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RESUMO

ANDRIOLI, W. J. Otimizacdo das condi¢es de cultivo de Beauveria bassiana e
Mycoleptodiscus indicus visando a producdo de metabolitos com atividades
antimicrobiana, antiparasitaria e antitumoral. 2012. 230f. Tese (Doutorado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

Sabe-se que micro-organismos sdo vistos como promissoras fontes de moléculas bioativas,
incluindo-se nesse grupo fungos endofiticos e também entomopatogénicos. Desse modo, foram
selecionados o fungo entompatogénico Beauveria bassiana e o fungo endofitico Mycoleptodiscus
indicus. Numa primeira etapa foram prospectadas condi¢Ges de cultivo favoraveis a obtencéo de
metabdlitos secundarios com atividade bioldgica. Este trabalho foi guiado por ensaios bioldgicos
e analises cromatogréficas. As fracdes obtidas nos cultivos de escala ampliada foram submetidas a
ensaios biologicos (leishmanicida, antimalérico, antimcrobiano e citotdxico). As fracdes
diclorometanicas e em acetato de etila de ambos os fungos apresentaram resultados promissores
em ensaios antitumorais e leishmanicidas. Em seguida, estas fracfes foram submetidas a
processos cromatograficos que permitiram o isolamento de substancias, cujas estruturas quimicas
foram elucidadas por meio do uso de técnicas de RMN, espectrometria de massas, UV, IV,
rotacdo optica (op) e difracdo de raio-X. A partir de cultivos de B. bassiana foram obtidos
compostos da classe das piridonas: piridovericina, piridovericina-N-O-(4-O-metil-$-D-
glucopiranosideo) e 15-desdxi-piridovericina, sendo os dois ultimos inéditos; e das aloxazinas:
7,8-dimetilaloxazina (lumicromo) e 1-metil-11-hidroxilumicromo, sendo este inédito. A partir dos
cultivos de M. indicus foram obtidas substancias de duas classes: cromenos e azafilonas. Neste
trabalho foram isolados derivados cromenos: eugenitina, 6-metdxieugenina e 9-hidroxieugenina,
0s quais tém sido isolados de uma ampla variedade de plantas e fungos. As azafilonas sdo uma
classe estruturalmente diversa de metabdlitos flngicos, conhecidos pigmentos com estrutura
pirano-quinona que contém um nucleo biciclico altamente oxigenado e um centro quiral
quaternario. Foram obtidas duas azafilonas conhecidas: austidiol e austidiol diacetato (produto de
acetilacdo); e trés azafilonas inéditas: dimero de austidiol, austidiol diidroisocumarina e austidiol
cromeno. As trés azafilonas inéditas de M. indicus apresentam um padrdo ndo usual de conexado
entre dois policetideos aromaticos, uma ponte metilénica. O isolamento de tais moléculas reforca
a hipotese de que a biossintese ocorra com a participacdo de uma molécula de formaldeido. As
substancias purificadas foram submetidas aos ensaios biolégicos para confirmar o potencial de
suas fracBes geradoras. No ensaio citotdxico as azafilonas austidiol e austdiol diacetato e a
piridona piridovericina mostraram-se ativas contra as linhagens tumorais avaliadas, embora em
concentracGes superiores aos padrdes utilizados. Além disso, apresentaram algum grau de
seletividade (ndo tdxicas para linfocitos humanos). Também nos ensaios leishmanicidas, austidiol,
austidiol diacetato e piridovericina mostraram-se ativos, embora em niveis inferiores aos
leishmanicidas padrfes. De modo que, pode-se considerar que as azafilonas e piridonas sdo bons
compostos lideres para a busca de agentes citotoxicos e leishmanicidas, uma vez que estas classes
de compostos possuem dinamicidade biolégica. Por fim, o isolamento e elucidacdo de novos
metabolitos das classes azafilonas e piridonas contribuem para o enriquecimento destas
importantes classes de metabdlitos fungicos, ao mesmo tempo, que evidenciam a importancia dos
fungos endofiticos e entomopatogénicos na quimica de produtos naturais.

Palavras-chave: Aloxazinas, azafilonas, Beauveria bassiana, cromenos, Mycoleptodiscus
indicus e piridonas.



ABSTRACT

ANDRIOLI, W. J. Optimization of culture conditions of Beauveria bassiana and
Mycoleptodiscus indicus aiming the production of metabolites with antimicrobial,
antitumor and antiparasitic activity. 2012. 230l. Thesis (PhD). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2012

It is known that microorganisms are considered as promising source of bioactive molecules
and endophytic and entomopathogenic fungi are included in this group. Therefore, we
selected the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana and the endophytic fungus
Mycoleptodiscus indicus to initiate the prospection aiming to determine the favorable growing
conditions to obtain secondary metabolites with biological activity. This work was guided by
biological assays and chromatographic analysis. The fractions obtained in the cultivation in a
large scale were subjected to biological tests (leishmanicidal, antimalarial, antimicrobial and
cytotoxic). The dichloromethane and ethyl acetate fractions of both fungi showed promising
results in antitumor and leishmanicidal assays. Then, these fractions were subjected to
chromatographic processes that allowed the isolation of compounds whose chemical
structures were elucidated through the use of NMR techniques, mass spectrometry, UV, IR,
aD, and X-ray diffraction. From cultures of B. bassiana were obtained compounds from the
pyridone class: pyridovericin, pyridovericin-N-O-(4-O-methyl-5-D-glucopyranoside) and
pyridovericin-15-deoxy, being the latter two novel compounds; and alloxazine class: 7,8-
dimethylalloxazine (lumichrome) and 1-methyl-11-hydroxylumichrome, being this last one
unprecedented. From M. indicus cultures were obtained compounds from two classes:
azaphilone and chromene. In this thesis we report the derivatives eugenitin, 6-
methoxyeugenin and 9-hydroxyeugenin, which have been isolated from a wide variety of
plants and fungi. Azaphilones are a class of structurally diverse fungal metabolites, known
pigments with pyran-quinone structure and contains a highly oxygenated bicyclic core and a
chiral quaternary center. Then, we obtained two known azaphilones: austdiol and austdiol
diacetate (product of acetylation), and three unprecedent azaphilones: austdiol dimer, austdiol
dihydroisocoumarin and austdiol chromen. The three new azaphilones from M. indicus have
an unusual pattern of connection between two aromatic polyketides, a methylene bridge. The
isolation of these molecules reinforces the hypothesis that the biosynthesis occurs with the
participation of one formaldehyde molecule. The purified compounds were submitted to
biological assays. In the cytotoxic assay the azaphilones austdiol and austdiol diacetate, and
the pyridone pyridovericin displayed activity against tumor cell lines, although at higher
concentrations than the standard compounds used. Moreover, there was some degree of
selectivity, since the assayed compounds were not toxic to human lymphocytes. Also in
leishmanicidal assays, austdiol, austdiol diacetate and pyridovericin displayed activity,
although at levels lower than leishmanicidal standards. Thereby, it can be considered that
azaphilone and pyridone compounds are good leader compounds to search for cytotoxic and
leishmanicidal agents, since these classes of compounds have biological dynamicity. Finally,
the isolation and elucidation of new metabolites belonging to azaphilone and pyridone classes
contribute to the enrichment of these important fungal metabolites and, likewise, this study
demonstrates the importance of endophytic and entomopathogenic fungi in natural products
chemistry.

Keywords: Alloxazines, azaphilones, Beauveria bassiana, chromenes, Mycoleptodiscus
indicus and pyridones.
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1. INTRODUCAO
1.1 Produtos Naturais

O uso de produtos naturais como agentes terapéuticos na medicina moderna tem declinado
bruscamente nas ultimas décadas, principalmente do século passado. No entanto, pesquisas
por moléculas naturais bioativas (animais, micro-organismos e plantas) ainda desempenham
um papel imprescindivel na prospec¢do de novos agentes terapéuticos. Com o emprego de
técnicas modernas, instrumentacdo e automacdo no isolamento e elucidacdo estrutural, a
humanidade tem em maos um enorme e diversificado banco de produtos naturais. Em
paralelo, a biologia tem contribuido com enorme progresso para a expansao das fronteiras do
conhecimento. Uma interface destas duas areas do conhecimento constitui uma valiosa mola
propulsora na pesquisa dos compostos elaborados pela natureza (Dev, 2010).

A importancia dos produtos naturais tem sido amplamente discutida em diversas revisdes.
O valor dos produtos naturais pode ser mensurado usando trés critérios: (1) o nivel de
introdugdo de novas entidades quimicas de ampla diversidade estrutural, incluindo aquelas
gue servem como protdtipo para compostos semissintéticos e sintéticos, (2) o nimero de
doencas tratadas ou prevenidas por estas substancias, e (3) sua frequéncia de uso para o
tratamento de doencas (Chin et al., 2006)

Uma analise da origem de medicamentos desenvolvida entre 1981 e 2002 mostrou que 0s
produtos naturais ou medicamentos derivados de produtos naturais abrangeram 28% de todas
as novas entidades quimicas (NEQ) lancadas no mercado. Em adicdo, 24% destas novas
entidades quimicas eram compostos sintéticos ou imitacGes de produtos naturais, baseados no
estudo de grupos farmacoféricos relacionados aos produtos naturais. Esta porcentagem
combinada (52% de todos os NEQs) sugere que 0s produtos naturais sdo importantes fontes
para novos farmacos e também sdo excelentes compostos prototipos, apropriados para
processos de modelagem molecular durante o desenvolvimento de medicamentos. A vasta
proporcao de produtos naturais na descoberta de farmacos tem surgido de diversas estruturas e
intrincados esqueletos carbdnicos. Metabolitos secundarios de fontes naturais sdo elaborados
dentro de sistemas vivos e frequentemente concebidos como sendo mais “farmaco-
semelhante” e tendo maior efeito biologico quando comparado a moléculas totalmente
sintéticas, o que faz deles bons candidatos para o desenvolvimento de outros farmacos (Chin
et al., 2006).

Uma avaliacdo minuciosa das indicacfes médicas observando as origens dos compostos
utilizados tem demonstrado que os produtos naturais e farmacos relacionados sdo usados para

tratar 87% de todas as categorias de doencas humanas (48/55), incluindo antimicrobianos,
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anticancerigenos, anticoagulantes, antiparasitarios, agentes imunossupressores, entre outros.
N&o havia relatos sobre produtos naturais e fArmacos relacionados para outras sete categorias
(anestésicos, antiangina, anti-histaminicos, ansioliticos, queladores e antidotos, diuréticos e
hipnoticos) de 1981 a 2002. No caso de agentes antimicrobianos, produtos naturais tém dado
grande contribuicdo no direcionamento de tratamentos ou como base para processos de
modificacdo via sintese. Dos 90 farmacos deste tipo que se tornaram comercialmente
disponiveis nos Estados Unidos ou foram aprovadas no mundo entre 1981 e 2002, cerca de
80% tém origem a partir de produtos naturais (Chin et al., 2006).

Newman e Cragg (2007) analisaram a origem de farmacos desenvolvidos e aprovados
pelo FDA (Food and Drug Administration) entre 1981 e 2006 e concluiram que 63% das
pequenas moléculas consideradas como novas entidades quimicas apresentavam alguma
correlacdo com produtos naturais. Destes farmacos, 6% sdo totalmente originarios de produtos
naturais, 28% séo derivados semissintéticos e 29% séo derivados miméticos ou de sintese
total, porém foram baseados nos grupos farmacoféricos de produtos naturais (Newman e
Cragg, 2007).

Recentemente, Ganesan (2008) reavaliou os dados publicados por Newman e Cragg em
2007, aplicando filtros para analisar de fato as contribui¢6es inovadoras dos produtos naturais
na terapéutica apds 1970. Desta andlise resultaram 24 farmacos (produtos naturais ou
derivados semissintéticos), dos quais 54% (n= 13) foram obtidos de actinobactérias de solo,
21% de plantas, 17% de fungos e 8% de bactérias. Estes dados demonstram o grande
potencial dos micro-organismos como fonte de obtencdo de novos produtos naturais com

aplicacdo farmacéutica (Figura 1).

m Actinobactéria

m Planta

m Fungo
Bactéria

21%

8% 17%

Figura 1. Distribui¢do dos farmacos inovativos derivados de produtos naturais.
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A frequéncia do uso de produtos naturais no tratamento e/ou prevencdo de doencas pode
ser mensurado pelo ndmero e/ou valor econdémico das prescricbes, a partir das quais a
amplitude de preferéncia e/ou efetividade dos farmacos pode ser estimada indiretamente. De
acordo com um estudo de Grifo e colaboradores (1997), 84 de um representativo grupo de
150 farmacos prescritos nos Estados Unidos cairam dentro da categoria de produtos naturais
ou a esses relacionados. Elas foram prescritas predominantemente como: antialérgicos,
agentes pulmonares/respiratérios, analgésicos, farmacos cardiovasculares e para doencas
infecciosas. As vendas de duas categorias de agentes quimioterdpicos derivados de plantas
foram responséveis por aproximadamente um terco do total das vendas mundiais de farmacos
anticancer. Algo em torno de U$ 3 bilhdes em 2002; isto é, os taxanos, paclitaxel e docetaxel,

bem como os derivados de camptotecina, irinotecan e topotecan (Chin et al., 2006).

1.2 Micro-organismos

Até o desenvolvimento da penicilina no inicio dos anos 40, muitos dos farmacos
derivados de produtos naturais foram obtidos de plantas. O sucesso da penicilina no
tratamento de infeccBes levou a uma expansdo na area de descoberta de farmacos a partir de
micro-organismos. Micro-organismos terrestres sdo abundantes fontes de substancias
bioativas com diversidade estrutural, e tém provido ampla contribuicdo para a descoberta de
agentes antimicrobianos incluindo penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos, tetraciclinas
e policetideos. Aplicacdo terapéutica de metabdlitos de micro-organismos tem expandido para
agentes imunossupressores (ciclosporinas e ripamicina), agentes redutores de colesterol
(lovastatina e mevastatina), agentes antihelminticos (ivermectina), um agente antidiabético
(acarbose) e agentes anticancer (pentostatina, peplomicina e epirrubicina) (Chin et al., 2006).

Micro-organismos produzem alguns dos mais importantes medicamentos ja
desenvolvidos. Eles sdo fonte de tratamento para infeccdes fungicas e bacterianas (ex.,
penicilina, eritromicina, estreptomicina, tetraciclina, vancomicina, anfotericina), cancer (ex.,
daunorrubicina, doxorrubicina, mitomicina e bleomicina), imunossupressores (ex.,
ciclosporina, FK-506, ripamicina) e redutores de colesterol (ex., estatinas como lovastatina e
mevastatina) (Figura 2). Os produtos naturais microbianos sdo notaveis ndo somente por seu
potencial terapéutico, mas também pelo fato deles frequentemente possuirem propriedades
farmacocinéticas desejaveis, as quais sdo requeridas para o desenvolvimento clinico (Farnet,
2005).

Fermentacdo microbiana € um método para producdo comercial de certos produtos que

sdo gerados em quantidades substanciais (Weiss e Edwards, 1980; Strhol, 1997; Leeper, 2000;
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Liese et al., 2000; Schereiber, 2000). O mercado mundial de estatinas gira em torno de 15
bilhdes de dodlares. O total do mercado farmacéutico excede os 400 bilhdes de dodlares e
continua a crescer mais rapido do que a média da economia mundial. Neste ambito a
biotecnologia esta diretamente envolvida nos processos de producdo de muitos destes

farmacos (Gavrilescu e Chisti, 2005).

Penicilina G
(Penicillium notatum)

Daunorrubicina

Mevastatina (Streptomyces caeruleorubidis)

(Penicillium citrinum)

N(CHjs),

Eritromicina
(Streptomyces erythreus) Ripamicina
(Streptomyces hygroscopicus)

Figura 2. Metabolitos microbianos utilizados na clinica e seus respectivos micro-organismos
produtores.

A introducdo de antibidticos sulfonamidas nos anos 30 e da penicilina nos anos 40
revolucionou a pratica médica pelo decréscimo dramatico das taxas de mortalidade associadas
a infeccOes bacterianas. Estas descobertas conduziram as pesquisas para novas classes de
farmacos antimicrobianos conhecidos atualmente, sendo que muitos foram derivados de
produtos naturais. Dado este sucesso, € surpreendente notar que apenas trés novas classes de
antimicrobianos, o antibiotico topico mupirocina em 1985, a oxazolidinona linezolida em
2000 e o lipoptetideo daptomicina em 2003, tenham entrado no mercado desde 1970. Entre
1986 e 2006 houve um declinio de 56% no nimero de antibidticos aprovados anualmente pelo

Food na Drug Adminstration (FDA) e ao longo da década compreendida entre 1996 e 2006,
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apenas 22 novos farmacos antimicrobianos foram lancados. Destes 12 foram derivados de
produtos naturais pertencentes a cinco diferentes classes (f-lactama, estreptogramina,
macrolideos, tetraciclinas e daptomicinas), enquanto os 10 farmacos sintéticos lancados
pertencem a apenas duas classes de antimicrobianos, sendo que nove pertencem a classes das
quinolonas (Butler, 2006).

Os micro-organismos endofiticos s&o relativamente pouco estudados e considerados como
fonte alternativa de grande potencial de produtos naturais, contribuindo na descoberta de
novas moléculas biologicamente ativas das mais variadas classes quimicas com acéo
antimicrobiana, antiflngica, antitumoral, anti-inflamatéria, antioxidante, entre outras
(Wiyarutta et al., 2004; Firdkova et al., 2007; Gallo et al., 2008; Gallo et al., 2009).

A palavra endofitico é origindria do grego (éndon + phyton), significando “dentro da
planta”. O termo abrange principalmente bactérias e fungos que convivem de forma
simbiodntica com a planta hospedeira (Tan e Zou, 2001; Owen e Hundley, 2004; Schultz e
Boyle, 2005; Firdkova et al., 2007). A comunidade endofitica, ao contrario dos micro-
organismos patogénicos, ndo causa fitopatogenias aparentes a seus hopedeiros, podendo ser
patogenos latentes, mutualisticos, comensalistas e/ou saprofiticos (Bacon e White, 2000;
Schultz e Boyle, 2005; Kogel et al., 2006). Os enddéfitos, com excec¢do dos transmitidos pelas
sementes (transmissao vertical) penetram primariamente através da zona radicular, embora
micro-organismos do ar possam utilizar aberturas naturais como estdmatos e hidatodios
presentes nas partes aéreas da planta como folhas, caule, cotilédones, flores e frutos
(transmissdo horizontal). Os micro-organismos podem permanecer préximos ao local de
entrada ou se disseminarem pelo sistema vascular, alojando-se intra e/ou intercelularmente
(Bacon e White, 2000; Zinniel et al., 2002; Saikkonen et al., 2004; Marinho et al., 2005).

1.3 Beauveria bassiana

Fungos patogénicos a insetos sdo um grupo de micro-organismos ecologicamente
especializados e parecem ser uma interessante fonte de compostos biologicamente ativos
como inseticidas (Roberts, 1981) e imunossupressores (Fujita et al., 1994; lijima et al., 1992),
pois todas as ordens de insetos sdo suscetiveis a infecgdes por fungos (Takahashi et al., 1998).

O fungo entomopatogénico Beauveria bassiana é uma conhecida estratégia comercial
para o controle bioldgico de importantes pragas da agricultura e de insetos vetores de doencas
animais e humanas (Fan et al., 2011). Além do interesse como agente biolégico para o
controle de pragas, é conhecido que algumas linhagens de B. bassiana podem catalisar

reacOes de hidroxilacdo, reducéo e oxidacgdo (Olivo et al., 2003; Osorio-Lozada et al., 2008;
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Zhan e Gunatilaka, 2008). Além de ser usado como agente microbiano para controle de
pragas (insetos) por todo o mundo, B. bassiana tem provido praticamente o Unico controle
microbiano contra gafanhotos, os quais sdo acometidos por poucas doencas bacterianas ou
virais conhecidas (Mason e Erlandson, 1994; Lomer et al., 2001; Quesada-Moraga, 2002,
apud Quesada-Moraga e Vey, 2004).

Fungos entomopatogénicos secretam ampla gama de metabolitos téxicos em meios de
cultura artificiais e, em poucos casos, in vivo (Mazet et al., 1994; Vey, 1998; Vey et al.,
2001). Muitas das toxinas de fungos descritas sdo metabolitos secundarios de baixo peso
molecular (Figura 3), sobretudo peptideos ciclicos, apresentando propriedades antibi6ticas ou
inseticidas (Strasser et al., 2000; Vey et al., 2001, apud Quesada-Moraga e Vey, 2004).

HO

N O OH
H

Piridovericina Piridomacrolidina

Figura 3. Metabdlitos isolados de culturas de Beauveria bassiana.

Beauvericina e dois ciclodepsipeptideos analogos, beauvericina A e beauvericina B,
contendo acido 2-hidréxi-3-metilfenilpentandico como um de seus residuos constituintes
foram isolados como os principais componentes toxicos para insetos a partir de extratos do
fungo Beauveria bassiana (Figura 4). A toxina ciclodepsipeptideo (beauvericina) é conhecida
por ser produzida por diversos fungos, incluindo Beauveria bassiana (hifomiceto), a qual
apresenta atividade frente a larvas do mosquito Aedes aegypti (Gupta et al., 1995).

Um inibidor de agregacdo plaquetaria, bassiatina, foi obtido de caldos de cultivo de
Beauveria bassiana, o qual foi isolado de amostra de solo coletada na provincia de Yunna,
China. A estrutura da bassiatina foi determinada como (3S,6R)-4-metil-6-(1-metiletil)-3-
fenilmetil-1,4-peridroxazina-2,5-diona (Figura 4). A substancia inibiu a agregacdo de

plaquetas de coelhos ADP-induzida com Cls de 1.9 x 10* M (Kagazimono et al., 1995).
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Figura 4. Metabdlitos isolados de culturas de Beauveria bassiana.

1.4 Mycoleptodiscus indicus

Mycoleptodiscus indicus € um fungo tropical ou subtropical de dificil cultivo e
identificacdo, trata-se de um agente etiolégico de feohifomicose associado com plantas que
em condicBes ideais causa infeccdo subcutdnea em pacientes imunocomprometidos. M.
indicus € uma espécie que ocorre em folhas de plantas hospedeiras, principalmente, mas ndo
exclusivamente em monocotiled6neas (Sutton, 1973). O fungo produz esporoddquios e nao
esclerodios em meio de cultura ou em substrato natural, assim como fazem outras espécies de
Mycoleptodiscus, M. terrestris e M. sphericus (Ellis, 1976; Ostazeski, 1967; Sutton, 1973).
Esporodoquios de M. indicus estdo associados com amplas lesdes em folhas de Zamia spp
(Cycadofita americana) e em outras plantas monocotiledéneas. Zamia é um género de cerca
de 40 espécies de pequenas plantas classificadas na familia Zamiaceae da classe Cycadophyta
das gimnospermas. Estas pequenas plantas sdo encontradas ao longo da costa da Carolina do
Sul, Flérida, México, e ao norte e noroeste da America do Sul. Tambeém esta presente na
india, Sudeste da Asia e partes da Africa. M. indicus tem sido isolado em culturas a partir de
lesGes em folhas de Zamia ssp. As culturas em extrato malte desenvolveram esporoddquios e
conidios ap6s diversas semanas de tratamento com UV, mas a producdo de esporodoquios e

conidios ndo foram consistentes (Padhye et al., 1995)
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No Canad& foi reportado um caso de artrite séptica causada pelo fungo. A infeccdo
fangica foi contraida durante as férias na Costa Rica, provavelmente através da inoculagéo
direta na pele lesionada. O fungo foi isolado do fluido sinovial e a identificacdo confirmada
pela sequéncia de DNA. Houve apenas um caso prévio de artrite séptica de joelho (homem de
72 anos na Carolina do Norte) e uma infecgdo de pele reportada para este fungo. Os casos
envolveram pacientes imunossuprimidos. Ambos 0s pacientes com artrite séptica precisaram
de cirurgia na articulacéo e lavagem para remocéo do fungo. No futuro, é muito provavel que
0 numero de pacientes infectados com M. indicus aumente devido ao maior contato com este
patdgeno. Presume-se que estas infeccBes sejam adquiridas pela implantacdo traumatica do
fungo (Dewar e Sigler, 2010).

A identificacdo de M. indicus é dificil, sendo que a caracteristica fenotipica mais
importante inclui a presenca de apressérios (Figura 5), fialides escuras, células
conidiogéncias com proeminéncias e agregadas dentro da massa esporodoquial, hialina e

conidios curvados.

Figura 5. a) Colbnia de cresicmento de M. indicus b) Esporodéquio de M. indicus.

A cepa de M. indicus utilizada nesta tese foi isolada como um fungo endofitico de folhas
de Borreria verticillata, uma erva anual ou perene, subarbusto ramoso com hastes
subangulosas, com 15-60 cm de altura, flores pequenas branco-esverdeadas e dispostas em
densas inflorescéncias capituliformes, folhas simples, lineares ou lanceoladas de quase 1 a 3
cm de comprimento dispostas em verticilos e frutos aquénios oblongos de cor
marromesverdeada (Corréa, 1978; Braga, 2001; Porto et al., 2004). Esta planta ocorre em
todo territorio brasileiro, principalmente na orla maritima, conhecida popularmente como

vassourinha-de-botdo nas regides Norte e Nordeste do Brasil e, em outras regides, por outros
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nomes populares como falsa-poaia, poaia-preta, erva-botéo, perpétua-do-mato, corddozinho-
de-frade e erva-de-largato (Lorenzi, 1991; Vieira et al., 1999; Braga, 2001). B. verticillata
apresenta acdo diurética, abortiva e vomitiva e é utilizada no tratamento de diversas
enfermidades e infeccGes como: leucorréias; blenorréias; diarréias; esquistossomose e doencas
de pele (Baldé et al., 1991; Burkill, 2000; Lorenzi e Matos, 2002; S& Peixoto Neto et al.,
2002; Gazzaneo et al., 2005).
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho de doutorado estdo listados abaixo e foram ajustados de
acordo com a evolugdo dos experimentos:
- Otimizagdo das condicGes de cultivo de Beauveria basssiana e Mycoleptodiscus indicus
(escala analitica) para a produgdo de moléculas com atividades bioldgicas: antimicrobiana,
antiparasitaria e antitumoral;
- Avaliacéo preliminar in vitro das atividades biologicas dos extratos e das fracGes;
- Ampliacao de escala dos cultivos selecionados;
- Avaliacéo preliminar in vitro das atividades bioldgicas dos extratos e das fragdes obtidas dos
cultivos em escala ampliada;
- Isolamento de metabdlitos secundarios, uilizando-se diferentes modalidades
cromatograficas, dos extratos e fracGes obtidas a partir dos cultivos em escala ampliada, como
parte do Estagio Sanduiche no National Center for Natural Products Research — University of
Mississippi — United States of America;
- Elucidacdo estrutural das substancias isoladas utilizando-se técnicas de RMN de *H e *3C,
DEPT, HMBC, HMQC, COSY, TOCSY e NOESY, bem como de dados de espectrometria de
massas, difracdo de Raio-X, infravermelho, ultravioleta, ponto de fusdo e rotacdo oOptica;
- Realizagdo de ensaios bioldgicos (antitumoral, antiparasitario e antimicrobiano) com fracoes
e/ou substéncias isoladas.
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3. EXPERIMENTAL
3.1 Micro-organismos: identificacdo e manutencéo de estoque

O fungo Beauveria bassiana foi gentilmente cedido pela Profé. Dra. Maria de Lourdes
Teixeira de Moraes Polizeli da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo. As culturas do fungo sdo mantidas em agar—Khanna em tubos de
ensaio armazenados sob 4°C. O fungo foi isolado de amostra de solo no municipio de Crato,
Ceard, Brasil (7° 142" S, 39° 24’ 32" W) em Janeiro de 2006 e identificado como Beauveria
bassiana com base na morfologia e analise da sequéncia da regido ITS do rDNA (nimero de
acesso no GenBank HQ665468).

O fungo Mycoleptodiscus indicus por sua vez, foi gentilmente cedido pela Profa. Dra.
Janete Magali de Araujo do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal do
Pernambuco. As culturas do fungo sdo mantidas em agar-batata dextrose em tubos de ensaio
armazenados a 4°C e também em imersdo em 6leo mineral. O fungo foi isolado como um
endofito da planta medicinal Borreria verticillata (L.) G. F. W. Meyer, que pertence a familia
Rubiaceae, nativa da América do Sul. Cinco espécimes de B. verticillata foram coletadas no
periodo de floragdo no Estado do Pernambuco, Brasil (34° 56 57 W; 8° 2’ 53” S) em Janeiro
de 2006. O isolado foi identificado como M. indicus baseado na andlise da sequéncia da
regido ITS do rDNA (nimero de acesso no GenBank GU220382.1).

3.2 Producao dos metabdlitos em meio fermentativo liquido

As culturas foram mantidas em silica gel foram repicadas para placas de Petri contendo
meio agar-Khanna e mantidas em estufa durante sete dias a temperatura especifica de 30°C.
Para o processo de inoculacdo em meio fermentativo foram coletados a partir da cultura da
placa de Petri com auxilio de dispositivo especifico e estéril (transfertube), 10 segmentos de
micélio—agar (0.5 cm de didmetro) contendo o fungo para cada 200 mL de meio fermentativo.

Os meios fermentativos avaliados foram: | - Extrato de Malte 1% (pH 6.2); Il - Caldo
Batata Dextrose (PDB — Potato Dextrose Broth), preparado conforme as instrugdes do
fabricante e Ill - Czapek (Atlas, 1995). Estas culturas foram incubadas sob duas condicdes:
em agitacdo e estaciondria. As culturas em agitacdo foram incubadas sob 120 RPM e
temperatura de 30°C. Ja as culturas em fase estacionaria foram incubadas sob temperatura de
30°C e permaneceram estaticas. As culturas em agitacdo foram submetidas a quatro tempos
diferentes de cultivo: 7, 10, 15 e 20 dias. Por sua vez, os cultivos estaticos foram

desenvolvidos por 21 dias.
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Cabe ressaltar que as fermentagdes foram desenvolvidas em duplicata, bem como foram

processados cultivos controle para efeito comparativo.

3.3 Producéo de metabdlitos em meio fermantativo sélido

As culturas mantidas em silica gel foram repicadas para garrafas contendo meio agar-
Khanna e incubadas em estufa durante sete dias a temperatura especifica de 30°C. Para o
processo de inoculacdo em meio fermentativo foram coletados, a partir das garrafas com
auxilio de solucdo Tween 2%, 10 mL de solucdo de esporos, que foram inoculados em 60 ¢
do meio fermentativo sélido, o qual € descrito a seguir.

