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RESUMO

TEIXEIRA, T. R. Prospeccdo quimica, avaliacdo biolégica e uso de redes
moleculares como ferramenta na busca por substancias bioativas de
microrganismos marinhos. 2022. 221f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

O ambiente marinho é considerado como uma fonte de produtos naturais bioativos
singulares, altamente complexos, os quais sdo biossintetizados por uma diversidade de
macro e microrganismos, muitas vezes via associagfes entre eles. Neste contexto, 0s
fungos algicolas, aqueles associados a macroalgas e as cianobactérias marinhas
destacam-se como fontes promissoras de novas substancias bioativas. Dessa forma, um
dos objetivos deste trabalho foi realizar a prospeccdo quimica e avaliar o potencial
biol6gico do fungo Penicillium echinulatum isolado da macroalga antartica Adenocystis
utricularis. Foram isoladas oito substancias, identificadas como ciclopenina, ciclopenol,
desidrociclopeptina, ciclopeptina, viridicatina e viridicatol, além de um par de
diasteroisbmeros inéditos. Para 0s ensaios antiparasitarios, viridicatina e viridicatol
apresentaram atividade leishmanicida frente a forma amastigota de Leishmania
amazonensis, parasita causador da Leishmaniose; apenas viridicatina inibiu a proliferacéo
do parasita Neospora caninum, agente etiolégico da Neosporose e o0s metabdlitos
ciclopenina e desidrociclopeptina foram considerados ativo e moderadamente ativo,
respectivamente, contra a cepa multirresistente de Plasmodium falciparum, principal
parasita que causa Malaria. Além disso, as substancias viridicatina e viridicatol
apresentaram potencial fotoprotetor e antioxidante e podem ser considerados uma nova
classe de moléculas para fotoprotecdo. A viridicatina também foi capaz de modular a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) por neutréfilos humanos.
Concomitantemente, foi realizado o cultivo misto entre o fungo marinho P. echinulatum e
a linhagem de cianobactéria Geitlerinema sp. CENA 556, onde foi avaliada a interacao
guimica entre eles e a atividade larvicida dos extratos brutos obtidos das monoculturas e
do cultivo misto contra larvas de Aedes aegypti, mosquito transmissor da Dengue. Os
resultados demonstraram que houve interacdo quimica entre 0s organismos, visto que foi
evidenciado atividade promissora do extrato bruto e de uma das fracoes obtidas a partir
do cultivo misto quando comparados com o extrato e fragbes da monocultura de P.
echinulatum. Ainda, a partir dos dados de perfil quimico em conjunto com analise da rede
molecular obtida foi possivel sugerir que a atividade larvicida pode estar relacionada com
a substancia desidrociclopeptina. Adicionalmente, redes moleculares foram utilizadas
para identificar classes de metabdlitos com atividade antiparasitaria contra Trypanosoma
cruzi (parasita que causa a Doenga de Chagas) de uma biblioteca de extratos e fracoes
de cianobactérias pertencentes ao Prof. Dr. Willam H. Gerwick do Instituto de
Oceanografia da Universidade da Califérnia, San Diego (EUA). Cerca de 2.800 amostras
tiveram atividade tripanocida avaliada e dentre estas, dez fracbes apresentaram inibicéo
do crescimento do parasita T. cruzi. A partir do estudo quimico dessas fracdes mais ativas
foi possivel observar que os acidos graxos e seus derivados foi a principal classe de
substancias relacionada com a atividade antiparasitaria. Além disso, por meio da anélise
dos dados da rede molecular foram identificadas cinco substancias conhecidas, como
vatiamida C, curacina D, viequeamida A, aeruciclamida A e formidolida, além de clusters
de moléculas desconhecidas que podem ser inéditas e bioativas. Os resultados deste
trabalho acrescentam dados quimicos e biolégicos para as espécies estudadas,
enriguecendo a area de quimica de produtos naturais marinhos.

Palavras-chave: Produtos naturais marinhos, Substancias bioativas, Fungo marinho,
Penicillium echinulatum, Cianobactérias, Geitlerinema sp., Cultivo misto, Rede molecular



ABSTRACT

TEIXEIRA, T. R. Chemical prospecting, biological evaluation and use of
molecular networking as tool for searching bioactive compounds in marine
microrganisms. 2022. 221p. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

The marine environment is considered as unique, highly complex, bioactive natural
products source, which are biosynthesized by a diversity of macro- and microorganisms,
often via associations between them. In this context, algicolous fungi, those associated
with macroalgae and marine cyanobacteria stand out as promising sources of new
bioactive compounds. Thus, one of the objectives of this work was to perform a chemical
prospecting and evaluate the biological potential of the fungus Penicillium echinulatum
isolated from the Antarctic macroalgae Adenocystis utricularis. Eight compounds were
isolated, identified as cyclopenin, cyclopenol, dehydrocyclopeptin, cyclopeptin, viridicatin,
and viridicatol, in addition to a pair of novel diastereomers. For the antiparasitic assays,
viridicatin and viridicatol showed leishmanicidal activity against the amastigote form of
Leishmania amazonensis, the parasite that causes Leishmaniasis; only viridicatin inhibited
the proliferation of the parasite Neospora caninum, the etiologic agent of Neosporosis, and
the metabolites cyclopenine and dehydrocyclopeptin were considered active and
moderately active, respectively, against the multidrug-resistant strain of Plasmodium
falciparum, the main parasite that causes Malaria. In addition, viridicatin and viridicatol
showed photoprotective and antioxidant potential and can be considered a new class of
molecules for photoprotection. Viridicatin was also able to modulate the production of
reactive oxygen species (ROS) by human neutrophils. Simultaneously, a mixed culture
between the marine fungus P. echinulatum and the cyanobacterial strain Geitlerinema sp.
CENA 556 was performed. The chemical interaction between them and the larvicidal
activity of crude extracts obtained from monocultures and mixed cultures were evaluated
against Aedes aegypti larvae, the mosquito that transmits Dengue. The results showed
that there was chemical interaction between the organisms, since it was evidenced
promising activity of the crude extract and of one of the fractions obtained from the mixed
culture when compared with the extract and fractions of the monoculture of P. echinulatum.
Furthermore, from the chemical profile data together with the molecular networking
analysis obtained, it was possible to suggest that the larvicidal activity may be related to
the compound dehydrocyclopeptin. Additionally, molecular networking analysis were used
to identify classes of metabolites with antiparasitic activity against Trypanosoma cruzi (the
parasite that causes Chagas Disease) from a library of cyanobacterial extracts and
fractions belonging to Prof. Dr. William H. Gerwick of the Institute of Oceanography at the
University of California, San Diego (USA). About 2,800 samples had trypanocidal activity
evaluated, and among these, ten fractions showed inhibition of T. cruzi parasite growth.
From the chemical study of these more active fractions, it was possible to observe that
fatty acids and their derivatives was the main class of compounds related to antiparasitic
activity. In addition, through the analysis of the molecular networking data, five known
compounds were identified, such as vatiamide C, curacin D, viequeamide A,
aerucyclamide A and formidolide, in addition to clusters of unknown molecules that may
be novel and bioactive. The results of this work provide chemical and biological information
about species studied, enriching the area of chemistry of marine natural products.

Keywords: Marine natural products, Bioactive compounds, Marine fungus, Penicillium
echinulatum, Cyanobacteria, Geitlerinema sp., Mixed culture, Molecular Networking
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1. INTRODUCAO

1. 1 O potencial bioloégico e farmacoldégico de organismos marinhos

Os produtos naturais e suas estruturas moleculares desempenham um papel
altamente significativo no processo de descoberta e desenvolvimento de
medicamentos. Aproximadamente dois tercos de todas as pequenas moléculas
aprovadas como medicamentos de janeiro de 1981 a setembro de 2019 tiveram suas
origens nos produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Os organismos marinhos podem ser considerados uma fonte mais recente de
produtos naturais bioativos em relacdo as plantas terrestres e microrganismos néo
marinhos. Isso porque a exploracdo desse ambiente dependia principalmente do
desenvolvimento de técnicas para coleta de amostras, como por exemplo mergulho e
exploracdo em alto mar. Além disso, com o progresso de técnicas de separacao de
misturas complexas (por exemplo, CLAE) e de determinagdo estrutural
(principalmente de RMN, cristalografia de raios X e espectrometria de massas), a
quimica de produtos naturais marinhos desenvolveu-se gradualmente e atraiu a
atencao de pesquisadores e industrias de medicamentos, cosméticos, agroquimicas
e nutracéuticas (OLSEN et al., 2016; BLUNT et al., 2018; JIMENEZ, 2018). Mais de
32.000 produtos naturais marinhos foram descobertos desde o primeiro relato em
1950 da espongotimidina, uma substancia biologicamente ativa. Desde entdo, a
descoberta de medicamentos marinhos inovadores tornou-se um ponto de acesso na
pesquisa e desenvolvimento global de medicamentos (LYU et al., 2021; GHAREEB et
al., 2020).

