolvidas em
cloroférmio deuterado (CDCIs), e, quando necesséario, uma pequena quantidade
de metanol deuterado (CD3OD) foi empregada para a homogeneizacdo das

solugcdes. As constantes de acoplamento (J) foram registradas em Hertz (Hz),
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enquanto os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em partes por milhao
(Ppm).

4.9.2. Anédlises por espectrometria de massas dos extratos

Os extratos e suas fracfes foram solubilizados em metanol grau HPLC,
sendo diluidas na concentracdo de 1 mg/mL e analisados em um espectrometro
de massas, modelo Accela Autosampler — Thermo Fisher Scientific, por insercéo
direta com fonte de ionizacdo via ESI (electrospray) ou APCI (Atmospheric
Pressure Chemical lonization), nos modos positivo e negativo. Os espectros de
massas de cada extrato (ions totais) foram analisados em busca de ions de
interesse e comparado com a literatura para a espécie do fungo.

A amostra Pc3I6C7, submetida a injecao direta (Item 4.9.2), apresentou as
seguintes massas (m/z) visiveis: 234, 274, 402, 418, 434, onde a m/z 418 foi a
massa majoritaria. Fonte APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonization),

produzindo ions como consta na tabela 4.

Tabela 4. Fragmentacdo m/z da amostra Pc3I6C7.

m/z fragmentos (+) fragmentos (-)

217 /207 /188 / 175/ 167 /
150 219/209/190/177 1169/ 154

274 2571240/ 228 /196 / 152 259/242/230/198/ 154

315/297 127312571243/ 317 /299 | 275 ] 259 [ 245/ 195 /
193/163 /137 167 /139

402

401 /383 /373 /357/339/ 403 /385 /375/359/341/315/
418 313 /301 /275/259 /243 / 303 / 277/ 261 / 245 / 219 / 195 /
217/193/165/137/125 167/139/127

417/ 413 / 395 /327 /291 / 419 |/ 415/ 397 [ 329 /293 | 275 |
273/257/203/162/175 259/205/164 /177

434

ApOs resultados inconclusivos, foram realizados novos testes na matriz.
1 mg da amostra Pc3 foi solubilizada em 1 mL de MeOH e submetida a
estudo exploratério por analise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(HPLC semi-preparativa). Tempo de aquisi¢cao: 30 minutos, vazdo 1 mL/min a 40
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°C e comprimento de onda 280-385 nm. Com base nos dados cromatograficos e
dos espectros de massas gerados, foram realizados novos fracionamentos destas
fracdes em colunas abertas de CLC C8 (Item 4.7), o qual pode ser visualizado no
Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. e posteriormente enviado para
analise em RMN, onde foi possivel identificar as substancias isorugulosuvina e
10Z-isocitreoviridinol, de acordo com a literatura.

A seguir métodos utilizados nas analises.

Quadro 3. Métodos utilizados em analises HPLC.

Coluna Descrigéao Fase Movel Anotagodes
Dimensdes: = MeOH Nao obteve boa
150x4,60 mm separacao
5um MeOH/H20 (1:1) Nao obteve boa

separacao

C-18 Luna su
C18(2) 100A  MeOH/H20 (6,5:3,5) Exibiu menos ruidos

EtOH/H20 (1:1) Nao obteve boa
separacao
EtOH/H20 (2:8) Nao obteve boa
separacao
EtOH/H20 (4:6) Exibiu menos ruidos
Dimensdes: = MeOH Nao obteve boa
150x4,60 mm separacao

Phenyl 5um MeOH/H20 (1:1) Nao obteve boa
Luna 5u separagao
Phenyl-Hexyl MeOH/H20 (9:1) N&o obteve boa

separacao
MeOH/H20 (6,5:3,5) Exibiu menos ruidos

MeOH/H20 (7,5:2,5) 1% Obteve boa separacéo
acido formico




a7

A amostra Pc3 foi submetida a injecao direta, item 4.9.2, apresentando as
seguintes massas visiveis: 220, 234, 258, 274, 298, 388, 402, 418, 434, 448,512,
sendo em seguida fragmentadas, fonte APCI, produzindo ions como consta na
tabela 6. A fase movel utilizada foi metanol/agua (6,5:3,5) e 1% de acido férmico

em coluna Luna 5u Phenyl — Hexyl 150x4,6 mm a uma vazao de 1mL/min.,

temperatura do forno a 40°C.

Tabela 5. Fragmentacdo m/z da amostra Pc3.

m/z fragmentos (+) fragmentos (-)
990 193/179/165/147/139/133/ 195/181/167/149/141/135
105 /107
234 217/207/193/175/167/139/ 219/209/195/177/169/141
81 /83
- 241/229/227/183/167/147/ 243/231/229/185/169/149
119/105 /121/107
74 257/247/229/217/195/179/ 259/249/231/219/197/181
167 /145 /169 / 147
208 29712571243 /239/217/187/ 299/259/245/241/219/189
145/ 139 /147 /141
388 301/283/271/255/221/139 303/285/273/257/223/141
402 315/297/285/259/221/193  317/299/287/261/223/195
/139 /141
418 401/383/373/357/339/313/ 403/385/375/359/341/315
301/275/125 1303 /277 /127
434 417/329/291/273/235/209/ 419/331/293/275/237/211
175/163 /1771165
A48 429/401/393/337/305/292/ 431/403/395/339/307/294

512

187/159/131

495/4771451/323/283/191

/189/161/133

497 /4791453 /325/285/193
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A partir desses resultados, especificamente na fragmentagao de 402, foi

possivel identificar a substancia citreoviridina, de acordo com a literatura.

Fungo M167

T " LultvoemBD+L

-Peneiragao em funil Buchner

Micélio Meio Cultivado ¥ Partigho AcDEY/|sopropanal (9:1)
-3wezes
- %
Extrato Pe
4.5423g ——* Coluna C-18 (@3crm ¥ 15cm)

-Eluig8o: Hy0/Me0H

+1 73 11 MeoH
Pe2 Pe3
0.2883g 3.3483g
Pc3
1.2218¢

Coluna SEPHADEX LH20

-Tarnanho: @4cm X 60cm
-Forma: slurry

-Técnica: LPLC

-Matriz: sgarose
Peil . s
0.6623¢ -Grupo ativo da matriz Polimero
T -Tarnanho da esfera; 25-100 prn
Coluna G5 (F3cm X 15om) « -Téchica de separacBo: exclusdo de
-Eluic8o: Hex/AacOE MeOHAcetona tamanha
. [j_45:4*5_:102*?:”;5] Eluicio: 100% MetH
endimento: 12 fragoes Rendimento: 20 fragdes

Figura 25. Fluxograma das metodologias aplicadas: Esquema I.