O meio sélido tem a seguinte composicdo: 2,5 g de peptona e 1,25 mL de solucdo de
MnCl, (20 mg de MnCl,/mL) em 280 mL de agua deionizada estéril. Esta solucdo é utilizada
para umedecer a mistura de 200 g de aveia e 200 g de arroz. Foram avaliados trés diferentes
periodos de cultivo: 30, 60 e 90 dias sob temperatura de 30°C. Os cultivos foram processados

em duplicata e, da mesma forma, cultivos controles também foram desenvolvidos.

3.4 Obtencao dos extratos e fracdes
3.4.1 Fermentagdo em meio liquido

Para o processo de obtencdo dos extratos da fermentacdo em meio liquido foi promovido
tratamento prévio a extracdo. Cinco dias antes do encerramento do cultivo foram adicionadas
de forma asséptica aos frascos das culturas 10 g da resina Diaion HP-20 (Supelco) estéril,
empacotadas em bolsas de papel de filtro. As culturas foram mantidas em agitacdo até o
tempo final de cultivo para subseqliente extracdo, no caso das culturas sob agitacdo. Por sua
vez, as culturas em fase estacionéria foram mantidas estaticas até o tempo final de cultivo. A
resina tem por finalidade adsorver metabolitos gerados no processo fermentativo.

Com relacdo ao processo extrativo, as bolsas de papel de filtro contendo a resina HP—20
foram lavadas com agua deionizada. Os compostos adsorvidos a resina foram extraidos com
etanol 95% por meio de sonicacdo durante 30 minutos e filtrados na sequéncia (processo
extrativo desenvolvido em duplicata). Por fim, os extratos etanolicos foram concentrados sob
vacuo.

Para extracdo dos metabolitos remanescentes no meio liquido e daqueles contidos na
massa micelial foram adicionados 200 mL de etanol 95% aos 200 mL de cada meio
fermentativo e, em seguida, estas solu¢des foram homogeneizadas em mixer, sonicadas por 15
minutos e filtradas sob vacuo. Posteriormente, foi adicionada agua deionizada aos filtrados

etanolicos até o volume final de 1 L. Em seguida, foram desenvolvidas particdes com acetato
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de etila (cultivos liquidos agitados) e com diclorometano e acetato de etila (cultivos liquidos
estaticos), respectivamente, em duplicata, utilizando-se 300 mL de cada solvente. Por fim, as

fases organicas foram concentradas a vacuo.

3.4.2 Fermentagdo em meio sdlido

No processo de obtencdo dos extratos dos cultivos em fase solida foram adicionados 200
mL de etanol as massas fermentadas em cada frasco Erlenmeyer, até submersdo das mesmas e
os frascos foram mantidos em processo de maceracdo por 24 horas. Posteriormente a solucéo
etanolica extratora foi filtrada e, em seguida, concentrada sob vacuo.

Os extratos foram suspendidos em solucdo adgua:metanol (9:1) e submetidos a parti¢oes
com n-hexano, diclorometano e acetato de etila, respectivamente, utilizando uma parte de
solvente organico para quatro partes de fase aquosa. Por fim, as fracdes obtidas foram

concentradas sob vacuo.

3.5 Ampliacéo de escala
3.5.1 Beauveria bassiana
Fermentacdo em meio liquido

Optou-se por desenvolver ampliacdo do cultivo em meio fermentativo liquido estético,
utilizando o meio caldo batata dextrose (PDB). Para tal adotou-se a estratégia de aumento do
namero de frascos cultivados sem alteracdo das condicdes utilizadas na fase analitica. Foram
cultivados 100 frascos tipo Erlenmeyer contendo 200 mL de meio fermentativo caldo batata
dextrose, sob temperatura de 30°C, durante 21 dias.

Para a obtencdo do extrato do cultivo em fase estacionaria, adiconou-se ao caldo de
cultivo 200 mL de etanol, a solugdo foi homogeneizada em mixer e posteriormente filtrada
sob vacuo. Em seguida, a porcdo etanolica foi evaporada sob vacuo e a fracdo aquosa
remancescente foi submetida a particdo com diclorometano, acetato de etila e n-butanol,
respectivamente, na propor¢do de uma parte de solvente organico para quatro partes de

solucdo aquosa, em triplicata. As fracdes organicas foram concentradas a vacuo.

Fermentacéo em meio sélido

Como relatado na secdo Resultados e Discussdo, também optou-se por realizar ampliacdo
de escala de uma condicdo da fermentagdo em meio solido. De maneira semelhante a
ampliacdo descrita acima foi desenvolvido cultivo sob as mesmas condi¢bes quando do

processo analitico, mas utilizando-se de maior nimero de frascos cultivados. Para tanto foram
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cultivados 100 frascos tipo Erlenmeyer contendo 60 g de meio fermentativo sélido cada, sob
temperatura de 30°C, durante 60 dias.

A obtencédo do extrato do cultivo em fase sélida se deu pela adi¢cdo de 200 mL de etanol
em cada frasco, até submersdo das culturas e, em seguida, os frascos foram mantidos em
processo de maceragdo por 24 horas. Posteriormente, a solugdo etandlica extratora foi filtrada
e concentrada sob vacuo. O extrato foi suspenso em solucdo &gua:metanol (9:1) e
particionado com os seguintes solventes organicos: n-hexano, diclorometano, acetato de etila
e n-butanol, respectivamente, utilizando-se as propor¢des anteriormente mencionadas. O

processo foi desenvolvido em triplicata e as fragdes organicas foram concentradas sob vacuo.

3.5.2 Mycoleptodiscus indicus
Pré-fermentacdo em meio liquido

O fungo endofitico M. indicus foi inoculado em placas de petri contendo PDA, incubado
por sete dias a 30°C. Posteriormente, com auxilio do dispositivo transfertube estéril, foram
transferidos dez segmentos de micélio-agar (0,5 cm de diametro) contendo esporos do fungo
para frascos tipo Erlenmeyer com 100 mL de PDB. Os frascos foram incubados em mesa
agitadora INNOVA (120 RPM) sob 30°C, durante 48 horas. Com finalidade de obtengéo de

biomassa para o processo fermentativo.

Fermentacdo em meio liquido

Apds a obtencdo da biomassa em meio pré-fermentativo, com auxilio de pipeta estéril
foram transferidos 10 mL da massa micelial para 90 mL do meio fermentativo (PDB). Foram
cultivados 80 frascos, os quais foram incubados por cinco dias, sob agita¢cdo de 120 RPM a
30°C.

A obtencdo do extrato se deu pela adicdo de 100 mL de etanol ao caldo de cultivo e, em
seguida, a solucdo foi homegeneizada em mixer e filtrada sob vacuo. Posteriormente, a fracao
etandlica foi evaporada sob vacuo e a fracdo aquosa remanescente particionada com acetato
de etila e n-butanol, respectivamente, na proporcdo de uma parte de solvente organico para
quatro partes de solugdo aquosa, processo este desenvolvido em triplicata. As fragOes

organicas foram concentradas sob vacuo.
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Fermentacdo em Meio Solido

Para o processo de fermentacdo em meio sdlido foi obtida previamente biomassa do fungo
através do processo de pré-fermentacdo, seguindo o protocolo utilizado na pré-fermentacédo
para o cultivo em meio liquido.

Apos pré-fermentacdo, com o auxilio de pipeta estéril foram transferidos 10 mL da massa
micelial para cada frasco tipo Erlenmeyer contendo 60 g do meio fermentativo sélido (meio
arroz-aveia). Foram inoculados 100 frascos, os quais foram incubados por 28 dias a 30°C.

Para a obtencdo do extrato das culturas em meio sélido foi usado o mesmo processo

descrito para as culturas solidas de B. bassiana.

3.6 Analise cromatograéfica
3.6.1 Perfil cromatografico dos extratos por cromatografia em camada delgada

Para desenvolver uma anélise preliminar da complexidade dos extratos foram realizadas
cromatografias em camada delgada. O objetivo foi avaliar a complexidade dos extratos
considerando-se 0s seguintes parametros: meios fermentativos, cultivos estaticos, cultivos em
agitacdo, cultivos submersos, cultivos em substrato sélido, bem como os tempos de cultivo.
Os extratos controles também foram analisados por cromatografia.

Os extratos foram solubilizados em solventes adequados de acordo com o solvente usado
no processo extrativo dos mesmos, conforme os extratos em acetato de etila, n-butanol,
diclorometano, etanol e n-hexano. A quantidade de solvente adicionada a cada extrato obtido
foi calculada de forma a se obter concentracdo 30 mg/mL. Nas placas de silica gel GF,s4 com
espessura de camada de 0.25 mm foram aplicados 10 uL dos extratos avaliados com o auxilio
de microseringa graduada de 50 pL (Hamilton®), resultando na aplicacéo de 300 pg de cada
extrato. Para cada tipo de extrato, foram testadas diferentes fases moveis, até que se
encontrassem as melhores fases madveis para eluicdo das placas. Para os extratos em acetato
de etila, diclorometano e n-hexano estabeleceu-se a fase movel acetato de
etila:tolueno:hexano:metanol:agua:écido acético glacial na proporcéo 53:20:15:10:1:1. J& para
0S extratos butandlicos e etanolicos utilizou-se a fase movel
cloroférmio:dioxana:tolueno:metanol:butanol:agua:acido  acético glacial na proporcéo
47:20:10:14:6:2:1. As amostras foram aplicadas nas placas de CCD a distancia de 2 cm da
base e o intervalo de elui¢do padronizado foi de 15 cm. Foram utilizadas placas de vidro silica
gel GFas4 (Art. 7730 — Merck) de 20 cm x 20 cm. Em seguida, as placas foram eluidas em
cuba de vidro contendo 200 mL da fase movel correspondente. Em seguida, as mesmas foram

retiradas e secas ao ar livre. As substancias foram observadas previamente sob luz ultravioleta



Experimental | 16

a 254 nm e 366 nm e, posteriormente, as placas cromatogréaficas foram expostas a vapores de
iodo e finalmente reveladas com solucdo vanilina/acido sulfarico (Cannel, 1998).

3.6.2 Perfil cromatografico em CLAE dos extratos e fracfes

Inicialmente, apenas as amostras mais promissoras e que apresentaram melhor potencial
quimico-bioldgico (no que se referem a complexidade quimica e a atividade bioldgica) foram
submetidas a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Para a realizacdo das andlises utilizou-se o cromatografo da marca Shimadzu. O
equipamento é composto por trés bombas Shimadzu LC-10AD, detector espectrofotométrico
por conjunto de arranjo de diodos UV/VIS Shimadzu SPD-M10Ayp (Diode Array), sistema
controlador SCL-10 Ayp, conectado a um computador com software Shimadzu Class-VP
versédo 5.02, injetor automatico (SIL-10AD,;) e coletor de fra¢cdes FRC-10A. Foi empregada a
coluna cromatografica analitica de fase reversa (C — 18) CLC-ODS (M) — Shimadzu, 4,0 mm
x 250 mm, diametro das particulas 5 um. Para protecdo da coluna analitica foi empregada
uma pré-coluna Pelliguard™ LC-18 (4,6 mm x 20 mm cartridge, SUPELCO PARK).

Foram utilizadas as seguintes condi¢fes cromatogréficas: sistema de eluicdo por
gradiente, iniciando com 5% de metanol-agua e finalizando com 100% de metanol-agua,
tempo de 42 minutos, vazdo de 1,0 mL/min e deteccdo em intervalo de 215 a 280 nm. Os
extratos foram solubilizados na fase movel inicial de modo a obter-se a concentracdo de 5
mg/mL. Foram injetados 20 uL de cada extrato, pela utilizacdo de sistema de inje¢cdo manual.

Em suma, a metade inicial do projeto permitiu amplo estudo do potencial dos metabdlitos
secundarios do fungo entomopatogénico Beauveria bassiana por meio da promocao de
variacdes nas condicdes de cultivo, seguido de analise cromatogréafica e de potencial de acédo
antimicrobiana, com o proposito de selecionar os extratos e fracGes mais promissoras para
ampliacdo de escala. Ao estudo foi adicionado o fungo endofitico Mycoleptodiscus indicus.

Apobs a selecdo das condicBes mais promissoras, foram desenvolvidos os cultivos em
escala ampliada para as duas espécies de fungo utilizadas, em meio sélido (arroz-aveia) e em
meio liquido (PDB). Os extratos e fracdes obtidos destes cultivos em escala ampliada foram
analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia e em ensaios de atividade
antimicrobiana, antitumoral e antiparasitaria.

Por sua vez, a metade final do trabalho envolveu: a avaliagéo da atividade antitumoral,
antimicrobiana e antiparasitaria dos extratos e fragdes obtidos a partir da escala ampliada;

processo de fracionamento e isolamento de substancias por meio da utilizacdo de diferentes



Experimental | 17

modalidades cromatograficas; elucidacdo estrutural das substancias isoladas e realizacdo de

ensaios bioldgicos com as substancias puras.
3.7 Extratos e fracoes — escala ampliada
A seguir € apresentada a Tabela 1 com o rendimento das fracdes obtidas dos cultivos em

escala ampliada.

Tabela 1. Rendimento das fragGes dos cultivos em escala ampliada.

Fungo/Meio Hex (g) EtOACc (g) DCM (g) BuOH (g)
M. indicus/Arroz-Aveia 30 dias 9,835 12,326 7,1459 6,850
M. indicus/PDB 96 horas - 2,170 - 1,680
B. bassiana/Arroz-Aveia 60 dias 18,2032 4,322 5,2847 9,3678
B. bassiana/PDB 21 dias - 1,100 0,900 2,0382

As fracGes acima foram submetidas aos seguintes ensaios bioldgicos disponiveis no
National Center for Natural Products Reseach (NCNPR) — University of Mississippi — USA:

antimalarico, leishimanicida e antimicrobiano.

3.8 Ensaios Biologicos — NCNPR — University of Mississippi
3.8.1 Ensaio LDH antimalarico:

A atividade antimalarica in vitro foi medida por ensaio colorimétrico que determina a
atividade da lactato desidrogenase parasitica ()LDH) (Muhammad et al., 2004; Makler et al.,
1993a; 1993Db). O ensaio foi desenvolvido em microplacas de 96 pocos e incluiu dois tipos de
Plasmodium falciparum [Sierra Leone D6 (sensivel a cloroquina) e Indochina W2 (resistente
a cloroquina)]. Para o ensaio, uma suspensdo de células vermelhas do sangue foi infectada
com linhagens de P. falciparum (D6 ou W2) (200 uL, com 2% parasitemia e 2% hematocrito
em meio RPMI - 1640 suplementado com 10% de soro humano e 60 xg/mL de amicacina) e
adicionada aos 96 pocos das placas contendo 10 uL das amostras em teste em varias
concentracdes. As placas foram limpas com uma mistura de gas de 90% N, 5% O,, e 5%
CO,, em uma cadmara modular de incubacdo (Billups-Rothenberg, 4464 M) e incubadas a
37°C por 72 horas. A atividade da LDH plasmodial foi determinada pelo uso do reagente
Malstat™ (Flow Inc., Portland, OR). Os valores de Clsy foram computados a partir da curva
dose resposta, gerada pelo percentual de crescimento plotado contra as concentragdes
testadas. Dimetilsulfoxido (DMSQO), artemisinina e cloroquina foram incluidas em cada

ensaio como veiculo e farmacos controle, respectivamente. O indice de seletividade de
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atividade antimaléarica foi determinado pela medi¢do da citoxicidade das amostras sobre
células de mamiferos (VERO; fibroblastos de rim de macaco).

3.8.2 Ensaio leishmanicida

A acdo leishmanicida das substancias foi testada in vitro em uma cultura de formas
promastigotas de Leishmania donovani. Em uma microplaca de ensaios de 96 pocos com
apropriada diluicdo foram adicionadas as culturas promastigotas de Leishmania (2 x 10°
células/mL). As placas foram incubadas a 26°C por 72 horas e o crescimento das formas
promastigotas de Leishmania foi determinado pelo ensaio de Alamar Blue (Mikus e
Steverding, 2000). O padrdo de fluorescéncia foi medido em uma placa de leitura Fluostar
Galaxy (BMG LabTechnologies) pela excitacdo no comprimento de onda de 544 nm e
emissdo no comprimento de onda de 590 nm. Pentamidina e anfotericina B foram usadas
como agentes antileishmania padrdes. Os valores de Clsp para cada composto foram
computados a partir da curva de inibigéo de crescimento.

3.8.3 Ensaio antimicrobiano

Todos 0s micro-organismos foram obtidos da American Type Culture Collection
(Manassas, VA) e incluiu os fungos Cryptococcus neoformans ATCC 90113 e Aspergillus
fumigatus ATCC 90906 e a bactéria resistente a meticilina Staphylococcus aureus ATCC
43300 (MRS), Escherichia coli ATCC 35218 e Mycobacterium intracellulare ATCC 23068.
O teste de suscetibilidade foi desenvolvido usando uma versdo modificada dos métodos CLSI
(NCCLS 1998; 2000). O teste de suscetibilidade de M. intracellulare foi feito usando o
procedimento de Alamar Blue™ modificado de Franzblau et al (1998). Amostras (dissolvidas
em DMSO) foram diluidas seriadamente em 20% DMSO/salina e transferidas (10 pL) em
duplicata para microplacas de 96 pocos de fundo chato. Os in6culos microbianos foram
preparados em meio de cultura para fornecer a UFC/mL desejada depois da adicdo das
amostras. Cultivo, solvente e meios controles foram incluidos em cada placa teste. As placas
de ensaio foram lidas em 630 nm (A. fumigatus e M. intracellulare) antes e apos a incubacéo
usando o leitor de placas Biotek Powerwave XS (Bio-Tek Instruments, Vermont) ou o leitor
de placas Polarstar Galaxy (BMG Lab Technologies), respectivamente. A porcentagem de
crescimento foi plotada versus a concentragdo fornecida pelo Clsp ou a concentracdo que
forneceu 50% de crescimento relativo aos controles. A concentracdo inibitoria minima (CIM)
foi definida como a menor concentracdo teste que permite ndo detectar crescimento. As

concentracdes bactericidas ou fungicidas minimas (CBM/CFMs) foram determinadas pela
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remocdo de 5 pL de cada pogo limpo (auséncia de crescimento), transferidas para agar e
incubadas até crescimento ser observado. A CBM/CFMs é definida como a menor
concentracdo que permite ndo haver crescimento em agar. Farmacos controles [ciprofloxacino
(ICN Biomedicals, Ohio) para bactéria e anfotericina B (ICN Biomedicals, Ohio) para fungo]

foram incluidos em cada ensaio.

3.9 Ensaios Bioldgicos — Grupos de pesquisa do Brasil

Além dos ensaios realizados no NCNPR — University of Mississippi, as fracGes obtidas do
processo de cultivo em escala ampliada também foram avaliadas em ensaios de atividade
citotoxica e antiparasitarias em grupos de pesquisa do Brasil. Como é relatado a seguir.

3.9.1 Ensaio de Atividade Antitumoral in vitro - Estudos sobre a proliferacao celular.

Os ensaios de atividade antitumoral foram desenvolvidos no Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do Ceara.

A citotoxidade dos extratos e fracbes foi determinada através do ensaio colorimétrico do
MTT (Mosman, 1983) utilizando-se linhagens celulares tumorais humanas. Este ensaio
quantifica indiretamente as células viaveis baseada na conversao do sal de MTT (brometo de
3-(4,5 dimetiltiazo-2-il)-2,5 difeniltetrazdlio - um composto de cor amarela) a formazan, de
coloragdo purpura. As fragdes e substancias foram testadas em um painel de linhagens de
células tumorais: HCT-8 (adenocarcinoma de célon), HL-60 (leucemia — humana), MDA-
MB-435 (adenocarcinoma de mama), PC3 (prostata) e SF-295 (gliobastoma, origem —
Sistema Nervoso Central), bem como contra linfécitos humanos para determinacdo da
eficacia e seletividade em células de diferentes origens. As linhagens de células foram
cultivadas em meio RPMI-1640, suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibidticos, mantidas em estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO, e plaqueadas em
placas de 96 pocos nas seguintes densidades: 0,1 x 10° (MDA-MB-435), 0,7 x 10° (HCT-8),
0,7 x 10° (PC3), 0,6 x 10° (SF-95) e 0,3 x 10° (HL-60). Os extratos e fracdes foram testados
em uma unica concentragdo (50 pg/mL). J& as substancias purificadas foram avaliadas em
concentragfes que variaram de 0,04 a 25 pg/mL. As absorbancias foram obtidas com o
auxilio de um espectofotémetro de placa a 550 nm.

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos intervalos de
confianca a partir da regressdo néo linear no programa GraphPad Prism. Cada amostra foi

testada em triplicata em dois experimentos independentes.
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3.9.2 Ensaio enzimatico sobre a inibicdo de GAPDH de Trypanosoma cruzi

O ensaio sobre a inibigdo de GAPDH (Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) foi realizado
pelo grupo do Prof. Dr. Glaucius Oliva do IFSC-USP, conforme procedimento previamente
descrito (Vieira et al., 2001), pela medida espectrofotométrica de NADH formado em 340 nm
durante 30 segundos. A mistura reacional contém (volume final 1 mL): 50 mM tampdo Tris-
HCI pH 8,6 e 1 mM EDTA e 1mM f-mercaptoetanol, 30 mM arseniato de sédio, 2,5 mM
NAD, 1,5 ug de enzima e 0,3 mM gliceraldeido-3-fosfato (G3P). A reacdo é iniciada pela
adicdo do substrato (G3P). Para o teste de inibi¢do, as solugfes dos extratos, fraces e/ou
substancias puras foram preparadas em DMSO (1 mg/mL) e adicionadas a mistura reacional
(100 pL). Ensaios controle foram feitos na auséncia de extratos, fragcOes e/ou substancias
puras, onde um volume equivalente de DMSO foi adicionado. As medidas foram feitas em

triplicata e considerou-se o valor da média.

3.9.3 Ensaio enzimatico de inibi¢cdo de APRT de Leishmania tarentolae

O ensaio sobre a inibicdo de APRT (adenina fosforribosil transferase) foi desenvolvido
também pelo grupo do Prof. Dr. Glaucius Oliva do IFSC-USP.

Os ensaios de atividade com a enzima APRT de L. tarentolae foram desenvolvidos de
acordo com a modificagdo de um procedimento previamente descrito (Tuttle e Krenitsky,
1990) pela medida espectrofotométrica da formacdo de AMP. Os ensaios de atividade foram
acompanhados por 60 segundos e o comprimento de onda utilizado foi de 259 nm. A mistura
reacional contém (volume final de 0,5 mL); tamp&o Tris-HCI 100 mM pH 7,4; MgCl, 5 mM,;
Adenina 100 mM; PRPP 560 mM e APRT 7,5 ug.

Para o teste de inibicdo, as solucBGes dos extratos, fracdes e/ou substancias puras (1
mg/mL) foram preparadas em DMSO e adicionadas a mistura reacional. A concentragdo final
de DMSO usada foi de 10% e este volume foi subtraido do volume do tampdo. Extratos
brutos e fracbes foram testados em aproximadamente 50 pg/mL. Ensaios controle foram
feitos na auséncia de extratos, fracGes e/ou substancias puras no qual volume equivalente de
DMSO foi adicionado. As medidas foram desenvolvidas em triplicata e foi considerado o
valor da média.

A atividade especifica das enzimas é calculada através de medidas espectrofotométricas
da formacao do produto pela diferenca de absorbancia entre os tempos especificos de reagdo

para cada enzima.
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AADbs
Atividade especifica = — | x volume da cubeta

(U/mg) At (min)

X vol. enzima na cubeta x [enzima]

ENADH, AMP

Todas as medidas foram feitas em triplicata, onde se calcula a média e, em seguida,
aplica-se a formula:

At =min ; enapn= 6,22 MM em™; eawp= 1,24 mM ™ em’™;
Volumes expressos em mililitros (mL).

Através da atividade especifica é possivel calcular a porcentagem de inibicdo da enzima
GAPDH de T. cruzi e enzima APRT de L. tarentolae frente aos extratos brutos, fracfes e/ou
substancias puras testadas, pela formula:

% = 100 X U/mg (controle) — U/mg (amostra)

U/mg (controle)
As enzimas foram armazenadas a 4°C e utilizadas nos experimentos nas concentrac@es de
0,3 mg/mL para GAPDH e 0,9 mg/mL para APRT.

3.9.4 Ensaio de atividade leishmanicida

Os ensaios foram realizados no laboratério da Profa. Dra. Angela K. Cruz (FMRP-USP)
como parte dos objetivos do INCT-INBEQMeDI (Instituto Nacional de Biotecnologia
Estrutural e Quimica Medicinal em Doencas Infecciosas).

Inicialmente foi realizado o descongelamento das linhagens (Leishmania major), a partir
de uma linhagem previamente congelada. Em seguida, todo contetdo foi inserido em um tubo
Falcon contendo a quantidade de meio de cultura (M199) desejado. O tubo falcon foi
centrifugado durante 10 minutos a 2000 RPM sob temperatura de 4°C. O sobrenadante foi
desprezado e o liquido restante foi transferido para uma garrafa com a quantidade desejada de
M199, e aguardaram-se trés dias para a troca e separacdo de células mortas e vivas. Toda
cultura foi transferida para um tubo Falcon, centrifugada a 1000 RPM durante 3 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para outro tubo Falcon e foi

centrifugado novamente a 2000 RPM durante 10 minutos sob temperatura de 4°C. O



Experimental | 22

sobrenadante foi desprezado e o liquido restante foi inserido numa garrafa de cultura contendo
meio de cultura. Aguardaram-se, novamente, trés dias para que a cultura atingisse o ponto
ideal de uso. Entdo, iniciou-se o procedimento do ensaio do Kill Curve (curva de
mortalidade).

Preparagdo do inoculo: foi contado o nimero de parasitas presentes na cultura, e a partir
de determinado volume de meio de cultura usado para o ensaio, o0 sheneider completo (soro
fetal necessario para manter o crescimento do parasita), calculou-se a quantidade correta de
volume a ser coletado da cultura, de forma que a concentracdo atingisse 200.000 parasitas/mL
de indculo.

Em seguida, foi calculada a quantidade de amostra a ser utilizada, a partir das suas
concentracdes de estoque e do volume inicial da diluicdo seriada. Para isto foram adicionados
800 uL de indculo em dez eppendorfs para as diluigdes seriadas. No primeiro foi colocada a
quantidade de amostra calculada, e a partir dele foram feitas as diluigdes seriadas. Foi
preparado um controle contendo somente o0 meio de cultura e um controle negativo contendo
apenas o0 parasita, sem o farmaco. Em seguida, foi colocada em triplicata em placa de 96
pogos, 200 uL da solugédo contida no eppendorf. As placas foram vedadas com parafilme, para
impedir possiveis evaporacdes. Os cultivos da linhagem Leishmania major foram incubados
em BOD por trés dias. Em seguida, foram adicionados 10 uL de MTT na concentracdo de 10
pg/ul em cada pogo. As placas foram incubadas por 4 horas a 37°C, protegido da luz. Na
sequéncia, as culturas foram centrifugadas durante 5 minutos a 3000 RPM sob temperatura
ambiente. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado formado foi solubilizado com 100
uL de DMSO em cada poco, com o devido cuidado para a completa solubilizagdo. A leitura
foi feita no leitor Eliza, no comprimento de onda em 495 nanémetros. A partir das leituras
foram feitas as analises, que geraram graficos dos quais foram obtidos os valores de Dose
Letal (DL) (Dutta et al., 2005).

3.10 Procedimentos gerais de isolamento

O processo de fracionamento das fracOes obtidas envolveu basicamente passos
cromatograficos que incluiram: coluna de gel filtragdo (Sephadex LH-20-Sigma), colunas de
silica gel e cromatografia preparativa em placa, eventualmente foi utilizada também
cromatografia liquida de alta eficiéncia. O processo de isolamento foi monitorado por meio de
cromatografia em camada delgada (CCD), observacdo em ultravioleta (254 e 366 nm) e

revelacdo com anisaldeido.
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As fracBes iniciais foram submetidas a cromatografia em coluna Sephadex LH-20. O
sistema cromatogréfico consistiu em coluna de vidro (120 cm x 5 cm) preenchida com 400 g
de Sephadex LH-20 até altura de 100 cm. As amostras foram solubilizadas em 15 mL de
metanol, filtradas e em seguida aplicadas ao topo da coluna empacotada. As colunas foram
eluidas com metanol, e fragdes de 10 mL foram obtidas usando coletor automaético
(Spectra/Chrom ®CF-1 Fraction Collector).

Obtiveram-se de 150 a 200 fracdes (10 mL) de cada uma das amostras filtradas em
Sephadex. As quais foram submetidas a andlise por cromatografia em camada delgada
(UNIPLATE™ - ANALTECH Silica gel GF 250 microns) utilizando a fase movel
CH,Cl,:MeOH (95:5). As substancias foram observadas previamente sob luz UV (254 e 366
nm) e, posteriormente, reveladas com solucdo de anisaldeido. As analises das fracfes obtidas
permitiram reuni-las em um menor numero de fragdes, variando de 8 a 10.

As fracOes reunidas foram submetidas a cromatografia comparativa em camada delgada,
com vistas a direcionar o processo de isolamento de maneira mais dinamica.

As fracOes selecionadas foram submetidas a cromatografia em silica gel [(MERK grade
10180, 70-230 MESH, 40 A, Surface area 750 m?g. Aldrich). Sistema cromatografico:
colunas de vidro (25 cm x 1 cm, 25 cm x 2 cm ou 30 cm x 3.5 cm) preenchidas com silica gel
(20 g, 50 g ou 150 g), as amostras foram homogeneizadas e incorporadas em quantidade
suficiente de silica gel 60 (0.063 — 0.200 Mesh ASTM), aplicadas ao topo da colunas
empacotadas e protegidas com algodao]. As colunas foram eluidas segundo os esquemas
apresentados nas tabelas e ilustracbes de isolamentos descritos para cada fracdo. As fracdes
coletadas foram analisadas em CCD, observadas previamente sob luz UV e posteriormente
reveladas com solucdo de anisaldeido. De acordo com o perfil cromatogréafico as fragdes
semelhantes foram agrupadas em subfracdes, para prosseguimento dos isolamentos.