A aprovacao do primeiro farmaco para comercializagdo ocorreu em 2004 e foi
isolado de um caracol marinho, seu componente quimico € denominado w-conotoxina
MVIIA e seu nome comercial Prialt®; este medicamento é utilizado no tratamento da
dor severa (JIMENEZ, 2018). Posteriormente, novos farmacos foram aprovados,
dentre eles os derivados sintéticos de produtos naturais marinhos com atividade
antitumoral, como a citarabina (Cytosar-U® e Depocyt®), trabectedina (Yondelis®),
mesilato de eribulina (Halaven®), plitidepsin (Aplidin®), além do antiviral vidarabina
(Vira-A®), do inibidor do proteassoma, bortezomibe (Velcade®), do brentuximab
vedotin (Adcetris®) indicado para o tratamento de pacientes adultos com linfoma de
Hodgkin e dos ésteres de 6mega-3 (Lovaza® e Epanova®) e de eicosapentaenoico



(Vascepa®) que atuam como reguladores da hipertrigliceridemia (JIMENEZ, 2018;
GHAREEB et al., 2020).

Diversas substancias derivadas do mar tém apresentado resultados
promissores em estudos pré-clinicos e tém sido promovidos a preliminares clinicos ou
mesmo confirmados por 6rgéos reguladores. O numero de medicamentos de origem
marinha aprovados recentemente continuara aumentando, pois existem 25
substancias derivadas do mar em fases de testes clinicos (Fase lll, Fase Il e Fase |
de desenvolvimento clinico); a partir de dezembro de 2018: seis compostos derivados
do mar estavam na Fase lll, dez compostos na Fase Il e pelo menos nove compostos
na Fase | incluindo pliditepsina (Aplidin®), PM00104 (Zalypsis®), kahalalide F,
hemiasterlin (E7974), spisulosine (ES-285), pseudopterosin A, marizomib
(Salinosporamida A; NPI-0052), tetrodotoxina (TTX) e Neovastat® (AE-941) para
tratamentos de cancer, bem como conotoxina G (CGX-1160), IPL-576092, DMXBA
(GTS-21), briostatina 1 e plinabulina (NPI-2358) para o tratamento da dor, anti-
inflamatorio, tratamento de Alzheimer, cicatrizacdo de feridas e esquizofrenia,
respectivamente (CELSO et al., 2018; GHAREEB et al., 2020).

Embora os invertebrados marinhos tenham sido a fonte da maioria dos
produtos naturais marinhos bioativos, como esponjas e o filo Cnidaria, a verdadeira
origem da maioria dessas substancias parece ser proveniente dos microrganismos
gue vivem em simbiose com seus hospedeiros invertebrados. Esses organismos
necessitam de um complexo arsenal de metabdlitos produzidos por microrganismos
simbidticos para auxiliar nas suas defesas naturais. Os filos Ascomycota e
Actinobacteria estdo entre os quatro mais descritos, juntamente com Porifera e
Cnidaria, durante os ultimos anos (BLUNT et al., 2018).

De acordo com Jiménez (2018), as substancias derivadas de microrganismos
guase certamente dominardo o campo produtos naturais marinhos nos préximos anos
devido a diversidade de metabdlitos, a relativa facilidade de coleta e cultivo, e as
tecnologias avancadas para extracdo de seu material gendbmico e manipulagcdo em
sistemas heterologos.

Portanto, considerando a rica biodiversidade presente dos mares e oceanos, 0
potencial dos produtos naturais marinhos na descoberta de medicamentos é

inestimavel.



1. 2 Apresentacéo do trabalho

Esta tese de doutorado foi dividida em trés capitulos, sendo os capitulos | e 1l
referentes a pesquisa realizada no Brasil e o capitulo Il & pesquisa desenvolvida
durante o estagio no exterior (Scripps — Institute of Oceanography, UCSD, EUA).

O capitulo I descreve o estudo quimico e o potencial biologico do fungo marinho
Penicillium echinulatum isolado da macroalga antartica Adenocystis utriculares. A
partir do desenvolvimento deste primeiro capitulo foi possivel publicar o artigo
intitulado “In Vitro Evaluation of the Photoprotective Potential of Quinolinic Alkaloids
Isolated from the Antarctic Marine Fungus Penicillium echinulatum for Topical Use” no
periodico Marine Biotechnology, além do depdsito de uma patente intitulada “Uso de
viridicatina e viridicatol como agentes destinados ao preparo de formulacdes
cosmeéticas com atividade fotoprotetora e antioxidante e de formulagfes farmacéuticas
para prevencao e/ou tratamento de doencgas inflamatoérias e doencgas parasitarias” no
Instituto Nacional da Propriedade Industrial — INPI, Brasil.

No capitulo Il foi descrita a investigacao quimica e avaliagdo da atividade
larvicida do cultivo misto entre o fungo P. echinulatum e a linhagem de cianobactéria
CENA 556 Geitlerinema sp., previamente estudada no Laboratorio de Quimica
Organica do Ambiente Marinho-NPPNS.

O capitulo 1l apresenta os dados obtidos durante o estagio-sanduiche (nUmero
do processo 203271/2019-0, Edital n°® 08/2019, CNPq) realizado no periodo de agosto
de 2021 a fevereiro de 2022, no laboratério do Prof. Dr. William H. Gerwick (Scripps
Institute of Oceanography, University of California, San Diego, USA), onde toda a
biblioteca de extratos e frac6es do laboratoério (~ 2.800 amostras) foi avaliada frente
ao parasita Trypanosoma cruzi, causador da doenca de Chagas. Neste trabalho foram
utilizadas ferramentas para construcdo de redes moleculares e desreplicacdo de
amostras quimicas, como o Global Natural Products Social Molecular Networking
(GNPS) e High Throughput Screening (HTS) para avaliagdo de forma rapida e

eficiéncia de um grande nimero de amostras em ensaios biologicos.
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Prospeccéao quimica e avaliacdo do potencial biolégico do fungo
Penicillium echinulatum associado a macroalga antértica

Adenocystis utricularis



2. CAPITULO | - Prospeccéo quimica e avaliacao do potencial biolégico do fungo
Penicillium echinulatum associado a macroalga antartica Adenocystis

utricularis

2.1 INTRODUCAO

2. 1.1 O Continente Antértico

A Antartica é o continente mais meridional do planeta, localizado quase
inteiramente dentro do Circulo Polar Antartico. Isolada dos demais continentes por
correntes oceanograficas e pela distancia, a Antartica € um ambiente que se
caracteriza por extremos de clima, habitats e biogeografia (BARKER; THOMAS, 2004,
OLIVEIRA et al., 2020). Nos ecossistemas antarticos podem ocorrer grandes
variacbes de temperatura e salinidade, dessecacdo, escassez de nutrientes, alta
incidéncia de radiacao ultravioleta alternada com longos periodos de auséncia de luz,
mudancas climéticas acentuadas e descontinuas, além dos ciclos de congelamento e
degelo, que influenciam a distribuicdo das massas de agua no Oceano Austral e
geram alteracdes locais no clima (SIMOES, 2011; HADNSOM; GORDON, 2013).
Ainda que as condicfes encontradas sejam adversas, uma relativa variedade de
formas de vida esta presente no continente Antartico como bactérias, fungos,
invertebrados, aves e mamiferos (SHIVAJI; PRASAD, 2009; ROSA et al., 2019;
OLIVEIRA et al., 2020).

Além desta diversidade biolégica encontrada no continente Antartico e nos
oceanos, seus ambientes Unicos sdo responsaveis por uma grande diversidade
quimica, representando uma fonte promissora de produtos naturais bioativos
(GAMBATO et al., 2014; MOGHADAMTOUSI et al., 2015; DOS SANTOS et al., 2021).

As condi¢cbes ambientais peculiares dos mares e oceanos como, variacfes
extremas na pressédo, salinidade, temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes,
concentracdo de oxigénio e luz, configuram um importante fator na producédo de
compostos quimicos complexos (FELCZYKOWSKA et al., 2012; GERWICK; MOORE,
2012; CRAGG; NEWMAN, 2013; LYU et al., 2020).

Dentre os organismos marinhos estdo as macroalgas que representam uma
parte altamente produtiva desse ecossistema. Elas incorporam energia solar,
produzem o oxigénio que é dissolvido na agua e é utilizado por outros organismos

aguaticos, atuam no ciclo dos elementos quimicos, constituem fonte alimentar para



animais onivoros e herbivoros, fornecem habitat, refagio e ambiente para reproducéo
de diversos organismos da biota marinha, desempenhando funcdes ecoldgicas
essenciais (ZUCCARO et al., 2008; ZACHER, 2014; BAWEJA et al. 2016; OLIVEIRA
et al., 2020).

Devido as dificuldades de acesso e coleta, poucas informacdes taxonémicas
estdo disponiveis e ndo ha uma estimativa precisa da diversidade de macroalgas na
Antartica (SANCHES; PELLIZZARI; HORTA, 2016; OLIVEIRA et al., 2020). A flora
ficolégica presente na Antartica apresenta baixa riqueza de espécies em comparagao
com a flora de regides temperadas e tropicais (WIENCKE; CLAYTON, 2002).
Entretanto, a flora marinha Antartica é caracterizada por um alto grau de endemismo
(FUJII; COLEPICOLO, 2014; OLIVEIRA et al., 2020).