49

Pc316
0,1600g
2 CCDOP 20 x 20 cm
-Eluig&o:
Hex/acOEL/MeOHAcetona/HAZO
(1:1:90 gotas:75 gotas: 45
gotas) (150ml)
Rendimento: 7 fragtes
Coluna C-18 Pc316C
-Eluig&o: HaO/4cetona 0,0406g
Rendimento: 10 fragdes
SPE (Separaco em fase
sdlidal
Pc316C4 Pc316C7 Pc316C9
0,0088¢ 0,0161¢g 0,0035¢g

Figura 26. Continuacéo do fluxograma das metodologias aplicadas: Esquema Il

Os esquemas 1 e 2 foram as primeiras tentativas, 0os quais n&do obtiveram

resultados favoraveis,

conforme citados anteriormente. O procedimento

representado pelo esquema 3, representa a metodologia aplicada que obteve

resultado, o qual foi possivel isolar e identificar as substancias descritas nos

resultados.



Fungo M167

Cultivo em BD + L

*  Filtragio

Micélio Meio Cultivado

Partigao
AcOEt/A | sopropilico (9:1)
-3 vezes

Extrato Pc
4,5423g

Coluna C8 (@3cm X 15cm)
-Eluig&o: H2O/MeOH

Pel Pc2 Pc3 Pcd
0,3747g 0.2883g 3,3483g 0.5310g

Coluna SEPHADEX LHZ0
-Tamanho: @dcm X G0cm
-Forma: slurry
-Técnica: LPLC

-Grupo ativo da r-ﬂl\‘:rt'irz"z:stii:oeiE R Pe3
-Tamanho da esfera: 25-100 um 1’2218g
-Técnica de separagio: exclusio de
tamanho
Eluigao: 100% MeOH
Rendimento: 20 fragdes

Coluna: Luna Su Phenyl-

Hezyl
-Tamanho: 150zd,60 .
Pc3P TR Pc3H
0,0280g “Téorica HPLC 0,0901g
r

-Eluigdo: MeOHH20
(7,5:2,5) 1% acido
formmco

-Bendmmento: 8 fragdes

Pc3P7
0,0112g

Pc3H2 Pc3H3
0,0041g

Pc3P5
0,0025g

Figura 27. Fluxograma das metodologias aplicadas: Esquema llI
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4.10 Ensaios de extratos

4.10.1 Ensaios de atividade larvicida

Em parceria com a Fiocruz, as fracBes do extrato do meio liquido foram
submetidos a ensaios larvicidas para Aedes Aegypiti.

Para o ensaio larvicida do extrato bruto, foram pesados 5,5 mg da amostra
e dissolvidos em 100 yL de DMSO e 20 mL de agua destilada, com a adic¢éo de 1
mg de racdo para alimentacdo das larvas em copos plasticos de 50 mL. Em
seguida, foram selecionadas 10 larvas de Aedes Aegypti, sendo entdo
transferidas ao meio. Estes ensaios foram realizados em triplicata. Para controle
negativo, foi utilizado 100 yL de solvente DMSO em 20 mL de agua destilada. A
atividade foi aferida pela porcentagem de mortalidade das larvas nos intervalos de
24, 48 e 72 horas de incubacao, em uma temperatura de 28°C.

A porcentagem de mortalidade foi calculada de acordo com a

seguinte formula:

LM
Mortalidade(9%) = (E) +100

Onde:
LM = Larvas mortas;

LT = Larvas totais

4.10.2 Teste de citotoxicidade in vitro

Os testes de citotoxidade foram realizados no instituto Lednidas e Maria
Deane (FIOCRUZ — AM), em parceria com a Rede de Plataformas Tecnoldgicas
Fiocruz, na subunidade de Bioensaios de Compostos Biotecnoldgicos. Os ensaios
foram realizados de acordo com a metodologia Alamar Blue, conforme proposto
por Ahmed et. al (1994), onde cinco fragbes do extrato do meio cultivado, nas
concentracbes de 50 pg/mL a 6,25 pg/mL, foram submetidas ao teste de
citotoxicidade frente a linhagem de fibroblasto humano MRC5, sendo cultivadas
em Dullbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10% de soro
fetal bovino inativado (FBS) e antibidtico penicilina (50 pg/mL). Os testes foram
realizados em triplicata.

As células foram plagueadas na concentragao de 1,0 x 10* células/poco em

placas de 96 pocos. Apds 24 horas de incubacédo e aderéncia em estufa a 5% de
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CO2 e uma temperatura de 37 °C, as células foram tratadas com as fracoes,
previamente solubilizados em DMSO e testados nas concentracdes de 50, 25,
12,5 e 6,25 pg/mL. Em seguida, as placas foram mantidas em incubadora por um
periodo de 72 horas, nas mesmas condi¢cdes relatadas acima. Foi utilizado
Doxorrubicina (DOX) como controle da droga, sendo testado nas mesmas
concentracfes que as amostras, enquanto o controle negativo foi feito apenas
com o meio de cultura. O controle positivo foi apenas o crescimento celular.

Apos este periodo de incubacéo, foram adicionados 10 pyL de resazurina
0,4% em cada poco. Ao término do periodo de metabolizacdo de 2 horas deste
composto, foi realizada a leitura de fluorescéncia. A fluorescéncia foi monitorada
em leitor de microplaca (GloMax® Explorer). A porcentagem de viabilidade celular

foi calculada conforme a seguinte equacao:

Ft
(%) Viabilidade = (E)x 100

Onde:
Ft = Fluorescéncia da célula + meio + amostra + resazurina

Fb = Fluorescéncia da célula + meio + resazurina

Os dados obtidos dos testes de citotoxidade foram analisados de acordo
com o desvio padrdo (o) da porcentagem de inibigdo do crescimento celular
utilizando o software GraphPad Prism v.8. A Erro! Fonte de referéncia néo
encontrada.5 apresenta uma classificagdo para a toxicidade das fracOes
analisadas de acordo com a viabilidade celular determinada (SLETTEN e DAHL,
1999; LONROTH e DAHL, 2003).