Os processos de isolamento incluiram também o uso de cromatografia preparativa em
placa. Assim, utilizaram-se placas UNIPLATE™ - ANALTECH Silica gel GF 250 microns
20 cm x 20 cm, nas quais foram aplicados 8 mg de cada subfracéo isolada por placa. As fases
moveis utilizadas para as subfracGes foram especificas para cada qual e estdo indicadas na
descricdo dos isolamentos a seguir. Em seguida, as placas foram observadas sob luz UV e as
bandas recortadas. As substancias foram removidas da silica atraves de adicdo de

CH,Cl,:MeOH (9:1) seguida de filtracdo e secagem.
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3.11 Fracionamento das fracOes obtidas em escala ampliada — Beauveria bassiana
3.11.1 Fracéao diclorometénica meio arroz-aveia (BbA60DCM)
O processo de fracionamento da fracdo diclorometanica do cultivo de B. bassiana em

meio arroz-aveia foi desenvolvido de acordo com o esquema descrito na Figura 6.
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BbA60 DCM
5284 mg

Sephadex LH-20

Fr1 Fr 2 Fr 3 Fr 4 Fr 5 Fr 6 ErZ Fr 8
23,1 mg 92 mg 1350 mg 2067 mg 182 mg 562 mg 26,4 mg 934 mg

Silica gel Silica gel
DCM:MeOH DCM:MeOH
ErS-L Er5:.2 Fr5.3 Fr5.4 Er5:5 Fr5.6
‘ 9 mg] [12 ng [18 mg] [37 mg] [41 mg] [45 ng Fr6.1 Fr6.2 Fr6.3 Fr6.4 Fr6.5 Fré6.6 Fr6.7 Fr6.8
| | 49 mg 35mg |25 mg | | 46 mg | | 51 mg 61 mg 81 mg || 180 mg
CCDP | \ |
DCM:MeOH DCI‘C’I(::IaePOH CCDP CCDP CCDP
90:10 90:10 DCM:MeOH DCM:MeOH DCM:MeOH
95:5 95:5 90:10

\

[1':55;:9] [2F2r5r;.,59J (Fre.2.1) [Fr6|.2.2) (Fr5|.4.1j (Fr6|.4.2] Fre.7.1)

Sephadex Precipitagdo Precipitacdo Sephadex
Sephadex Sephadex LH-20 MeOH M’;OI-(i; LH-20 Sephadex
LH-20 LH-20 \ LH-20

/ 15-desoxi- o = 3 1-metil- T 7=
piridovericina piridovericina-glc piridovericina [plrlgosven:lcmaj [Iur{\éc:gmo] 11-hidréxilumicromo plrl%can:lcma
5 mg 13 mg 2.3 mg =9 9 9 2.3mg 9

Figura 6. Esquema de fracionamento da fragdo BbAGODCM.
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A fracdo diclorometanica (5284 mg) foi submetida a cromatografia em coluna Sephadex
LH-20 Obtiveram-se 200 fra¢fes (10 mL), as quais foram submetidas a analise por
cromatografia em camada delgada e reunidas em oito fracGes.

As fragdes reunidas foram submetidas a cromatografia comparativa em camada delgada
com vistas a direcionar o processo de isolamento de maneira mais dindmica. Assim, as
fragdes 5 (182 mg) e 6 (562 mg) foram selecionadas para a continuidade dos processos de
isolamento.

A fracdo 5 (182 mg) proveniente da coluna Sephadex LH-20 foi submetida a
fracionamento em silica gel [25 cm x 1 ¢cm, 20 g de silica gel, altura de 15 cm]. A coluna foi
eluida segundo o esquema apresentado na Tabela 2, fornecendo 18 fragdes de 100 mL cada.
As fracdes coletadas foram analisadas em CCD (fase movel: CH,Cl,:MeOH 95:5) e

agrupadas em seis subfracdes, descritas na Tabela 3.

Tabela 2. Cromatografia em coluna (CC) - BbA60DCMS5 (182 mg).

Fracoes DCM/MeOH Volume (mL) Massa (mQ)
1 100:0 100 4
2 100:0 100 3
3 100:0 100 2
4 99:1 100 3
5 99:1 100 4
6 99:1 100 5
7 98:2 100 8
8 98:2 100 4
9 98:2 100 6

10 96:4 100 7
11 96:4 100 6
12 96:4 100 9
13 95:5 100 4
14 95:5 100 8
15 90:10 100 13
16 90:10 100 19
17 90:10 100 9
18 0:100 100 45

Tabela 3. Agrupamento das fragdes obtidas por CC - BbA60DCM5 (182 mg).

Subfragoes Fracgdes reunidas Massa (mg)
1 1-3 9
2 4-6 12
3 7-9 18
4 10-14 37
5 15-17 41
6 18 45
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As subfracbes 4 (37 mg) e 5 (41 mg) apresentaram perfil cromatografico interessante para
0 prosseguimento do isolamento (atividade no UV). Portanto, ambas foram submetidas a
cromatografia preparativa em camada delgada. A fase mdével utilizada para ambas subfracdes
foi CH,Cl,:MeOH (9:1), sendo as placas eluidas por trés vezes consecutivas na mesma fase
movel. Assim, foram obtidas as substancias piridovericina (13 mg) e piridovericina-N-O-(4-
O-metil-p-D-glucopiranosideo) (22 mg), que foram submetidas adicionalmente a um ultimo
passo cromatografico em coluna Sephadex LH-20 (25 cm x 1 cm — 20 g), eluidas com MeOH,
com vistas a purificar melhor as amostras, gerando rendimento final de 5 e 13 mog,
respectivamente.

A fracdo 6 (562 mg) proveniente da coluna Sephadex LH-20 foi submetida a
fracionamento em silica gel [25 cm x 2 cm, 50 g de silica gel, altura de 15 cm]. A coluna foi
eluida segundo o esquema apresentado na Tabela 4, fornecendo 20 fracdes de 200 mL cada.
As fracGes coletadas foram analisadas em CCD utilizando a fase mével CH,Cl,:MeOH (95:5)
e agrupadas em oito subfracOes, descritas na Tabela 5.

Tabela 4. Cromatografia em coluna (CC) - BbADCM6 (562 mg).

Fracdes DCM/MeOH Volume (mL) Massa (mg)
1 100:0 200 20
2 100:0 200 29
3 100:0 200 10
4 99:1 200 12
5 99:1 200 13
6 99:1 200 25
7 98:2 200 20
8 98:2 200 13
9 98:2 200 13

10 96:4 200 21
11 96:4 200 17
12 96:4 200 14
13 95:5 200 24
14 95:5 200 37
15 95:5 200 29
16 90:10 200 11
17 90:10 200 21
18 90:10 200 20
19 0:100 200 127
20 0:100 200 53
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Tabela 5. Agrupamento das fracdes obtidas por CC - BbA60DCM6 (562 mg).

Subfragdes Fracgdes reunidas Massa (mg)
1 1-2 49
2 3-5 35
3 6 25
4 7-9 46
5 10-12 51
6 13-14 61
7 15-18 81
8 19-20 180

As subfracdes 2 (35 mg), 4 (46 mg) e 7 (81 mg) apresentaram perfis cromatograficos
interessantes para o0 prosseguimento do isolamento (atividade no UV). Logo foram
submetidas a cromatografia preparativa em camada delgada. A fase mével utilizada para as
subfracbes 2 e 4 foi CH,Cl,:MeOH (95:5), j& para a subfragdo 7 foi CH,Cl,:MeOH (9:1),
sendo as placas eluidas por trés vezes consecutivas com a mesma fase movel.

Assim foram obtidas as substancias 15-desoxi-piridovericina (4 mg) e piridovericina (7
mg). A primeira foi submetida a um ultimo passo cromatografico em coluna Sephadex LH-20
(25 cm x 1 cm -5 g) eluida com MeOH, com vistas a purificar melhor a amostra e, por fim,
foram obtidos 2,3 mg desta substancia; a segunda foi melhor purificada através do processo
de precipitacdo quando da adicdo de metanol resfriado a 4°C, sendo obtidos 4,6 mg de
amostra.

A fragdo Fr6.2.1 (15-desoxi-piridovericina) foi submetida a CLAE, para verificar o grau
de pureza da mesma e a necessidade de mais um passo de purificagdo, para posterior
desenvolvimento de técnicas espectroscopicas.

Condicbes cromatograficas: fase estaciondria - coluna cromatografica analitica de fase
reversa (C-18) CLC-ODS (M) — Shimadzu, 4,0 mm x 250 mm, didmetro das particulas 5 um.
Fase movel: - eluicdo por gradiente multilinear iniciando com CH3;CN:H,O - 10:90,
aumentando até 100% de CH3CN em 17 minutos e retornando para CH3CN:H,0 - 10:90 em

23 minutos, vazdo de 1,0 mL/min, 251 mm.
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Figura 7. (A) Cromatogramas da Fr6.2.1 e (B) da substancia Fr6.2.1 (251 mm).

O grau de pureza da amostra é relativamente satisfatorio (Figura 7A), mas por se tratar de
uma massa de 4 mg, optou-se por desenvolver a purificagdo por CLAE atraves de multiplas
injecOes, que resultou em 2,3 mg de substancia pura, de acordo com o cromatograma a seguir
(Figura 7B). Embora haja uma alteracdo no tempo de retencdo em relacdo ao cromatograma
anterior, o importante € que o grau de pureza foi satisfatorio.

A subfragéo 4 (46 mg) gerou as substancias lumicromo (7,8-dimetialoxazina) (14 mg) e 1-
metil-7-hidroximetilumicromo (8 mg), sendo que a primeira foi submetida a coluna Sephadex
LH-20, como descrito acima, e a segunda foi purificada por precipitacdo em metanol, como
observado acima. De forma que, foram obtidos 10 e 2,3 mg, respectivamente.

Por sua vez a subfragdo 7 (81 mg) forneceu a substancia piridovericina (42 mg), que foi
submetida a um passo cromatogréafico final em coluna de Sephadex LH-20, rendendo 35 mg

do composto puro.

3.11.2 Fracdo em acetato de etila meio arroz-aveia (BbAG60EtOAC)
O processo de fracionamento da fragdo em acetato de etila do cultivo de B. bassiana em

meio arroz-aveia foi desenvolvido de acordo com o esquema descrito na Figura 8.
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4320 mg
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Figura 8. Esquema de fracionamento da fracdo BbAG60EtOAC.

A fracdo em acetato de etila (4320 mg) foi submetida a cromatografia em coluna
Sephadex LH-20. Obtiveram-se 150 frag¢6es (10 mL), as quais foram submetidas a analise por
cromatografia em camada delgada e reunidas em dez fracdes.

As fragOes reunidas foram submetidas a analise em CCD com vistas a direcionar o
processo de isolamento de maneira mais dinamica. Assim, foi observado que as fracGes 5
(462 mg) e 6 (239 mg) mostraram perfil promissor e foram portanto selecionadas para
continuidade dos processos de isolamento.

A fragdo 5 (462 mg) proveniente da coluna Sephadex LH-20 foi submetida a
fracionamento em silica gel [25 cm x 2 cm, 50 g de silica gel, altura de 15 cm]. A coluna foi
eluida segundo o esquema apresentado na Tabela 6, fornecendo 16 fragdes de 100 mL cada.
As fracOes coletadas foram analisadas em CCD (fase movel CH,Cl,:MeOH (9:1)) e agrupadas

em cinco subfrac6es, descritas na Tabela 7.
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Tabela 6. Cromatografia em coluna (CC) — BbAEtOAC5 (462 mg).

Fracoes DCM/MeOH Volume (mL) Massa (mQ)
1 100:0 100 39
2 100:0 100 42
3 100:0 100 21
4 99:1 100 21
5 99:1 100 10
6 98:2 100 12
7 98:2 100 32
8 96:4 100 24
9 96:4 100 31

10 96:4 100 23
11 95:5 100 18
12 95:5 100 12
13 90:10 100 24
14 90:10 100 33
15 90:10 100 25
16 0:100 100 49

Tabela 7. Agrupamento das fracGes obtidas por CC — BbAEtOAC5 (462 mQ).

Subfracdes Fracdes reunidas Massa (mg)
1 1-3 102
2 4-6 43
3 7-9 87
4 10-12 53
5 13-16 131

As subfracdo 4 (53 mg) apresentou perfil cromatografico interessante para o
prosseguimento do isolamento (atividade no UV). Portanto, foi submetida a cromatografia
preparativa em camada delgada. A fase movel utilizada foi CH,Cl,:MeOH (9:1), sendo as
placas eluidas apenas uma vez.

Assim foi obtida a substancia piridovericina-N-O-(4-O-metil-4-D-glucopiranosideo) (18
mg), que foi submetida a um Gltimo passo cromatografico em coluna Sephadex LH-20 (25 cm
X 1 cm — 20 @), eluida com MeOH, com vistas a uma melhor purificacdo da amostra
(rendimento final de 10 mg). Esta substancia foi agrupada com a mesma obtida a partir da
fragcédo diclorometanica.

A fracdo 6 (239 mg) proveniente da coluna Sephadex LH-20 foi submetida a
fracionamento em silica gel [25 cm x 2 cm, 50 g de silica gel, altura de 15 cm]. A coluna foi
eluida segundo o esquema apresentado na Tabela 8, fornecendo 16 fragdes de 100 mL cada.
As fragOes coletadas foram analisadas em CCD utilizando a fase movel CH,Cl,:MeOH (9:1) e

agrupadas em seis subfragdes, descritas na Tabela 9.
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Tabela 8. Cromatografia em coluna (CC) - BbAEtOACc6 (239 mg).

Fracoes DCM/MeOH Volume (mL) Massa (mQ)
1 100:0 100 5
2 100:0 100 5
4 99:1 100 7
5 99:1 100 7
6 98:2 100 8
7 98:2 100 18
8 96:4 100 19
9 96:4 100 13

10 95:5 100 11
11 95:5 100 10
12 95:5 100 20
13 90:10 100 10
14 90:10 100 10
15 0:100 100 29
16 0:100 100 35

Tabela 9. Agrupamento das fracdes obtidas por CC - BbA60DCM6 (239 mg).

Subfragdes FragOes reunidas Massa (mg)
1 1-2 10
2 3-5 28
3 6 20
4 7-9 50
5 10-13 51
6 14 - 16 48

As subfracdes 2, 3 e 4 apresentaram perfil interessante para o prosseguimento dos
processos de purificacao.

A subfracdo Fr6.2 (25 mg) foi reunida com a fracdo Fr6.4.1 (10 mg) proveniente da fracdo
diclorometénica do cultivo em meio sélido, com base no perfil em CCD, resultando em 35 mg
de fracdo. Tal fracdo apresentou solubilidade bastante dificil em diversos solventes testados,
sendo que a solubilizacdo parcial se deu em mistura MeOH:CH,Cl,. Mesmo assim houve a
formacdo de precipitado amarelo. A solubilidade total se deu somente em DMSO. Devido a
baixissima solubilidade em solventes usuais, optou-se por promover a purificacdo em placas
preparativas a separacdo em CLAE. A fase movel utilizada foi CH,Cl;:MeOH (9:1) na
primeira eluicdo e CH,Cl,:MeOH (96:4) na segunda e terceira eluigdes. O processo de
separagdo em placas permitiu a obtencdo da substancia 7,8-dimetilloxazina (lumicromo) (19
mg) que resulta em intensa coloragéo amarela quando solubilizada em DMSO.

A subfracdo Fr6.3 (25 mg) foi reunida com a fracdo Fr6.4.2 (2,3 mg) proveniente da
fracdo diclorometénica do cultivo em meio sélido, com base no perfil em CCD, resultando em

27,3 mg de fragdo. Como mencionado para a fracdo anterior, esta fracdo também mostrou ser
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de dificil solubilizacdo, pois apenas DMSO sob aquecimento foi capaz de solubiliza-la
completamente. Utilizando a mesma estratégia usada para a amostra anterior, foi promovida a
separacao por cromatografia em placa sob as mesmas condicdes, que resultou na substancia 1-
metil-7-hidroximetilumicromo (14 mg), a qual precipita com facilidade em solventes como
MeOH e DMSO sob temperatura ambiente.

As substancias 7,8-dimetilloxazina e 1-metil-11-hidroxilumicromo foram analisadas em
CLAE para verificar o grau de pureza das mesmas (Figura 9).

Condicbes cromatograficas: fase estacionaria - coluna cromatografica analitica de fase
reversa (C-18) CLC-ODS (M) — Shimadzu, 4,0 mm x 250 mm, didmetro das particulas 5 um.
Fase movel: eluicdo por gradiente multilinear iniciando com CH3CN:H,0 - 5:95, aumentando
até 100% de CH3CN em 20 minutos e retornando para CH3CN:H,0 - 5:95 até 25 minutos,

vazdo de 1,0 mL/min, 251 mm.
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Figura 9. Cromatograma em CLAE de 1-metil-11-hidroxilumicromo (A) e 7,8-
dimetilloxazina (B) (251 mm).

Observando os cromatogramas é possivel constatar a dificuldade na separacdo das
substancias, uma vez que estas apresentam tempos de retencdo bastante semelhantes, mesmo
utilizando gradiente de eluicdo multilinear com maior quantidade de H,O para promover uma
melhor separacdo (1-metil-11-hidroxilumicromo: 10.6 min e 7,8-dimetilloxazina: 11.5 min).
As substancias mostraram grau de pureza satisfatorio para a realizagdo dos experimentos de
RMN.

Por sua vez a subfracdo Fr6.4 (50 mg) foi submetida a purificacdo em placas preparativas
A fase mdvel utilizada foi CH,Cl,:MeOH (9:1) e o processo de separagdo em placas

cromatograficas em camada delgada permitiu a obtencdo da substancia piridovericina (12

mQ).
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3.11.3 Fracdo em acetato de etila meio liquido PDB (BbL21EtOAC)

BbL21
2000 mg

Sephadex LH-20

Fr1 Fr 2 Fr3 Fr 4 Fr5 Fr6 Fr 7 Fr 8
208 mg 221 mg 435 mg 91 mg 380 mg 77 mg 290 mg 180 mg

Sephadex LH-20 Sephadex LH-20

293 mg 200 mg
Silica gel \>
DCM:MeOH ilica gel

DCM:MeOH

Fr5.1 Fr5.2 Fr5.3 Fr5.4 Fr5.5 Fr5.6 Fr7.1 Fr7.2 Fr7.3 Fr7.4 Fr7.5 Fi7.6
6 mg 51 mg 70 mg 48 mg 39 mg 51 mg 8 mg 20 mg 14 mg 72 mg 14 mg 45 mg
ccop
ccop :
DCM:MeOH Dngd:Ml%OH

90:10 |

piridovericina
piridovericina-glc 9 mg
10 mg

Figura 10. Esquema de fracionamento da fracdo BbLEtOAC.

A fracdo em acetato de etila obtida do cultivo liquido em PDB (2000 mg) foi submetida a
cromatografia em coluna Sephadex LH-20. Obtiveram-se 150 fragGes (10 mL), as quais foram
submetidas a analise por cromatografia em camada delgada e reunidas em oito fracdes
(Figura 10).

As fragdes reunidas foram submetidas & CCD com vistas a direcionar o processo de
isolamento de maneira mais dindmica. Assim, foi observado que as fragdes 5 (380 mg) e 7
(290 mg) provenientes da coluna Sephadex LH-20, apresentavam perfil interessante quanto a
deteccdo no UV e também quando reveladas com solucdo de anisaldeido. Logo, foram
selecionadas para continuidade dos processos de isolamento.

A fracdo 5 (380 mg) proveniente da coluna Sephadex LH-20 foi submetida & um novo
fracionamento em coluna de gel filtragdo, que permitiu a obtencdo de uma fragéo de 293 mg.
Esta foi submetida a fracionamento em silica gel [25 cm x 1 cm, 20 g de silica gel, altura de
15 cm]. A coluna foi eluida segundo o esquema apresentado na Tabela 10, fornecendo 15
fracOes de 100 mL cada. As fragdes coletadas foram submetidas a CCD e as semelhantes

foram agrupadas em seis subfragdes (Tabela 11).
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Tabela 10. Cromatografia em coluna (CC)- BbL21EtOAC5 (293 mg).

Fracoes DCM/MeOH Volume (mL) Massa (mQ)
1 100:0 100 3
2 100:0 100 3
3 100:0 100 18
4 99:1 100 10
5 99:1 100 30
6 98:2 100 20
7 98:2 100 12
8 96:4 100 10
9 96:4 100 28

10 96:4 100 17
11 95:5 100 31
12 95:5 100 10
13 90:10 100 18
14 90:10 100 11
15 90:10 100 51

Tabela 11. Agrupamento das fragdes obtidas por CC - BbL21EtOAC5 (293 mg).

Subfragdes FragOes reunidas Massa (mg)
1 1-2 6
2 3-5 51
3 6-9 70
4 10-11 48
5 12 - 14 39
6 15 51

A subfracdo 5 (39 mg) apresentou perfil cromatografico interessante para o
prosseguimento do isolamento (atividade no UV) e, portanto, foi submetida a cromatografia
preparativa em camada delgada. A fase maével utilizada foi CH,Cl,:MeOH (9:1), sendo as
placas eluidas apenas uma vez. Assim, foi obtida a substancia Fr5.4 (10 mg). Essa fracéo foi
agrupada nas fracdes Fr5.4 (EtOAc) e Fr5.5 (CH,Cl,) provenientes dos cultivos em meio
solido, valendo-se do perfil quimico obtido por CCD. Essas fracbes agrupadas foram
submetidas a isolamento em CLAE gerando a substancia denominada piridovericina-N-O-(4-
O-metil-p-D-glucopiranosideo) (Figura 11).

Condicbes cromatograficas: fase estacionaria - coluna cromatografica analitica de fase
reversa (C-18) CLC-ODS (M) — Shimadzu, 4,0 mm x 250 mm, didmetro das particulas 5 um.
Fase movel: eluicdo por gradiente multilinear iniciando com CH3;CN:H,O - 10:90,
aumentando até 100% de CH3CN em 16 minutos e retornando para CH3CN:H,O - 10:90 até

23 minutos, vazdo de 1,0 mL/min, 251 mm.
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O-metil-B-D-glucopiranosideo) (em 251 mm).

E possivel notar que o grau de pureza da amostra é satisfatorio (tempo de retencéo: 14,5
min). Entretanto, para obter uma amostra com maior grau de pureza para a realizacdo dos
experimentos espectroscopicos, a substancia foi purificada através de multiplas injecGes em
CLAE. O cromatograma a seguir atesta a pureza da amostra, embora o tempo de retencao seja
diferente, provavelmente devido a alguma alteracdo das condic¢Bes da coluna. O rendimento
foi de 14 mg (tempo de retengéo: 12,3 min) (Figura 14).

Por sua vez a fragdo 7 (290 mg) proveniente da coluna Sephadex LH-20 foi submetida a
um novo fracionamento em coluna de gel filtracdo, que permitiu a obtencdo de uma fracéo de
200 mg. Essa foi submetida a fracionamento em silica gel utilizando as mesmas condicdes a
qual foi submetida a fracdo 5. A coluna foi eluida segundo o esquema apresentado na Tabela
12, fornecendo 12 fragBes de 100 mL cada. As fracdes coletadas foram submetidas a CCD,
utilizando a fase movel CH,Cl,:MeOH (9:1) e as semelhantes foram agrupadas em seis
subfracdes (Tabela 13).

Tabela 12. Cromatografia em coluna (CC) - BbL21EtOAc7 (200 mg).

Fracoes DCM/MeOH Volume (mL) Massa (mQ)
1 100:0 100 4
2 100:0 100 4
3 100:0 100 20
4 99:1 100 14
5 99:1 100 23
6 98:2 100 27
7 98:2 100 22
8 96:4 100 10
9 96:4 100 4

10 96:4 100 12
11 95:5 100 18
12 95:5 100 15
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Tabela 13. Agrupamento das fragdes obtidas por CC - BbL21EtOAc7 (200 mg).

Subfragdes Fracgdes reunidas Massa (mg)
1 1-2 8
2 3 20
3 4 14
4 5-7 72
5 8-9 14
6 10-12 45

A subfracdo 6 (45 mg) apresentou perfil cromatografico interessante para o
prosseguimento do isolamento (atividade no UV) e, portanto, foi submetida a cromatografia
preparativa em camada delgada. A fase maével utilizada foi CH,Cl,:MeOH (9:1), sendo as
placas eluidas apenas uma vez. Assim, foi obtida a substancia Fr7.6.1 (15 mg), que foi
submetida a um ultimo passo cromatografico em coluna Sephadex LH-20 (25 cm x 1 cm — 20
), eluida com MeOH, com vistas a purificar melhor a amostra, gerando rendimento final de 9
mg da substancia piridovericina, a qual também foi obtida nas fraces em CH,Cl, e EtOAc

dos cultivos em meio solido.

3.12 Fracionamento das fracGes obtidas em escala ampliada — Mycoleptodiscus indicus.
3.12.1 Fracao Hexanica meio arroz-aveia (MiHex)

O processo de fracionamento da fragdo hexanica do cultivo de M. indicus em meio arroz-
aveia foi desenvolvido de acordo com o esquema descrito na Figura 12. A fracdo hexanica
(9835 mgq) foi solubilizada em metanol e submetida a centrifugacdo de 3000 RPM durante 3
minutos. Assim foi obtido um precipitado (insolivel em MeOH) com massa de 1500 mg e

uma fragdo soltivel em MeOH de 8335 mg.
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MiHex
9835 mg

Solubilizacao em MeOH
3000 RPM/3 min

Precipitado Fragdo MeOH
1500 mg soluvel
8335 mg

Cristalizacao
MeOH:DCM
" g

Eugenitina
1300 mg

Figura 12. Esquema de fracionamento da fracdo MiHex (9835 mg).

O precipitado foi submetido a processo de cristalizacdo, através da solubilizacdo em 300
mL de CH,Cl,:MeOH (1:1) em baldo de 1 L, seguido de aquecimento e posterior periodo de
repouso (overnight) a 4°C em geladeira. Posteriormente, os cristais foram recolhidos e
pesados, resultando na obtencdo de 1300 mg da substancia denominada eugenitina,

pertencente a classe dos cromenos que sera discutida posteriormente.

3.12.2 Fracéao diclorometénica meio arroz-aveia (MiDCM)

O processo de fracionamento da fracdo diclorometénica do cultivo do fungo M. indicus
em meio arroz-aveia foi desenvolvido de acordo com o esquema descrito nas Figuras 13, 14 e
15. Previamente aos processos cromatograficos a fracdo diclorometénica (6900 mg) foi
solubilizada em metanol e submetida a centrifugacdo a 3000 RPM por 3 minutos. Assim foi
obtido um precipitado (insoltvel em MeOH) com massa de 3870 mg e uma fracéo soltvel em
MeOH de 3030 mg (Figura 13). Tanto o precipitado quanto a fragdo solGvel foram
submetidas a processos cromatograficos que envolveram: colunas de Sephadex LH-20,

colunas de silica gel e cromatografia preparativa em camada delgada, além de técnicas de
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cristalizacdo. O processo de isolamento foi monitorado através CCD, observagdo em UV e

MiDCM
6900 mg

Solubilizagao em MeOH
3000 RPM/3 min

N

Precipitado Fragao MeOH

5 ma )

revelagdo com anisaldeido.

Figura 13. Solubilizacdo em MeOH e centrifugacdo amostra MiDCM.,

A seguir sdo abordados de forma separada os processos cromatograficos do precipitado e
da fracdo soltvel.

3.12.2.1 Fragéo diclorometénica - precipitado (MiDCM)
O processo de isolamento da fracdo insolivel em metanol proveniente da fracdo

diclorometanica do cultivo de M. indicus em meio arroz-aveia foi desenvolvido por
cromatografia classica, seguida de passos de cristalizacdo e técnica de precipitacdo (Figura
14).
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MiDCM
precipitado
3870 mg

Silica gel
DCM:MeOH
0-10%

100 fracdes de 80 mL

Fr 1 (1- 45) Fr 2 (46 - 69) Fr 3 (70-100)
2895 mg 220 mg 600 mg

Cristalizagdo Solubilizagdo
em MeOH:DCM em MeOH:DCM
4°C e precipitagao

austidiol dimero de austidiol
2700 mg 185 mg

Figura 14. Esquema de fracionamento da fracdo MiDCM precipitado.

O primeiro passo foi o fracionamento em silica gel [30 cm x 3,5 cm, 150 g de silica gel,
altura de 10 cm]. A coluna foi eluida utilizando um sistema gradiente de CH,Cl,:MeOH,
iniciando com diclorometano 100% e elevando a concentracdo de metanol em 1% a cada 10
fragdes coletadas. Assim foram coletadas 100 fracdes de 80 mL cada. As fracbes coletadas
foram submetidas a analise por CCD. De acordo com o perfil cromatogréafico as fracdes

semelhantes foram agrupadas em trés subfracdes (Tabela 14).

Tabela 14. Cromatografia em coluna (CC) - MiDCM ppt (3870 mQ).

Subfragdes Fracgdes reunidas Massa (mg)
1 1-45 2980
2 46 — 69 237
3 170 - 100 600

A subfracdo 1 (3000 mg) foi submetida ao processo de cristalizagdo, através da
solubilizacdo em 500 mL de CH,Cl,:MeOH (1:1) em balo de 1 L, seguido de aquecimento e

posterior periodo de repouso (overnight) sob 4°C em geladeira. Posteriormente, 0S cristais
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foram recolhidos e pesados, resultando na obtencdo de 2700 mg da substancia denominada
austidiol, pertencente a classe das azafilonas que sera discutida posteriormente.

A subfracdo 2 (250 mg) foi solubilizada em 100 mL de CH,Cl,:MeOH (1:1), aquecida e
na sequéncia mantida em repouso sobre a bancada sendo, em seguida, recolhido o precipitado
(Fr 2 - 185 mg), cujo processo de elucidacao estrutural permitiu a proposicdo do metabdlito
inédito dimero de austidiol, pertencente a classe das azafilonas.

3.12.2.2 Fracéo diclorometénica - soltvel em MeOH (MiDCM)
O fracionamento da porgdo solivel em MeOH se deu de forma semelhante as etapas

desenvolvidas para o fracionamento das fracdes obtidas a partir dos cultivos em B. bassiana,
com o0 uso de colunas Sephadex LH-20, colunas de silica gel, cromatografia preparativa em
camada delgada e lavagem com combinagdes de solventes organicos (Figura 15).