Além das macroalgas marinhas, exemplares de grande interesse no ambiente
marinho sdo os fungos, 0s quais podem crescer em uma ampla variedade de
substratos, como madeira, sedimentos, areia, manguezais, corais, conchas de
moluscos, invertebrados marinhos, na superficie e interior das algas (JONES; PANG,
2012). Os fungos algicolas sdo aqueles associados as macroalgas e constituem um
grupo diverso que inclui espécies simbiontes, saprobias, parasitas e patogénicas
(KOHLMEYER; VOLKMANN-KOHLMEYER, 2003; SURYANARAYANAN, 2012).

Ao contrério dos fungos de regides tropicais e temperados, os fungos presentes
na Antartica ainda representam uma propor¢do desconhecida de diversidade e
potencialmente novos filos que ainda podem ser descobertos (ROSA et al., 2019).

Segundo Santiago et al. (2012), a capacidade dos fungos antarticos
sobreviverem em condicbes extremas sugere que eles podem apresentar
caracteristicas bioquimicas incomuns e vias que lhes permitem gerar novos
compostos. Entre os fungos que vivem na Antartica, o género Penicillium é
provavelmente o mais abundante e difundido em diferentes ambientes e substratos
na Antartica, além de serem produtores de compostos bioativos. Porém, poucas
espécies encontradas na Antartica tém sido investigadas em relacéo sua composicao
quimica e aplicacdes farmacéutica e biotecnoldgica (ROSA et al., 2019; DOS
SANTOS et al., 2021).

Dentre as diversas atividades biolégicas apresentadas pelo fungos Antarticos
estao citotoxicidade (SANTIAGO et al., 2012; LIN et al., 2014; GODINHO et al. 2015;
LIU et a, 2019; YU et al., 2019; KHAN et al., 2020), antimicrobiana (LI et al., 2008;
2018; BRUNATI et al., 2009; GODINHO et al., 2013; MELO et al., 2014; FURBINO et



al., 2014; GODINHO et al. 2015; GONCALVES et al., 2015; VIEIRA et al., 2018; YU
et al., 2019; KHAN et al., 2020; SHAH et al., 2020), antiparasitaria (SANTIAGO et al.,
2012; GOMES et al., 2018; GODINHO et al. 2015), antiviral (FURBINO et al., 2014;
GODINHO et al. 2015; GOMES et al., 2018), anti-inflamatéria (HA et al., 2020) e
fotoprotetora (TEIXEIRA et al., 2021).

Considerando a escassez de estudos taxondmicos, ecoldgicos e quimicos de
fungos presentes no continente Antartico destaca-se a importancia do estudo desses
organismos com o objetivo de contribuir com informac¢des quimicas sobre sua
biodiversidade subexplorada, além disso, para aumentar as possibilidades de

descoberta de substancias bioativas e aplica-las em abordagens biotecnolégicas.

2. 1. 2 A macroalga Antéartica Adenocystis utricularis

A alga parda Adenocystis utricularis (Bory) H. et H. foi descrita por Skottsberg
em 1921, como sendo uma espécie pouco conhecida com distribuicdo restrita a
regides de clima frio e sul polar, presente principalmente nas Ilhas Falkland,
Patagonia, Terra do Fogo e na Peninsula Antartica (ASENSI et al., 2004).

A. utricularis tem uma morfologia muito distinta, apresentando formato vesicular
com talos pequenos e delicados, incomum entre os talos robustos e maiores
predominantemente encontrados na maioria das espécies de algas marinhas

antérticas (Fig.1).

Figura 1. Fotografia da macroalga antartica Adenocystis sp. (A) e A. utricularis (B).
Barra representa 1 cm.
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Esta espécie apresenta acumulo interno de agua do mar que provavelmente
funciona como protecdo contra o desprendimento por acdo das ondas ou correntes
fortes, considerando que as algas marinhas estéo presas as pedras por uma pequena
retencdo (NAYLOR 1954; ASENSI et al., 2004; LOQUE et al., 2010). Loque et al.
(2010) observaram a ocorréncia em altas densidades da levedura Metschnikowia
australis no liquido intravesicular de A. utricularis e de acordo com 0s autores esta
levedura pode ser capaz de utilizar nutrientes fotossintéticos liberados por A.
utricularis. Este € um habitat interessante para uma espécie de levedura, uma vez que
a levedura é protegida dentro da alga contra as condi¢des estressantes do ambiente;
esta associacdo ecologica entre M. australis e A. utricularis precisa ainda ser melhor
investigada.

As algas pardas (Phaeophycophyta) sdo conhecidas por produzirem
polissacarideos, como os alginatos, laminaranos e fucoidanos (PONCE et al., 2003).
Vérias atividades biolégicas tém sido atribuidas aos fucoidanos, como anticoagulante,
antitrombodtica, anti-inflamatoria, antitumoral, contraceptivo e antiviral. Eles foram
descritos como inibidores da replicacdo de varios virus, como o virus da
imunodeficiéncia humana, o herpes simplex virus e citomegalovirus (WIJESEKARA,;
PANGESTUTI; KIM, 2011). Em um estudo realizado por Ponce et al. (2003) foram
identificados dois tipos de fucoidanos nas algas A. utricularis, o galactofucano e o
uronofucoidano. Os galactofucanos mostram uma elevada atividade inibidora contra
0 virus herpes simplex 1 e 2, sem citotoxicidade, enquanto que os uronofucoidanos
nao apresentaram nenhuma atividade antiviral.

Em um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa foi possivel descrever
o perfil lipidico de A. utricularis e outras algas antarticas. Neste estudo, a substancia
majoritaria do extrato hexanico de A. utricularis foi o fucosterol (36,06%), seguido do
fitol (31,95%). As outras substancias identificadas foram os acidos palmitico (4,80%)
e oleico (3,47%), octacosanol (1,16%), esqualeno (1,96%), brassicasterol (5,80%), B-
sitosterol (5,03%), dentre outras (TEIXEIRA et al., 2019a).

Berneira et al. (2021) também investigaram o perfil lipidico de A. utricularis
proveniente do continente Antartico e avaliaram sua atividade antibacteriana. Os
principais constituintes encontrados foram 2-butoxietanol (55,14 + 9,64 mg kg? de
material seco), fucosterol (41,60 + 3,32 mg kg? de material seco) e acido 2-etil-
etanoico (30.91 + 0.30 mg kg' de material seco). Em relacdo a atividade

antimicrobiana, o extrato hexanico de A. utricularis foi capaz de inibir o crescimento



de Escherichia coli em uma concentracdo menor que 1,5 mg mL™%, Staphylococcus
aureus a 3,0 mg mL? e Salmonella typhimurium a 6,0 mg mL?t. Os autores
relacionaram a atividade antibacteriana apresentada por A. utricularis com a presenca
de &cidos graxos, uma vez que essas biomoléculas estavam presentes em maiores
quantidades (150,05 + 4,29 mg kg de material seco) em comparacdo com outras
classes bioquimicas, como os alcoois e esterodis (67,70 + 10,09 e 66,32 + 4,33 mg kg-
! de material seco, respectivamente).

Esses resultados demonstram o potencial para uso nas areas biotecnoldgica,
farmacéutica e alimenticia de A. utricularis, uma vez que seus componentes lipidicos

estdo associados por exemplo, a atividade antimicrobiana.

2. 1. 3 0 género Penicillium e seus metabdlitos bioativos

Espécies de fungos filamentosos pertencentes ao genéro Penicillium séo
ascomicetos pertencentes a familia Trichocomaceae. O género Penicillium inclui mais
de 350 espécies, muitas das quais sdo capazes de produzir uma ampla variedade de
metabolitos bioativos (VISAGIE et al., 2014; GRIJSEELS et al., 2017).

Fungos do género Penicillium sdo encontrados em varios ambientes, como
solo, ar, agua, ambientes extremos de temperatura, salinidade, deficiéncia hidrica e
pH, e também associados a plantas, produtos alimenticios e organismos marinhos.
Devido a sua enorme diversidade e existéncia em ambientes extremos, ha um grande
potencial de utilizacdo de fungos Penicillium para diversas aplicagdes ambientais,
biotecnoldgicas e industriais (YADAV et al., 2018).

Os metabdlitos bioativos mais conhecidos produzidos por Penicillium sdo os
antibiéticos derivados da penicilina, descrito por Fleming em 1929 e que atualmente é
produzido em larga escala a partir de P. chrysogenum e P. rubens (HOUBRAKEN;
FRISVAD; SAMSON, 2011; GARCIA-ESTRADA et al., 2020). Outras substancias com
propriedades farmacéuticas importantes produzidas por espécies de Penicillium
incluem o antifingico griseofulvina, o imunossupressor acido micofendlico (ERBERT
et al.,, 2012; PATEL et al., 2016) e a compactina/mevastatina, medicamento usado
para tratar a hipercolesterolemia e prevenir doencas cardiovasculares (GRIJSEELS et
al., 2017). Estes exemplos ilustram a grande importancia das espécies de Penicillium
como fontes de compostos bioativos com aplicacdes farmacologicas. Por outro lado,

as especies de Penicillum também podem produzir micotoxinas, como citrinina,
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ocratoxina A e patulina, que podem representar um risco para a saude de seres
humanos e animais (Fig. 2) (PRENCIPE et al., 2020).