Tabela 6. Classificacdo de citotoxidade

Classificagcéo Viabilidade Celular (%)
Atoxico > 90
Levemente citotoxico >60a<90
Moderadamente citotoxico >30a<60
Severamente citotoxico <30

Fonte: Sletten e Dahl (1999); Lonroth e Dahl (2003)
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4.10.3 Teste antimicrobiano

Em parceria com Laboratério de Bioensaios e Microrganismos da
Amazonia na Central Analitica, dez fragbes, denominadas Pcl, Pc3, Pc4, C7, D,
E, F, G, J e M, nas concentracbes de 2 mg/mL (solucdo mae) em 10 % de
Dimetilsulfoxido (DMSO) e 90 % de H20 destilada autoclavada foram submetidas
ao teste antimicrobiano frente as cepas da colecdo Cefar Diagnéstica (CCCD):
Pseudomonas aeruginosa (P 004) e Enterococcus faecalis (E 002).

Os microrganismos testados foram cepas da colecdo Cefar Diagnostica
(CCCD): Pseudomonas aeruginosa (P 004) e Enterococcus faecalis (E 002). As
bactérias foram reativadas em Mueller Hinton (MH) agar (HIMEDIA®) e mantidas
a 36 £ 1 °C por 24 horas. Apos reativacao dos patégenos, uma coldnia isolada foi
transferida para um tubo de ensaio contendo 5 mL de caldo BHI para bactérias
posteriormente incubados a 36 £ 1°C por 24 horas. A concentracdo de colonias
utilizada no teste foi correspondente ao numero 0,5 da escala de turbidez Mc
Farland, na concentracdo de 1,5 x 108 Unidades Formadoras de Colbnia
(UFC.mL-1) para bactérias de acordo com as recomendacdes da Clinicaland
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2002; CLSI, 2003).

Para o preparo das amostras foram pesadas e solubilizadas na
concentracao de 2 mg/mL (solucdo méae) em 10 % de Dimetilsulfoxido (DMSO) e
90 % de H20 destilada autoclavada. Como controle negativo foi realizado com a
substituicdo das amostras por agua autoclavada. O controle positivo foi realizado
substituindo as amostras por antibiéticos na concentracao da solu¢cdo mae de 2
mg/mL sendo administrado cloridrato de ciprofloxacino para P. aeruginosa e

ampicilina para E. faecalis.

4.10.3.1. Determinacao da atividade antimicrobiana — Ensaio em placas de
microdiluicao

Realizou-se uma triagem (screening) das amostras para verificagdo da
efetividade das mesmas frente aos patégenos citados anteriormente. A triagem foi
realizada em microplaca de 96 pocos onde foram adicionados em triplicata 100 pL
do meio de cultura na concentracdo dobrada, 100 pL da solucdo mae da amostra
(2 mg/mL) e 10 pyL da suspenséao de células dos patdgenos na concentracdo
citada no item 1. Os ensaios foram incubados a 36 £ 1 °C por 24 h. Decorrido

esse tempo as placas foram reveladas com TTC (Cloreto de Trifeniltetrazolio).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Ensaios biolégicos

5.1.1 Ensaios de atividade larvicida

Apés 72 horas a fracdo do extrato do meio liquido ndo demostrou agéo
larvicida frente ao Aedes Aegypti.

5.1.2 Teste de citotoxicidade in vitro

A avaliacao da inibicdo do crescimento celular em ambiente de cultura in
vitro foi conduzida através da analise da reacéo redox do indicador resazurina.
Essa reacdo foi provocada pelas fragbes em investigacdo, com o propésito de
determinar sua atividade citotoxica. Os resultados obtidos foram determinados em
porcentagem para diferentes amostras, incluindo as fracdes 14 RI (precipitado
formado), 15 RI1 (Pcl), 16RI2 (Pc2), 17 RI 3 (Pc3), 18 RI 4 (Pc4) (Figura 28).

As cinco fragOes do extrato do meio cultivado submetidas ao teste de
citotoxicidade frente a linhagem de fibroblasto humano MRC5, nas concentracdes
de 50 pg/mL a 6,25 pg/mL, apresentaram elevada toxidade. Isso € possivel
verificar no grafico 1, em que estdo representadas as viabilidades das células
frente & cada fragéo, tendo sido considerado 100% viavel o controle de células.
Observa-se que a viabilidade das células MRC5 frente as amostras apresenta
atividade abaixo de 50% em todas as concentragcfes ensaiadas. Essa
porcentagem elevada de toxicidade nas concentracfes testadas para todas as
amostras foi superior inclusive a doxorrubicina (controle positivo), a droga de
referéncia. Em consequéncia disto, as fracdes ndo foram submetidas aos ensaios

de citotoxicidade frente as células tumorais.

MRCS5
100 ® ® e
90
80
14RI
70
—_ =——@=— 15 RI1
£
= 60 =@ 16 RI2
(=}
= so —8— 17 RI 3
= —— 18 RI4
< 40 =
= e,g,gse' « -4 -« Controle de célulA
-
30 e = o= o= = L
e DMSO
20 = e = = Dox(bROSA)
. ——
10 pamm—
o
50 ug 25ug 12,5ug 6.,25ug

Figura 28. Resultado da andlise de citotoxicidade das fragBes frente a célula MRC5.
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5.1.3 Teste antimicrobiano

Dez amostras denominadas Pc3 (1), C7 (2), D (3), E (4), F (5), G (6), J (7),
M (8), Pcl (9) e Pc4 (10), nas concentracbes de 2 mg/mL em 10 % de DMSO e
90 % de H20 destilada, foram submetidas ao teste antimicrobiano frente as cepas
da colegdo Cefar Diagnostica (CCCD): Pseudomonas aeruginosa (P 004) e
Enterococcus faecalis (E 002), onde as amostras C7 (2), D (3), E (4), F (5), G (6),
J (7), M (8) eram fragBes de Pc3.