A fracdo diclorometanica (3030 mg) foi submetida a cromatografia em coluna Sephadex
LH-20. Obtiveram-se 200 fragdes (10 mL), as quais foram submetidas a analise por CCD
utilizando a fase movel Hex:EtOAc (1:1). A analise cromatografica em camada delgada das

fragOes obtidas permitiu reuni-las em dez fragdes.
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Mi DCM
MeOH Soluvel
3030mg

Sephadex LH-20

Fr 2 Fr 4 EE5 Fr 6 Fr 8

Fr 1 Fr 3 Fr 7 Fr 9 Fr 10
17 mg 138 mg 530 mg 1251 mg 461 mg 280 mg 58 mg 191 mg 35 mg 69 mg

Silica gel
Hex:DCM:MeOH Lavagem

MeOH

_

-

[Frs MeOH Insol(xvel]

Fr6 MeOH Soluvel
220mg

60 mg (eugenitina)
Fr5.1 Fr5.2 Fr5.3 Fr5.4 Fr5.5 Er5:6 ErS5 .7 Fr5.8
72 mg 65 mg 50mg 30mg 61 mg || 59 mg || 41 mg 83 mg

Silica gel
Hex:DCM:MeOH

Lavagem CCD[Prep ’
Eter  Hex:EtOAc eugenitina Fr6.2 Fré.3 Fré.4 Fr6.5 Fr6.6 Fr6.7 Fr6.8
| 70:30 63 mg 33 mg 29 mg 28mg | | 12 mg 9 mg 14 mg | | 32 mg

Eugenitina / I
15 mg Lavagem CCD Prep CCD Prep
MeOH Hex:EtoAc Hex:EtOAc
/ 70:30 70:30
Aus / \\ \
6.5 m
15 mg | g 6.7 mg 16 mg
Silica gel Silica gel LavaLem
lavagem lavagem Eter
Austidiol 9-Hidréxi Austidiol
cromeno eugenina diidroisocumarina
2.1 mg 4.7 mg 12 mg

Figura 15. Esquema de fracionamento da fragdo MiDCM soluvel.
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As fracdes reunidas foram submetidas a analise por CCD. Assim, foi observado que as
fragdes 5 (461 mg) e 6 (280 mg) provenientes da coluna Sephadex LH-20, apresentavam
perfil promissor e foram selecionadas para continuidade dos processos de isolamento.

A fracdo 5 (461 mg) foi submetida a fracionamento em silica gel [25 cm x 2 cm, 50 g de
silica gel, altura de 15 cm]. A coluna foi eluida segundo o esquema apresentado na Tabela 15,
fornecendo 18 fracBes de 100 mL cada. As fracOes coletadas foram submetidas a CCD,
utilizando a fase movel Hex:EtOAc (1:1) e as semelhantes foram agrupadas em oito
subfracdes (Tabela 16).

Tabela 15. Cromatografia em coluna (CC) - fracdo MiDCMD5 (461 mg).

Fracoes Hex: CH,Cl,:MeOH Volume (mL) Massa (mQ)
1 100:0:0 100 24
2 100:0:0 100 18
3 50:50:0 100 12
4 50:50:0 100 25
5 0:100:0 100 24
6 0:100:0 100 12
7 99:1 100 17
8 99:1 100 21
9 99:1 100 18

10 92:8 100 12
11 92:8 100 23
12 96:4 100 12
13 96:4 100 16
14 95:5 100 16
15 95:5 100 23
16 90:10 100 20
17 90:10 100 15
18 0:100 100 70

Tabela 16. Agrupamento das fragdes obtidas por CC — MiDCM5 (461 mg).

Subfracdes Fracdes reunidas Massa (mg)
1 1-3 54
2 4-5 49
3 6-8 50
4 9-10 30
5 11-13 51
6 14 - 15 39
7 16 - 17 35
8 18 70

A subfracédo 3 (50 mg) foi submetida ao processo de lavagem com éter etilico, obtendo-se
15 mg da substéncia eugenitina, pertencente a classe dos cromenos. Por sua vez a subfracdo 4

(30 mg) foi submetida a cromatografia preparativa em camada delgada. Utilizou-se a fase



Experimental | 44

movel Hex:EtOAc (3:7), sendo as placas eluidas por duas vezes consecutivas na mesma fase
movel. Assim foi obtido o composto austidiol (8 mg), pertencente a classe das azafilonas.

A fracdo 6 (280 mg) proveniente da coluna Sephadex LH-20 foi submetida a lavagem
com metanol, resultando em uma porg¢do insolavel, correspondente a substancia eugenitina
(60 mg) e uma porcao solivel (220 mg) que foi submetida a cromatografia em coluna de
silica gel [25 cm x 1 cm, 20 g de silica gel, altura de 15 cm]. A coluna foi eluida segundo o
esquema apresentado na Tabela 17, fornecendo 16 fracdes de 100 mL cada. As fracGes
coletadas foram submetidas a CCD, utilizando a fase modvel Hex:EtOAc (1:1) e as

semelhantes foram agrupadas em oito subfracGes (Tabela 18).

Tabela 17. Cromatografia em coluna (CC) - MiDCM6 (220 mg).

Fracdes Hex: CH,Cl,:MeOH Volume (mL) Massa (mg)
1 100:0:0 100 19
2 100:0:0 100 20
3 50:50:0 100 12
4 50:50:0 100 20
5 0:100:0 100 13
6 0:100:0 100 8
7 99:1 100 10
8 99:1 100 10
9 92:8 100 10

10 92:8 100 18
11 96:4 100 10
12 96:4 100 9
13 95:5 100 7
14 95:5 100 3
15 90:10 100 10
16 0:100 100 14

Tabela 18. Agrupamento das fragdes obtidas por CC - MiDCM6 (220 mg).

Subfragdes Fracgdes reunidas Massa (mg)
1 1-3 41
2 4-5 33
3 6-8 29
4 9-10 28
5 11 10
6 12 9
7 13- 14 10
8 15-16 24

A subfracgdo 1 rendeu 63 mg da substéncia eugenitina, por sua vez a subfragéo 2 (33 mg)
foi lavada com MeOH fornecendo 15 mg da substancia denominada 6-metoxieugenina. Ja a

subfracéo 3 (29 mg) foi submetida a cromatografia preparativa em camada delgada. Utilizou-
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se a fase movel Hex:EtOAc (7:3), as placas foram eluidas por duas vezes consecutivas na
mesma fase movel e, em seguida, observadas sob luz UV. Obtiveram-se duas substancias:
austidiol isocromeno (6,5 mg) e 9-hidroxieugenina (6,7 mg). Ambas foram submetidas a um
ultimo passo cromatografico em silica gel em pipeta Pasteur (fase movel Hex:EtOAc (1:1))
fornecendo 2,1 e 4,7 mg das substancias, respectivamente.

A subfracdo 4 (28 mg) foi submetida a cromatografia preparativa em placa, sob as
mesmas condicdes da subfracdo 3, fornecendo a substéncia austidiol diidroisocumarina (16

mg), a qual foi lavada com éter etilico, resultando na obtencdo de 12 mg da substancia.

3.12.3 Fracao em acetato de etila meio arroz-aveia (MiEtOACc)

O processo de fracionamento da fracdo em acetato de etila do cultivo do fungo M. indicus
em meio arroz-aveia foi desenvolvido de acordo com o esquema descrito nas Figuras 16 e 17.
Previamente aos processos cromatogréficos, a fragdo em acetato de etila (11878 mg) foi
solubilizada em metanol e submetida a centrifugacdo a 3000 RPM por 3 minutos. Assim foi
obtido um precipitado (insolivel em MeOH) com massa de 2420 mg e uma fracdo soltvel em
MeOH de 9458 mg (Figura 16). Tanto o precipitado quanto a fracdo sollvel foram
submetidas a processos cromatograficos que envolveram: colunas de Sephadex LH-20,
colunas de silica gel e cromatografia preparativa em camada delgada, bem como técnicas de
cristalizacdo. O processo de isolamento foi monitorado através de cromatografia em camada

delgada (CCD), observacdo em UV e revelagdo com anisaldeido.

MIEtOAC

11878 mg

Solubilizagcao em MeOH
3000 RPM/3 min

Precipitado Fracao MeOH
2420 mg Soluvel
9458 mg

Figura 16. Solubilizagcdo em MeOH e centrifuga¢do amostra MiEtOAcC.
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3.12.3.1 Fracgdo em acetato de etila - precipitado (MiEtOACc)

O processo de isolamento da fragdo insoldvel em metanol proveniente da fragdo em
acetato de etila do cultivo de M. indicus em meio arroz-aveia foi desenvolvido por
cromatografia classica, seguida de passos de cristalizacdo e técnica de precipitacdo, ilustrado
na Figura 17. O primeiro passo foi o fracionamento em silica gel [30 cm x 3,5 cm, 150 g de
silica gel, altura de 10 cm]. A coluna foi eluida utilizando um sistema gradiente de
CH,Cl,:MeOH, iniciando com diclorometano 100% e elevando a concentracdo de metanol em
1% a cada 10 fragdes coletadas, sendo coletadas 100 fracdes de 100 mL cada. As fracdes
coletadas foram submetidas a CCD, utilizando a fase movel Hex:EtOAc (3:7) e as
semelhantes foram agrupadas em trés subfracfes (Tabela 19).

MIEtOAC
precipitado
2420 mg

Silica gel
DCM:MeOH
0-10%

100 fragdes de 100 mL

Fr 1 (1-30) Fr 2 (31-65) Fr 3 (66-100)
1395 mg 82 mg 892 mg
Cristalizagao Solubilizagao
em MeOH:DCM em MeOH:DCM
4°C e precipitagdo

austidiol dimero de austidiol
1300 mg 60 mg

Figura 17. Esquema de fracionamento da fracdo MiEtOAc precipitado.

Tabela 19. Cromatografia em coluna (CC) - MiEtOAc ppt (2420 mg).

Subfragdes Fracgdes reunidas Massa (mg)
1 1-30 1395
2 31-65 82

3 66 — 100 892
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A subfracdo 1 (1400 mg) foi submetida a processo de cristalizacdo, através da
solubilizagdo em 500 mL de CH,Cl,:MeOH (1:1) em baldo de 1L, seguido de aquecimento e
posterior periodo de repouso (overnight) a 4°C em geladeira. Posteriormente, os cristais foram
recolhidos e pesados, resultando na obtencdo de 1300 mg da substancia denominada austidiol,
obtida anteriormente a partir da fragéo diclorometénica.

A subfracdo 2 (85 mg) foi solubilizada em 200 mL de CH,CIl,:MeOH (1:1), aquecida e
mantida em repouso sobre a bancada e, em seguida, foi recolhido o precipitado (60 mg) que

corresponde a substancia denominada dimero de austidiol, pertencente a classe das azafilonas.

3.12.3.2 Fragdo em acetato de etila - solavel em MeOH (M. indicus - EtOAC)

O fracionamento da por¢do solivel em MeOH se deu de forma semelhante as etapas
desenvolvidas para o fracionamento da fracdo diclorometanica, sendo utilizadas colunas
Sephadex LH-20, colunas de silica gel, cromatografia preparativa em camada delgada e
lavagem com combinagdes de solventes organicos (Figura 18).

A fracdo em acetato de etila (9458 mg) foi submetida a gel filtracdo Sephadex LH-20, que
permitiu a obtencdo de 200 fracGes (10 mL), as quais foram submetidas a analise por CCD
utilizando a fase mdvel Hex:EtOAc (1:1). A andlise cromatogréfica das fragBes obtidas
permitiu reuni-las em dez fragoes.

As fracdes reunidas foram submetidas a analise em CCD. Assim, foi observado que as
fracdes 6 (592 mg), 7 (488 mg) e 8 (420 mg) provenientes da coluna Sephadex LH-20,
apresentavam perfil promissor e foram selecionadas para continuidade dos processos de
isolamento.

As trés fracbes foram separadamente solubilizadas em MeOH e centrifugadas. A porcao
insoltvel que precipitou correspondeu a substancia eugenitina (300 mg). Por sua vez a parte
solivel em MeOH de cada fracdo foi submetida aos processos cromatograficos
esquematizados a seguir (Figura 18). As fracdes 6 (500 mg) e 7 (330 mg) foram analisadas
por CCD e reunidas em uma mesma fracdo (Fr6-7). Esta fracdo foi submetida a coluna de
silica gel [25 cm x 2 cm, 50 g de silica gel,altura de 15 cm]. A coluna foi eluida segundo o
esquema apresentado na Tabela 20, fornecendo 18 fragdes de 100 mL cada. As fracoes
coletadas foram submetidas a analise por CCD, utilizando a fase movel CH,Cl,:MeOH (95:5).
De acordo com o perfil cromatografico as fracbes semelhantes foram agrupadas, resultando

em cinco subfracOes, descritas na Tabela 21.
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MiEtOAC
MeOH Soluvel

9458 mg

Sephadex LH-20

Fri Fr2 Fr3 Fr4 Frs Fr 6 Fr7 Fr8 Fr9 Fr 10
365 mg 1902 mg | [ 830 mg | | 2021 mg | | 2310 mg | | 592 mg 488 mg 420 mg 102 mg 141 mg

Solubilizagdo MeOH e Centrifugagao

Fr6 Ero Fr8
500 mg 330 mg 300 mg

Silica gel
Hex:EtOAc
0 - 100%
Anédlise CCD
Fr 8.1 Fr 8.2 Fr 8.3 Fr 8.4 Fr 8.5
5mg 65 mg 20 mg 18 mg 161 mg
Fr 6-7
830 mg
[
Silica gel
DCM:MeOH
0-5%
Fr 6-7.1 Fr 6-7.2 Fr 6-7.2 Fr6-7.4 || Fr 6-7.5
157 mg 250 mg 45 mg 170 mg 165 mg CCD Prep
Hex:EtOAc
20:80
Lavagem Lavagem
MeOH MeOH
823
15 mg

austidiol | | dimero de |
220 mg austidiol
40 mg Coluna de Florisil

EtOAc:MeOH
99:1

austidiol
diidroisocumarina

5mg

Figura 18. Esquema de fracionamento da fracdo MiEtOAc MeOH sollvel.
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Tabela 20. Cromatografia em coluna (CC) - MiEtOAc6-7 (830 mg).

Fracoes CHCl,:MeOH Volume (mL) Massa (mQ)
1 100:0 100 45
2 100:0 100 57
3 100:0 100 55
4 99:1 100 51
5 99:1 100 79
6 98:2 100 65
7 98:2 100 55
8 97:3 100 23
9 97:3 100 22

10 96:4 100 28
11 96:4 100 26
12 95:5 100 42
13 95:5 100 35
14 95:5 100 41
15 90:10 100 25
16 90:10 100 33
17 90:10 100 41
18 0:100 100 66

Tabela 21. Agrupamento das fragdes obtidas por CC —MIEtOAc6-7 (461 mQ).

Subfracdes Fracdes reunidas Massa (mg)
1 1-3 157
2 4-7 250
3 8-9 45
4 10-14 170
5 15-18 165

A subfracgéo 2 (250 mg) e a subfracdo 3 (45 mg) foram submetidas a lavagem com MeOH

resfriado, gerando precipitados de intensa coloracdo amarela e fornecendo as substancias

austidiol (220 mg) e dimero de austidiol (40 mg) (Figura 18). Tais substancias foram obtidas

a partir da fracdo em acetato de etila insolivel em MeOH e também a partir da fracdo

diclorometénica do cultivo de M. indicus em meio sélido.

Por sua vez a fracdo 8 proveniente da coluna Sephadex foi submetida a fracionamento em

silica gel [25 cm x 2 cm, 30 g de silica gel, altura de 15 cm]. A coluna foi eluida segundo o

esquema apresentado na Tabela 22, fornecendo 12 fragcdes de 100 mL cada. As fracoes

coletadas foram analisadas por CCD, utilizando a fase movel Hex:EtOAc (3:7) e agrupadas

em cinco subfracOes (Tabela 23).



Experimental | 50

Tabela 22. Cromatografia em coluna (CC) - MiEtOAc8 (300 mg).

Fracoes Hex:EtOAc Volume (mL) Massa (mQ)
1 100:0 100 2
2 100:0 100 3
3 80:20 100 25
4 80:20 100 40
5 60:40 100 8
6 60:40 100 12
7 50:50 100 9
8 40:60 100 11
9 30:70 100 15

10 20:80 100 39
11 0:100 100 47
12 0:100 100 60

Tabela 23. Agrupamento das fragdes obtidas por CC — MIiEtOAc8 (300 mg).

Subfracdes Fracdes reunidas Massa (mg)
1 1-2 5
2 3-4 65
3 6-5 20
4 7-8 18
5 9-12 161

A subfracdo 2 (65 mg) e 3 (20 mg) apresentaram perfis cromatograficos interessantes para
0 prosseguimento do isolamento (atividade no UV). A subfracdo 2 foi submetida ao processo
de lavagem com MeOH, obtendo-se 15 mg da substancia eugenitina (insolivel em MeOH),
pertencente a classe dos cromenos. A parte solivel em MeOH (40 mg) foi reunida com a
subfracdo 3 (20 mg), resultando na subfracdo Fr8.2-3 (60 mg). Esta foi submetida a
cromatografia preparativa em camada delgada, a fase movel utilizada foi Hex:EtOAc (2:8),
sendo as placas eluidas apenas uma vez. Assim, foi obtida a substancia Fr8.2-3 (15 mg), que
foi submetida a um altimo passo cromatografico em pipeta Pasteur contendo silica Florisil®,
eluida com fase modvel isocratica de EtOAc:MeOH (99:1), com vistas a uma melhor
purificacdo da amostra, gerando rendimento final de 5 mg da substancia austidiol
diidroisocumarina, a qual também foi obtida a partir da fracdo diclorometanica do cultivo em

meio solido.

3.13 Elucidagéo Estrutural.

A andlise organica das substancias isoladas foi realizada pelo uso de técnicas de
ressonancia magnética nuclear (‘H e '*C, DEPT, HMBC, HMQC, COSY, NOESY e
TOCSY), bem como de dados de espectrometria de massas, infravermelho, ultravioleta,

difracdo de Raio-X, ponto de fuséo e rotagdo especifica.
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3.13.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *H e **C, COSY, HMBC, HMQC, NOESY
e TOCSY).

Parte dos espectros de RMN foi adquirida em um instrumento BRUKER Avance DRX-
500 e outra parte em um instrumento VARIAN 400, utilizando CDCl;, CD3;0D ou DMSO
(deuterado) com o solvente residual como padrdo interno; as determinacgdes de multiplicidade
e espectros de RMN 2D (COSY, HMQ e HMBC) foram obtidos usando programas pulso

padrdes Bruker.

3.13.2 Espectrometria de Massas (EM).
Os espetros de massas de alta resolucdo foram obtidos pela injecéo direta no equipamento
LC/MSD — TOF Agilent Technologies (Model # F1969A).

3.13.3 Ultravioleta (UV)
Os dados de ultravioleta foram obtidos no equipamento UV VARIAN - 50 BIO UV-

Visible Spectrophotometer.

3.13.4 Rotacdo optica [ap]
Os dados de rotacdo especifica foram mensurados em CHCI3, DMSO ou MeOH utilizando
0 instrumento AUTOPOL IV® sob temperatura ambiente de 20°C.

3.13.5 Infravermelho (1V)
Os espectros de infravermelho foram obtidos através do uso do instrumento Bruker
Tensor 27 FTIR.

3.13.6 Ponto de fuséo (°C)

Os valores de ponto de fusdo das substancias isoladas foram obtidos por meio do uso do
equipamento  OptiMelt  (Automated Melting Point  System) Digital Image
ProcessingTechnology SRS Stanford Research Systems.



Resultados e Discussdo | 52

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Elucidagéo Estrutural das Substancias Isoladas — Beauveria bassiana.

A partir das fracGes diclorometanica e em acetato de etila dos cultivos em meio sélido do
fungo B. bassiana foram obtidos produtos naturais pertencentes a classe das piridonas e das

aloxazinas (Figura 19).
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Figura 19. Aloxazinas e piridonas isoladas de cultivos de B. bassiana

Piridonas

Referente aos derivados piridonicos foram isolados trés metabo6litos. O metabdlito fingico
conhecido como piridovericina 4-hidroxi-3-[(6R,2E,4E)-6-(hidroximetil)-4-metilocta-2,4-
dienoil)-5-(4-hidroxifenil)]piridina-2(1H)-ona e dois metabdlitos inéditos relacionados:
piridovericina-N-O-(4-O-metil-#-D-glucopiranosideo) 1-[(2”,3”-diidroxi-5"-(hidroximetil)-
4”-metoxitetraidro-1”H-pirano-1"-iloxi)]-4-hidréxi-3-[(6R,2E,4E)-6-(hidroximetil)-4-
metilocta-2,4-dienoil]-5-(4-hidroxifenil)-piridina-2(1H)-ona) e 15-desoxi-piridovericina 3-
[(6R,2E,4E)-4,6-dimetilocta-2,4-dienoil)-4-hidroxi-5-(4-hidroxifenil)]piridina-2(1H)-ona).

Alcaldides 4-hidroxi-2-piridona exercem diversos efeitos bioldgicos, incluindo atividades
antiflngica, antimicrobiana, inseticida e citotoxica. Por esta razdo, esta classe de compostos
tem atraido muita atencdo da comunidade cientifica, resultando na elucidacdo da biossintese
de alguns membros que sdo formados por policetideo sintases fungicas via acido tetramico,
bem como por diferentes vias de sintese total. Esta classe de compostos é extremamente rica
em diversidade e em atividades bioldgicas. Nas Ultimas décadas, novos compostos com
intrincadas estruturas foram revelados e diferentes abordagens sintéticas tém sido

desenvolvidas. Apesar do conhecimento sobre a classe dos alcaldides 2-piridona ser cada vez
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maior, muitas perguntas permanecem sem resposta no que se refere a biossintese, congéneres
desconhecidos, alvos bioldgicos e configuracdo absoluta (Jessen e Gademann, 2010).

A histéria dos alcaldides piridonas remonta ao século 19, quando Tuson isolou da
mamona uma substancia venenosa cristalina que ele chamou de ricinina (Tuson, 1864). A
elucidacdo estrutural foi realizada em 1904 por Maquenne e Philippe, que propuseram a
estrutura do ndcleo 2-piridona. Algumas décadas mais tarde pigmentos amarelos foram
isolados de culturas do fungo entomopatogénico Beauveria bassiana em 1968, sendo que as
caracteristicas estruturais dos biocromos tenellina e bassianina foram desvendadas em 1974
por Mclnnes et al. Entretanto, mais alcaldides piridonas foram isolados, entre eles,
flavipucina (Casinovi et al., 1968), funiculosina (Ando et al., 1969), ilicicolina H (Hayakawa
et al., 1971) e o antibiotico kirromicina (Wolf e Zahner, 1972) (Figura 20). Estes resultados
enriqueceram a classe dos alcaldides piridonas no @mbito da quimica de produtos naturais,
que foi aberto em 1864 e continua ainda hoje, com estruturas fascinantes que estdo sendo

descobertas (Jessen e Gademann, 2010).
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Figura 20. Exemplos de piridonas produzinas por planta (ricinina) e fungos.

Culturas do fungo entomopatogénico B. bassiana geralmente desenvolvem uma coloragao

amarela, devido a formacdo de uma mistura de pigmentos relacionados, entre estes pigmentos
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tem sido reportados a tenellina, bassianina (Wat et al.,, 1977), piridovericina e
piridomacrolidina (Takahashi et al., 1998).

Piridonas sdo compostos que possuem um sistema anel 2-piridona-5-substituido, com uma
metade acila ligada ao C-3 (complexo 2-piridona + acido aciltetrdamico) (Moore et al., 1999).
Piridovericina e piridomacrolidina sdo metabdlitos isolados por Takahashi e colaboradores
(1998) e que contém em comum uma unidade p-hidroxifenil piridona. A atividade bioldgica
de piridovericina e piridomacrolidina inclui a inibicdo da proteina tirosina quinase (PTK) em
concentragdes de 100 ug/mL. Inibidores de PTK tém potencial para desempenhar agdes como
agentes terapéuticos contra uma variedade de doencas proliferativas e inflamatérias (Irlapati
et al., 2003).

Muitos compostos pertencentes a classe das piridonas possuem interessantes atividades
bioldgicas, por exemplo: fischerina de Neosartorya fischeri, txica para mamiferos; leporina
B (Aspergillus leporis), toxica para insetos e; sambutoxina e compostos relacionados que sdo
micotoxinas hemorragicas de Fusarium oxysporum (Halo et al., 2008) (Figura 21).

Fischerina Leporina B Sambutoxina

Figura 21. Exemplos de piridonas com atividades bioldgicas.

Quimicamente esta classe de compostos tem estimulado muito interesse, visto os trabalhos
de estudo sobre biossintese e sintese quimica destas substancias. Nesse contexto, o isolamento
de novas estruturas contribui para o enriquecimento da classe.

A férmula molecular do metabdlito piridovericina (Figura 22) foi determinada como
C21H23NOs por anélise de espectrometria de massas de alta resolucdo (ESI — TOF) m/z
[M+H]" 370,1646 (calc para C,;H23sNOs, 370,1649) (Figura 106). O espectro de 1V sugeriu a
presenca de um grupo hidroxilico (3350 cm™), carbonila de amida (1648 cm™) e hidrogénio
ligado a carbonila (1611 cm™), respectivamente.

O espectro de RMN *3C confirma a presenca de 21 sinais de carbono (Figura 102). As

analises dos espectros de RMN *H e DEPT indicam a presenca de duas metilas (5c 11,6 e
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12,8), um metileno (dc 24,0), um metileno oxigenado (dc 64,0), um metino (Jc 43,6), oito
metinos oleofinicos (dc 115,0 (2); 123,0; 130,1 (2); 140,6; 147,5 e 149,4) e oito carbonos
quaternarios incluindo seis carbonos oleofinicos (oc 105,9; 112,7; 123,4; 134,5; 156,7; e
176,9) e dois carbonos carbonilicos (¢ 161,7 e 193,8).

O espectro de RMN *H (Figura 101) mostrou 23 sinais de hidrogénios incluindo dois
metilicos (0n 0,80, t (7,7 Hz) e Oy 1,83, s), um metilénico (o4 1,20, m e Joy 1,59, m), um
metilénico oxigenado (dy 3,35, 2H, m) cujo perfil de multiplicidade ndo parece bem claro, um
metinico (On 2,48, m), trés hidrogénios oleofinicos (dy 5,93, d (9,4 Hz), oy 7,50, d (15,0 Hz) e
On 7,98, d (15,0 Hz)), um hidrogénio aromético (oy 7,53, s) e hidrogénios do anel benzénico
p-dissubstituido (oy 6,76, 2H, d (8,4 Hz) e oy 7,25, 2H, d (8,4 Hz). Além destes sinais, existe
um hidroxi-hidrogénio alifatico (0n 4,57, s), um hidréxi-hidrogénio fendlico (oy 9,46, s) e um

NH (S 11,60, sl). Os dados de RMN *H e *C (DMSO-ds) sdo apresentados na Tabela 24.

Figura 22. Estrutura de piridovericina isolada de B. bassiana.

Os espectros ‘H—'H COSY e HMBC (Figuras 105 e 104) de piridovericina revelaram a
presenca de duas estruturas parciais, A e B: uma metade 4-hidroxi-5-(p-hidroxifenil) piridona e
uma metade 4-metil-6-hidroximetil-octa-2,4-dienoil, respectivamente, como mostrado na Figura
23. A presenca da metade p-hidroxifenil € deduzida pelos sinais de hidrogénios de multiplicidade

tipica AA’XX’ e dos dois sinais de carbono correspondentes a um par de carbonos quimicamente
equivalentes (C-2’ e C-6’ - oc 130,1 e C-3’e C-5" - d¢ 115,0). Corroboram para essa proposta as
correlagdes de 4°’-OH (0n 9,46) com C-4’ (O¢c 156,7) e C-3’ (C-5") (dc 115,0); de H-3’ ou 5’ (On
6,76) com C-4’ (dc 156,7), C-3° (5°) (0c 115,0) e C-1’ (dc 123,4); de H-2’ ou 6’ (0y 7,25) com C-
4 (0c 156,7), C-2’ (C-6’) (Oc 130,1) e C-5 (J¢c 112,7). Apesar do sinal 4-OH ndo estar presente
no espectro, sua localizacéo é deduzida pelo deslocamento quimico dos carbonos C-4 (dc 176,9),

C-3 (dc 105,9) e C-5 (dc 112,7) e pelos dados obtidos em literatura. A ligacdo do grupo p-
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hidroxifenilico ao C-5 do anel piridona é estabelecida pela correlagdo de H-2°(6") (dy 7,25) com

C-5 (0¢c 112,7), como mostrado na Figura 23.

O espectro de 'H - *H COSY de piridovericina revelou duas sequéncias de hidrogénios
[—*CH=CH— e ="'CH—"CH(*CH,OH)—"CH,—*CH3], que compde parcialmente a
estrutura B. No espectro de HMBC, o hidrogénio metilico oy 1,83 apresentou correlagdes
com trés carbonos oleofinicos C-9 (dc 149,4), C-10 (dc 134,5) e C-11 (dc 147,5). Ambos o0s
hidrogénios oleofinicos oy 7,98 e 7,50 (H-8 e H-9) se correlacionam com o carbono de
carbonila (oc 193,8) e com o C-10 (J¢c 134,5). Além disso, o hidrogénio oleofinico dy 7,50 se
correlaciona com os carbonos oc 123,0 e 12,8 (C-7 e C-16). Por fim, o hidrogénio metinico
em oy 5,93 (H-11) se correlaciona com os carbonos oleofinicos C-9 e C-10 (0c 149,4 e

134,5), e com os carbonos o¢ 64,0; 43,6; 24,0 e 12,8.

— :"H-TH COosY
. :HMBC

Figura 23. Experimentos de *H — *H COSY e HMBC de piridovericina.

A configuracdo das duas ligacdes duplas (C-8 — C-9 e C-10 — C-11) foi elucidada como E
pela constante de acoplamento (Jg.o = 15 Hz) e pela comparacdo de dados de RMN *H e *C
com dados previamente reportados (Takahashi et al., 1998) para mesmo composto. Estas
informagdes convergiram para a proposi¢do da metade (2E,4E)-4-metil-6-hidréximetil-octa-
2,4-dienoil como estrutura parcial B.

Piridovericina apresenta um centro quiral na cadeia alifatica na posi¢do C-12 (Figura 22).
A determinacdo da configuracdo absoluta deste centro quiral foi descrita no trabalho

publicado por Zhang et al., (2002), utilizando a estratégia de sintese quasiracémica.