Apesar de o género Penicillium ser um dos mais conhecidos e estudados,
microbiologistas afirmam que a classificacdo de espécies de Penicillium néo é facil
devido a grande variabilidade dentro do género, por isso a importancia de estudos
guimiotaxondmicos para auxiliar nos estudos de biologia molecular. Neste sentido, as
abordagens lipiddomicas, protedmicas e metaboldomicas suplementares, bem como a
abordagem filogenética vem contribuindo sobremaneira para uma identificacdo mais
confiavel em nivel de espécies (ZHELIFONOVA et al., 2009; KOZLOVSKY et al.,
2013; TSANG et al., 2018).

Figura 2. Substancias isoladas de fungos do género Penicillium com propriedades
farmacéuticas e micotoxinas.
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Uma importante classe de metabdlitos associados ao género Penicillium séo
os alcaloides de Ergot, estruturalmente caracterizados pela presenca de anéis
ergolinos tetraciclicos que desempenham um importante papel como produtos
farmacéuticos, na industria de alimentos e em sistemas biolégicos (GERHARDS et al.,
2014; KOZLOVSKY et al., 2013; KUMAR et al., 2018). Outras classes de metabolitos
podem ser citadas para espécies do género Penicillium, como azafilonas, alcaloides
indolicos prenilados, sideréforos, dicetopiperazinas, benzodiazepinas, quinolinas,
quinazolinas, policetideos e peptideos ciclicos (KUMAR et al., 2018).

A espécie Penicillium echinulatum Raper & Thom ex Fassat. apresenta como
sinonimias P. cyclopium var. echinulatum e P. palitans var. echinoconidium (FRISVAD
et al., 2004). Alguns metabdlitos foram isolados dessa espécie, como &cido
micofendlico, 5-hidroximaltol (ANDERSON et al., 1988), arisugacina C, G, J, K e
territrem C (LI et al., 2014). Dentre as substancias isoladas, arisugacina K apresentou
atividade antimicrobiana frente ao microrganismo Escherichia coli e arisugacina C
demostrou letalidade contra Artemia salina (Clso: 48,6 pg mL1). Frisvad et al. (2004)
descrevem outros metabdlitos que podem ser biossintetizados por P. echinulatum,
como palitantina, territrens, arisugacinas, ciclopeptina, desidrociclopeptina,
ciclopenina, ciclopenol, viridicatina e viridicatol, porém os autores ndo descrevem com
detalhes como esses metabdlitos foram identificados.

De acordo com Kozlovsky et al. (2013) quando a rota biossintética de fungos
do género Penicillium inicia com &cido antranilico, os produtos resultantes do processo
metabdlico sdo os compostos benzodiazepinicos, como a ciclopeptina, a ciclopenina
e o ciclopenol, além de compostos quinolinicos, como viridicatina, viridicatol e
quinocitrininas A e B e também compostos quinazolinicos (fumiquinazolinas F e G).

Os alcaloides quinolinicos e quinolonas sao encontrados em diversos tipos de
organismos e exibem uma variedade de atividades biologicas, como antimicrobiana,
antimalarica, antiviral, anti-inflamatéria e antitumoral (KISHIMOTO et al., 2018;
ZHANG et al., 2022). O esqueleto quinolona comumente encontrado entre esses
alcaloides é utilizado para a sintese de bibliotecas de compostos bioativos. Portanto,
alguns estudos foram conduzidos com o objetivo de detalhar as enzimas envolvidas
nesta rota biossintética como pode ser observado na Figura 3 (ISHIKAWA et al., 2014;
ZOU et al., 2015; 2017; KISHIMOTO et al., 2018; ZHANG et al., 2022).
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Figura 3. Proposta de rota biossintética para formacao da viridicatina e viridicatol
(ZHANG et al., 2022).
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P. echinulatum também foi identificado como potencial produtor de complexos
de celulases que podem ser utilizados para bioprocessos, porém seu sistema de
celulases ainda esté sendo investigado (MARTINS et al., 2008; RITTER et al., 2013;
SCHNEIDER et al., 2016; NARAIN; GAUTAM 2018; LENZ et al., 2022).

Portanto, ha poucos relatos na literatura que descrevem o perfil quimico e o
potencial biologico da espécie P. echinulatum, o que nos motivou a realizar o presente

estudo, em busca de conhecer e contribuir com dados relevantes para a literatura.

2. 1. 4 Potencial biolégico de fungos associados a macroalgas antarticas

Os fungos algicolas sdo um grupo relativamente inexplorado de fungos com
grande potencial metabdlico como produtores de compostos bioativos (GODINHO et
al. 2013; FURBINO et al. 2014; 2018; SARASAN et al., 2017; OGAKI et al., 2019;
VICENTE et al., 2021; TEIXEIRA et al., 2019a e b; TEIXEIRA et al., 2021).

A parte externa das algas oferece uma area protegida em um ambiente
continuamente exposto a fatores de estresse como a baixa concentracdo de
nutrientes, dessecamento, salinidade e radiacdo UV. Macroalgas saudaveis liberam
parte do carbono fixado durante a fotossintese na forma de uma secrecdo chamada
mucilagem, um substrato rico em carboidratos, lipideos e peptideos, o qual age como
um fator atrativo para os microrganismos colonizadores, como por exemplo, 0s
fungos. E neste ambiente que as intera¢ées entre fungos e macroalgas tém inicio, a
partir da ligacao dos esporos e da invasao das hifas, levando a colonizacao da alga
(ZUCCARO; MITCHELL, 2005). Entre os fungos algicolas, aqueles que vivem no
interior dos tecidos de macroalgas apresentam extensa diversidade de espécies e
destacam-se como uma extraordinéria fonte de novos compostos bioativos bem como
de compostos conhecidos provenientes de outras fontes (FLEWELLING et al., 2015;
SINGH et al., 2015; OGAKI et al., 2019).

Os fungos marinhos associados a diversas algas verdes, vermelhas e pardas
foram reportados como produtores de compostos antioxidantes, bem como antialgal,
antifingicos e inseticidas. Estes metabdlitos podem evitar a colonizacao dos talos das
algas por outros microrganismos, além de afastar herbivoros e proteger as algas
hospedeiras de outros estresses continuos 0s quais estdo expostas em ambientes
marinhos, como exposi¢ao prolongada a luz solar, variagdo de umidade e salinidade
e mudanca da maré (SURYANARAYANAN et al. 2010; 2012; SARASAN et al., 2017;
MENAA et al., 2020; REN et al., 2022).
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Os fungos provenientes do continente Antartico tém chamado a atencéo dos
pesquisadores devido a sua capacidade de sobreviver em condi¢cdes extremas, o que
sugere a presenca de vias bioquimicas diferenciadas que podem levar a obtencédo de
novos substancias bioativos (SANTIAGO et al., 2012; OGAKI et al., 2019; ROSA et
al., 2019). Porém, ainda sdo poucos os estudos que avaliaram a capacidade dos
metabdlitos bioativos de fungos marinhos Antarticos, principalmente daqueles
associados a macroalgas (GODINHO et al. 2013; FURBINO et al. 2014; 2018;
TEIXEIRA et al., 2021).

Godinho et al. (2013) relataram compostos bioativos produzidos por duas
espécies distintas de Penicillium sp. isolados da macroalga Monostroma hariotii e
Palmaria decipiens. Os extratos apresentaram atividade antifingica alta e seletiva
contra o fitopatégeno Cladosporium sphaerospermum e atividade tripanocida contra
Trypanosoma cruzi, agente etioldégico da doenca de Chagas. O trabalho de Furbino et
al. (2014) também mostraram que varios isolados algicolas de Pseudogymnoascus
spp., Dipodascus australiensis, Guehomyces pullulans e Metschnikowia australis
foram capazes de produzir substancias naturais bioativas com atividades antifangicas
seletivas contra Candida albicans, Candida krusei e C. sphaerospermum.
Adicionalmente, os autores demonstraram que Penicillium steckii isolado de M. hariotii
foi capaz de produzir compostos antivirais que inibiram o virus da febre amarela
(FURBINO et al., 2014). Os fungos algicolas também apresentam interesse industrial
devido a biossintese de enzimas hidroliticas. Os fungos Beauveria bassiana,
Penicillium chrysogenum, Penicillium sp., Pseudogymnoascus sp., Cladosporium sp.,
e Doratomyces sp. isolados de macroalgas Antarticas apresentaram atividades
carragenoliticas e agaroliticas, 0 que sugere a capacidade desses fungos de
produzirem enzimas com potencial para degradar a biomassa algal e liberar minerais
essenciais no oceano circundante (FURBINO et al.,, 2018). Finalmente, estudos
recentes do nosso grupo de pesquisa demonstraram a atividade fotoprotetora de
alcaloides quinolinicos obtidos do fungo P. echinulatum, isolado da macroalga
antartica A. utricularis. Neste estudo as substancias viridicatina e viridicatol foram
avaliadas quanto ao espectro de absorcdo da radiacdo ultravioleta (UV),
fotoestabilidade, fototoxicidde e atividade antioxidante, sendo esses dois ultimos
realizados em monocamadas de células (HaCaT) e também em modelos de pele
tridimensional ou pele humana reconstituida (TEIXEIRA et al., 2021).
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2. 1.5 Atividades biologicas avaliadas

2. 1. 5. 1 Atividades antiparasitarias

A populagdo mundial tem aumentado exponencialmente e alcangou cerca de
7,8 bilhdes de pessoas em 2021 e deve crescer para cerca de 8,5 bilhdes em 2030,
9,7 bilhdes em 2050 e 10,9 bilhdes em 2100 (Nacbes Unidas, 2022).