As amostras M (8), Pc4 (10) e o antibiotico cloridrato de ciprofloxacino (C*)
apresentaram atividade frente a P. aeruginosa e E. faecalis, enquanto as
amostras D (3), E (4), G (6) e ampicilina (C*) apresentaram atividade somente

contra E. faecalis na concentragdo de 1mg/mL (Figura 31).

Figura 29. GRAM NEGATIVA — Pseudomonas aeruginosa. As fragdes correspondentes aos pogos

estdo no quadro 1
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Figura 30. GRAM POSITIVA — Enterococcus faecalis. As fragbes correspondentes aos pogos

estdo no quadro 1.

Quadro 4. Resultados do teste antimicrobiano

Patégenos/

J 1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |89 |10 |Cc- |cC+
Amostras Pc3 | C7 | D| E| F | G| J]| M|Pcl|Pca|Sem | Ant
Pseudomonas
aeruginosa(G-) 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1
Enterococcus
faecalis (G+) 0 0 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1
Legenda* 1= apresentou atividade 0= nédo apresentou atividade

Antibiose de extratos de Penicilium citrosulfuratum

& Ant
LL] ST
2 Pcd
CE . |
a M
™~ 1
w (el |
i . ___________________

e E i —

" D ———

O
.|

0 05 1 15 2 2.5
B Psevdomonas aeruginosa B Enterococcus foecalis

Figura 31. As amostras analisadas frente a Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecalis.
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Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa oportunista que
pode causar infec¢cdes em individuos com sistema imunoldgicos comprometidos
ou em ambientes hospitalares. E conhecida por sua resisténcia a diversos
antibidticos e sua capacidade de se adaptar rapidamente a diferentes ambientes o
qgue torna seu tratamento desafiador (Goncgalves & Goulart, 2021). Para combater
a P. aeruginosa, € crucial considerar a escolha de antibiéticos eficazes a fim de
evitar o desenvolvimento de resisténcia, no entanto, sua resisténcia vem
aumentando aos antibidticos, levando a necessidade de abordagens alternativas.
A Enterococcus faecalis, por sua vez, € uma bactéria Gram-positiva que
normalmente reside no trato gastrointestinal humano e, também, pode causar
infeccdes, principalmente em ambientes hospitalares. Assim como P. aeruginosa,
essa bactéria desenvolveu resisténcia a muitos antibitticos, incluindo a
vancomicina e, portanto, a busca por novos agentes terapéuticos € importante
para combater E. faecalis (Langaro, 2020).

Para ambos os casos, a prevencao de infec¢des hospitalares, controle de
infeccbes e 0 uso adequado de antibidticos sdo fundamentais para minimizar a
disseminacdo desses patdgenos, através do desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos, como produtos naturais, que podem ser explorados como

opcOes promissoras de combate as duas bactérias.

5.2 Parte quimica

5.2.1 Caracterizagao da citreoviridina

A citreoviridina, obtida da fracdo Pc3, foi caracterizada por meio de
fragmentacdo em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC/MS), item 4.9.2. Essa fracdo apresentou maximos de absor¢cdo no
comprimento de onda 385 nm. A banda em 385 nm, dentro da faixa de 380-440
nm é coerente com a absorcdo da cor violeta e permite observar a cor
complementar amarela, caracteristica da toxina, devida a presenca de suas

duplas ligacbes conjugadas (Figura 32).
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Figura 32. Estrutura da micotoxina citreoviridina.

O espectro de LC-MS apresentou o ion molecular protonado ([M+H]*) em
m/z 403. Através da fragmentacdo da molécula protonada com energia de coliséo
15% foram encontrados os ions em m/z: 315, 297, 285, 259, 193, 143 e 139
(Figura 33).

Este perfil de fragmentacdo é semelhante ao encontrado para o padrao
analitico de citreoviridina, onde os fragmentos em m/z 315,2 e 139,1 podem ser
selecionados como ions de quantificagdo e confirmacdo em analises de matrizes

alimenticias para esta micotoxina (Rocha, 2013).
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FRAGMENTACAOQO_403 #416-438 RT: 2.49-2.58 AV: 23 NL: 7.78E2
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Figura 33. Fragmentag¢do do ion m/z 403,3 (M+H) em fonte APCI.

O ion m/z 315,1, formado ap6s uma perda neutra de 88 daltons (Da),
correspondendo provavelmente a CsHsO2, que € possivel através da

fragmentacéo do anel de cinco membros (Figura 34).

Figura 34. Fragmentacdo do anel de cinco membros da citreoviridina.

A citreoviridina é uma micotoxina produzida por espécies fungicas
ascomycetas dos géneros Aspergillus e Penicillium. No ultimo género, a producéo
deste inclui P. charlesii, P. citreovidride, P. citreonigrum, P. pedemontanum e P.

pulvillorum. Esta toxina pode ser produzida quando esses fungos contaminam o
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arroz umido e outros grdos armazenados (lanaka et al. 2010), embora também
possa afetar as culturas no campo (Wicklow et al. 1984). Nos seres humanos,
causa beribéri cardiaco e também danifica o figado e os rins (Rosa et al. 2010). A
citreoviridina também esta relacionada a doenca de Keshan (Sun 2010), uma
cardiomiopatia caracterizada por episodios agudos ou crénicos que afeta
principalmente criancas e mulheres jovens e ocorre através do consumo de
cereais mofados. Testes realizados em laboratério sobre a acdo da
acetilcolinesterase (AChE), enzima que atua na propagacao do impulso nervoso
inativando a agdo do neurotransmissor acetilcolina hidrolisando em acetato e
colina, e ATPase, classe de enzimas que catalisam a decomposi¢ao do trifosfato
de adenosina (ATP), em cérebro de ratos (Datta & Ghosh 1981), apontaram que a
micotoxina atua como um inibidor dessas enzimas, em especifico ATPase em
mitocondria (Linnett et al. 1978), incluindo no coracéo (Sayood al. 1989).