Resultados e Discussdo | 57

Como em sintese racémica, a sintese quasiracémica fornece ambos enantibmeros em uma
simples sequéncia sintética. Entretanto, a separacdo marcada € usada para assegurar que a
mistura quasiracémica possa ser analisada, separada e identificada. Marcadores com fluor de
diferentes tamanhos de cadeias sdo usados para marcar dois materiais enantioméricos de
partida. Os quasienantibmeros sdo misturados para resultar no quasiracemato, que é entdo
tratado como um racemato em sucessivas etapas de sintese. A fluor-cromatografia é entdo
utilizada para separar o produto final quasiracemato em apenas dois componentes, que Sao
entdo desmarcados para resultar nos produtos enantiomericos.

Ap0s o0 processo de sintese e separacdo dos produtos quasiracémicos em enantibmmeros,
estes foram analisados por RMN e espectrometria de massas. Os dados espectroscopicos de
cada enantibmero foram idénticos aos dados da piridovericina natural. A rotacdo dptica do
enantibmero (S) foi +3,0 (¢ 0,1, MeOH), enquanto do enantidmero (R) foi -3,3 (c 0,06,
MeOH). Estas rotac6es séo consideravelmente menores do que o valor de -20,3 (c 0,1 MeOH)
reportado para o produto natural isolado pela primeira vez pelo Dr. Nakagawa da
Universidade de Teikyo. A piridovericina isolada no trabalho aqui descrito apresentou valor
de -15,0 (c 0,3, MeOH). Dessa forma, pode-se considerar a configuracdo absoluta do produto
natural piridovericina como R (Figura 22)

Tabela 24. Dados espectroscépicos de RMN *H, **C e HMBC de piridovericina.

Posicdo piridovericina®
Sc mult. Sn (Jin Hz) HMBC"
1 N-H 11,60, s -
2 161,7,C - -
3 105,9,C - -
4 176,9, C - -
5 112,7,C - -
6 140,6, C 7,53,s 4
7 193,8,C - -
8 123,0, CH 7,98, d (15,0)
9 149,4, CH 7,50, d (15,0) 7
10 1345, C -
11 147,5, CH 5,93, d (9,4) 9,12, 16
12 43,6, CH 2,48, m -
13 24,0, CH, 1,20, m; 1,59, m 11, 12, 14, 15
14 11,6, CHs 0,80, t (7,7) 12,13
15 64,0, CH, 3,35, m;4,57, d (5,4) (OH) 11, 12, 13,15
16 12,8, CHs 1,83, s 9,10, 11
1 123,4,C - -
2°,6° 130,1, C 7,25, d (8,4) 52,3, 4
3,5 115,0, C 6,76, d (8,4) 1,2°,3, 4
4’-OH 156,7, C 9,46, s 3,5

*Em DMSO-ds. "Correlacdes HMBC, a partir do(s) hidrogénio(s) assinalados para os carbonos
indicados.
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O composto piridovericina-N-O-(4-O-metil-5-D-glucopiranosideo) (piridovericina-Glc)

(Figura 24), com a férmula molecular C»gH3sNO;; determinada a partir do espetro de massas

de alta resolucédo, foi obtido como um 6leo amarelo com [a]5 - 59,5 (c 0,02, MeOH). Os
dados espectrais de RMN de °C e de 'H foram bastante similares aos obtidos para a
piridovericina, os sinais adicionais nos espectros sdo atribuidos a metade sacaridea ligada ao
grupamento N—OH. O espectro de RMN **C (Figura 114) indicou a presenca de 28 carbonos,
dos quais 21 foram atribuidos para a porcao agliconica, e sete a metade sacaridea. Na metade
agliconica os carbonos foram categorizados como: uma cetona conjugada em Jc 193,7, sete
carbonos quaternarios sp? em dc 175,4; 157,3; 157,1; 134,6; 122,8; 111,8 e 106,5; oito
metinos sp” em J¢ 150,4; 148,5; 142,9; 130,5 (2); 122,5; 115,1 (2), um metileno oxigenado
em Jc 64,0, um metino sp3 em oc 43,7, um metileno em dc 24,0 e dois grupos metilicos em d¢
12,9 e 11,7 (Tabela 25).

Os dados de COSY (Figura 115) revelaram a presenca de um dieno conjugado (CH-8 e
CH-11). A geometria E,E (trans) foi atribuida pela comparacéo de dados de RMN *H e *C
com dados previamente reportados (Takahashi et al., 1998). As correlacdes no espectro de
HMBC de H-8 e H-9 com ¢ 193,7 indicaram que o dieno estd ligado a cetona (C-7). Os
dados de COSY revelaram que o outro lado do dieno (C-11) conecta-se a um metino (Jy 2,52,
m; Jc 43,7; CH-12), que esta ligado a um grupo hidroximetilénico e a um grupo etilico. A
partir dessa informacdo, a metade 4-metil-6-hidroximetil-octa-2,4-dienoil (C-7-C-15) foi
estabelecida. A presenca do grupo p-hidroxifenilico foi deduzida pelo tipico padrdo de
multipletos AA'XX' no espectro de RMN *H e pelos sinais de carbonos decorrentes dos pares
qguimicamente equivalentes (C-2°, C-6 e C-3, C-5’), que foram evidenciados pelas
correlacdes de 4'-OH (oy 9,55) com C-4' (6c 157,1) e C-3' (ou 5') (Jc 115,1), de H-3' (ou 5"
(on 6,78) com C-4', e H-2' (ou 6") (on 7,28) com C-4' e C-5 (o 111,8). Uma correlacdo no
espectro de HMBC (Figura 121) do metino sp? em dy 8,03 (s, H-6) com C-4 (5¢c 175,4)
indicou a localizagdo do metino sp? (CH-6), mas ndo revelou correlacdes deste com C-2 e C-5
(oc 157,3 e 111,8).

As ressonancias restantes de piridovericina-N-O-(4-O-metil-4-D-glucopiranosideo) foram
atribuidas a unidade glicopiranosideo com base nos dados de RMN 'H e *C (Tabela 25),
associado ao uso dos dados de TOCSY e NOESY 1D (Figura 112 e 113) para decifrar a
estrutura e ligacdo do monossacarideo. A alta constante de acoplamento observada entre H-2"’
e H-3” (on 3,21 e 3,38), H-3"" ¢ H-4”" (64 3,38 e 3,02), e H-4"’ ¢ H-5""(dy 3,02 e 3,28)

indicaram que estes pares de hidrogénios estdo todos em orientagdo trans-diaxial em relacdo
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ao residuo piranosil, levando a atribuicdo de uma metade do tipo glicopiranose. Ligado a
posicdo C-4” foi atribuido um grupo metilico (oy 3,41; oc 59,7) baseado na correlacéo
revelada pelo HMBC de Jy 3,41 com C-4” (d¢c 78,7). Além disso, o espectro de NOESY 1D
revelou uma correlagdo entre o hidrogénio anomérico (H-1; oy 4,97) e 0 metino sp? em Jy
8,03 (s, H-6) do anel piridona e este dado confirmou a ligacdo da unidade glicopiranosil a
metade piridovericina na posicdo 1. A unidade glicopiranose em piridovericina-N-O-(4-O-
metil-$-D-glucopiranosideo) esta conectada via uma ligacdo £ com base no deslocamento
quimico do carbono anomérico (C-1"; oc 106,0), bem como pela constante de acoplamento
'H—'H (8,0 Hz) observada para o hidrogénio anomérico (H-1°). A formula molecular de
piridovericina-N-O-(4-O-metil-5-D-glucopiranosideo) requereu a presenca de um atomo de
nitrogénio e, devido aos deslocamentos quimicos dos carbonos heteroarométicos sp? (C-2, C-
6), uma estrutura 2-piridona—N-O-glicopiranosil foi proposta.

Por fim, o padrdo de fragmentacéo observado no espectro EM/EM confirmou a presenca
da metade 4-O-metil-B-D-glicopiranosideo [HREIMS (ESI — TOF): m/z 562,2253, m/z
386,1560], devido a perda de uma molécula de glicose metilada na posigdo 4” (Figura 125).
A estrutura de piridovericina-N-O-(4-O-metil-S-D-glucopiranosideo) € relacionada a
piridovericina (Takahashi et al., 1998) e os dados espectroscépicos de NMR *H e 3C s&o
bastante similares aqueles reportados previamente.

A 15-desoxi-piridovecina (Figura 24) foi a terceira piridona isolada no trabalho, sua
formula molecular foi determinada por espectrometria de massas de alta resolu¢do (ESI —
TOF) m/z 354,1702 [M+H]" (calcd CyH24NOy, 354,1700) (Figura 136) como CaH23NO, e

apresentou valor de lals - 48,0 (c 0,02, MeOH). Os dados espectroscopicos de RMN *H
(Figura 126), COSY, HMQC e HMBC foram similares aqueles apresentados pela
piridovericina, exceto por pequenas diferencas nos deslocamentos quimicos dos carbonos do
sistema piridona, H-6 e pela substituicdo do grupo hidroximetilico por um metilico na posi¢éo
12 (Tabela 25). Os carbonos foram atribuidos pela analise dos dados de HMQC e HMBC
(Figuras 129 e 132). Como no caso de piridovericina, correlagdes importantes foram
observadas no espectro de HMBC do H-6 com os carbonos C-2 e C-1’. Além disso,
importantes correlagcdes foram observadas do H-15 (o4 1,03) com C-11 (4 5,85), C-12 (Jn
2,56) e C-13 (oy 1,35 e 1,46), entdo caracterizando a presencga do grupo metilico. Desse modo,
0 composto 15-desoxi-piridovericina foi atribuido como um N-deséxi analogo de tenellina, o

qual possui dados espectroscopicos de *H e *3C similares.
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Com relacdo a estereoquimica do C-12, presente tanto na piridovericina-Glc quanto em
15-desoxi-piridovericina, inferimos que estes possuem a mesma configuracdo atribuida a

piridovericina, ou seja, configuracdo R, uma vez que os trés metabolitos certamente possuem

20
a mesma via biossintética. Esta conclusdo é reforcada pelos valores de [a]5 obtidos para 0s
dois metabdlitos inéditos (-59,5 e -48,0, respectivamente), os quais se assemelham ao valor
obtido para piridovericina (-15.0), cuja configuracdo foi determinada experimentalmente.

Muito embora a piridovercina-Glc apresente outros centros quiriais na por¢éo sacaridea.

Figura 24. Piridonas inéditas de B. bassiana.
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Tabela 25. Dados espectroscopicos de RMN *H, **C e HMBC de piridovericina-Glc e 15-deséxi-piridovericina.

piridovericina-Glc®

15-desoxi-piridovecina®

Posicéo oc mult. oy (Jin Hz) HMBC® oc mult. oy (Jin Hz) HMBC®
1 N-O - - N-H - -
2 157,3,C - - 164,1, C - -
3 106,5, C - - 105,9, C - -
4 1754, C - - 177,7,C - -
5 111,8,C - - 112,8,C - -
6 1429, CH 8,03, s 4 140,1, C 7,47, s 2,4, 1
7 193,7,C - - 195,8,C - -
8 1225, CH 7,88, d (15,0) 123,6, CH 7,97, d (15,0) 7,10
9 150,4, CH 7,55, d (15,0) 7 150,8, CH 7,58, d (15,0) 7,9, 10
10 134,6, C - 134,3,C -
11 148,5, CH 5,98, d (9,4) 9,12, 16 151,1, CH 5,85, d (9,0) 9,16
12 43,7, CH 2,52, m - 36,1, C 2,56, m
13 24,0, CH, 1,21, m; 1,57, m 11, 12, 14, 15 30,8, CH, 1,35, m; 1,46, m
14 11,7, CH; 0,80,t(7,4) 12, 13 11,9, CH; 0,88,t(7,4) 12, 13
15 64,0, CH, 3,35, m 11, 12, 13 20,2, CH; 1,03,d (6,7) 11, 12,13
4,59,1(5,4) (OH) 15
16 12,9, CH; 1,85, s 9,10, 11 125,C 1,91, s 10, 11
1 122,8,C - - 124,1,C - -
2°,6° 130,5, C 7,28, d (8,4) 52,3, 4 131,0, CH 7,28, d (8,6) 2,34
3,5 115,1,C 6,78, d (8,4) 1,2, 3,4 115,7, CH 6,81, d (8,6) 1,3, 4
4’- OH 157,1,C 9,55, s 3.5 156,7,C - -
1-NO
17 106,0,CH 4,97, d (8,0) 3” - - -
2” 72,4,CH 3,21, ddd (4,4; 8,0; 9,1) 17 - - -
5,48, s (OH)
3” 75,8,CH 3,38, m 27, 4” - - -
5,33, d (5,6) (OH) 4”
4” 78,7,CH 3,02,t(9,1) 57,67, - - -
4-OCH; 59,7,CH; 3,41, s 4” - - -
5” 75,7,CH 3,28, m 6” - - -
6” 60,4,CH, 3,48, m; 3,57 m - - - -
4,70, t (5,6) (OH) 5”,6”

*Em DMSO-ds. "Em CD;0D. ° CorrelagBes HMBC, a partir do(s) hidrogénio(s) assinalados para os carbonos indicados.
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Aloxazinas

Referente aos derivados aloxazinicos foram isolados dois metabolitos. O metabolito
fangico conhecido como lumicromo (7,8-dimetilbenzo[g]pteridina-2,4-(1H,3H)-diona ou
7,8-dimetilaloxazina) e um metabdlito inedito relacionado, 1-metil-11-hidréxilumicromo
(11-(hidroxi)-1,8-dimetilbenzo[g]pteridina-2,4-(1H,3H)-diona).  Estes  metabdlitos  séo
derivados resultantes da biotransformacéo da riboflavina.

O composto 7,8-dimetilaloxazina (Figura 25), lumicromo, foi identificado atraves da
comparagdo dos dados de RMN *H, *C e espectrometria de massas de alta resolugdo com
dados da literatura. Os dados espectroscdpicos sdo apresentados na Tabela 26. O espectro de
RMN de 'H em DMSO-dg (Figura 146) revelou dois singletos metilicos (6 2,47 e 2,50), dois
singletos aromaticos (dy 7,69 e 7,90) e dois hidrogénios NH (o4 11,51 e 11,67). Os dados de
RMN de *3C (Figura 147) indicaram a presenca de 12 carbonos, duas carbonilas em Jc 160,6
e 150,0, seis carbonos quaternarios sp? em Jc 146,5; 144,7; 141,7; 138,9; 138,4; 130,1; dois
metinos sp? (dc 128,7 e 125,8) e dois grupos metilicos (dc 20,2 e 19,5). Anélise do espectro de
massas de alta resolugdo (ESI — TOF) m/z 243,0865 [M+H]" (calcd for CioH1iN4Oo,
243,0882) (Figura 149) confirmou a identificacdo proposta.

A substéncia 1-metil-11-hidréxilumicromo (Figura 25) foi obtida como um p6 amarelo, e
a férmula molecular foi estabelecida como Cy13H12N4O3 por espectrometria de massas de alta
resolugdo (ESI — TOF) m/z 273,0962 [M+H]" (calcd for Cy3H13N4Os, 273,0982) (Figura
145). Apresenta estrutura similar a 7,8-dimetilaloxaxina, diferenciando-se por uma metilacéo
na posicdo 1 (N-CHs) e pela oxidacdo da metila (CH3, C-11) ao alcool primario CH,OH na
posicdo 7. Os dados espectroscopicos séo apresentados na Tabela 26. O espectro de RMN *H
em DMSO-ds (Figura 137) revelou dois singletos metilicos (dy 2,48 e 3,52), dois singletos
aromaticos (o4 7,77 e 8,07), um hidrogénio metilénico oxigenado (o4 4,70), e dois
hidrogénios trocaveis (oy 5,51 e 11,98). Os dados de RMN *C, DEPT135 e HMQC (Figuras
138, 139 e 141) indicaram a presenca de 13 carbonos, duas carbonilas em oc 159,6 e 150,2,
seis carbonos quaternarios sp? em dc 146,7; 143,0; 142,9; 141,2; 137,4 e 130,7, dois metinos
sp® (6c 126,6 e 125,7), um metileno oxigenado (dc 60,6), e dois grupos metilicos (Jc 28,2 e
18,7). O espectro de HMBC (Figura 26) indicou importantes correlagdes que estabeleceram o
esqueleto aloxazinico com um grupo metilico na posi¢do 1 (oy 3,52 para oc 150,2 e 146,7) e
um grupo hidroximetilico na posi¢cdo 7 (0w 4,70 para oc 143,0 e 125,7), revelando as
principais diferencas em relagéo ao lumicromo. A elucidacao foi confirmada pelo espectro de

massas de alta resolugéo obtido.
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7,8-dimetilaloxazina

12

Y OH

1-metil-11-hidréxilumicromo

Figura 25. Derivados aloxazina isolados de cultivos de B. bassiana.

Tabela 26. Dados espectroscépicos de RMN *H, **C e HMBC 7,8-dimetilaloxazina e 1-metil-
11-hidréxilumicromo.

7,8-dimetilaloxazina®

1-metil-11-hidréxilumicromo?®

Posicéo
dc mult. dn (J em Hz) dc mult. du (J em Hz) HMBC®

1 NH 11,67, s 28,2, N-CH3 3,52, s 146,7; 150,2

2 150,0, C - 150,2, C - -

3 NH 11,51, s NH 11,98, s -

4 160,6, C - 159,6, C - -

44 130,1, C - 130,7, C - -

5 N N

58 138,9, C - 1429, C - -

6 125,8, CH 7,90, s 125,7, CH 8,07, s 60,5; 141,9; 143,0

7 1447, C - 141,2,C -

8 138/4,C - 143,0,C -

9 128,7, CH 7,69, s 126,6, CH 7,77,s 18,7, 137,4; 143,0

92 1447, C - 137,4,C - -

10 N N

102 141,7,C - 146,7,C -

11 20,2, CH3 2,50, s 60,6, CH, 4,70, s 125,7;143,0

11-OH - - 551, s
12 19,5, CH3 2,47,s 18,7, CH3 2,48, s 126,6; 143,0
*Em DMSO-d;. Correlagdes HMBC a partir do(s) hidrogénio(s) assinalados para os carbonos

indicados.

Lumicromo é um produto comum de quebra de riboflavina, formado na presenca de luz

através de uma clivagem fotoquimica do grupo ribitil sob condi¢bes neutras e acidas (Ball,

2006). Estudos tém mostrado a producédo de lumicromo a partir do catabolismo de riboflavina

(McCormick, 2003), mas outros estudos sugerem que lumicromo pode ser produzido via um

mecanismo ativo e exercer atividades bioquimicas. Bactérias, plantas e algas comumente

secretam riboflavina ou lumicromo. Lumicromo é uma substancia potencialmente importante

que pode aumentar a taxa fotossintética e o crescimento de plantas (Tuberoso et al., 2011).
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HN - - 470 OHs.s1

Figura 26. Correlagfes de HMBC 1-metil-11-hidroxilumicromo.

4.2 Elucidacdo Estrutural das Substancias Isoladas — Mycoleptodiscus indicus

A partir das fraces hexanica, diclorometanica e em acetato de etila dos cultivos em meio
solido do fungo M. indicus foram obtidos produtos naturais pertencentes a classe dos
cromenos e dos azafilonas (Figura 27).

HsCO o H3CO. o HCO o
| | | °
HsCO Ho
OH © OH O

OH ©O : R
OH GCOCH,
eugenitina 9-hidroxieugenina 6-metdxieugenina austidiol austidiol diacetato
3 7 & A 4 ?
HO O HO
\ / \ \ N
HOwe CHy——/ o OH HOm» CH, HO CHy o
o © °  on o © Ho u © HO
dimero de austidiol austidiol diidroisocumarina austidiol cromeno

Figura 27. Azafilonas e cromenos isolados de cultivos de M. indicus.

Cromenos

Referente aos derivados cromenos foram isoladas as seguintes substancias: 5-hidroxi-7-
metoxi-2,6-dimetil-cromen-4-ona (5-hidroxi-7-metoxi-2,6-dimetil-1-benzopiran-4-ona),
conhecida como eugenitina, 5-hidroxi-6,7-dimetdxi-2-metil-1-benzopiran-4-ona, conhecida
como 6-metdxieugenina e 5,9-diidroxi-7-metoxi-6-metil-1-benzopiran-4-ona, conhecida
como 9-hidroxieugenina.

Derivados cromenos tém sido isolados de uma ampla variedade de plantas e fungos (Tsui

e Brown, 1996). Estudos prévios sugerem que eles possuem um espectro de atividades
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incluindo anticancer (Aono et al., 1990; Eda et al., 1990) e inibicdo de cabelos grisalhos pela
promogéo da formagdo de melanina (Okamoto et al., 1997). Fungos produtores de derivados
cromenos incluem  Tolypocladium  extinguens, Paraphaeosphaeria quadriseptata,
Chaetomium chiversii e Chaetomium brasiliense.

A férmula molecular do metabdlito majoritario eugenitina (Figura 28), um sélido branco,
foi deduzida como C1,H1,04 por anélise de espectrometria de massas de alta resolugdo (ESI -
TOF) em combinacéo com dados de RMN *H e *C, HMQC e HMBC. A substancia tem um

simples espectro de RMN *H (seis singletos) (Figura 45) que sugere seis hidrogénios ndo
acoplados. O singleto oy 12,92 foi interpretado como um hidrogénio de hidroxila fendlica. Os
hidrogénios metinicos oy 6,59 e 6,19 pertencem ao anel benzénico e ao anel benzopiranona,
respectivamente. O singleto em Jdy 3,84 corresponde aos hidrogénios metilicos do grupamento
metoxilico (C-7). Por fim, tém-se os sinais de hidrogénios oy 2,34 e 1,93, correspondentes aos
grupamentos metilicos pertencentes ao sistema benzopiranona e ao anel benzénico,

respectivamente.

O espectro de RMN *3C (Figura 46) confirmou 12 sinais de carbono que incluem trés
carbonos metilicos (dc 56,2; 19,8 e 7,2), dois metinicos (dc 108,2 e 89,9) e sete sinais de
carbonos quaternarios (dc 181,8; 167,6; 162,8; 157,4; 155,8; 107,3 e 103,9). A presenca de
sistema aromatico oxigénio substituido foi deduzido com base nos deslocamentos quimicos

dos carbonos e confirmado pelo espectro de UV correspondente (231, 236, 255 e 284 nm). O
sinal de carbono quaternario oc 181,8 foi atribuido a carbonila de cetona e confirmado pela

absorcdo em 1652 cm™ no espectro de IV.

Eugenitina: Ry e Ry=-CHjy
6-metdxieugenina: R1= -CH3. Ro= -OCH3
9-hidroxieugenina: R1= -CH>OH. Ro= -CH3

Figura 28. Estrutura dos cromenos isolados a partir de M. indicus.
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Em adicdo aos dados citados, a substancia eugenitina foi elucidada pela combinagdo com
dados de RMN bidimensional (RMN 2D). Analise detalhada dos espectros de HMQC e
HMBC (Figuras 47 e 48) permitiu definir duas subunidades: um anel aromatico substituido e

uma cetona S-metil-a,5-insaturada (Figura 29). No mapa de contornos HMBC foi possivel

observar correlagdo do hidrogénio oy 6,19 com os carbonos oc 181,8; 167,6 da cetona S-
metil-a,f-insaturada, além das correlages com o carbono metilico dc 19,8 e o carbono
quaternario oc 103,9. O hidrogénio oy 6,59 pertencente ao anel aromatico apresenta
correlagdes com os carbonos aromaticos Jc 162,8; 155,8; 107,3 e 103,9. Por sua vez, o
hidrogénio dy 12,92 pertencente a hidroxila fendlica, se correlaciona com os carbonos
aromaticos oc 157,4; 107,3 e 103,9. Os hidrogénios metilicos oy 3,84 apresentam correlagdo
com o carbono aromatico Jdc 162,8 e os hidrogénios metilicos oy 1,93 com os carbonos
aromaticos oc 162,8; 157,4 e 107,3. Por fim, os hidrogénios metilicos oy 2,34 se

correlacionam com os carbonos J¢c 167,6 e 108,4, pertencentes ao sistema cetona S-metil-a,3-

insaturada (Tabela 27).

Figura 29. Correlac6es do mapa de contornos HMBC de eugenitina

A confirmacdo da existéncia do anel benzopiranona se deu pelas correlagdes trazidas
pelos dados de RMN HMBC, pela formula molecular e pelos deslocamentos quimicos para 0s
carbonos C-2 e C-8a (dc 167,6 e 155,8) que se encontram mais desblindados. O metabdlito
eugenitina teve a formula molecular C1,H;,04 determinada por espectrometria de massas de
alta resolucdo (ESI — TOF) m/z [M+H]" 221,0810 (calc para C1,H1,0,4 221,0808) (Figura 49)
e os dados espectroscopicos foram semelhantes aqueles reportados na literatura (Fox e
Huneck, 1969).
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O composto 6-metoxieugenina (Figura 28) é um soélido cristalino e apresentou dados de
RMN *H e **C (Figuras 50 e 51) bastante similares agueles apresentados por eugenitina. A
estrutura da 6-metdxieugenina difere apenas pela substituicdo de um —CHgs (metila) por um —
OCHjs (metoxila) na posicdo C-6, onde um singleto metilico (o 1,93) foi substituido por um
singleto metoxilico (O 4,41). O espectro de RMN *C (dc 7,2 foi substituido por J¢ 50,4) foi
consistente com a alteracdo proposta (Tabela 27). Além disso, os dados dos experimentos de
HMBC (Figura 30) e HMQC (Figuras 52 e 53) e a formula molecular C1,H1,05 deduzida
pelo espectro de massas de alta resolucédo corroboraram com a estrutura proposta. O espectro
de massas de alta resolugdo (ESI — TOF) gerou m/z [M+Na]* 259,0577 (calc para C1,H1,0s
259,0577) (Figura 54).

Figura 30. CorrelacGes do mapa de contornos HMBC de 6-metoxieugenina.

O composto 9-hidréxieugenina (Figura 28) é também um sélido cristalino e possui dados
de RMN *H e **C (Figuras 55 e 56) bastante similares aos dados do composto majoritério
eugenitina relacionado anteriormente. A estrutura da substancia 9-hidréxieugenina difere da

eugenitina apenas pela oxidagdo do grupamento metilico (—-CH3) ao alcool priméario CH,OH
na posicéo C-9, onde um singleto metilico (dy 2,34) foi substituido por um singleto metilénico
(Jn 4,43). No espectro de RMN *C (dc 19,8 (CHs) foi substituido por dc 60,6 (CH,OH)) foi
consistente com a alteracdo proposta (Tabela 27). A formula molecular foi deduzida como
C12H1,05 por andlise de espectrometria de massas de alta resolugdo (ESI — TOF) m/z [M+H]"
237,0829 (calc para Cqi,H1,05 237,0757 (Figura 61). Além disso, os dados de HMQC e
HMBC (Figuras 57 e 58) corroboram com a estrutura proposta (Figura 31).

A via biossintética dos cromenos € a via dos policetideos, os quais sdo formados pela

fusdo de unidades acetato (Figura 32).
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Figura 31. CorrelacBes do mapa de contornos HMBC de 9-hidroxieugenina.
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Tabela 27. Dados espectroscopicos de RMN *H, **C e HMBC dos cromenos isolados.

Posicédo eugenitina® 6-metdxieugenina® 9-hidréxieugenina®
Scmult.  oy(@emHz)  HMBC® dcmult. 8y (Jem Hz) HMBC" Sc mult. S (J em Hz) HMBC"
1 - - - - - - - - -
2 167,6, C - - 167,8, C - - 1715, C - -
3 108,2,CH 6,19, 2,4,9,4a 1083, CH 6,21, s 2,9, 4a 106,7, CH 6,30, S 2, 4a
4 181,8,C - - 182,0, C - - 182,8, C - -
4a  103,9,C 104,0, C 105,4, C -
5 157,4,C  12,92,5(OH) 5,6, 4a 158,6, C 13,10, s (OH) - 158,5, C 12,93,'s (OH) -
6 107,3,C - - 112,0,C - - 108,5, C - -
7 162,8, C - - 163,6, C - - 164,0, C - -
8 89,9,CH 6,595 6,7,4a,8a 90,1, CH 6,59, s 6,7, 4a, 8a 91,0, CH 6,68, S 6,7, 4a, 8a
8a  1558,C - 157,2, C - - 156,5, C - -
9 19.8,CH  2,34,s 2,3 19,9, CH 2.35, s 2,3 60,6, CH, 4,43, s 2,3
10 72,CHs  193,s 5,6, 7 50,4, CH;  441,s 5,6,7 8,1, CHj3 1,98, s 5,6,7
11 56,2, CH;  3,84,s 9,12, 16 56,2, CH;  3.85,s 7 57.2, CHs 3,89, s 7

*Em DMSO-ds. "Correlacées de HMBC do(s) hidrogénio(s) para os carbonos indicados.
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Azafilonas

Referente a classe das azafilonas foram obtidos quatro produtos naturais: (7R,8S)-7,8-
diidro-7,8-diidroxi-3,7-dimetil-6-0x0-6H-2-benzopiran-5-carboxaldeido  conhecido  como
austidiol; (7R,8S)-5-[(7’R,8’S)-7’,8’-diidroxi-3°,7’-dimetil-6’-0x0-7",8’-diidro-5’-
metilisocromenil]-7,8-diidroxi-3,7-dimetil-7,8-diidro-6H-isocromen-6-ona, denominado
dimero de austidiol, 6°,8’-diidroxi-3’,5’-dimetilisocromen-1’-ona-5-metil-(7R,8S)-7,8-
diidroxi-3,7-dimetil-7,8-diidro-6H-isocromen-6-ona, denominada austidiol
diidroisocumarina ¢ 5°,7’-diidrdxi-2’,8’-dimetilcromen-4’-ona-5-metil-(7R,8S)-7,8-diidroxi-
3,7-dimetil-7,8-diidro-6H-isocromen-6-ona, denominado austidiol cromeno. As substancias
austidiol dimero, austidiol diidroisocumarina e austidiol cromeno séo inéditas na literatura e
receberam provisoriamente estas denominagdes e serédo referenciados no trabalho desta forma
para facilitar a analise organica e discussdo. Por fim, foram obtidos produtos de acetilacéo dos
produtos naturais austidiol e austidiol dimero.