O crescimento da populagédo humana causa urbanizacéo nao planejada e mal
gerenciada, principalmente nos paises em desenvolvimento, resultando em milhdes
de pessoas vivendo em @areas com infraestrutura precéria, o que favorece o
surgimento de doencas transmitidas por vetores, como por exemplo doencas
negligenciadas causadas por parasitos, tais como leishmaniose e malaria. O
tratamento a partir de medicamentos € a principal abordagem utilizada para o controle
dessas doencas; no entanto, a falta de eficacia e os efeitos colaterais contribuem para
o elevado indice de mortalidade e morbidade entre pessoas nos paises em
desenvolvimento (ORYAN; AKBARI, 2016; FALKENBERG et al., 2018).

Historicamente, os produtos naturais contribuem para o arsenal terapéutico no
tratamento de diversas doencas, inclusive parasitarias, como por exemplo,
ivermectina, quinina, artemisinina. Além de contribuirem como protétipos para o
desenvolvimento de analogos sintéticos, por exemplo, o antimalarico mefloquina e o
candidato artefenomel, que se encontram atualmente em fase Il de ensaio clinico para
tratamento da maléria (Fig. 4) (McCARTHY et al., 2016; MACINTYRE et al., 2017).

Figura 4. Antimalaricos mefloquina e candidato artefenomel.
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Portanto, apesar dos avancos no desenvolvimento e pesquisa de novos

medicamentos, os graves efeitos colaterais dos medicamentos disponiveis para o


https://link.springer.com/article/10.1007/s10811-018-1572-5#ref-CR81
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tratamento da leishmaniose, a resisténcia de drogas antimaldricas frente ao parasito
Plasmodium spp. e a falta de um tratamento especifico para neosporose nos levam a
buscar por novas moléculas antiparasitarias a partir de uma fonte considerada ainda

pouco explorada, como o ambiente marinho.

2.1.5.1.1 Leishmaniose

A leishmaniose é causada por mais de vinte espécies de Leishmania e é
transmitda ao homem pela picada de flebotomineos fémeas infectadas,
principalmente dos géneros Nyssomyia ou Phlebotomus (OMS, 2022). Essa doenca
€ considerada um problema sério de saude publica, principalmente em paises em
desenvolvimento (PINTO et al., 2011; KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015).

Existem trés formas principais da doenca: a leishmaniose cutanea (LC), a
leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, e a leishmaniose
mucocutanea (LCM). A LC é a forma mais comum, que pode ser causada pelo parasito
Leishmania amazonensis e acomete principalmente a populacdo das Américas
(SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015), a LV é a forma mais grave e a MCL é a forma
mais incapacitante da doenca. Atualmente, mais de 1 bilh&o de pessoas vivem em
areas endémicas para leishmaniose e correm risco de infeccdo. Estima-se que
ocorram anualmente 30.000 novos casos de LV e mais de 1 milhdo de novos casos
de LC (OMS, 2022).

As formas de tratamento tém se baseado no uso de antiménios pentavalentes,
como o estibogluconato de sédio e antimoniato de meglumina, além dos
medicamentos anfotericina B, paromomicina e miltefosina, que tem varias limitacbes
quanto a toxicidade e falta de efichcia em é&reas endémicas (Fig. 5) (CHAWLA,
MADHUBALA, 2010). Os antimdnios pentavalentes causam efeitos colaterais graves,
incluindo hepato e cardiotoxicidade e a anfotericina B causa toxicidade renal. Apesar
da formulagédo em lipossoma da anfotericina B apresentar maior eficacia e seguranca,
este medicamento possui custo elevado. O tratamento com paromomicina apresenta
eficacia variavel, porém seu uso e disponibilidade nas regides endémicas ainda €&
limitado (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012; VAN GRIENSVEN; DIRO, 2012).

Dessa forma, as caracteristicas indesejaveis apresentadas pelos tratamentos
associadas ao aparecimento de formas resistentes de Leishmania tém aumentado a

necessidade do desenvolvimento de drogas leishmanicidas mais eficazes e menos
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toxicas ao paciente (TORRES et al., 2014; BALASEGARAM et al., 2012; MOORE;
LOCKWOOD, 2011; RANGEL et al., 2019; CLEMENTINO et al., 2021).

Figura 5. Medicamentos utilizados para tratamento da leishmania.
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A grande maioria dos produtos naturais ativos contra Leishmania spp. € de
origem vegetal. Embora o estudo e a utilizagdo de compostos de algas marinhas
contra doencas negligenciadas como a Leishmaniose sejam recentes, alguns relatos
ja foram publicados descrevendo substancias isoladas a partir de diversas algas com
forte atividade antiprotozoario e baixa toxicidade (TORRES et al., 2014; RANGEL et
al., 2019). Dentre os diversos metabdlitos secundarios produzidos pelas algas
marinhas, os terpenoides halogenados e as acetogeninas isoladas dos géneros
Bifurcaria, Laurencia, Dictyota e Canestrocarpus demonstraram atividade
leishmanicida (SANTOS et al., 2010; MACHADO et al., 2011; SANTOS et al., 2011,
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SOARES et al., 2012). Para os fungos marinhos isolados de diferentes organismos,
as classes de metabdlitos que apresentaram potencial leishmanicida foram os
peptideos (COMPAGNONE et al., 1998; KOSSUGA et al., 2008; PIMENTEL-ELARDO
et al., 2010), esteréis (PONTIUS et al., 2008; PIMENTEL-ELARDO et al., 2011; GAO
et al.,, 2012), policetideos (PIMENTEL-ELARDO et al., 2011; GAO et al., 2012) e
lactonas (BRAUN et al., 2021).

2.1.5. 1. 2 Malaria

A malaria € uma doenca causada por parasitas do género Plasmodium (P.
falciparum, P. ovale, P. vivax, P. knowlesi e P. malariae) que sdo transmitidos as
pessoas através da picada de mosquitos fémeas Anopheles infectadas. De acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) cerca de 229 milhdes de casos da
doenca foram responsaveis por mais de 409.000 mortes no mundo todo em 2019
(OMS, 2022b). Nos ultimos anos, diversos medicamentos antimalaricos entraram em
fases de pesquisa clinica e alcancaram importantes descobertas, porém alguns
medicamentos até mesmo combinados a artemisinina perderam sua eficacia diante a
resisténcia de algumas cepas (HAI et al., 2022).

A malaria é uma doenca evitavel e tratavel, sendo que o diagnostico precoce e
o tratamento reduzem a doenca e previnem as mortes, além de contribuir para a
reducdo da transmissdo. O melhor tratamento disponivel, em particular para a cepa
resistente de Plasmodium falciparum, é a terapia combinada a base de artemisinina
(OMS, 2022b). Outros medicamentos como a cloroquina, as aminoquinolinas e o
antifolato foram desenvolvidos como antimalaricos de primeira linha (Fig. 6). Porém,
eles estdo enfrentando problemas de resisténcia aos medicamentos em algumas
partes do mundo. Portanto, ha uma necessidade urgente de estudar alvos
relacionados a resisténcia a malaria para o design de medicamentos com um novo
mecanismo de acdo e amplo potencial terapéutico, ndo apenas para ampliar o escopo
do tratamento, mas também para superar a multirresisténcia existente (DOUGLAS et
al., 2010; HAI et al., 2022).

Na revisdo de literatura publicada por Hai e colaboradores (2022) foram
encontrados 360 produtos naturais marinhos com atividade antimalarica e dentre
esses, 200 estudos publicados entre 1972 e 2021 foram divididos em sete categorias
de acordo com as estruturas quimicas, sendo eles: policetideos (16%), terpenoides
(29%), alcaloides (26%), macrolideos (16%), peptideos (7%), esterdis (3%) e outros
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(3%). Em relacdo a origem dessas substancias 40% foram isoladas de esponjas, 25%
de microrganismos e 17% de cnidarios.

De acordo com esses dados as moléculas provenientes do ambiente marinho
podem servir como inspiracdo para quimicos medicinais e industrias farmacéuticas na

busca por novas e eficazes drogas antimalaricas.

Figura 6. Medicamentos utilizados para tratamento da malaria.
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2.1.5. 1. 3 Neosporose

Assim como a leishmaniose, a neosporose também € uma doenca causada por
um parasito que infecta espécie de mamiferos, incluindo gados, ovelhas, cabras,
cavalos e cdes. Um dos agentes etioldgicos desta doenca € o parasito Apicomplexa
intracelular obrigatdrio Neospora caninum. Apesar do esforco de muitos grupos de
pesquisa, a neosporose carece de uma quimioterapia eficaz, levando a perdas
econdmicas relevantes principalmente nos paises em desenvolvimento e nos paises
desenvolvidos, uma vez que o parasito esta relacionado ao aborto e diminuicdo da
fertilidade em bovinos (ANGHEL etal., 2018; HARMSE et al., 2017; SANCHEZ-
SANCHEZ et al., 2018a, b; PEREIRA et al., 2020; 2021).