A Citreoviridina é altamente toxica para os seres humanos (Nishie et al.
1988; Peraica et al. 2000), e também responsavel por danos da saude da
populacdo, especialmente em areas onde grados como arroz sdo consumidos em
alto volumes (Carajal-Moreno 2015; lamanaka et al. 2010). Isso levou a
imunocromatografia, método barato de detec¢éo doencgas infecciosas, horménios
e outros analitos em alimentos, usando anticorpos monoclonais (Li et al. 2020). E
provavel que os impactos em mamiferos sdo uma consequéncia acidental das
acOes de citreoviridina contra competidores potenciais, como Saccharomyces,
cuja substancia se liga especificamente em partes de suas ATPases (Gause et al.
1981), através da possivel protecdo do fungo contra a exposicéo a altos niveis de
luz UV (Andrade 2016).

Embora altamente toxico para os mamiferos (Ueno 2020), a citreoviridina
foi julgada como um agente de controle de malaria, através da capacidade de
atacar especificamente as mitocéndrias de Plasmodium (De Flombaum &
Stoppani 1981), e é conhecido por atacar especificamente células de cancer de
pulméo, deixando células saudaveis ilesas (Wu et al. 2013). Atua afetando a
dobragem de proteinas, o ciclo celular e a funcdo do citoesqueleto em tais
células, suprimindo o crescimento celular do cancer e a proteina quinase (ativada
por mitdgeno), a qual € regulada por sinalizacdo extracelular, através de

desfosforilagdo especifica de HSP90AB1 (membro citoplasmatico localizado no
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reticulo endoplasmético) e de serino 255 (proteina membro de uma familia de

enzimas proteoliticas) (Hu et al. 2015).

5.2.2. Caracterizagéo da isorugulosuvina

A amostra codificada como Pc3P5 (2,5 mg) apresentou-se como um sélido

amorfo de coloragcdo amarelo turvo. No espectro de massas no modo positivo

(Figura 35) foi observado um pico base de m/z 334, correspondente a um possivel

alcaloide. Quando submetido a fragmentacao, este ion apresentou perda inicial de

59 Da, seguida de 104 e 153 Da, gerando os fragmentos em m/z 275, 230 e 181,

respectivamente.
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Figura 35. Espectro de massas da amostra Pc3P5 (modo positivo).
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Figura 36. Espectro de massas da amostra Pc3P5 (modo negativo).

No espectro de RMN de 'H (Figuras 37 e 38), foram observados diversos

sinais naregiao de 6 6,5-8,5, sugerindo a presenca de anéis aromaticos. Aindano

espectro de RMN de 'H foi observado um sinal desblindado em & 10,89, além de

sinais de hidrogénios metinicos em & 3.97 (1H, m) e 3.85 (1H, m), e metilénicos
em 5 2.80 (1H, dd, 14,6, 4,6) e 2,52 (1H, m), e 2,46 (1H, dd, 13,3, 4,9) e 1,84 (1H,
dd, 13,4, 7).
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Figura 37. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CD30D) da amostra Pc3P5.
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Figura 38. Ampliacdo do espectro de RMN de 1H (500 MHz, CD30D) da amostra Pc3P5 na

regido de 5-7.5 ppm.
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No espectro de RMN de 13C (Figura 39) foram observados sinais de 20
carbonos, dos quais 8 se mostraram caracteristicos de anel inddlico (6 124,2,
108,6, 135,8, 111,1, 120,7, 118,2, 1185 e 127,3) e 4 de sistema
dicetopiperazinico (& 55,0, 55,4, 165,9, 166,6). Através do mapa de correlacéo
HSQC (Figuras 40 e 41) foram observadas correlagbes do hidrogénio do anel
inddlico em & 6,96 (1H, d, 2,2) com o carbono em & 124,2. Ainda no mapa de
correlacdo HSQC, foram observadas correlacbes para os hidrogénios metinicos
do anel dicetopiperazinico em & 3,97 (1H, m) e 3,85 (1H, m) com os carbonos em
0 55,0 e 55,4, respectivamente.

NMR-878-22_13C.ESP DMSIO—d6
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Figura 39. Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CD30D) da amostra Pc3P5.
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Figura 40. Mapa de contorno HSQC (500 MHz, CD30D) da amostra Pc3P5.
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Figura 41. Ampliacdo do mapa de contorno HSQC (500 MHz, CD30D) da amostra Pc3P5 na
regiao de 5,5-8 ppm.

Através do mapa de contorno HMBC (Figuras 42 e 43) foram observadas
correlagdes para o hidrogénio em & 6,96 (1H, d, 2.2) com os carbonos em &
108,6, 127,2 e 135,8, confirmando assim a presenca do anel indélico. Ainda no
mapa de contorno HMBC foram observadas correlagbes para o hidrogénio
metinico em & 3,97 (1H, m) com os carbonos em & 29,4, 108,6 e 166,6, e para 0
hidrogénio metinico em & 3,85 (1H, m) com os carbonos em & 39,5, 136,3, 165,9,
confirmando assim a conectividade entre o anel inddlico e o anel

dicetopiperazinico. Por fim, as correlacbes observadas entre os hidrogénios em &
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2,46 (1H, dd, 13,3, 4,9) e 1,84 (1H, dd, 13,4, 7) com os carbonos em & 554,
129,5, 136,3, 165,9 indicam a presenca de um anel aromatico terminal, o que

pode ser confirmado através das demais correlagdes no mapa de contorno HMBC
(Tabela 7).
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Figura 42. Mapa de contorno HMBC (500 MHz, CD30D) da amostra Pc3P5.
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Figura 43. Ampliagdo do mapa de contorno HMBC (500 MHz, CD30D) da amostra Pc3P5 na
regido de 5,5-8 ppm.

Todas os sinais e as correlacdes observadas nos espectros de RMN 1D e
2D séo coerentes com a estrutura do alcaldide isorugulosuvina (Figura 44). Os

dados de RMN de H obtidos sédo coerentes com dados da literatura (Auckloo et
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al., 2017.), embora com algumas necesséarias corre¢cdes destes, conforme as
correlagcdes observadas para a amostra Pc3P5 (Tabela 6). Quanto aos ensaios
biol6gicos, no que se refere a citotoxidade, a fracdo de origem Pc3 (17 RI 3)
apresentou alto teor toxicidade de acordo com a viabilidade celular determinada
(tem 4.10.2). Em relagdo ao teste antimicrobiano frente as cepas da colegéo
Cefar Diagnéstica (CCCD): Pseudomonas aeruginosa (P 004) e Enterococcus

faecalis (E 002), essa fracdo n&do apresentou atividade (Item 4.10.3).