Mais de 170 diferentes azafilonas ocorrem em fungos pertencentes a 23 géneros de 13
diferentes familias. Estas azafilonas podem ser classificadas em dez diferentes grupos
estruturais. Numerosas estruturas de azafilonas foram descritas, especialmente dos membros
das familias Trichocomacea e Xylariaceae. Azafilonas exibem ampla gama de interessantes
atividades biologicas, tais como: antimicrobiana, antifingica, antioxidante, antiviral,
citotoxica, nematicida e atividade anti-inflamatoria. Muitas dessas acBes podem ser
explicadas pelas reacGes das azafilonas com grupos amino, tais como aqueles encontrados em
amino&cidos, proteinas e 4cidos nucleicos, resultando na formacéo de y-piridonas (Osmanova
et al., 2010; Park et al., 2005).

Azafilonas € um conjunto interessante de metabodlitos secundarios de fungos. Classificado
como um conjunto, 0 grupo é na realidade considerado como um subconjunto relativamente
pequeno da classe dos policetideos e alguns autores incluem as azafilonas dentro do grupo dos
policetideos sem dar outra definicdo (Turner, 1971, Gill e Steiglich, 1987; Gill, 1996; 1999). No
entanto, uma definicdo mais precisa desse termo é necessaria, pois policetideos representam uma
série de produtos naturais estruturalmente complexos produzidos por diversos organismos e
incluem classes como antraquinonas, flavondides, antibidticos macrolideos, naftalenos e
naftoquinonas, antibioticos polienos, tetraciclinas e tropolonas (Turner, 1971; Gill e Steglich,
1987). Policetideos geralmente sdo classificados por suas estruturas quimicas (Hutchinson, 1999).
Nesse sentido, azafilonas podem ser definidas como uma classe estruturalmente diversa de
metabolitos secundéarios de fungos (derivados de policetideos), ou seja, conhecidos pigmentos
com estrutura pirano-quinona que contém um nucleo biciclico altamente oxigenado e um centro
quiral quaternario (Sturdikova et al., 2000; Zhu et al., 2005; Dong et al., 2006). Nota-se que tanto
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uma estrutura pirano-quinona quanto um centro quiral quaternario sdo essenciais para que a
estrutura seja classificada como azafilona.

O nome azafilona surgiu como resultado de sua afinidade com amonia: 0s pigmentos
reagem com aminas, tais como proteinas, aminoécidos e &cidos nucléicos para resultar em y-
piridonas vinilicas vermelhas ou roxas devido a troca do oxigénio pirano por nitrogénio
(Stadler et al., 1995; Sturdikova et al., 2000; Wei e Yao, 2005).

E necessario, no entanto, notar que azafilona ndo ¢ a Unica classe estrutural a reagir com
aminas primarias. Assim, fluoronas isoladas de Echinodontum tinctoriumm e Pyroformes
albomarginatus também mudam de cor quando expostos a amonia (Gill, 1996). No entanto,
elas ndo sdo azafilonas e ndo devem ser erroneamente incluidas nesta classe.

Biossinteticamente a maioria dos pigmentos produzidos por fungos sdo baseados em
policetideos (algumas podem envolver biossintese mista policetideo-aminoacido) e envolvem vias
complexas catalisadas por policetideos sintase do tipo I. A biossintese de azafilonas usa tanto a
via dos policetideos (Figura 36) quanto a via de sintese de acidos graxos. A via dos policetideos
estrutura a principal cadeia de policetideo dos pigmentos azafilonas a partir do acido acético
(unidade inicial) e de cinco moléculas de &cido maldnico (a unidade extensora da cadeia) de uma
forma convencional para gerar a estrutura do cromoforo. A via de sintese de &cidos graxos produz
um acido graxo de cadeia média (octandico ou hexandico), que é entdo ligado ao croméforo por
uma reacdo de transesterificacdo (Hajjaj et al., 1999; Velisek et al., 2008).

Vias biossintéticas sdo sugeridas para as seguintes azafilonas: monascorubrina e
monascoflavina (Kurono et al., 1963); mitorubrina e rubropunctatina (Turner, 1971);
ascochitina (Turner e Aldridge, 1983); ochrefilona (Turner e Aldridge, 1983); citrinina
(Turner e Aldridge, 1983; Hajjaj et al., 1999); monascusonas A e B, monascina
(Jongrungruangchok et al., 2004) e sassafina D (Quang et al., 2005). No entanto, alguns
pesquisadores sdo da opinido de que um compreensivo conhecimento sobre a via de
biossintese dos pigmentos policetideos (incluindo os extensivamente pesquisados pigmentos
de Monascus) ainda ndo esta disponivel (Mapari et al., 2009).

Algumas estruturas de azafilonas j& foram apresentadas em revisdes de metabdlitos
secundarios, como pigmentos de fungos. No entanto, uma vez que estas revisdes de metabdlitos
fungicos sdo muito gerais e lidam com numerosas classes de substancias (Turner, 1971; Turner e
Aldridge, 1983; Gill e Steglich, 1987; Quang et al., 2006a), isto necessariamente significa que as
azafilonas s@o apresentadas apenas como um grupo marginal (Osmanova et al., 2010).

Azafilonas também sdo mencionadas em revisdes sistematicas de certas familias ou

géneros de fungos (Frisvad et al., 1990; Stadler et al., 2005; Stadler e Fournier, 2006; Pelaez
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et al., 2008). No entanto, estes autores cobrem apenas uma fracdo de todas as azafilonas
conhecidas, uma vez que naturalmente seus artigos omitem as azafilonas produzidas por
fungos néo incluidos em suas revisdes (Osmanova et al., 2010).

Neste sentido o isolamento de derivados de azafilonas a partir de culturas de
Mycoleptodiscus indicus contribui para o enriquecimento e reforga a importancia desta classe
de metabdlitos policetideos.

O austidiol e estruturalmente relacionado as azafilonas e o tratamento de austidiol com
amonia, leva a uma extensiva decomposicdo deste (Vleggaar et al., 1974). As azafilonas sdo
pigmentos amarelo ou laranja produzidos por fungos e seus oxigénios piranil sdo facilmente
trocaveis por nitrogénio de amonia (Arai et al., 1995).

A estrutura assinalada para o austidiol (Figura 33) é biogeneticamente possivel, cuja
molécula pode ser considerada uma cadeia plana de pentacetideo alquilada em duas posicdes
para render o grupo aldeidico no C-5 e o grupo metilico no C-7 (Vleggaar et al., 1974) e é
composta de unidades acetato cabeca-cauda, a qual possui duas unidades CHj introduzidas
por S-adenosil-metionina (Colombo et al., 1981).

O  composto intitulado  (7R,8S)-7,8-diidro-7,8-diidroxi-3,7-dimetil-6-0x0-6H-2-
benzopiran-5-carboxaldeido (austidiol), Ci12H1,0s, € um diol trans-vicinal de dois anéis
fundidos. O anel pirano é quase perfeitamente planar, enquanto o anel ciclohexenona adota
uma conformacdo meia-cadeira levemente torcida. A formacédo de cristais € ditada pela forte
interacdo intermolecular O — H --- O, uma envolvendo grupos hidroxilicos e grupos
cetbnicos, e a outra envolvendo os dois grupos hidroxilicos (Lo Presti et al., 2003).

Tém sido reportadas atividades inibitorias contra monoamino oxidase, fosfolipase A, e
promoc¢do de tumores para esta classe de compostos (Arai et al., 1995). Além disso, Arai e
colaboradores isolaram duas isocromofilonas de Penicillium multicolor FO-3216,
denominadas isocromofilonas Il e VI, com capacidade de inibir a enzima ACAT (colesterol
aciltransferase). Esta enzima é um promissor sitio de inibicdo para tratamento de aterosclerose
e hipercolesterolemia (Arai et al., 1995).

Outra importante acdo relacionada aos derivados azafildnicos é a capacidade de ligacao a
receptores de endotelina (ETa € ETg). As endotelinas (que existem em trés isoformas: ET-1,
ET-2 e ET-3) sdo uma familia de potentes peptideos vasoconstritores com ampla variedade de
atividades biologicas incluindo broncoconstricdo, efeitos inotropicos ou cronotrépicos
positivos, mitogénese e potente efeito renal. Estes peptideos estdo implicados em diversas
doencas humanas, incluindo hipertensdo, falha cardiaca congestiva, disfuncdo renal,

hipertensdo pulmonar, isquemia e vasoespasmo cerebral. O uso de antagonistas do receptor
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endotelina € importante para o entendimento do papel pato-fisoldgico destes peptideos. Neste
sentido, Pairet e colaboradores (1995), isolaram uma série de azafilonas derivadas de
esclerotiorina a partir de culivos de Penicillium sclerotium. Estas azafilonas apresentaram
atividade antagonista aos receptores de endotelina, bloqueando os processos desencadeados
pelas mesmas, como por exemplo, processos inflamatérios.

O composto majoritario austidiol foi obtido em boa quantidade, cerca de quatro gramas. A
analise organica do mesmo foi desenvolvida com base nos dados de RMN *H, *C, HMBC,
HMQC, espectrometria de massas de alta resolucdo, além de dados de infravermelho,
ultravioleta, rotagao especifica [a]p ¢ ponto de fusdo (°C). Além disso, dados da literatura
também foram utilizados.

Austidiol foi obtido como um p6 ou cristal amarelo, a formula molecular foi deduzida
como Ci,H1,05 por analise de espectrometria de massas de alta resolugdo (ESI — TOF). O
espectro de UV [Amax (MeOH) 254 e 379 nm] indicou a presenca de um sistema conjugado
estendido. O espectro de IV mostrou vmax, 3470 (OH), 3373 (OH), 3100 (C=C), 1679 (CHO) e
1604 cm™ (C=C). O ponto de fusdo indicou decomposic&o & temperatura de 259°C. Dados
elementares bastante proximos aqueles citados na literatura (\VVleggaar, 1974).

O composto austidiol tem um espectro de RMN *H (Figura 62) relativamente simples,
com sete singletos. O singleto oy 10,00 foi atribuido como hidrogénio pertencente a

grupamento aldeidico, o qual estd ligado ao anel ciclohexenona. O singleto Jy 8,20

corresponde a dois hidrogénios, um ligado ao C-1 (dc 151,8) e o outro ao C-4 (dc 106,3) do

anel piranico. Tal atribuicdo é confirmada pela integral do espectro de RMN H que
corresponde a dois hidrogénios e pelos dados de RMN 2D (HMBC e HMQC), que trazem as

correlagdes que sustentam tal proposta. Os singletos oy 5,92 e 4,39 correspondem aos

hidrogénios que se encontram ligados ao C-8 (dc 70,6) do anel ciclohexenona, onde Jy 5,92
corresponde ao hidrogénio de grupamento hidroxilico. Por se tratar de um diol trans-vicinal

tem-se o singleto oy 5,26, que corresponde ao hidrogénio do grupamento OH. Ao mesmo
carbono (dc 74,2) ao qual se liga o hidrogénio em Oy 5,26, esta ligada uma metila que
corresponde ao singleto metilico oy 1,08.

O espectro de RMN *C (Figura 63) confirmou 12 sinais de carbonos que incluem dois
carbonos metilicos (¢ 19,8 e 18,7), quatro metinicos (dc 189,3; 151,8; 106,3 e 70,6) e seis
sinais de carbonos quaternarios (oc 198,2; 166,1; 148,6; 122,1; 108,2 e 74,3). O sinal de

carbono quaternario dc 198,2 foi atribuido a carbonila de cetona e a presenca dos didis do



Resultados e Discussdo | 75

sistema diol trans-vicinal, com carbonos dc 74,3 e 70,6, se confirma pelos dados de 1V
citados acima. Tais carbonos formam juntamente com oJc 166,1; 122,1 e 108,2 o anel

ciclohexenona. Da mesma forma, o sinal oc 189,3 que correspondente ao carbono de
grupamento aldeidico (CHO), é sustentado pelo dado de IV (1679 cm™). Por fim, a presenca

do heteroatomo de oxigénio formando o anel piranico, explica os sinais oc 151,8 e 148,6.

Austidiol: R; e R,=-OH
Austidiol diacetato: R; e R,=-OCOCH;

Figura 33. Estrutura das azafilonas: austidiol e austidiol diacetato.

O composto austidiol também foi identificado pela combinacdo das informacGes
anteriores com dados de RMN 2D. Uma anélise detalhada dos espectros de HMQC e HMBC

(Figuras 64 e 65) permitiu definir o anel piranico e o sistema ciclohexenona diol (Figura 34).

O mapa de contornos HMBC traz as correlacdes dos hidrogénios dy 8,20 com os carbonos do
anel piranico (oc 166,1; 151,8; 148,6; 122,1) e com o carbono metilico (dc 19,8) ligado ao
anel piranico. Os hidrogénios dos grupamentos hidroxilicos (dy 5,26 € 5,92) que se encontram
ligados aos carbonos C-7 e C-8 (dc 74,3 e 70,6) do anel ciclohexenona apresentam uma
intrincada rede de correlagcdes com os carbonos deste anel. O hidrogénio hidroxilico oy 5,26
se correlaciona com os carbonos quaternarios oc 198,2; 74,3 e 70,6 e com o carbono metilico
18,7; o hidrogénio hidroxilico oy 5,92 apresenta correlagdes com os carbonos quaternarios oc
122,1; 74,3 e 70,6. Por sua vez, o hidrogénio metinico oy 4,39 se correlaciona com os
carbonos quaternarios oc 198,2; 151,8; 122,1 e 74,3 e com o carbono metilico oc 18,7. Por
fim, os hidrogénios metilicos oy 1,08 se correlacionam com os carbonos quaternarios do anel

ciclohexenona dc 198,2; 74,3 e 70,6. Os dados trazidos pelo mapa de correlacdes de RMN
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HMBC (Figura 34) somados aos dados de RMN 1D (*H e **C), infravermelho e ultravioleta
corroboraram a estrutura proposta.

Com relacdo a conformacdo diol trans-vicinal nas posi¢cdes C-7 e C-8 (7R,8S) do anel
ciclohexanona, a atribuicdo foi dada através da comparacdo com dados da literatura para o
mesmo composto, dados de rotacdo especifica e de ponto de fusdo. O metabdlito isolado
(austidiol) apresentou a5 +248 (c 0,3, DMSO) enquanto a literatura traz valor de [a]5
+250 (c 0,64, CHCI3). O parametro de ponto de fusdo também foi semelhante, para o
metabdlito isolado o valor foi de 259°C, enquanto que o valor encontrado na literatura foi de
255°C (Vleggaar, 1974).

O metabdlito austidiol teve a formula molecular C1,H;,05 confirmada por espectrometria
de massas de alta resolugdo (ESI — TOF) m/z [M+H]" 237,0759 (calcd para Ci;Hi,0s

237,0757) (Figura 66), corroborando com a estrutura identificada.

10,00

Figura 34. Correlac6es do mapa de contornos HMBC de austidiol.

O derivado austidiol diacetato (Figura 35), foi obtido pelo processo de acetilagdo do
produto natural isolado previamente (austidiol), com finalidade de confirmar a estrutura do
austidiol. Para tal, este foi submetido a reacdo de acetilacdo com piridina e anidrido acético
em agitacdo por 24 horas. O composto acetilado, um sélido cristalino amarelo, possui dados
de RMN 'H e '¥C (Figuras 67 e 68) relativamente similares aos dados obtidos para o
composto austidiol. O composto acetilado apresenta espectro de RMN *H com oito singletos.
Difere estruturalmente do produto natural apenas pela substituicdo dos hidrogénios

hidroxilicos nas posi¢es C-7 e C-8 por grupamentos acetilicos (-OCOCHg), 0 que confere

dois singletos metilicos (0 2,16 e 1,99) ao espectro. Outra alteracdo importante é a presenca
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de dois singletos oy 7,62 e 8,29 correspondentes aos hidrogénios metinicos das posices C-1 e
C-4 que substituem o singleto dy 8,20 que corresponde aos dois hidrogénios (posicdes C-1 e
C-4) no composto austidiol. Além disso, no derivado acetilado o hidrogénio metinico oy 6,64
ligado ao C-8 do anel ciclohexenona encontra-se mais desblindado em relacdo ao seu
equivalente no austidiol (0 4,39), devido ao efeito anisotrépico promovido pela acetilagao.

Andlise do espectro de RMN **C confirmou a presenca de 16 sinais de carbonos que
incluem quatro carbonos metilicos (oc 21,2; 20,7; 20,3 e 17,6), quatro metinicos (oc 191,1;
150,0; 107,2 e 68,6) e oito carbonos quaternarios (d¢c 191,5; 169,9; 169,6; 165,5; 148,1; 117,9;
109,8 e 80,6). A diferenca para o espectro de RMN *3C do composto majoritario austidiol é a
presenca de sinais adicionais de carbonos, que correspondem aos dois grupamentos acetilicos,
sendo que os demais carbonos apresentam valores de deslocamento relativamente proximos
aqueles apresentados pelo austidiol.

Uma anélise detalhada dos espectros HMBC e HMQC (Figuras 69 e 70) permitiu

observar as correlagdes ilustradas na figura a seguir (Figura 35).

10,10

1,99

Figura 35. Correla¢Ges do mapa de contornos HMBC de austidiol diacetato.

Como o austidiol diacetato ¢ um derivado do produto natural austidiol, também foi
proposta para a forma acetilada a conformacéo trans-vicinal nas posi¢des C-7 e C-8 (7R,8S)

do anel ciclohexenona. O derivado acetilado apresentou [a]5 +32 (¢ 0,3, CH3Cls), ponto de

fusdo 255°C e teve a formula molecular C16H1607 determinada por espectrometria de massas
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de alta resolugdo (ESI — TOF) m/z [M+H]" 321,0970 (calc para C1sH1507, 321,0969) (Figura
71).



Tabela 28. Dados espectroscopicos de RMN *H, **C e HMBC de austidiol e austidiol diacetato.

austidiol® austidiol diacetato®
Posicdo  Jc mult. 6y (JemHz) HMBC® dc mult. on (J em Hz) HMBC®
1 151,8, CH 8,20, s 3, 82 150,0, CH 7,62,s 3, 4a, 82
2 - - - - - -
3 148,6, C - - 165,5, C - -
4 106,3, CH 8,20, s 3,9, 4° 107,2, CH 8,29, s 3,5,9, 82
a 166,1, C - - 148,1, C - -
5 108,2, C - - 109,8, C - -
6 198,2,C - - 1915, C - -
7 74,3, C - - 80,6, C - -
7-OH 74,3, CH 5,26, s (OH) - - - B
8 70,6, CH 439, s 6,7,8,11 68,6, CH 6,64, s 1,7,11, 13
8-OH 70,6, CH 5,92, s (OH) - - - -
8a 122,1,C - - 1179, C - -
9 19,8, CHs 2,21, s 4. 4a 20,3, CH3 2,32, s 3,4
10 189,3,C 10,00, s 5 191,1, CH, 10,10, s 5, 4a
11 18,7,CH3 1,08, s 7,8 17,6, CH; 1,33, s 6,7,8
12 - - - 169,9, C - -
13 - - - 169.6, C - -
14 - - - 21,1, CHj 1,99, s 12
15 - - 20,7, CH3 2,16, s 13

*Em DMSO-ds. "Em CDCl,. ¢ Correlacdes de HMBC

do(s) hidrogénio(s) para os carbonos indicados.
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Azafilonas inéditas

Dimero de austidiol

O composto  (7R,8S)-5-[(7’R,8’S)-7°,8’-diidroxi-3°,7’-dimetil-6’-0x0-7",8’-diidro-5’-
metilisocromenil]-7,8-diidrdxi-3,7-dimetil-7,8-diidro-6H-isocromen-6-ona, € um dimero do
composto austidiol, no qual o grupamento aldeidico (-CHO) ligado a posicdo C-5 é
substituido por um grupamento metilénico (—CHy), este faz a ligacdo entre as duas metades
austidiol, resultando no dimero em questao.

O dimero de austidiol (Figura 37) possui espectros de RMN *H e '*C bastante
semelhantes ao austidiol, com pequenas diferencas de deslocamento quimico e alguns sinais
no espectro de hidrogénio apresentam-se diferentes, mas de um modo em geral os espectros
possuem perfil semelhante.

Uma vez que os espectros de RMN de *H e 3C apresentaram apenas a metade dos sinais
esperados para 24 hidrogénios e 23 carbonos, a estrutura foi proposta como um dimero. A
atribuicdo estrutural completa foi realizada por analise espectral e por estudo de difragdo de
raio-X do monocristal (Figura 38). Os espectros de RMN *H e 3C séo similares aos espectros
do austidiol, exceto pela auséncia dos sinais do grupamento aldeidico (64 10,00 e J¢c 189,3).
Em vez destes sinais, 0s espectros mostraram um grupo metilénico oy 3,26 e dc 18,6,
sugerindo uma estrutura similar ao austidiol. Além disso, o espectro de massas do dimero de
austidiol (obsd [M+H]" m/z 429,1543, calcd 429,1544) apresentou ion molecular com valor de
quase o dobro daquele apresentado por austidiol (obsd [M+H]" em m/z 237,0759, calcd
237,0757). Este dado, somado a uma compreensiva analise dos dados de RMN 1D e 2D,
permitiram a completa elucidagdo da estrutura planar do composto com uma forma dimérica
de austidiol, caracterizada pela presenca de uma ponte metilénica, gerando um composto com
a formula molecular C,3H240g. Esta proposta explica a simplicidade dos espectros de RMN
'H e 13C, onde os sinais estdo duplicados, exceto os sinais referentes ao grupo metilénico.

O espectro de RMN *H (Figuras 72) exibiu os hidrogénios aroméaticos 8y 7,30 e 6,25,
dois hidrogénios hidroxilicos [0y 5,66 (OH, d, J = 4,66 Hz) e 4 4,93 (OH, s)], um hidrogénio
metinico em Jy 4,22 (d, J = 4,66 Hz), um sinal metilénico em oy 3,26 e dois hidrogénios
metilicos, oy 2,07 € 0,91.

Andlise do espectro de RMN **C (Figuras 73) permitiu estabelecer a presenca de uma
carbonila de cetona (dc 197,9) do anel ciclohexenona, cinco carbonos aromaticos pertencentes
ao anel pirénico, dos quais dois carbonos séo ligados a oxigénio (dc 157,9 e 143,6), um
carbono quaternario insaturado (dc 112,8), dois carbonos oxigenados (Jc 75,7 e 71,1) do anel

ciclohexenona, um carbono metilénico (oc 18,6) e dois carbonos metilicos (Jc 19,3 e 18,9).
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No espectro de HMBC (Figura 76), as correlacGes entre CH,-10 e C-5, C-4a C-6; C-5°, C-4a’
e C-6’ sugerem a unido de duas metades austidiol na posi¢ao C-5 por uma ponte metilénica (—
CH,). Por fim, a presenca dos quarto grupos hidroxilicos foi confirmada pela acetilacdo com
piridina/anidrido acético que resultou no derivado com quatro acetilagdes. Com base nas
evidéncias anteriores, a estrutura do dimero de austidiol foi elucidada.

Para reforcar a proposta do dimero, os dados de espectrometria de massas de alta
resolucdo obtidos foram fundamentais e conclusivos, corroborando com a estrutura proposta.
A férmula molecular do dimero foi deduzida como C,3H24Og por analise de espectrometria de
massas de alta resolugdo (ESI — TOF) m/z [M+H]" 429,1543 (calc para C,3H240g 429,1544)
(Figura 79). O espectro de UV [Anax (MeOH) 254 e 361 nm] indicou a presenga de um

sistema conjugado estendido. O ponto de fuséo indicou decomposic¢do a temperatura de 308°C

e apresentou [@]5 +354 (c 0,3, DMSO).

Figura 37. Estrutura da azafilona dimero de austidiol.
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Tabela 29. Dados espectroscépicos de RMN *H, **C e HMBC do dimero de austidiol.
dimero de austidiol®

Posicdo  Jc mult. S4 (J em Hz) HMBC"
1 143,5, CH 7,30, s 7,8
2
3 157,9,C
4 104,7, CH 6,25, s 3,83a,5,9
42 141,1,C
5 112,8,C
6 1979, C
7 75,7, C 4,94, s (OH) 6,7,8,11
8 711,CH 422, d (4,66) 1,7, 8a
8-OH 71,1,CH 566, d (4,66) (OH) 8, 8
8a 120,8, C
9 19,3, CHj 2,07,s 3,4
10 18,6, CH, 3,26, s 5,4a, 6
11 18,9, CHj 0,91, s 6,7,8
1’ 143,6, CH 7,30, s 7,8
27
3 1579, C
4° 104,7, CH 6,25, s 3’,8a’,5,9
4a’ 141,1,C
5’ 112,8,C
6’ 1979, C
7 75,7,C 4,93, s (OH) 6, 7,8, 11°
8’ 71,1,CH 4,22, d (4,66) 1,7, 8’
8’-OH 71,1,CH 566, d (4,66) (OH) 8, 8a’
8a’ 120,8,C
9’ 19,3, CHjs 2,07,s 3,4
10° 18,6, CH, 3,26, s 5’,4a’, 6
11° 18,9, CHjs 0,91,s 6’°,7,8

*Em DMSO-ds. "Correlacdes de HMBC, do(s) hidrogénio(s) para os carbonos indicados.

Estrutura cristalografica

Cristais disponiveis para analise de raios-X foram obtidos por recristalizagdo em solucao
de metanol. Um cristal prisma incolor de dimensdes aproximadas 0,3 x 0,2 x 0,2 mm?® foi
usado para o experimento. Dados de raios-X foram medidos em um difratdmetro Enraf-
Nonius CAD-4 empregando radiacdo grafite-monocromado Cu-Ko (4 = 1.5418 A) a 298 K e
operando no modo scan @-o. Dados do cristal: C3H240s, M = 428.42, triclinico, grupo
espacial P1, a=10.473(6) A, b=11.223(3) A, ¢ = 11.429(2) A, o = 60.65(2)o, S = 89.83(3)o,
y = 67.75(4)0, V = 1055.5(9) A3, Z = 2, Dc = 1.348g/cm3, F(000) = 452, e p(Cu Ka) = 0.86
mm-1. Todas as amostras de cristais testadas apresentaram geminacdo e a amostra utilizada
para a coleta de dados foi visualmente homogénea, mas ela apresentou uma geminacdo

pseudo-merohedral, o que causou a superposi¢do parcial dos fatores de estrutura levando a
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presenca de residuos durante o refinamento da estrutura. Um total de 8384 reflexdes na faixa
0 de 4.56° to 73.92° e faixa de indice hde 15a — 15, kde —24a25¢e 1 de —15a15. O
refinamento da célula e reducéo dos dados foram realizados com o suite software XCAD4. A
estrutura foi resolvida e refinada usando o WingX CHELX97 suite (Farrugia, 1999;
Sheldrick, 2008). O refinamento da estrutura foi realizado no F2 por célculos de minimos
quadrados em matriz completa. Atomos n&o-hidrogénios foram refinados anisotropicamente,
e todos os atomos de hidrogénio foram colocados em coordenadas idealizadas e refinados
como atomos montados com os parametros isotropicos de seus atomos parentes. O refino final
dos residuos foram R1 = 0.091 (WR2 = 0.32) para 6964 reflexdes observadas [com 1> 2o(I)]
e 575 parametros e trés restri¢cdes, e R1 = 0.11 (WwR2 = 0.32) para todas as reflexdes Unicas
com GoF = 1.41. A estrutura absoluta parametro Flack € 0.1 (3), indica que o sentido quiral
foi corretamente escolhido, embora este nimero ndo seja confiavel, dado o grande desvio
padrdo na auséncia de dispersor anémalo forte. Além disso, a estrutura do dimero de austidiol
apresenta 0s mesmos centros quirais da molécula precursora, austidiol (Lo Presti et al., 2003)
e a biossintese ndo modificou esta configuracdo. Por isso foi mantida a descricdo
estereoquimica dos centros quirais como C7R e C8S.

O composto cristaliza em duas moléculas independentes em uma unidade assimétrica,
uma molécula representativa € mostrada na Figura 38. O composto austidiol dimero
selecionou parametros geométricos que estdo listados na Tabela 30, em comparacdo a
molécula precursora austidiol. A distancia C5 — C10 foi alongada em caso de alteracdo da
hibridizacdo do &tomo C-10 para sp® no dimero de austidiol e a distancia C5-C4a foi reduzida,
aumentando o carater da ligacdo dupla. O anel piranico é quase planar com RMSD (Root
Mean Square Deviation) de plano médio de 0,03 A, o anel ciclohexenona adota uma

conformacao de envelope torcido.

Tabela 30. Distancias de ligaco (A) e angulos (deg) para o austidiol e dimero de austidiol.

Parametro dimero de austidiol austidiol*
C1A—CB8AA 1.337 (8) 1.338(3)
C3A—C4A 1.341 (8) 1.345(3)
C5A—C4AA 1.373 (7) 1.399(2)
C5A—CB6A 1.433 (8) 1.432(3)
C5A—C10A 1.533 (7) 1.455(2)
C4AA—C5A—CBA | 118.6 (5) 124.3(2)

*Lo Presti et al., 2003
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Calculo de Estrutura Eletronica

A fim de comparar a rotacdo Optica da estrutura do dimero e correlacionar esta com a
correta configuracao absoluta, foram conduzidos calculos eletrénicos ab initio na molécula do
dimero e em sua estrutura invertida, usando a Teoria da Densidade Funcional com o B3LYP
funcional, implementado no pacote Gaussian 03 (Frisch, 2003). Apds a otimizacdo das
coordenadas, célculos de dicroismo circular foram feitos a fim de obter a rotagdo dptica em
comprimento de onda de 589 nm e em campo estatico. O célculo indicou rotacéo Optica de -
73,8° para 0 comprimento de onda de 589 nm e estatico de -19,4°. Para a molécula invetida
foi obtida a rotacdo estatica de 19,4°. Estes resultados corroboram com a medida experimental

de [a]p de -6° para o dimero de austidiol.

Figura 38. Representacdo ORTEP da estrutura do cristal do dimero de austidiol.

Austidiol diidroisocumarina

O composto 6°,8’-diidroxi-3,5’-dimetilisocromen-1’-ona-5-metil-(7R,8S)-7,8-diidroxi-
3,7-dimetil-7,8-diidro-6H-isocromen-6-ona, denominado austidiol diidroisocumarina
(Figura 39), trata-se de um composto minoritario, um derivado diidroisocumarinico do

metabolito majoritario austidiol, o qual alem de possuir a estrutura base da classe das
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azafilonas (anel ciclohexenona e anel piranico), apresenta ligado ao C-5 através de uma ponte

metilénica um esqueleto diidroisocumarinico (anel benzénico e anel lactonico fundidos).

10" OH

Figura 39. Estrutura da azafilona austidiol diidroisocumarina.