Sendo a quimioterapia uma pratica comum e bem estabelecida no controle de
outros parasitos do filo Apicomplexa como o Plasmodium (ANTONY; PARIJA, 2016)
e Toxoplasma gondii (NEVILLE et al., 2015), alguns pesquisadores tém estudado o
redirecionamento de outros medicamentos como a artemisinina, azul de metileno e
pirimetamina buscando um tratamento efetivo e seguro que possa ser usado no
combate contra Neospora caninum (Fig. 7) (PEREIRA et al., 2018; 2021). Apesar da

triagem de candidatos a medicamentos contra N. caninum, existem poucos trabalhos
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relatando a bioatividade de produtos naturais frente a este parasito. A maioria dos
trabalhos sdo de plantas terrestres (SEO et al, 2013; LEESOMBUN;
BOONMASAWAI; NISHIKAWA, 2017; SANCHEZ-SANCHEZ et al.,, 2018b) e
recentemente nosso grupo de pesquisa publicou um estudo com a macroalga
Desmarestia antartica, onde as fragées D (Clso 1,6 £ 1,3 ug mL™2, 1S 27,8), F (Clso 3,1
+2,1ugmL™, 1S 23,1) e H (Clso 3,1 + 2,0 ug mL1) apresentaram atividade frente ao
parasito N. caninum (DOS SANTOS et al., 2020).

Figura 7. Medicamentos que estdo sendo redirecionados para tratamento da
Neosporose.
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2. 1. 5. 2 Atividade fotoprotetora

A luz solar tem diversos efeitos benéficos para o ser humano, como producéo
da vitamina D e inducédo da expressao de B-endorfinas, as quais melhoram o bem-
estar. Porém, a exposicdo excessiva aos raios ultravioletas (UV) é responsavel por
danos na pele, como queimaduras solares, hiperpigmentacéo, fotossensibilizacéo
cutanea, fotoenvelhecimento e cancer de pele, esses dois Ultimos tipicamente
induzidos por espécies reativas de oxigénio (ERO), geradas nas vias oxidativas
(DAHAMANE et al., 2015; JUSSILA et al., 2016).

Dessa forma, o uso de filtros solares tem se tornado cada vez mais importante
e necessario para prevenir ou reduzir a extensdo dos danos provocados pela
exposicdo a radiacdo UV.

A maioria das substancias presentes em extratos naturais com propriedades
fotoprotetoras agora fazem parte dos filtros solares e a maioria dos filtros UV séo
inspirados em produtos naturais, especificamente de origem botanica, animal ou
mineral (PAWLOWSKI; PETERSEN-THIERY, 2020; JESUS et al., 2022).

Devido a exposicao aos raios UV, os organismos fotossintéticos desenvolveram

mecanismos de defesa para reduzir os efeitos da radiacdo UV (HADER, 2000).
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Considerando que os fungos marinhos podem viver em simbiose com tais organismos,
eles também sdo capazes de biossintetizar substancias que absorvem luz UV, como
os carotenoides (ARCANGELI; CANNISTRARO, 2000), aminoacidos tipo
micosporinas (TORRES et al. 2004; KOGEJ et al. 2006; OREN; GUNDE-CIMERMAN
2007) e outros compostos fotoprotetores (LI et al. 2004a, b; ZHANG et al. 2008;
MACIEL et al. 2018; TEIXEIRA et al., 2021).

Os filtros UV podem ser classificados quanto a sua capacidade de absorver a
radiacdo UV, como UVA, UVB ou filtros UV de amplo espectro (UVA e UVB). Além
disso, esses produtos também podem ser divididos em organicos ou inorganicos
(MANCEBO et al., 2014). Os filtros organicos, representados por benzofenonas,
salicilatos, cinamatos, triazinas e benzotriazéis sao capazes de absorver a radiacao
UVA, UVB ou ambas, geralmente contém estruturas aromaticas Unicas ou multiplas
ligadas a grupos hidrofébicos para melhorar suas propriedades (DINARDO; DOWN,
2018; SCHNHEIDER; LIM, 2019; CADENA-AIZAGA et al.,, 2020). Os filtros
inorganicos, como didxido de titanio e 6xido de zinco séo fotoestaveis e capazes de
refletir, absorver e dispersar a radiagcdo UV (MANCEBO et al. 2014; SHAATH 2016;
TSUI et al. 2017; RANGEL et al. 2020).

Dentre os filtros quimicos de amplo espectro aprovados pela agéncia norte-
americana FDA (Food and Drug Administration) encontra-se a avobenzona. Devido a
escassez de filtros solares de amplo espectro, torna-se importante a busca por novos
compostos com acdo semelhante aos ja utilizados e que nao apresentem riscos para
0s consumidores, bem como para o meio ambiente. A avobenzona, produto de uso
comercial apresenta potencial fototdéxico e fotoalérgico. Além disso, alguns estudos
apontam que filtros como a benzofenona-3 e o metoxicinamato de octila s&o
prejudiciais aos organismos marinhos, causando principalmente o branqueamento de
recifes decorais (Fig. 8) (DANOVARO et al., 2008; DOWNS et al., 2016; SCHNEIDER,;
LIM, 2019).

O uso de substancias de origem natural que possam atuar como fotoprotetores
€ uma alternativa aos filtros ja disponiveis no mercado e pode contribuir para o
desenvolvimento de fotoprotetores mais eficazes e menos prejudiciais a saude
humana e ao meio ambiente. Para que uma nova substancia seja proposta como filtro
solar, além de apresentar absor¢éao no UV, ela deve ainda ser considerada fotoestavel
e segura (GASPAR; MAIA CAMPOS, 2007; GASPAR et al., 2013). Deste modo,

também é de grande importancia avaliar a fototoxicidade dessas substancias para a
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obtencdo de dados relevantes para a avaliagdo do risco do uso das referidas
substancias em produtos cosméticos (MANSUR et al., 2016; GASPAR et al., 2013).

Figura 8. Substancias comumente utilizadas como filtros solares.
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Dentro do comprimento de onda da radiacédo UV, a radiacdo UVA é a principal
responsavel pela geragédo de ERO, que causa estresse oxidativo e danifica proteinas
celulares, lipidios e DNA contribuindo para a fotocarcinogénese e fotoenvelhecimento.
Dessa forma, como os filtros UV orgéanicos nao bloqueiam completamente a radiacéo
UV e, consequentemente, uma pequena porcentagem de radiacdo UV pode atingir as
células humanas e produzir ERO, muitos protetores solares e formulacbes de
cuidados com a pele também contém antioxidantes para proteger a pele contra os
danos induzidos por ERO (KURUTAS, 2015; MATSUI, 2016; UZUN; DEMIREZER,
2019).

2. 1. 5. 3 Atividade imunomoduladora

A inflamacdo € uma resposta generalizada, inespecifica e benéfica do
organismo iniciada por células imunes ativadas e substancias quimicas associadas
para neutralizar estimulos nocivos ou em resposta a uma leséo tecidual (CHEN et al.,
2016; XU et al., 2019). Os neutrofilos sdo amplamente reconhecidos por desempenhar
um papel importante nas respostas inflamatérias agudas e sao as primeiras células
efetoras a responder aos sinais quimiotaticos gerados pela presenca de agentes
estranhos ao organismo (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; STAPELS et al., 2015).

O neutrofilo € provido de varios mecanismos que compreendem sistemas
oxidantes, geradores de ERO, um arsenal de enzimas proteoliticas e peptideos

antimicrobianos envolvidos na destruicdo das particulas fagocitadas e,
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adicionalmente, um mecanismo de liberacdo de filamentos de cromatina ligada a
granulos e proteinas citoplasmaticas, as quais formam armadilhas extracelulares
(NET, Neutrophil Extracellular Traps) para capturar e inativar patdogenos/particulas
(HAGER et al.,, 2010; BARNADO et al., 2016). Contudo, essas células também
participam de processos inflamatérios cronicos e de doencas autoimunes (CHEN et
al., 2016), evidenciando que tanto a ineficiéncia quanto a exacerbacao das respostas
dos neutrofilos contribuem para a fisiopatologia de varias doencgas, sobretudo as
doencas inflamatérias cronicas tais como Idpus eritematoso sistémico (LES)
(MARZOCCHI-MACHADO et al., 2002; SMITH; KAPLAN, 2015; TOLLER-KAWAHISA
et al., 2015; BARNADO et al., 2016), diabetes (FADINI et al., 2016) e doencas
cardiovasculares (LIAW et al., 2015; WARNATSCH et al., 2015).