Tabela 7. Dados de RMN de 1H e 13C da amostra Pc3P5.

Posicdo | H (mult,,J em Hz)2 | 13C2 HMBC? H (mult, J em
Hz)P
1-NH [10,89 (1H, s) - 108,6, 1242, 10,89 (s, 1H; NH)
127,3, 135,8
2 6,96 (1H, d, 2,1) 124,2 | 108,6, 127,2,|7,00-6,95 (m, 1H)
135,8
3 - 108,6 - -
3a - 127,3 - -
4 7,49 (1H, d, 8,0) 1185 | 108,6, 127,3, 7,31 (d, J=8,0 Hz,
120,7;135,8 1H)
5 6,99 (1H, td, 7,5,| 118,2 111,1,127,3 7,07 (t, J=6,8 Hz,
0,9) 1H),
6 7,07 (1H, td, 7,6, | 120,7 1185, 135,8 7,00-6,95 (m, 1H)
1,1)
7 7,32 (1H,d, 8,1) 1111 118,2,127,3 7,48 (d, J=8,0 Hz,
1H)
7a - 135,8 - -
8 2,80 (1H, dd, 14,6, | 29,4 55,0, 108,6, 124,2, 12,80 (dd, J=144
4,6) e 2,52 (1H, m) 127,3, 166,6 Hz, 40 Hz, 1H;
AB) e 254-243
(m, 1H; AB),
9 3,97 (1H, m) 55,0 29,4, 108,5, 166,6 |3,97 (brs, 1H)
10 - 166,6 - -
11-NH | 7,71 (1H, d, 2,4) - 55,0, 165,9 7,70 (br s, 1H; NH)
12 3,85 (1H, m) 55,4 39,5, 136,3, 165,9 |3,86 (brs, 1H),
13 - 165,9 - -
14-NH | 7,91 (1H,d, 2,2) - 55,4, 166,6 7,91 (br s, 1H; NH)
15 2,46 (1H, dd, 13,3, 39,5 55,4,129,5, 136,3, | 2,54-2,43 (m, 1H;
49) e 1,84 (1H, 165,9 AB) e 1,84 ppm
dd, 13,4, 7) (dd, J=13,2 Hz, 6,8
Hz, 1H; AB)
16 - 136,3 - -
17 6,71 (1H,6,7,1,8) | 1295 39,5, 126,1, 1295 [6,71-6,69 (m, 1H)
18 7,18 (1H, m) 1278 | 127.8 7,19-7,15 (m, 1H)
19 7,16 (1H, m) 126,1 | 1295 6,71-6,69 (m, 1H)
20 7,18 (1H, m) 1278 | 127.8 7,19-7,15 (m, 1H)
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| 21 | 6,71 (1H,6,7,1,8) | 1295 | 39,5,126,1,129,5 |7,19-7,15 (m,1H) |
a Experimento realizado a 500 MHz para 'H e 125 MHz para 13C em CD30D, utilizando TMS

como padr&o interno. POuchaou et al., 2015.

Figura 45. Estrutura da isorugulosuvina e suas correlacdes.
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A isorugulosuvina € um alcaloide dicetopiperazinico. Como grupo, 0s
alcaldides dicetopiperazinicos sdo produzidos por uma ampla variedade de
organismos, incluindo bactérias, fungos, esponjas, estrelas do mar, tunicados
(ascidios), algas vermelhas e até mamiferos (Huang et al. 2010). No entanto,
como 90% das bactérias gram-negativas sintetizam essas moléculas, € com esse
grupo que a maioria das pesquisas tem sido conduzida (de Carvalho & Abraham
2012). Em contraste, a isorugulosuvina € um isémero da rugulosuvina, um
alcaldide inddlico (que contém o nucleo indol) bioativo sintetizado apenas por
membros da familia de fungos ascomicetos Trichocomaceae (Kozlovsky, A. G. et
al. 2014).

Embora originalmente considerada sintetizada apenas por fungos
Penicillium (Dorner et al. 1980), a isorugulosuvina é agora conhecida por ser
sintetizada por outros membros da familia, incluindo Emericella dentata e E.
variecolor, espécies marinhas com variedades que séo simbidticas com esponjas
(Bringmann e outros 2003: Hamed et al. 2021). No entanto, a capacidade de
sintetizar isorugolosuvina parece amplamente distribuida no género Penicillium
(Kozlovskii et al. 2013a), com espécies conhecidas por sintetiza-la incluindo P.
piscarium (Kozlovskii et al. 2000); P. canescens e P. janczewskii (Nicoletti et al.
2007). A distribuicdo desta capacidade néo €, no entanto, onipresente, e por iSso
tem sido usada em estudos taxonémicos baseados em fitoquimica do género
(Kozlovskii et al. 2009; Nicoletti et al. 2007; Zhelifonova et al. 2010). Apesar de
originalmente o composto isorugulosuvina seja sintetizada exclusivamente por
membros do género Penicillium, ndo ha relatos de seu isolamento na espécie P.
citreosulfuratum.

Em mamiferos, foi demonstrado que a rugulosuvina se liga ao receptor 5-
HT1, que se liga a serotonina. Também conhecida como 5-HT, a serotonina é um
neurotransmissor, e esse receptor € expresso no cérebro, baco e rim neonatal de
mamiferos. Em contraste, a rugulosuvina demonstrou ter pouca afinidade de
ligagdo para os receptores a1 adrenérgicos e dopaminérgicos (Bartoccini et al.
2022). Enquanto isso, estudos in vitro mostraram que a isorugulosuvina inibe o
crescimento dos fungos patogénicos do solo Rhizoctonia solani (Nicoletti et al.
2007) e também pode prevenir a formacao de biofilme em esponjas marinhas que

hospedam fungos produtores de isorugulosuvina (Hamed et al. 2021). Tal
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atividade é uma caracteristica comum dos metabdlitos secundarios dos membros
desse género fungico (Kozlovskil et al. 2013b; Kumar et al. 2018; Rabha & Jha
2018) e tem uma ampla gama de potenciais aplicacdes médicas, além do bem
estabelecido uso antimicrobiano da prépria penicilina (Gupta & Rodriguez-Couto
2018; Mbaoiji et al. 2021).