A férmula molecular foi deduzida como C,3H,40g por anélise de espectrometria de massas
de alta resolucdo (ESI — TOF) m/z [M+Na]" 451,1363 (calc para C,3H240g 451,1363) (Figura
93). O espectro de UV [Amax (MeOH) 212 e 361 nm] indicou a presenca de um sistema
conjugado estendido. O ponto de fusdo indicou decomposicdo a temperatura de 255°C e

apresentou [a]5 +71 (¢ 0,2, MeOH).

Naturalmente o derivado diidroisocumarinico apresenta espectro de RMN *H (Figura 80)
mais complexo em relagdo ao seu precursor austidiol, uma vez que a estrutura tem
praticamente o dobro de tamanho, assemelhando-se ao dimero de austidiol. O espectro de
RMN *H revelou cinco dubletos, quatro singletos, dois duplo dubletos e um multipleto. O
espectro mostrou algumas similaridades com o espectro do dimero de austidiol: dois
hidrogénios arométicos [dy 7,43 (1H, d, J = 1,70 Hz) e 64 6,63 (1H, s)], um metino sp
oxigenado oy 4,41 [(1H, d, J = 1,70 Hz)], um grupo metilénico na posicdo C-10 [0y 3,60 (1H,
d, Jgem = 15,0 Hz) e 6y 3,53 (1H, d, Jgem = 15,0 Hz)] como uma ponte metilénica conectando a
metade austidiol a metade diidroisocumarinica, e dois hidrogénios metilicos dy 2,22 e 1,09.

No esqueleto diidroisocumarina tem-se o hidrogénio metinico dy 4,55 ligado ao C-3’ (d¢c
75,0), que acopla com os hidrogénios metilicos em oy 1,44 (C-9° - ¢ 19,6), formando um

quadrupleto (q) com constante de acoplamento 6,2 Hz. O hidrogénio metinico em oy 4,55

acopla também com os hidrogénios metilénicos em dy 2,60 e 3,17 (C-4* — ¢ 32,2), formando

dois dubletos, cujas constantes de acoplamento sdo 11,0 e 3,0 Hz, respectivamente. Com base
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nestes valores é proposto que o hidrogénio dy 2,60 encontra-se em posicédo axial (orientacdo
o) € o hidrogénio dy 3,17 em posicdo equatorial (orientacio B) em relacdo ao anel
diidroisocumarinico. Como mencionado anteriormente os hidrogénios metilénicos oy 2,60 (o)
e 3,17 (B) acoplam com o hidrogénio metinico dy 4,55 (d, Jsax-3: 11,0 Hz € d, Jseq3- 3,0 H2),
além destes acoplamentos, apresentam também acoplamento geminal (Jgem 16,0 Hz),
formando cada qual um duplo dubleto (dd). Por fim, tém-se hidrogénios metilicos em oy 1,44
(C-9° - Oc 19,6) que acoplam com o hidrogénio oy 4,55 (d, Jo-3 6,2 Hz) e um singleto
metilico em oy 2,06 (C-10° - 0¢ 6,9) (Tabela 31).

O espectro de RMN *C (Figura 84) confirmou 23 sinais de carbonos, 11 sinais
correspondem aos carbonos pertencentes a metade austidiol e que ja foram discutidos
previamente no processo de elucidagdo deste, inclusive os valores de deslocamento quimico

obtidos para os carbonos da metade austidiol do derivado diidroisocumarinico em pouco

diferem dos valores obtidos para o composto majoritario austidiol. A diferenca primordial é a
presenca do carbono metilénico oc 20,7, que une os esqueletos austidiol e diidroisocumarina.
O espectro de RMN *C para o esqueleto diidroisocumarinico apresenta 11 sinais que incluem
dois carbonos metilicos (dc 19,6 e 6,9), um carbono metilénico (dc 32,2), um carbono
metinico (dc 75,0) e sete carbonos quaternarios (dc 171,2; 160,9; 160,2; 136,8; 116,5; 110,1 e
100,1). O sinal de carbono quaternario dc 171,2 foi atribuido a carbonila do anel lactdnico,
dado o valor de deslocamento quimico. Completam o anel um carbono metinico (¢ 75,0) em
posicdo o em relagdo ao — O —, um carbono metilénico (dc 32,2), e os carbonos quaternarios
oc 110,1 e 100,1, que permitem a fusdo ao anel benzénico. Neste anel a presenca das
hidroxilas nas posicdes C-6’e¢ C-8’ justificam os carbonos quaternarios dc 160,2 e 160,9.
Além destes tem-se mais dois carbonos quaternarios, dc 116,5 e 136,8, sendo que o primeiro
liga-se diretamente ao carbono metilénico dc 20,7 (ponte metilénica) e ao segundo liga-se a

um carbono metilico (J¢ 6,9).
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Tabela 31. Dados espectroscopicos de RMN *H, **C e HMBC de austidiol diidroisocumarina.
austidiol diidroisocumarina®

Posi¢io Sc mult. Sy (J em Hz) HMBC"

1 144.8, CH 7,43,d (1,79) 3,8, 4a, 8°

2 - - -

3 160,1, C - -

4 104,4, CH 6,63, s 3,8a,9

42 143,7,C - -

5 112,8,C - -

6 199,3,C - -

7 76,1, C - -

8 71,5, CH 4,41,d (1,79) 1,7,82

82 121,1,C - -

9 18,3, CH3 2,22, s 3,4

10 20,7, CH; 3,53; 3,60 d (15,0) 4a,5,6,5, 7,8
11 17,5, CHs 1,09, s 6,7

r 171,2,C - -

2’ - -

3 75,0, CH 4,55, m -

4 32,2, CH; 3,17, dd (16,0; 3,0) 5’, 83’

2,60, dd (16,0; 11,0) 3’,8a, 5

4a’ 110,1,C - -

5 136,8, C - -

6’ 160,2, C - -

k 116,5,C - -

8 160,9, C - -
8a’ 100,1,C - -

9 19,6, CH3 1,44,d (6,2) 34

10° 20,7, CH; 3,53; 3,60, d (15,0) 4a,5,6,7,5,6’
11° 6,9, CHs 2,06, s 4a’, 6

%Em CD30D. "Correlagdes HMBC a partir do(s) hidrogénio(s) assinalados para os carbonos
indicados.

O composto também foi elucidado pela combinagdo das informacgdes anteriores com
dados de RMN 2D. Atraveés da analise dos mapas de contornos de HMQC e HMBC (Figuras
87 e 89) foi possivel definir além das correlagcdes que confirmam a metade austidiol, também
as correlagdes que corroboram com a proposta da metade diidroisocumarinica (Figura 40).

As correlagBes apresentadas pela metade austidiol no derivado diidroisocumarinico sdo
bastante semelhantes aquelas observadas e anteriormente descritas para 0 composto
majoritario austidiol, salvo algumas diferencas. Entre elas, citam-se as hidroxilas do sistema
diol trans-vicinal nas posi¢cbes C-7 e C-8 (7R,8S) do anel ciclohexenona, as quais néo
apresentaram sinais de deslocamento quimico no espectro de RMN *H. Logo, ndo mostraram

correlagbes no mapa de contornos HMBC e HMQC. Além disso, o grupamento aldeidico

ligado ao C-5 é substituido por um grupamento metilénico (on 3,56; oc 20,7) que une a
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metade austidiol & metade diidroisocumarinica. Dessa forma, estes hidrogénios metilénicos
(0w 3,60 e 3,53) apresentam correlagdes com carbonos das duas metades: oc 199,3; 112,8 e
143,7 (austidiol) e 0c 160,2; 136,8 e 116,5 (diidroisocumarina).

Para melhor compreenséo das correlacdes do mapa de contornos HMBC, as mesmas estao

ilustradas na figura a seguir.

222 18.3

Q
160.1

0o O

/ (448 |\ 743

104.4

5 143.7 'Q
H
H 4.41
112.8
H'J ,l//’//
360 1993 .
1,//// .

Figura 40. Correlaces do mapa de contornos HMBC de austidiol diidroisocumarina.

O mapa de contornos HMBC traz correlagdes importantes para reforcar a proposta da
metade diidroisocumarinica. Os hidrogénios metilénicos (dy 3,17 e 2,60; oc 32,2) séo
qguimicamente diferentes apesar de estarem ligados ao mesmo carbono, como observado
anteriormente. O hidrogénio Joy 3,17 se correlaciona com os carbonos dc 136,8 e 100,1
enquanto o oy 2,60 se correlaciona com os carbonos dc 136,8; 100,1 e 75,0. Os hidrogénios
metilicos oy 1,43 se correlacionam com os carbonos dc 75,0 e 32,2, enquanto os hidrogénios
metilicos dy 2,06 se correlacionam com os carbonos Jc 160,2; 136,8 e 110,1. Por fim, é
importante ressaltar que os hidrogénios metilénicos oy 3,60 e 3,53 além de se correlacionarem

com carbonos do nucleo austidiol, também o fazem com carbonos do nlcleo
diidroisocumarina (160.9; 136,8 e 116,5).
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Austidiol cromeno.

O composto: 5°,7’-diidroxi-2’,8’-dimetilcromen-4’-ona-5-metil-(7R,8S)-7,8-diidréxi-3,7-
dimetil-7,8-diidro-6H-isocromen-6-ona, denominado austidiol cromeno (Figura 41), trata-se
de um composto minoritario, um derivado croménico do metabolito majoritario austidiol, o
qual além de possuir a estrutura base da classe das azafilonas (anel ciclohexenona e anel
pirénico), apresenta ligado ao C-5, através de uma ponte metilénica, um esqueleto croménico,
com estrutura semelhante aos cromenos relatados anteriormente (eugenitina). A estrutura
assemelha-se ao dimero de austidiol e resulta da fusdo de dois metabdlitos majoritarios
produzidos pelo fungo: austidiol e eugenitina.

A foérmula molecular de austidiol cromeno foi deduzida como C,3H,,0g por anélise de
espectrometria de massas de alta resolucdo (ESI — TOF) m/z [M+H]" 427,1387 (calc para
Ca3H2,0g,427,1387) (Figura 100).

10' OH

Figura 41. Estrutura da azafilona austidiol cromeno.

O espectro de RMN *H (Figura 94) é relativamente simples, apresentando nove singletos
e dois dubletos. Para melhor entendimento o composto foi dividido em duas metades:
austidiol e cromeno. O espectro de RMN *H da metade austidiol apresenta cinco singletos

(trés metinicos e dois metilicos) e dois dubletos. Os singletos correspondem aos hidrogénios
metinicos: dy 7,52 (C-1 - dc 145,7), Oy 7,02 (C-4 - d¢c 105,5) e Oy 4,24 (C-8 - dc 70,7)
pertencentes ao sistema trans-diol vicinal; e aos hidrogénios metilicos: oy 2,24 (dc 19,5)
ligado ao C-3 (d¢c 160,5) e oy 0,99 (dc 19,0) ligado ao C-7 (J¢c 75,4) do sistema trans-diol
vicinal. Além disso, em substituicdo ao grupamento aldeidico do composto majoritario

austidiol, hd um grupo metilénico com hidrogénios ndo equivalentes (dy 3,73 € 3,45, Jgem 15,0
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Hz), formando uma ponte metilénica que une as metades austidiol e cromeno, caracterizando
0 composto austidiol cromeno.

O espectro de RMN *H da metade cromeno apresenta quatro singletos (um metinico, dois
metilicos e um hidroxilico). O singleto metinico (ou vinilico) dy 6,12 liga-se ao C-3’ (dc
107,9) e por sua vez os singletos metilicos oy 2,36 e 1,99 pertencem aos grupamentos
metilicos que se ligam aos carbonos C-2’ e C-3’ (dc 167,2 e 105,0), respectivamente. Por fim,

o singleto oy 13,05 foi atribuido ao grupamento hidroxilico ligado ao C-5’ que se apresenta
conjugado com o grupamento cetona na posicao C-4’.

Os espectros de RMN **C e DEPT (Figuras 96 e 97) confirmaram 23 sinais de carbonos,
sendo 12 sinais correspondentes aos carbonos da metade austidiol e que ja foram discutidos
previamente no processo de elucidagdo do mesmo. Inclusive, os valores de deslocamento
quimico obtidos para os carbonos da metade austidiol do derivado cromeno em pouco diferem
daqueles obtidos para o composto majoritario austidiol. A diferenca primordial é a presenca
do carbono metilénico dc 18,6, que une os nlcleos austidiol e cromeno.

A metade croménica apresenta 11 sinais de carbonos que incluem dois carbonos metilicos
(0c 20,2 e 8,5), um carbono metinico (dc 107,9) e oito carbonos quaternarios (dc 181,8; 167,2;
161,1; 156,6; 153,5; 107,8; 105,0 e 103,1). O sinal de carbono quaternario oc 181,8 foi
atribuido a carbonila de cetona, dado seu valor de deslocamento quimico, completam o anel

cromeno: dois carbonos vinilicos (oc 167,8 e 107,9), o primeiro em posi¢do o em relagdo ao

heteroatomo — O — e 0 segundo em posicdo S, e os carbonos quaternarios oc 153,5 e 103,1 que
permitem a fusdo dos anéis que compde o esqueleto croménico. Além disso, o anel benzénico
do esqueleto croménico possui duas substituicdes com grupamentos hidroxilicos, uma

substituicdo com grupamento metilico e ligacdo ao carbono metilénico o¢ 18,6.
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Tabela 32. Dados espectroscopicos de RMN *H, *C e HMBC de austidiol cromeno.

austidiol cromeno?

Posicao
dc mult. oy (J em Hz) HMBC”
1 145,7, CH 7,52, 3,44, 8, 82
2
3 160,5, C
4 105,5, CH 7,02, s 3,82
4a 1443, C
5 112,1,C
6 200,5, C
7 754, C
8 70,7, CH 4,24, s 1,6,7, 8
8a 121,3,C
9 19,5, CH3 2,24,s 3,4
10 18,6, CH; 3,73; 3,45, d (15,0) 4a,5,6,5,6°,7
11 19,0, CHs 0,99, s 6,7,8
19
2’ 167,8,C
3 107,9, CH 6,12, s 2’,4a’, 9
4 181,8,C
4a’ 103,1,C
5 156,6, C 13,05, s (OH) 4a’,5’,6’
6’ 107,8, C
7 161,1,C
8 105,0, C
8a’ 1535, C
9’ 20,2, CH3 2,36, s 2,3
10° 18,6, CH, 3,74; 3,45, d (15,0) 4a,5,6,5,6°, 7
11° 8,5, CH3 1,99, s 7,8, 8a’
*Em DMSO-ds. Correlagdes HMBC, a partir do(s) hidrogénio(s) assinalados para os carbonos
indicados.

O composto austidiol cromeno também foi elucidado pela combinacdo das informacoes
anteriores com dados de RMN 2D. Através da analise dos mapas de contornos de HMQC e
HMBC (Figuras 98 e 99) foi possivel definir além das correla¢des que confirmam a metade
austidiol, também as correlacbes que corroboram com a proposta da metade cromeno (Figura
42).

As correlagdes apresentadas pela metade austidiol no derivado croménico sdo bastante
semelhantes as correlagdes observadas e anteriormente descritas para 0 composto majoritario
austidiol, salvo algumas diferencas. Entre elas, citam-se as hidroxilas do sistema diol trans-
vicinal nas posi¢oes C-7 e C-8 (7R,8S) do anel ciclohexenona, as quais ndo apresentaram
sinais de deslocamento quimico no espectro de RMN *H. Logo nio apresentaram correlacées
no mapa de contornos HMBC e HMQC. Além disso, o grupamento aldeidico ligado ao C-5 é
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substituido por um grupamento metilénico (0n 3,73 e 3,45; oc 18,6), sendo esta a ponte
metilénica que une as metades austidiol e cromeno. Dessa forma, estes hidrogénios
metilénicos (dy 3,73 e 3,45) apresentam correlagdes com carbonos das duas metades: oc
200,5; 144,3 e 112,1 (austidiol) e 0c 161,1; 156,6 e 107,8 (cromeno).

Para melhor compreensdo das correlagdes do mapa de contornos HMBC, as mesmas estao

ilustradas na figura a seguir.

Figura 42. Correlagdes do mapa de contornos HMBC de austidiol cromeno.

O mapa de contornos HMBC traz correlagdes importantes para reforcar a proposta da

metade cromeno. O hidrogénio hidroxilico oy 13,05 se correlaciona com os carbonos
quaternarios oc 156,6; 107,8 e 103,1. Por sua vez, o hidrogénio metinico oy 6,12 se
correlaciona com os carbonos quaternarios oc 167,8 e 103,1 e com o carbono metilico Jc
20,2. Os hidrogénios metilénicos oy 3,73 e 3,46 se correlacionam com os carbonos
quaternarios oc 161,1; 156,6 e 107,8. Por fim, os hidrogénios metilicos oy 2,36 e 1,99 se

correlacionam com os carbonos dc 167,8 e 107,9; dc 161,1; 153,5 e 105,0, respectivamente.

O conjunto de correlacbes € mais facilmente visualizado na Figura 42.

A forma dimérica do austidiol é similar ao dimero de azafilona conhecido como
aspergilona B (Shao et al., 2011). Este metabdlito é um dimero simétrico de duas
benzilazafilonas com uma dnica ponte metilénica e foi isolado do fungo marinho Aspergillus
sp sendo o primeiro dimero de azafilona com tal caracteristica a ser reportado (Figura 43).

Apesar de inumeros dimeros naturais, incluindo flavondides (Ariyasena et al., 2004),
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macrolideos (Rao e Faulkner, 2002), alcal6ides (Kanokmedhakul et al., 2003), antraquinonas
(Agusta et al., 2006), xantonas (Isaka et al., 2005) e naftopiranonas (Santos et al., 2001),
terem sido reportados, a ocorréncia de ponte metilénica entre produtos naturais é bastante

incomum (Shao et al., 2011).

Aspergilona A Aspergilona B

Figura 43. Aspergilonas A e B isoladas de Aspergillus sp.

Como hipotetizado por Shao et al. (2011) previamente, no presente trabalho o co-
isolamento de austidiol e de seu dimero sugere que o este pode ser sintetizado por duas
moléculas de austidiol e uma molécula de formaldeido no fungo. O isolamento de austidiol
dimero também fornece evidéncia adicional de que pode haver um sistema de biossintese na
natureza que use formaldeido (Wu et al., 2005; Yao et al., 2005; Ito et al., 2004). A mesma
hipdtese pode ser aplicada aos compostos austidiol diidroisocumarina e austidiol cromeno,
pois eles apresentam o mesmo padrdo de conexdo entre dois policetideos aromaticos, a ponte
metilénica. Neste contexto, o isolamento do dimero Xilocetal F do fungo de mangue Xylaria
sp por Wu e colaboradores (2005) também sugere fortemente que a biossintese no fungo
ocorre pela reacdo de duas moléculas de xilocetal B e uma molécula de formaldeido (Figura
44). Sabe-se que existe um nivel endégeno de formaldeido em humanos e também em
diversas plantas (Tzrel et al., 1998), mas ndo foi relatada nenhuma evidéncia de que fungos
tenham capacidade de realizar esse tipo de reacdo (Wu et al., 2005). Dessa forma, o
isolamento destes trés novos policetideos aromaticos de Mycoleptodicus indicus reforca a

hipotese de que a biossintese ocorra com a participacdo de uma molécula de formaldeido.
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Xilocetal B

Xilocetal F

Figura 44. Estruturas de xilocetal B e F isolados de Xylaria sp.

4.3 Ensaios Bioldgicos de Fragdes e Substancias Purificadas.
4.3.1 Ensaio de Atividade Citotdxica in vitro

As fracOes obtidas em cultivos de escala ampliada foram submetidas ao ensaio de
atividadade antitumoral in vitro no Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal do Ceara. As fracdes foram testadas em um painel de trés linhagens de
células tumorais: HCT-8 (adenocarcinoma de colon), MDA-MB-435 (adenocarcinoma de
mama) e SF-295 (gliobastoma, origem — Sistema Nervoso Central) para determinacdo da
eficacia e seletividade em células de diferentes origens. Esses ensaios foram realizados na
estacdo automatizada (High Throughput Screening - HTS) Biomek 3000.

Na tabela a seguir estdo apresentados os percentuais de inibi¢cdo do crescimento celular

(Cl%) das amostras em trés linhagens tumorais testadas na dose de 50 pg/mL.

Tabela 33. Ensaio de atividade citotéxica in vitro.
Linhagens Celulares

Amostras MDA-MB435 HCT-8 (cdlon) SF-295

(mama) (glioblastoma)

BbADCM PA (21,03%) MA (85,12%) MO (73,09%)
BbAEtOACc MA (93,90%) MA (100,00%) MA (88,78%)
BbLEtOACc PA (47,85%) MA (89,83%) MA (83,19%)
BbAHex SA PA (5,05%) PA (35,40%)

MiHex SA AS PA (5,72%)
MiDCM SA MA (95,45%) MA (92,91%)
MIiEtOAC PA (47,57%) MA (82,16%) MA (86,16%)

MiLEtOAc SA PA PA (5,72%)
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Referente aos codigos das amostras, para melhor entendimento leia-se que a letra A
corresponde ao cultivo em meio arroz-aveia e a letra L ao cultivo liquido em PDB. Por sua
vez as siglas DCM, EtOAc e Hex se referem aos solventes utilizados nos fracionamentos dos
extratos, no caso, diclorometano, acetato de etila e hexano, respectivamente.

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotdxico das amostras
testadas. Amostras sem atividade (SA), com pouca atividade (PA, inibicdo de crescimento
celular variando de 1 a 50%), com atividade moderada (Mo, inibicdo de crescimento celular
variando de 50 a 70%) e com muita atividade (MA, inibicéo de crescimento variando de 75 a
100%).

Observando-se a Tabela 32 é possivel concluir que as fragGes diclorometénicas e em
acetato de etila dos cultivos em arroz-aveia tanto de B. bassiana quanto de M. indicus
apresentaram promissores Vvalores de inibicdo de crescimento celular (Cl%), com
porcentagens variando de 79,06 % a 100,00%. Sendo que as maiores taxas de inibigéo se
deram contra as linhagens HCT-8 (adenocarcinoma de co6lon) e SF-295 (gliobastoma, origem
— Sistema Nervoso Central). O mesmo perfil pode ser atribuido as fracbes em acetato de etila
e em diclorometano do cultivo de B. bassiana em meio liquido. Convém destacar que a fracédo
em acetato de etila do cultivo em arroz de B. bassiana e a fragdo diclorometanica de M.
indicus apresentaram elevado percentual de inibigdo de crescimento contra as trés linhagens
avaliadas. Resultados que indicaram interessante potencial destas fragcdes para o processo de
isolamento cromatografico e elucidagdo estrutural.

Por sua vez as fracGes obtidas em hexano dos cultivos em meio arroz e a fragdo em
acetato de etila do cultivo em meio liquido de M. indicus ndo geraram percentuais de inibicdo
promissores contra as linhagens celulares testadas.

Foi determinada a citoxidade (Clso pg/mL) das substancias isoladas, pelo uso da
metodologia do MTT (Mosman, 1983). As linhagens tumorais utilizadas foram: HCT-8
(colon- humano), HL-60 (leucemia - humana), MDA-MB435 (melanoma - humano), PC-3
(prostata-humano) e SF-295 (glioblastoma - humano), bem como foi utilizada uma linhagem
celular de linfécitos humanos. Tais linhagens foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer
(EUA).
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Tabela 34. Ensaio de atividade citotéxica in vitro.

Citoxidade (Clso, UM)* + E.P.M.? — Linhagens celulares®

Substancias HCT-8 HL-60 MDA-MB435 PC3 SF-95 Linf. humanos
Austidiol 12,90 +3,51  38,80+9,32 34,30 +4,36 ND°® 28,00 £7,16 >113
Austidiol diacetato 1390 £2,56  22,10+2,56 26,90 £0,31 ND 26,30 £1,18 >78
Dimero de austidiol >58 >58 >58 10,00+6,54 >58 >58
A.dimero acetilado >42 >42 >42 33,30+29,00 >42 >42
Austidiol diidroisocumarina >58 >58 >58 7,05£3,78 >58 >58
Austidiol cromeno ND ND ND ND ND ND
Eugenitina >113 >113 >113 >113 >113 >113
6-Metdxieugenina >105 >105 >105 20,50+11,9 >105 >105
9-Hidroxieugenina >105 >105 >105 >105 >105 >105
Piridovericina 25,90 £0,32 34,66 £3,63 34,80 £3,82 ND 31,08 £0,65 >68
Piridovericina-Glc ND ND ND ND ND ND
15-Desoxi-piridovericina ND ND ND ND ND ND
Lumicromo >102 >102 >102 >102 >102 >102
1-Metil-11- >02 >02 >02 >02 >92 >02
hidréxilumicromo
Doxorrubicina® 0,10 £0,01 0,05 £0,01 1,51 +0,20 0,41 £0,05 0,70 £0,20 0,70 £0,20

®Erro Padr&o de Média; "Linhagens celulares: HCT-8: cancer de c6lo; HL-60: leucemia; MDA-MB435: melanoma; PC3: cancer de préstata; SF-
95: glioblastoma.; °ND = ndo determinado; “Doxorubicina foi usada como droga padréo.*Todas as amostras foram testadas em concentragdes <

40 pg/uL.
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Os resultados dos ensaios de citoxidade in vitro para as substancias purificadas revelam
que os compostos da classe das azafilonas (austidiol e austidiol diacetato) e da classe das
piridonas (piridovericina) apresentaram promissora atividade citotdxica (Clso M), embora
em niveis inferiores a substancia citotoxica de referéncia (doxorrubicina). As azafilonas
apresentaram niveis de citoxidade semelhantes, com destaque para a acdo sobre a linhagem
HCT-8 (c6lon humano), com valores de 12,90 e 13,90 uM. Da mesma forma o metabdlito
piridovericina foi mais citotoxico para tal linhagem tumoral (25,90 uM).

Levando-se em conta as aloxazinas e piridonas isoladas dos cultivos de B. Bassiana,
apenas piridovericina apresentou atividade no ensaio de citoxidade. Além disso, algum grau
de seletividade foi observado, pois piridovericina foi ativa contra quatro linhagens
cancerigenas utilizadas, mas foi inativa contra linfécitos humanos. Cheng e colaboradores
(2006) reportaram a atividade citotoxica contra neurénios humanos (células IMR-32) do
derivado piridona N-desoximilitarinona A, que foi isolado do fungo entomopatogénico
Paecilomyces farinosus e testada nas concentragdes de 1, 10 e 100 puM. A viabilidade celular
ndo foi afetada nas concentracdes de 1 e 10 uM, mas foi reduzida em 22% na maior
concentracdo (100 uM). Além disso, o composto YM-215343, um congénero oxidado da
piridona apiosporamida isolado do fungo Phoma sp., mostrou toxicidade contra células HelL a-
S3 (Clsp 7,96 uM) (Shibazaki et al., 2004). Dessa forma, piridonas apresentam potencial
como protdtipos para prospeccao de moléculas com acgdo citotoxica.

Como mencionado anteriormente, as azafilonas tem um amplo espectro de atividades
bioldgicas, entre elas a acdo citotdxica. Nesse contexto, na literatura ja foi reportada uma ampla
gama de azafilonas com atividade citotoxica, 0 que ajuda a explicar a atividade encontrada para
algumas das azafilonas isoladas neste trabalho. Uma série de chaetomugilinas (I — O) isoladas de
cultivos do fungo Chaetomium globosum (isolado do peixe marinho Mugil cephalusi), apresentaram
citoxidade contra as linhagens tumorais de leucemia HL-60, L1210 e P388 e carcinoma
epidermoide KB, com valores de Clsy variando de 1,1 a 20 mM (Muroga et al., 2009). Além disso,
seco-chaetomugilina D isolada deste mesmo fungo mostrou-se ativa contra as linhagens tumorais
acima citadas, com valores de Clsy mais significantes (P388: 38,6; HL-60: 47,2; L1210: 53,6 e KB:
47,2 uM) (Yamada et al., 2009). Além disso, azafilonas do tipo chaetoviridinas E e F isoladas de
cultivos de Chaetomium cochlioides mostraram atividade citotoxica contra as linhagens tumorais
KB (carcinoma epidermoide), BC1 (cancer de mama) e NCI-H187 (cancer de pulmao), com 0s
respectivos valores de Cls: 25,7; 13,4 e 8,43 uM para chaetoviridina E e 29,4; 32,1 e 10,7 uM para
chaetoviridina F (Phonkerd et al., 2008). Qian-Cutrone e colaboradores (1996) reportaram a

atividade citotdxica da azafilona isolada de Trichoderma harzianum, denominada harzifilona. Este
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derivado azafilénico apresentou citoxidade contra células tumorais M109 (cancer de pulméo) na
concentracdo de 38 uM. Esse conjunto de trabalhos reforga o potencial dessa classe de compostos
quanto a atividade citotoxica, da mesma forma que o isolamento de novas azafilonas contribuem
para 0 enriquecimento quimico e biolégico dessa importante e representativa classe de metabolitos
fungicos.

Observando os resultados dos ensaios preliminares desenvolvidos com as fracGes e 0s
ensaios com as substancias puras, é possivel concluir que as atividades dos metabdlitos
purificados corroboram com as acOes apresentadas pelas fracdes e que algumas das

substancias obtidas tém promissora acdo citotoxica.
4.3.2 Ensaio enzimatico sobre a inibicdo de GAPDH de Trypanosoma cruzi.
As fracOes obtidas em cultivos de escala ampliada foram submetidas ao ensaio sobre a

inibicdo de GAPDH. Na tabela a seguir estdo apresentados os percentuais de inibicao.

Tabela 35. Ensaio cinético de inibicdo de GAPDH —T. cruzi.

Amostra % de inibicao
BbAEtoAc 0,0
BbADCM 45,1

BbAHex 84,4
BbLEtOACc 90,5
BbLDCM 91,0
MIAEtOAc 19,8
MIADCM 89,1

MiAHex 0,0
MILEtOAc 99,7

Referente as codificacbes, estas seguem o0 mesmo padrdo adotado para 0 ensaio
antitumoral mencionando anteriormente.

As fracbes mais promissoras foram: diclorometanica e em acetato de etila do cultivo
liquido de B. bassiana (91,0 e 90,5%); em acetato de etila do cultivo liquido de M. indicus
(99,7%); diclorometanica do cultivo em arroz de M. indicus (89,1%) e fracdo hexanica do

cultivo em arroz de B. bassiana.