Assim, os produtos naturais marinhos que modulam o metabolismo oxidativo
dos neutrofilos podem ser utilizados como protétipos para o desenvolvimento de
medicamentos para atuarem no tratamento de doencas inflamatérias (CHEN et al.,
2016). Dentre as substancias que apresentam atividade anti-inflamatéria, podemos
citar aquelas das classes dos terpenos, polipeptidios, polissacarideos, esterois e
alcaloides (SOUZA et al., 2020; ZHAO; ZENG, 2020). Estudos recentes tém mostrado
o potencial de alguns organismos marinhos na acao reguladora do metabolismo dos
neutroéfilos, porém os mecanismos de acdo ainda sao inexplorados (CHEN et al.,
2016).

2. 1. 5. 4 Atividade antimicrobiana

H& muito tempo os produtos naturais servem como fonte de substancias
antimicrobianas. A descoberta da atividade antibiotica do Penicillium notatum em 1929
por Fleming revolucionou a ciéncia médica, levando ao descobrimento da penicilina.
Outros exemplos bem conhecidos incluem cefalosporina, vancomicina e carbapenem.
No entanto, com o aumento do uso desses e outros antibidticos, cepas bacterianas
desenvolveram resisténcia aos medicamentos no mundo todo (BASSETTI et al. 2013;
NG et al., 2015).

A resisténcia antimicrobiana pode surgir devido a diversos fatores, incluindo
alteracOes na permeabilidade da membrana celular, aumento das bombas de efluxo
do farmaco, modificagcdo enzimatica ou inativacéo do antibiético, modificacéo do sitio
alvo, vias metabolicas alternativas e formagéo de biofiime (BARBOSA et al., 2020).

Os produtos naturais derivados de organismos marinhos possuem diversidade
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estrutural e diferem daqueles caracterizados a partir de organismos terrestres. Dessa
forma, esses compostos podem ser usados como prototipos para o desenvolvimento
de novas terapias antibioticas (NG et al., 2015; BARBOSA et al., 2020).

Dentre os organismos provenientes do ambiente marinho, as bactérias e fungos
parecem ser as fontes mais promissoras de moléculas antibacterianas devido a sua
capacidade de crescer de forma rapida e sustentavel em biorreatores (NG et al., 2015;
XU et al.,, 2015). Outras fontes, como algas, esponjas, corais, moluscos e outros
animais marinhos, também podem fornecer protétipos para a descoberta de drogas
gue podem ser reproduzidos por sintese quimica. A maioria dos antibiéticos de origem
bacteriana sdo provenientes de bactérias gram-positivas do solo da ordem
Actinomycetes como Streptomyces sp. (WANG; LU; CAO, 2020; WANG et al., 2021).

Os fungos de origem marinha com atividade antimicrobiana apresentam uma
variedade de estruturas quimicas, incluindo compostos nitrogenados (MENG et al.,
2015; 2017; ZHENG et al., 2018), polipeptidios (WANG et al., 2012), esterodis (GAO et
al. 2011) e terpenoides (ZHANG et al., 2012; MENG et al., 2014; Ll et al., 2014; 2015;
LIU et al.; 2015; MA et al.,, 2020). Cerca de 58% dos produtos naturais marinhos
identificados entre 1998 e 2019 foram isolados de fungos associados com outros
organismos como esponjas, algas, mangues e corais, 0 que sugere uma fonte rica em
compostos antimicrobianos. Os fungos do género Aspergillus sp. sdo a principal fonte
de compostos antimicrobianos, seguido por Penicillium sp., o que provavelmente se
deve a alta tolerancia a salinidade desses géneros (WANG et al., 2021).

Apesar da extensa diversidade estrutural dos compostos antimicrobianos de
fungicos marinhos, nenhum dos metabdlitos derivados do mar foi aprovado pela FDA
como um medicamento antibacteriano e antifingico, e nenhum dos metabdlitos
fungicos marinhos recém-descobertos progrediu para ensaios clinicos. Novas
abordagens de triagem séo necessarias para rastrear metabélitos de fungos marinhos

para facilitar a descoberta de medicamentos antimicrobianos.
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2. 2 OBJETIVOS

2. 2.1 Objetivo geral

Isolamento e avaliagdo da atividade biologica de metabdlitos biossintetizados

pelo fungo Penicillium echinulatum associado a espécie de macroalga antartica

Adenocystis utricularis.

2. 2. 2 Objetivos especificos

v

Realizar o isolamento e identificacdo das linhagens de fungos associados a
macroalga Adenocystis utricularis;

Cultivar o fungo P. echinulatum em escala ampliada;

Realizar a triagem quimica (CCDC, CLAE-DAD e CG-EM) dos extratos brutos
e fracOes obtidas a partir do cultivo de P. echinulatum;

Realizar a avaliagédo das atividades leishmanicida, antimalarica, anti-Neospora,
fotoprotetora, imunomoduladora, antimicrobiana e avaliacdo da toxicidade dos
extratos brutos e fracoes;

Realizar o isolamento e a caracterizacdo quimica das substancias majoritarias
de fracBes que apresentarem algum potencial biologico;

Realizar avaliacdo das atividades biologicas das substancias isoladas do fungo

P. echinulatum.
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2. 3 MATERIAL E METODOS

2. 3. 1 Material e equipamentos

Material:

v

AN NN R

Coluna analitica Supelco C-8 (25 cm x 4,6 mm, 5 um);

Coluna semi-preparativa Superico C-8 (25 cm x 10 mm, 10 pm);

Coluna DB-5 MS (30 m, 0,25 mm, 0,25 ym, Agilent);

Coluna cromatogréfica de vidro com placa sinterizada,

Silica gel-60 (40-70 mesh);

Kitassato de 500 e 1000 mL;

Placas de aluminio cromatogréficas comparativas (CCDC) impregnadas com
silica gel F (254 nm), com 0,25 mm de espessura (Sigma-Aldrich);
Reveladores: iodo sublimado, solucdo de vanilina sulfarica e luz UV (254 e 365
nm);

Placas de petri (90 x 15 mm) descartaveis estéreis lisas;

Vitamina Bi2 (Sigma-Aldrich).

Meios de cultivo:

v" Meio Caldo de Batata Dextrose (CBD, Kasvi);

v Meio Agar Batata Dextrose (ABD, Kasvi);

v" Meio Caldo Czapek (Kasvi);

v" Meio ASNIII (RIPPKA et al., 1979 — Anexo I);

Solventes:

v' Solventes para extracdo e fracionamento: metanol, acetato de etila, n-hexano,
diclorometano, etanol e acetona de grau técnico (purificados por destilagdo
fracionada) e de grau analitico;

v' Solventes deuterados: metanol (CD30D), dimetilsulfoxido (DMSO-de) e
cloroférmio (CDCls) (Sigma-Aldrich);

v' Solventes de grau cromatografico (CLAE): acetonitrila e metanol (JT Baker),

acido férmico (JT Baker).

Equipamentos e softwares:
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Espectrdmetros de RMN (modelos DRX 400 e DRX 500, Bruker, Billerica -
Departamento de Quimica, Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeirdo Preto - USP);

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (modelo LC-6AD, Shimadzu) com
detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) (modelo SPD-M10AVP, Shimadzu
- Laboratério de Quimica Orgéanica do Ambiente Marinho, Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — LQOAM-NPPNS-USP);
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (modelo 2707, Waters) com detector
de arranjo de diodos (CLAE-DAD) (modelo 2998 - Laboratério de
Farmacognosia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
USP);

Cromatografo preparativo (modelo Proeminence) com detector UV/Visivel
(modelo SPD-20A) e coletor automatico (modelo: FCR-10A — Laboratorio de
Farmacognosia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
USP);

Espectrometro de massas (modelo micrOTOF-QII, Bruker Daltonics) com fonte
de ionizacdo por electrospray (ESI) e analisador por tempo de voo (TOF)
(NPPNS-FCFRP-USP);

Cromatdgrafo gasoso (modelo QP-2010, Shimadzu) acoplado a espectrémetro
de massas com ionizador por elétrons (70 eV) com injetor split (270 °C) e
presséo 89,9 KPa (NPPNS-FCFRP-USP);

Polarimetro (modelo P-300, Jasco);

Balanca semi-analitica (modelo FA-2204CI-BlI, Bioscale);

Capela de fluxo laminar (Pachane);

Sistema ultrapurificador de agua Milli-Q (Millipore Sist-Direct-Q5, filtro 0,22 um,
Bedford);

Autoclave vertical (Phoenix);

Evaporador rotativo (IKA, modelo RV 10 control e Buchi, modelo R-210);
Bomba a vacuo (TE-058, Tecnal);

Lavadora ultrassoénica;

Class VP HPLC software (Shimadzu);

LC-Solution Single (Shimadzu);

Empower 3.0 (Waters);

DataAnalysis 4.3 (Bruker);
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Advanced Chemistry Development (ACD/Labs);
Portable MestReNova 12.0 (Mestrelab Research);
OriginPro 8 (Originlab);

GraphPad Prism 5 (GraphPad);

ChemDraw (PerkinElmer).
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2. 3. 2 Coleta da macroalga antéartica Adenocystis utricularis (Bory) Skottsberg
Amostras saudaveis da alga parda Adenocystis utricularis foram coletadas em
Ipanema na llha do Rei George na Peninsula Antartica (62°58’55.6” S x 60°33’11.5”
W, 12/11/2015) durante a expedicdo XXXIV OPERANTAR coordenada pelo Programa
Antértico Brasileiro em colaboracdo com a Marinha do Brasil (PROANTAR) entre 0s
meses de outubro a dezembro de 2015, a bordo do navio polar brasileiro Almirante
Maximiano (H41) (Fig. 9). As amostras de alga foram identificadas com base em
analises macromorfologicas e microscopicas pelo Dr. César Bertagia Pasqualetti e
pela Dra. Maria Beatriz Barbosa de Barros Barreto. Um exemplar da alga A. utricularis
foi catalogado e sua exsicata foi depositada no “Herbario Maria Eneyda Kauffmann
Fidalgo” do Instituto de Botanica de Sao Paulo, localizado em Sao Paulo (SP), sob o
namero de registro SP 470401. As algas coletadas foram armazenadas em sacos
plasticos e congeladas (- 20°C) até a analise. Esta espécie foi selecionada devido a
quantidade suficiente de material necessario para execucao destes e outros
experimentos relacionadas a caracterizacéo quimica e atividade biol6gica.