5.2.3. Caracterizacdo da 10Z-isocitreoviridinol

A amostra codificada como Pc3H2 (4,1 mg) apresentou-se como um sélido
amorfo de coloragcdo amarela. No espectro de massas no modo positivo (Figura
46) foi observado um pico base de m/z 418. Quando submetido a fragmentacéo,
este ion apresentou perda inicial de 18 Da, seguida de 144 e 158 Da, gerando os

fragmentos em m/z 401, 275 e 261, respectivamente.
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Figura 46. Espectro de massas da amostra Pc3H2 (modo positivo).
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Figura 47. Espectro de massas da amostra Pc3H2 (modo negativo).

No espectro de RMN de H (Figuras 48 e 49) de Pc3H2 observou-se uma
mistura complexa, com um composto majoritario. Relativo a este composto, na
regido de hidrogénios aromaticos/olefinicos, verificou-se a presenca de 7 sinais
em o 7,14 (1H, dd, 14,9 e 11 Hz), 6,57 (1H, m), 6,55 (1H, m), 6,49 (1H, m), 6,42
(1H, ddd, 15,2, 10,8, 4,8), 5,99 (1H, d, 15,2) e 5,62 (1H, s). Além disso, foram
observados sinais de metilas em 1,19 (3H, d, 6,5), 1,23 (3H, s), 1,27 (3H, s), 1,18
(3H, s) e 2,00 (3H, s), e de uma metoxila em & 3,90 (3H, s).
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Figura 48. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CD30D) da amostra Pc3H2.
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Figura 49. Ampliacdo do espectro de RMN de 1H (500 MHz, CD30D) da amostra Pc3H2 na
regido de 5-7.5 ppm
No espectro de RMN de 13C (Figura 50) foram observados 23 sinais

majoritarios, dos quais 3 se mostraram caracteristicos de anel a-pirona (6 89,2,



73

166,4 e 173,2) e 8 de sistema octa-1,3,5,7-tetraeno (6 109,8, 120,3, 129,4, 132 4,
137,1, 139,1, 143,5, 155,9), sugerindo a presenca de um esqueleto policetideos
do tipo a-pirona (Auckloo et al., 2017). Através do mapa de correlacdo HSQC
(Figuras 51 e 52) foi observada correlacdo do hidrogénio em 6 5,62 (1H, s) com o
carbono em & 89,2 do anel a-pirona. Ainda no mapa de correlagdo HSQC, foram

observadas correlacdes para os hidrogénios em & 6,55, 7,14, 6,49, 6,57, 6,42 e

5,99 com os carbonos do sistema octa-1,3,5,7-tetraeno em 6 120,3, 137,1, 132,4,
139,1, 129,4 e 143,5, respectivamente.
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Figura 50. Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CD30D) da amostra Pc3H2.
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Figura 51. Mapa de contorno HSQC (500 MHz, CD30D) da amostra Pc3H2
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Figura 52. Ampliagdo do mapa de contorno HSQC (500 MHz, CD30D) da amostra Pc3H2 na
regido de 5,5-8 ppm.

A confirmacdo da estrutura como um analogo de citreoviridina se deu a
partir das correlagdes a longa distancia entre os hidrogénios da metila em 6 2,00,
caracteristica deste tipo de esqueleto, com os carbonos em & 173,2, 1559 e
109,8 do anel a-pirona e auséncia de outros sinais de metila no espectro (Auckloo
et al., 2017). Ainda no mapa de contorno HMBC (Figuras 53 e 54) foi observada
correlacdo a longa distancia entre o hidrogénio em & 5,99 do sistema octa-1,3,5,7-

tetraeno e o carbonos em 6 74,3 e 87,5 de um suposto sistema glicosidico.
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Figura 53. Mapa de contorno HMBC (500 MHz, CD30D) da amostra Pc3H2.
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Figura 54. Ampliagdo do mapa de contorno HMBC (500 MHz, CD30D) da amostra Pc3H2 na

regido de 5,5-8 ppm.

A partir da comparacdo dos dados obtidos (Tabela 7) com dados da

literatura (Auckloo et al., 2017.), a amostra Pc3H2 foi identificada como sendo o

policetideo 10Z-isocitreoviridinol (Figura 55). Assim como a substancia

supracitada isorugulosuvina, quanto aos ensaios biologicos, no que se refere a

citotoxidade, a fragdo de origem Pc3 (17 RI 3) apresentou alta toxicidade no

ensaio de viabilidade celular (ltem 4.10.2). Em relacdo ao teste antimicrobiano

frente as cepas da colecéo Cefar Diagnostica (CCCD): Pseudomonas aeruginosa

(P 004) e Enterococcus faecalis (E 002), Pc3 (17 RI 3) ndo apresentou atividade

(Item 4.10.3).
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Posicdo | *H (mult,, Jem Hz)2 | 13Ca HMBC? H (mult, J em
Hz)P
1 1,19 (3H, d, 6,5) 13,2 80,1, 87,7 1,16 (3H, d,
6,43)

2 4,08 (1H, g, 6,5) 80,1 - 4,04 (1H, m)

3 - 84,3 - -

4 4,02 (1H, s) 79,1 |80,1, 84,3, 87,5,]3,98 (1H,s)
84,3

S - 87,5 - -

6 3,63 (1H, s) 91,0 |79,1, 87,5, 74,3,]3,60 (1H,s)
87,5

7 - 74,3 - -

8 5,99 (1H, d, 15,2) 1435 |91,0,74,3,129,4, |6,10 (1H, m)
139,1, 87,5

9 6,42 (1H, ddd, 15,2, 129,4 |74,3,1435, 1391, | 6,41 (1H, m)

10,8, 4.8) 1324

10 6,57 (1H, m) 139,1 | 1435, 129.4, | 6,57 (1H, m)
1324,137,1

11 6,49 (1H, m) 132,4 |129,4,139,1, 6,49 (1H, m)
137,1,120,3

12 7,14 (1H, dd, 149 e| 137,1 | 139,11, 132,4,|7,14 (1H, dd,

11,0) 120,3, 155,9 14,08 e 10,99)

13 6,55 (1H, m) 120,3 | 132,4, 137.1, 6,55 (1H, m)
155,9, 109,8

14 - 1559 - -

15 - 109,8 - -

16 - 173,2 - -

17 5,62 (1H, s) 89,2 109,8, 173,2,| 5,62 (1H,s)
166,4

18 - 166,4 - -

19 - 84,3 80,1,84,3, 79,1 1,27 (3H, s)

20 4,02 (1H, s) 791 |791,875,91,0 1,29 (3H, s)

21 - 87,5 91,0,74,3,1435 1,26 (3H, s)

22 3,63 (1H, s) 91,0 |155,9, 109,8, | 2,00 (3H, s)
173,2

23 - 743 | 1732 3,90 (3H, s)

a Experimento realizado a 500 MHz para 'H e 125 MHz para 3C em CD30D, utilizando

TMS como padréo interno. PAuckloo et al., 2017.
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Figura 56. Estrutura do 10Z-isocitreoviridinol e suas correlagdes.