4.3.3 Ensaio enzimatico de inibicdo de APRT de Leishmania tarentolae.

As fracdes obtidas em cultivos de escala ampliada foram submetidas ao ensaio de inibi¢ao
de APRT. Na tabela a seguir estdo apresentados os percentuais de inibicdo da atividade de
LtAPRT — Leishmania tarentolae.
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Tabela 36. Ensaio cinético de inibicdo de LtAPRT — L. tarentolae.

Amostra % de inibi¢do
BbAEtoAc 37,8
BbADCM 16,1

BbAHex 39,2
BbLEtOAC 64,6
BbLDCM 52,6
MIAEtOAC 23,8
MiIiADCM 44,2

MiAHex 22,2
MiLEtOAc 41,2

Observando os resultados listados na Tabela 36, é possivel concluir que as fracOes
avaliadas ndo apresentaram niveis elevados de inibicdo da enzima LtAPRT, uma vez que boa
parte das fracdes ndo mostraram atividade de inibi¢do superior a 50%, somente as fracdes em
acetato de etila e em diclorometano provenientes do cultivo liquido do fungo B. bassiana,

ainda que em niveis discretos.

4.3.4 Ensaio Leishmanicida - INCT-INBEQMeDI.

Algumas substéncias isoladas (austidiol, ausidiol dimero, austidiol diidroisocumarina,
austidiol diacetato, eugenitina, 6-metoxieugenina e piridovericina) foram submetidas ao
ensaio leishmanicida contra Leishmania major, de acordo com a metodologia citada na Segédo
Experimental. O ensaio foi utilizado para determinar a dose letal (DLsp). Os resultados estéo

relatados na Tabela 37.

Tabela 37. Ensaio leishmanicida para determinacdo de DLso— L. major.
Leishmania major

Substancias

DLso (ULM) DLso (LM)

(a partir de 5 uM) (a partir de 40 uM)
Austidiol NA 20,5
Austidiol diidroisocumarina NA 21,7
Dimero de austidiol NA 28,5
Austidiol diacetato NA 19,8
Eugenitina NA 39,9
6-Metdxieugenina NA 34,5
Piridovericina NA 35,3
Geneticina (G418)* 3,43 3,43

*Antibi6tico controle
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Observando os valores de DLsy apresentados pelas substéncias isoladas e pelo controle
(geneticina), é notdrio que a partir da diluicdo de 5 puM as substancias avaliadas nédo
apresentaram atividade inibitoria. A atividade se deu a partir das diluicdes de 40 uM com
valores variando de 19,8 a 39,9 uM, com destaque para o derivado acetilado de austidiol (19,8
pUM). Embora as substancias avaliadas tenham apresentado algum nivel de atividade
leishmanicida, elas sdo menos potentes quando comparadas ao antibidtico controle geneticina
(G418). Entretanto, a atividade biologica é de certa forma satisfatoria, considerando que o
derivado acetilado de austidiol foi apenas seis vezes menos potente que geneticina. De forma
que, pode-se hipotetizar que esta classe de compostos (azafilonas) pode atuar como uma
classe lider para o desenvolvimento de substancias com potente atividade leishmanicida.

4.3.5 Ensaio Antiparasitario: LDH antimalaria.

O ensaio antiparasitario para malaria foi desenvolvido no National Center for Natural
Products Research — University of Mississippi, onde a atividade antimalarica in vitro foi
medida por ensaio colorimétrico que determina a atividade da lactato desidrogenase parasitica

(pLDH) de acordo com o descrito na secdo Experimental.

Tabela 38. Ensaio cinético de inibicao de (pLDH) — P. falciparum.

Amostra P. falciparum (D6 Clone) P. falciparum (W2 Clone)
% de inibicao % de inibicao

BbLEtOAC 5 NT
BbAEtoAc 0 NT

BbADCM 0 NT

BbAHex 0 NT
MiLEtOAc 0 NT
MIAEtOAc 0 NT

MiADCM 0 NT

MiAHex 0 NT

D6 clone = sensivel a cloroquina; W2 = resistente a cloroquina; NT = ndo testado.

As fracbes obtidas dos cultivos dos fungos estudados foram testadas apenas contra a
variedade de P. falciparum D6 clone, sensivel a cloroquina. Para a variedade W2 clone
(resistente a cloroquina) as amostras ndo foram testadas. De acordo com a Tabela 38 nota-se
que apenas a fragdo em acetato de etila do cultivo em meio PDB do fungo B. bassiana
apresentou atividade, entretanto, bastante discreta (apenas 5% de inibi¢do). As demais fragoes
foram inativas. Sendo assim, as fracdes ndo foram submetidas a ensaios antimaléaricos

secundarios para determinagao de Cls.
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4.3.6 Ensaio Antiparasitario: Leishmania donovani.

O ensaio antiparasitario para leishmania foi desenvolvido no National Center for Natural
Products Research — University of Mississippi. A acdo antileishmania foi testada in vitro em
uma cultura de formas promastigotas de Leishmania donovani de acordo com a metodologia

descrita na se¢do Experimental.

Tabela 39. Ensaio antileishmania - Leishmania donovani.

Amostra % de inibicao
BbLEtOAC 93,03
BbAEtoAc 71,06
BbADCM 87,14

BbAHex NA
MILEtOAc NA
MIAEtOAcC 21,77

MIADCM 95,31

MiAHex NA

NA = ndo ativo.

As fragOes obtidas dos cultivos dos fungos estudados foram testadas contra formas
promastigotas de Leishmania donovani de acordo com a metodologia descrita na secdo
Experimental. As amostras foram avaliadas na concentracdo de 80 pg/mL, sendo utilizado
como controle a substancia anfotericina B, que promoveu 100% de inibicdo. As amostras que
apresentaram porcentagem de inibicao inferior a 50% foram consideradas inativas e aquelas
que apresentaram valores de inibicdo superiores foram consideradas ativas. Portanto, foram
submetidas a avaliacdo secundaria para determinacao de valores de Clsoe Clgy. De acordo com
os resultados descritos na tabela acima, tem-se quatro fracdes ativas, sendo trés delas com
niveis de inibicdo superiores a 85%. Trés das quatro fracBes ativas sdo provenientes dos
cultivos do fungo B. bassiana: fracdo em acetato de etila de cultivo em PDB (BbLEtOAc,
93,03%), e fracOes diclorometanica e em acetato de etila de cultivo em meio sélido
(BbADCM, 87,14%; BbAEtOAc, 71,06%). A partir do fungo M. indicus a fracdo ativa
corresponde a diclorometanica do cultivo em meio s6lido (MiADCM, 95,31%). Fazendo um
paralelo com o ensaio antimalarico, pode-se afirmar que as fragdes obtidas sdo mais
promissoras para atividade leishmanicida.

As fragbes ativas no ensaio primario antileishmania foram submetidas ao ensaio

secundario para determinacdo de valores de Clspe Clgg.
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Tabela 40. Ensaio antileishmania secundario Clsge Clgg— L. donovani.

Amostras Clso (ng/mL) Cl g (ug/mL)
BbLEtOAC 20,5 >40
BbAEtoAc >40 >40
BbADCM >40 >40
MIADCM >40 >40

Pentamidina* 1 4
Anfotericina B* 0,2 0,4

*Agentes leishmanicidas padrdes.

Os farmacos pentamidina e anfotericina B foram usados como agentes leishmanicidas
padrées. Das quatro amostras ativas no ensaio preliminar apenas a fragdo BbLEtOAc
apresentou valor de Cl 5 inferior a 40 pg/mL (20,5 pug/mL) no ensaio secundario. As demais
amostras apresentaram valores superiores a concentracdo maxima testada de 40 pug/mL.
Concentracbes bastante superiores aos farmacos padrfes utilizados. De qualquer forma as
fragOes apresentaram atividade leishmanicida ainda que de forma preliminar, destaque para a
fragdo em acetato de etila do cultivo de B. bassiana em PDB.

Substancias isoladas também foram submetidas a ensaios leishmanicidas para
determinacdo dos valores de Clsp € Clgy. As concentracdes sdo dadas em UM, sendo que a
concentracdo méaxima de cada substancia em pM equivale a 40 pg/mL. A tabela a seguir,
apresenta os resultados.

Tabela 41. Ensaio antileishmania secundario Cl sge Cl o9 - Leishmania donovani.

Substancias Cl 50 (UM) Clgo (UM)
Austidiol 80,5 >169
Dimero de austidiol >93,4 >93,4
Austidiol diacetato 59,3 >125
Eugenitina >181 >181
6-Metdxieugenina >169 >169
Piridovericina 18,1 81,3
Pentamidina* 0,0041 0,176
Anfotericina B* 0,140 0,324

*Agentes leishmanicidas padrdes.

Os resultados da Tabela 41 mostram que o composto austidiol e austidiol diacetato
apresentaram algum grau de atividade leishmanicida (Clsg). Embora sejam ativas,
apresentaram niveis de inibi¢do muito acima dos padrées leishmanicidas utilizados.

O composto piridovericina apresentou perfil inibitorio mais promissor quando comparado
as azafilonas testadas: Clsp 18,1 uM e Clgo 81,3 uM, mas da mesma forma, sdo resultados

distantes daqueles apresentados pelos padrées leishmanicidas utilizados. De qualquer forma
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sdo resultados significativos, mostrando que as substancias isoladas apresentam algum
potencial lehismanicida. Embora as azafilonas, em geral, apresentem diversificadas
atividades, destacando-se: citotoxica, antimicrobiana e antifungica, entre outras, ndo ha
relatos na literatura sobre o potencial das mesmas quanto a atividade leihsmanicida. De modo
que o isolamento e caracterizagdo de novas azafilonas contribuem para o0 enriquecimento
desta classe de compostos.

A literatura oferece poucas informacbes sobre acdo leishmanicida de piridonas. Fan e
colaboradores (2010) recentemente reportaram a sintese de pirano[3,2-c]piridona, pirano[4,3-
b]piridona e seus hibridos com acdo leishmanicida sobre L. donovani. A reagdo de 5-formil-
20-desoxiuridina com 4- hidroxi-1,6-dimetilpiridin-2(1H)-ona e malononitrila rendeu hibridos
do tipo pirano[3,2-c]piridona e pirano[4,3-b]piridona com promissora acdo leishmanicida

contra L. donovani, com valores de Cls variando de 10,6 a 139,9 uM.

4.3.7 Ensaio Antimicrobiano: antiflingico e antibacteriano.
O ensaio antimicrobiano para bactérias e fungos foi desenvolvido no National Center for
Natural Products Research — University of Mississippi de acordo com a metodologia descrita

na se¢ao Experimental.
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Tabela 42. Ensaio de atividade antimicrobiana — antibacteriana e antiflngica.
Inibicdo de Crescimento (%)

Antifangico Antibacteriano
Amostra C. C. C. C. A. S. MRS  E.coli P. M.
albicans galbrata  Krusei neoformans fumigatus aureus aeruginosa intracellulare
BbLEtOACc 21 93 3 0 0 0 0 16 36 0
BbAEtOAC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BbADCM 0 0 0 0 0 0 0 13 4 0
BbAHex 0 0 0 2 0 0 12 0 0 0
MIAEtOAc 9 0 0 0 0 0 6 25 0 0
MiADCM 9 0 11 7 0 0 0 21 0 0
MiAHex 0 0 0 4 0 0 6 11 0 0
MiLEtOAc 6 0 0 0 0 0 14 19 0 0

Amostras apresentando % de inibicdo de crescimento < 50% sdo consideradas inativas.
Amostras apresentando % de inibicao de crescimento > ou = 50% sdo destinadas a ensaios secundarios (ICsp).
Concentracdo teste: 50 pg/mL.
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De acordo com a Tabela 42 os resultados de inibi¢cdo de crescimento microbiano (em %)
indicam que de uma maneira em geral as fracOes avaliadas tem um potencial discreto para
atividade antimicrobiana (antifingica e antibacteriana). Pode-se citar, por exemplo, que a
cepa fungica Aspergillus fumigatus e as cepas bacterianas Pseudomonas aeruginosa e
Mycobacterium intracellulare ndo apresentaram sensibilidade as fracGes avaliadas. Por sua
vez, as cepas fungicas Candia albicans, Candida krusei e Cryptococcus neoformans
mostraram alguma sensibilidade as fracGes avaliadas, ainda que em niveis discretos que
variaram de 2 a 21% de inibicdo; as cepas bacterianas: Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus resistente a meticilina também apresentaram baixa
sensibilidade frente as fracfes avaliadas, com valores entre 4 e 36%. Somente a fragdo em
acetato de etila do cultivo em PDB (BbLEtOAc) mostrou atividade satisfatdria. Entretanto
apenas frente a cepa fungica C. galbrata, com valor de inibicdo de crescimento de 93%.
Considerando que apenas as amostras que apresentaram valores de inibicdo iguais ou
superiores a 50% séo classificadas como ativas, somente a amostra BbLEtOAc foi submetida
a ensaio secundario para determinacéo de Cls.

De acordo com a Tabela 43, referente ao ensaio antimicrobiano secundario da amostra
BbLEtOAC, observa-se que a fracdo apresentou-se ativa contra as cepas C. galbrata e C.
neoformans (22,92 ¢ 20,75 ug/mL). J& contra as demais cepas os valores de Clsy foram
superiores a maior concentracdo avaliada (50 pg/mL), portanto inativas. Para efeito de
comparacdo, na Tabela 43 apresentam-se os dados de Clsp CIM e CMF/CMB dos farmacos

controle utilizados para as cepas avaliadas.
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Tabela 43. Ensaio secundario de atividade antimicrobiana — antibacteriana e antifungica.

*Clso
Antifangico Antibacteriano
Amostra C. C. C. C. A S. MRS E. coli P. M.
albicans galbrata  Krusei neoformans fumigatus aureus aeruginosa intracellulare
BbLEtOACc >50 22,92 >50 20,75 - - - - >50 -

*Consideram-se amostras ativas aquelas que apresentarem 1Cso <= 20 pg/mL

Tabela 44. Ensaios antimicrobianos com substancias controle.

Micro-organismos Droga Controle Clso (ng/mL)* CIM (png/mL)** CMF/CMB
(rg/mL)*=*
C. albicans ATCC 90028 Anfotericina B 0,57 1,25 1,25
C. galbrata ATCC 90030 Anfotericina B 0,58 1,25 1,25
C. Krusei ATCC 6258 Anfotericina B 0,74 1,25 2,50
A. fumigatus ATCC 90906 Anfotericina B 1,07 1,25 5,00
C. neoformans ATCC 90113 Anfotericina B 0,27 1,25 1,25
S. aureus ATCC 29213 Ciprofloxacino 0,09 0,50 1,00
S. aureus meticilina resistente ATCC 33591 Ciprofloxacino 0,09 0,25 0,50
E. coli ATCC 35218 Ciprofloxacino 0,005 0,031 0,063
P. aeruginosa ATCC 27853 Ciprofloxacino 0,058 0,250 0,50
M. intracellulare ATCC 23068 Ciprofloxacino 0,33 0,50 -

*Concentracdo (pug/mL) que resulta em inibi¢do do crescimento em 50%.
**CIM (Concentragao Inibitoria Minima) ¢ a menor concentragao testada (ug/mL) que permite ndo detectar nenhum crescimento.
***Concentracdo Fungicida/Bactericida Minima é a menor concentragao testada (ug/mL) que mata o micro-0rganismo.
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As azafilonas se caracterizam por possuir amplo espectro de atividades bioldgicas, o que
inclui acdo antimicrobiana e antifungica. Nesse sentido, é possivel elencar algumas azafilonas
fangicas com amplo espectro de acdo antimicrobiana (B. brevis, B. subtilis, E. faecium, S.
aureus, M. luteus, Y. lipolytica, MRSA e outras bactérias) e antifungica (C. albicans, C.
trifolii e S. aureus). Alguns exemplos de azafilonas com este espectro de acdo sdo: &cido
lunatdico (Marumo et al., 1982), patulodina (Sakuda et al., 1995), sassafrina D (Quang et al.,
2005), sclerotiorina (Natsume et al., 1988), cohaerina E e F (Quang et al., 2006b), acido
mitorubrinico (Locci et al., 1967), mitorubrinol (Buechi et al., 1965), chaetomugilinas A e B
(Park et al., 2005), chaetoviridinas A e B (Takahashi et al., 1990), deflectinas A e B (Anke et
al., 1981) e multiforminas A, B e C (Quang et al., 2005).

Da mesma forma que as azafilonas, as piridonas também apresentam diversidade de
atividades biologicas que vao desde antimicrobianas a antitumorais. Dessa forma é possivel
enumerar algumas piridonas com acdo antimicrobiana: apiosporamida (Alfatafta et al., 1994)
fusapiridona A (Tsuchinari et al., 2007), kirromicina (Wolf e Zahner, 1971), harzianopiridona
(Dickinson et al., 1989), atepenin B, B4 e A5 (Omura et al., 1988), flavipucina (Casinovi et
al., 1968) e leporina A (TePaske et al., 1991); e com acdo antiflngica: funiculosina (Ando et
al., 1969) e ilicicolina H (Hayakawa et al., 1971).
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5. CONCLUSAO

O estudo de metabdlitos secundarios do fungo entomopatogénico B. bassiana permitiu o
isolamento e elucidacdo de produtos naturais de representativas classes de metabolitos
fangicos: aloxazinas e piridonas. Foram obtidos os derivados aloxazinicos 7,8-
dimetilaloxazina e 1-metil-7-hidroximetilumicromo, sendo este inédito. Além dos derivados
aloxazinicos, foram obtidos trés metabdlitos piridénicos: piridovericina, piridovericina-N-O-
(4-O-metil-B-D-glucopiranosideo) e 15-desoOxi-piridovericina, os dois Gltimos inéditos. Cabe
destacar que o metabolito piridovercina-Glc apresenta um padrdo incomum de glicosilagdo
para produtos piridonicos, a glicosilagdo do grupo N-OH.

Por sua vez o estudo de metabdlitos secundarios do fungo endofitico M. indicus permitiu o
isolamento e elucidacdo de produtos naturais de relevantes classes de metabdlitos fangicos:
azafilonas e cromenos. Cabe destacar a obtencdo de trés azafilonas inéditas: dimero de
austidiol, austidiol diidroisocumarina e austidiol cromeno. Estas azafilonas apresentam o
mesmo padrdo de conexdo entre duas cadeias policetideos aromaéticas, uma ponte metilénica.
A ocorréncia de ponte metilénica entre produtos naturais é bastante incomum e € hipotetizado
gue a conexdo entre as duas cadeias policetidicas ocorra através de um sistema de biossintese
na natureza que use formaldeido. Foram obtidos também o austidiol e seu derivado acetilado.
Além dos produtos inéditos e das azafilonas conhecidas foram isolados os derivados
croménicos: eugenitina, 6-metdxieugenina e 9-hidroxieugenina, os quais possuem ampla
distribuicdo na natureza

Do ponto de vista biolégico as azafilonas: austidiol e austidiol diacetato, bem como a
piridona piridovericina, mostraram-se ativas nos ensaios citotoxicos (HCT-8, HL-60, MDA.-
MB435, PC3 e SF-95) e leishmanicidas (L. donovani e L.major), embora em niveis inferiores
aos padrdes utilizados. Cabe destacar que nos ensaios citotoxicos as substancias foram ativas
contra as linhagens tumorais e inativas contra linfécitos humanos, considerando as maiores
concentracdes avaliadas. Este dado € relevante, pois ha um grau de seletividade por células
tumorais, 0 que é bastante desejavel.

Por fim, o isolamento e elucidacdo de novos metabdlitos azafilénicos e piridonicos
contribuem para o enriquecimento destas importantes classes de metabdlitos fungicos, ao
mesmo tempo, evidenciam a importancia dos fungos endofiticos e entomopatogénicos na

quimica de produtos naturais.
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STANDARD 1H OBSERVE

Archive directory: /export/home/herath/vnmrsys/data =3 s >
Sample directory: FBSSA28HI © « L
@ o~ ~—
Pulse Sequence: s2pul
Solvent: DMSO
Ambient temperature
File: proton
Mercury-40088 "unknown"
Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.992 sec
Width 6410.3 Hz
8 repetitions
OBSERVE H1, 400.1271182 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min, 25 sec
< o
S g
o~ = P
- o
il - |
p= il f’/
_— — — ,/’) ,/—r’f ,,j/ A
. J UL )
e e R e e e o o e e e e e e e e e o s T (R S S e e i o T R B i i P S o T et P e e T S —T
13 12 11 10 9 8 7 6 S 4 3 2 ppm
" I ST . , .
7.59 7.86 3.54 22.17
8.31 23.56 4.51 22.47

Figura 45. Espectro de RMN *H - eugenitina (DMSO-ds., 400 MHz).
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13C OBSERVE

919
706

Archive directory: export/homes/herath/vnmrsys /data
Sample directory: FBS9A28HI

aa. 500

39
39

221

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Ambient temperature
File: carbon
Mercury-400BB “unknown'

56

204

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.199 sec
Width 25125.6 Hz
256 repetitions
OBSERVE C13, 100.6120886 MHz
DECOUPLE H1, 400.1291246 MHz
Power 36 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 9 min, 46 sec

108
19.883
7.209

89.913

157.474
c

3
40.12

38.875

155.836

«©
©

167.641
162.855
3.990

10

=

Figura 46. Espectro de RMN *3C - eugenitina (DMSO-ds, 100 MHz).
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Figura 47. Mapa de contornos HMQC — eugenitina (DMSO-dg).
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Figura 48. Mapa de contornos HMBC- eugenitina (DMSO-dg).
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STANDARD 1H OBSERVE
EDAD6 .1

Archive directory: /export/home/herath/vnmrsys/data

Sample directory:

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: DMSO

Ambient temperature
File: proton
Mercury-40088B "unknown"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acqg. time 1.982 sec

FT size 32768
Total time 0 min, 25 sec

Figura 49. Espectro de massas eugenitina
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Figura 50. Espectro de RMN *H — 6-metdxieugenina (DMSO-dg, 400 MHz).
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13C OBSERVE
EDADG6 .1

Archive directory: /sexport/home/herath/vnmrsys /data
Sample directory:

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13

Ambient temperature
File: carbon
Mercury-400BB “unknown'

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.199 sec
Width 25125.6 Hz

2500 repetitions
OBSERVE C13, 100.61208
DECOUPLE H1, 0.1 22
Power 36 dB
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz
FT size 65536
Total time 1 hr, 35 min, 26 sec

182.040
-167.857
163.604
158.696
-157.202

112.002

108.328

104.076

90.144

56.254

50.469

40.143

39.937

2o oo

.3
39.098

38.893

Figura 51. Espectro de RMN 3C — 6-metéxieugenina (DMSO-ds, 100 MHz).
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Figura 52. Mapa de contornos HMQC — 6-metoxieugenina (DMSO-ds)
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Figura 53. Mapa de contornos HMBC — 6-metdxieugenina (DMSO-dg).
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Figura 54. Espectro de massas 6-metoxieugenina
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Figura 55. Espectro de RMN *H — 9-hidréxieugenina (DMSO-dgs, 400 MHz).
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Figura 56. Espectro de RMN *3C — 9-hidréxieugenina (DMSO-dg, 100 MHz).
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Figura 57. Mapa de contornos HMQC — 9-hidréxieugenina (DMSO-ds).
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Figura 58. Mapa de contornos HMBC — 9-hidroxieugenina (DMSO-dg)
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Figura 59. Mapa de contornos HMBC — 9-hidroxieugenina (DMSO-dg).
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Intensity, counts

Intensity, counts

Intensity, counts

Figura 60. Mapa de contornos HMBC — 9-hidroxieugenina (DMSO-dg).
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Figura 61. Espectro de massas 9-hidroxieugenina
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Figura 62. Espectro de RMN *H — austidiol (DMSO-ds, 400 MHz).
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Figura 63. Espectro de RMN *3C — austidiol (DMSO-dg, 100 MHz).
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Figura 64. Mapa de contornos HMQC — austidiol (DMSO-ds).
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Figura 65. Mapa de contornos HMBC — austidiol (DMSO-ds).
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Figura 66. Espectro de massas austidiol.
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STANDARD 1H OBSERVE
FBS539A28PM

Archive directory: /export/home/herath/vnmrsys/data ee
Sample directory: -
File: PROTON o~ -
Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDC13 2
Temp. 30.0 C / 303.1 K 2
Mercury-400BB *“unknown" —l‘
w
Relax. delay 1.000 sec S
Pulse 45.0 degrees o~ t
Acg. time 1.9392 sec |
Width 6410.3 Hz !
Single scan |
OBSERVE H1, 400.1252246 MH2
DATA PROCESSING
FT size 32768 ‘
Total time 0 min, 4 sec
@
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-
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Figura 67. Espectro de RMN *H — austidiol diacetato (CDCls - 400 MHz).
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13C OBSERVE
FB53A28PM

Archive directory:
Sample directory:
File: CARBON

Pulse Sequence:

Solvent: DMSO 3
Temp. 30.0 C / 303.1|K
Mercury-40088 "unknown"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.199 sec
Width 25125.6 Hz

949 repetitions
OBSERVE C13, 100.611
DECOUPLE H1, 400.129
Power 36 dB
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz
FT size 65536
Total time 1 hr,

483 MHz
246 MHz

5S4 mjn, 28 sec

191.577

iy

ki i s il

220

|
I

200

180

Figura 68. Espectro de RMN *3C — austidiol diacetato (CDCl5 - 400 MHz).
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Figura 69. Mapa de contornos HMQC — austidiol diacetato (CDCls).
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Figura 70. Mapa de contornos HMBC — austidiol diacetato (CD3Cls).
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Figura 71. Espectro de masas austidiol diacetato.
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Figura 72. Espectro de RMN *H — dimero de austidiol (DMSO-dg, 400 MHz).
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Ausgtidiol dimero
—BE+05
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Figura 73. Espectro de RMN *3C — dimero de austidiol (DMSO-ds, 100 MHz).
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Figura 74. Espectro de RMN DEPT — dimero de austidiol (DMSO-dg, 100 MHz).
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Figura 75. Mapa de contornos HMQC — dimero de austidiol (DMSO-dg).
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Figura 77. Mapa de contornos HMBC — dimero de austidiol (DMSO-dg).
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Figura 78. Mapa de contornos HMBC — dimero de austidiol (DMSO-dg).
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Figura 79. Espectro de massas dimero de austidiol.
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Figura 80. Espectro de RMN *H — austidiol diidroisocumarina (CD30D - 400 MHz).
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Figura 81. Espectro de RMN *H — austidiol diidroisocumarina (CD3sOD - 400 MHz).
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Figura 82. Espectro de RMN *H — austidiol diidroisocumarina (CD3OD - 400 MHz).
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Figura 83. Espectro de RMN *H — austidiol diidroisocumarina (CD3sOD - 400 MHz).
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Figura 88. Mapa de contornos HMQC — austidiol diidroisocumarina (CD3;OD).
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Figura 90. Mapa de contornos HMBC — austidiol diidroisocumarina (CD3;OD).
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Figura 91. Mapa de contornos HMBC — austidiol diidroisocumarina (CD30D).
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Figura 93. Espectro de massas austidiol diidroisocumarina.
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Figura 94. Espectro de RMN *H — austidiol cromeno (DMSO-dg - 400 MHz)
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Figura 95. Espectro de RMN *H — austidiol cromeno (DMSO-dg - 400 MHz).
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C OBSERVE
S

13
FBSS3A28D6.3.1.1
A

Sample directory:
File: CARBON

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Ambient temperature
Mercury-40088B “unknown"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.199 sec

Width 25125.6 Hz

6000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6120823 MHz
DECOUPLE H1, 400.1291246 MHZz
Power 36 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536

Total time 3 hr, 48 min, 56 sec

200.574
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181.880

39.716

-
= s
Sz
B
ey
Ssw »
S8 3
g
s W N
o
-
S
=
& =
o ,
-y — o
= 3
S 2 53
” - o
o K S
e £ >
25 = 5
- =3
- o g
S =8 s
S 8 e
; S
- ?
= =
B =
s -
"
- pees
= ,
: -
&
w =

161,135

Figura 96. Espectro de RMN *3C — austidiol cromeno (DMSO-ds - 400 MHz)
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13C OBSERVE
FBS3A28D6.3.1.1

Archive directory: /export/home/herath/vnmrsys/data

Sample directory:
File: CARBON

Pulse Sequence: DEPT

Solvent: DMSO
Ambient temperature
Mercury-400BB "unknown"

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 90.0 degrees

Acqg. time 1.199 sec

Width 25125.6 Hz

3000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6120199 MHz
DECOUPLE H1, 400.1291246 MHz
Power 36 dB

on during acquisition

off duming delay

WALTZ-15 modulated

DATA PRngSSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size p5536
Total time 1 hr, 55 min, 34 sec

108.529
- — 306121
73831
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Figura 97. Espectro de RMN DEPT austidiol cromeno (DMSO-ds - 125 MHz).
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Figura 100. Espectro de massas austidiol cromeno.
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BbA60D6.7 .1

Archive directory: /export/home/mallika/vnmrsys/data
Sample directory:

1.834

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO

Ambient temperature
File: proton
Mercury-400BB “unknown"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

8 repetitions
OBSERVE H1, 400.1271182 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min, 25 sec
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Figura 101. Espectro de RMN *H — piridovericina (DMSO-d; - 400 MHz).
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BbA60D6.7 .1

Archive directory:
Sample directory:

Pulse Seguence:

Solvent: DMSO
Ambient temperature
File: carbon
Mercury-400B8B

s2pul

“unknown"

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.199 sec

width 25125. Hz

2000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6120869 MHz
DECOUPLE H1, 400.1291246 MHZz
Power 36 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz
FT size 65536

Total time 1 hr, 16 min, 21 sec
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Figura 102. Espectro de RMN *C — piridovericina (DMSO-ds - 100 MHz).
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Figura 103. Mapa de contornos HMQC — piridovericina (DMSO-ds).
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Figura 140. Mapa de contornos COSY - 1-metil-11-hidroxilumicromo (DMSO-ds - 400 MHz).
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Figura 144. Mapa de contornos HMBC - 1-metil-11-hidroxilumicromo (DMSO-ds)
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Figura 145. Espectro de massas de 1-metil-11-hidroxilumicromo.
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7.8-dimetilaloxazina
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Figura 146. Espectro de RMN *H — 7,8-dimetilaloxazina (DMSO-ds - 400 MHz).
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Figura 147. Espectro de RMN B3¢ —7,8-dimetilaloxazina (DMSO-dg - 100 MHz).
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Figura 148. Mapa de contornos HMQC — 7,8-Dimetilaloxazina (DMSO-ds).
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Figura 149. Espectro de massas de 7,8-dimetilaloxazina
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