Citreoviridinol € um derivado da micotoxina citreoviridina, um polieno
amarelo fluorescente e neurotdéxico produzido por espécies de Aspergillus e
Penicillium (Datta & Ghosh 1981; Magan & Olsen 2004), e que interfere no
metabolismo do ATP em mamiferos (Wu et al. 2013). A presenca de citreoviridina

tem sido utilizada na taxonomia quimica de Penicillium (Peterson et al. 2015).
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Embora possa infectar alimentos armazenados e suas plantacdes pés-mae (Rosa
et al. 2010; Wicklow et al. 1988, respectivamente) e causar beribéri (Uraguchi
1969), a substancia também demonstrou possuir atividade farmacoldgica contra
tumores no pulmao humano (Wu 2013). A estrutura da citreoviridina foi publicada
pela primeira vez por Sakabe et al. (1964). A producédo, purificacdo e
caracterizacdo espectrografica foi relatada por Rocha (2013). A citreoviridina tem
varios isémeros, incluindo a isocitreoviridina (Nagel et al. 1972).

Citreoviridinol € um composto heteropoliciclico aromatico de 3 anéis,
pertencente a classe de compostos organicos conhecidos como 1,4-dioxepanos.
Estes sdo dioxepanos com os dois a&tomos de oxigénio do anel na posicédo 1 e 4,
respectivamente. A formula molecular € C23H3007, com uma massa molecular de
418.5. O nome IUPAC e: 4-metoxi-5-metil-6-[(1Z,3E,52)-6-{4,7,8-trihidroxi-1,3,5-
trimetil-2,6-dioxabiciclo[3.2.1]octan-3-il}hexa-1,3,5-trien-1-il]-2H-piran-2-ona.
Seguindo Yannai (2004), citreoviridinol tem as seguintes propriedades:
solubilidade em agua 0.12 g/L; refratividade 113.08 m3-mol™%; superficie polar
114.68A2, Seus constituintes espectrais  estdo  disponiveis em
https://contaminantdb.ca/contaminants/CHEM029278.

Citreoviridinol foi identificado pela primeira vez por Niwa et al. (1981). Tanto
a citreoviridina quanto o citreoviridinol sdo derivados do precursor citreomontanina
(Patel & Pattenden 1991). Assim como a citreoviridina, o citreoviridinol € um
policetideo que contém uma porgao a-pirona ligada a um oxaciclo oxidativamente
funcionalizado por um ligante de polieno (Bin Go & Tang 2020). Sintese do 2,6-
dioxabiciclo [3.2. 1] unidade de octanagem do citreoviridinol foi relatada por
Bowden & Pattenden (1985). Nishiyama et al. (1985a) forneceram estudos
estruturais e conformacionais de citreoviridinol, e Nishiyama et al. (1986)
relataram a sintese da substancia.

Citreoviridinol foi usado por Houbraken et al. (2011) na taxonomia quimica
de Penicillium (secdo Citrina). Varios derivados quimicos e compostos
estruturalmente semelhantes foram relatados (Nishiyama et al. 1985b; Forbes et
al. 1991). Vias biossintéticas potenciais foram investigadas por Ebenezer &
Pattenden (1992).

Citreoviridinol e outros compostos do tipo citreoviridina contendo uma

fracdo 2,8-dioxabiciclo [3.2.1] octano, podem ser usados em quimioterapia de


https://contaminantdb.ca/contaminants/CHEM029278
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cancer de mama (Mar'yasov, et al. 2021). A producdao in vitro de tais substancias
podem ser induzida pelo estresse de colbnias de Penicillium apropriadas (ul
Hassan et al. 2019), que podem desencadear a ativacdo de grupos de genes
especificos responsaveis pela sintese de substancias que, de outra forma,

permaneceriam ndo expressas (Aukloo et al. 2017).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os fungos endofiticos, em particular a linhagem M167 de Penicillium
citreosulfuratum (LabMicrA 1245) investigada neste estudo, sdo uma fonte valiosa
de metabolitos secundarios tais como policetideos e alcaloides com atividades
biol6gicas diversas.

Os resultados obtidos evidenciam o potencial promissor dos fungos
endofiticos do género Penicillium, presentes na regido amazodnica, como uma
fonte de produtos naturais com aplicacdes biotecnoldgicas.

As analises por RMN e MS se mostraram essenciais para elucidar e
caracterizar a citreoviridina, um policetideo, na fracdo Pc3, bem como guiar o
isolamento e caracterizar o alcaloide isorugulosuvina e o policetideo 10Z-
isocitreoviridinol através do fracionamento cromatografico.

Quanto aos testes bioldgicos, a amostra matriz (Pc3) ndo demonstrou
atividade larvicida, e no teste citotdxico, exibiu uma alta porcentagem de
toxicidade. O teste microbiano revelou que as amostras M (fracdo de Pc3) e Pc4
exibiram atividade contra P. aeruginosa e E. faecalis, enquanto as amostras D, E
e G (fracbes de Pc3) demonstraram atividade somente contra E. faecalis. Isso
ressalta a importancia da pesquisa de novos produtos naturais como agentes
antimicrobianos e promissoras alternativas para combater essas bactérias que
apresentam resisténcia aos antibiéticos convencionais.

Apesar das contribuicbes deste estudo, € necessario realizar pesquisas
adicionais para explorar melhor o potencial da linhagem estudada e da
diversidade dos fungos endofiticos na regido amazbnica e aproveitar seu

potencial de forma mais efetiva.
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