Figura 9. Local de coleta da macroalga Adenocystis utricularis na Peninsula Antartica
(@); Arquipélago Shetland do Sul (b). Adaptacdo de mapas de Simdes et al. (2004);
Mufioz et al. (2011); Teixeira et al., (2019a); Visualizador de Mapas de Banco de
Dados Antérticos Digitais - SCAR (https://www.add.scaPlar.org/, acessado em marcgo
de 2022).
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2. 3. 3 Isolamento e identificacdo dos fungos associados a macroalgas
antarticas

Estéo protocolados no LQOAM-NPPNS-USP trés métodos de esterilizagdo da
superficie das macroalgas antarticas para isolamento de fungos associados, sendo
eles:

v' MI) etanol 70% por 15 segundos;
v MII) etanol 70% por 5 segundos + hipoclorito 2,5% por 5 segundos €;
v MIIl) etanol 70% por 5 segundos + hipoclorito 2,5% por 10 segundos.

Dessa forma, com auxilio de bisturi para corte e de uma pinca para segurar 0s
fragmentos, a alga A. utricularis foi fragmentada e esterilizada. Apés esterilizacéo, os
fragmentos foram lavados 3 vezes em agua destilada estéril por 2-3 s para remocéo
de residuos esterilizantes. Posteriormente, os fragmentos foram acondicionados em
placas de Petri contendo meio de Agar Batata Dextrose (ABD) preparado em agua do
mar artificial (SWBG11) com adi¢édo de cloranfenicol (200 mg L™). Duas placas controle
(controles 1 e 2) foram utilizadas para cada método de esterilizacdo (KJER et al., 2010;
ERBERT et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2019b). A partir desses procedimentos foi
possivel observar o crescimento de fungos associados. Parte deste procedimento foi
realizado no continente Antartico, pela Dra. Renata Spagolla N. Tavares e Profa. Dra.
Hosana M. Debonsi em um dos laboratorios do Navio Polar Antartico Almirante
Maximiano, durante a expedicdo OPERANTAR XXXIV.O processo final de isolamento
dos microrganismos associados foi realizado no LQOAM-NPPNS-USP. As linhagens
isoladas e reativadas foram codificadas com “Au Mlll pda a” e “Au MIll pda b”, sendo
Au: Adenocystis utricularis (alga hospedeira), Mlll: método de esterilizacdo, pda: meio
de cultivo “Potato Dextrose Agar”; a e b: linhagens de fungos isolados.

Posteriormente, as linhagens foram preservadas por meio de duas
metodologias distintas: preservacao em vaselina e agua glicerinada, com o intuito de
garantir maior viabilidade a estas linhagens. Discos de meio contendo os
microrganismos isolados foram recortados das placas de Petri com auxilio de
transfertubos esterilizados, e colocados em frascos do tipo penicilina contendo agua
glicerinada (preservacdo em agua) ou meio ABD inclinado, com vaselina liquida
esterilizada (preservagcédo em 6leo, adicionada ao meio apds aproximadamente uma
semana do crescimento do fungo).

Para identificacdo dos fungos, a principio foi realizada a extracdo do DNA

gendmico e posteriormente a analise molecular pela amplificacdo por PCR e
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sequenciamento das regides Internal Transcribed Sequence (ITS) do DNA ribossomal,
utiizando os primers ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (WHITE et al., 1990). Os produtos de PCR foram
purificados utilizando o kit Wizard SV Gel e PCR Clean-Up System (Promega) e
sequenciado a partir dos mesmos primers com o analisador de DNA ABI3730 (Applied
Biosystems). Cada sequéncia foi analisada utilizando o software ChromasPro
(ChromasPro 1.7.6, Technelysium Pty Ltd., Tewantin QLD, Australia). As sequéncias
foram entdo comparadas com o banco de dados publico de sequéncias genéticas
disponiveis pelo Instituto Nacional de Saude (National Institutes of Health - NIH)
(BENSON et al., 2013), utilizando o programa BLASTn para pesquisa das espécies.
Além da identificacdo molecular, foi realizada também a analise macro e
micromorfolégica dos dois fungos isolados ainda no continente Antartico. Para analise
macromorfolégica, inoculou-se 1 UL de uma suspencéo de células fungicas mL™* em
meio ABD que foram incubados a 24 °C por 7 dias. Avaliou-se a textura, topografia,
cor frente e verso da colbnia e bordas. Para as andlises micromorfoldégicas do
desenvolvimento vegetativo e estrutura de reproducéo assexual dos fungos, células
fungicas foram inoculadas em um bloco de meio agar batata dextrose (ABD) com uma
laminula estéril na superficie acima do inéculo. Cada bloco foi incubado a 24 °C por
sete dias e apds o crescimento do material em cada laminula foi observado em
microscopia de campo claro com objetiva de 40x. Os procedimentos de identificacao
dos fungos foram realizados com auxilio da doutoranda em colaborac¢éo com a Profa.
Dra. Mércia R. V. Z. Kress da FCFRP-USP.

2. 3. 4 Cultivo e obtencao dos extratos brutos do fungo Penicillium echinulatum

O fungo isolado com o cédigo Au MiIII pdb b foi selecionado para o cultivo em
escala ampliada. Duas placas de Petri contendo meio ABD foram inoculadas com
fungo P. echinulatum e incubadas em temperatura ambiente (24 + 2 °C) por 7 dias.
ApoOs os 7 dias, com auxilio de transfertubos, 10 plugs de meio contendo o fungo
crescido foram transferidos para 40 frascos do tipo Erlenmeyers de 500 mL contendo
200 mL de meio caldo de batata dextrose - CBD ou para 10 frascos Erlemeyers de
500 mL contendo 200 mL de meio caldo Czapek, ambos preparados em agua marinha
artificial (ASNIIl + vitamina Bi2). Frascos controles também foram preparados
contendo apenas os meios de cultivo (CBD ou caldo Czapek). Todos estes

procedimentos envolvendo a manipulacdo do microrganismo foram realizados em
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capela de fluxo laminar com material esterilizado. Os cultivos foram mantidos em
temperatura ambiente a 24 + 2 °C durante 28 dias, em modo estatico.

Os extratos foram obtidos por extracao liquido-liquido utilizando como solvente
para extragao 100 mL de acetato de etila (AcOEt). O processo extrativo foi realizado
3 vezes para cada Erlenmeyer (3x de 100 mL AcOEt + 3 minutos em banho de
ultrasssom). A fase aquosa recolhida foi devidamente descartada juntamente com
restos de micélio do fungo P. echinulatum, enquanto a fase orgéanica foi filtrada e
concentrada em evaporador rotatorio a 25 °C, sob pressdo reduzida, obtendo-se
assim o extrato bruto do fungo P. echinulatum crescido em meio CBD (EB CBD) e em
meio caldo Czapek (EB Czapek) (Fig. 10).

Figura 10. Esquema de cultivo e obtengdo dos extratos brutos do fungo P.
echinulatum.

@ =
f —p 3 x 100 mL AcOEt;
Penicillium : 3’ ultrassom
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2. 3. 5 Fracionamento e isolamento dos metabdlitos do fungo P. echinulatum

Cerca de 3,5 g do extrato bruto obtido a partir do cultivo do fungo P. echinulatum
em meio CBD (EB CBD) foi solubilizado em acetato de etila, incorporado em silica-gel
60 (40-70 mesh) e submetido a cromatografia liquida a vacuo (CLV). Utilizou-se como
eluentes, n-hexano (Hx), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) em gradiente de
polaridade, obtendo-se o total de nove fragbes de 500 mL cada (Fr. CLV A-l) (Fig. 11).
O perfil cromatografico das fracdes foi analisado por Cromatografia em Camada
Delgada Comparativa (CCDC) e as fracdes Fr. CLV A e B foram reunidas.
Posteriormente os perfis quimicos das fragbes CLV AB, C e D foram avaliadas por
CG-EM; e as fragbes CLV E, F, G, H e | por CLAE-DAD.
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Figura 11. Fluxograma representando o fracionamento e isolamento dos metabdlitos
do fungo P. echinulatum cultivado em meio CBD (EB CBD).

EB CBD
P. echinulatum

CLVvV

CLV A CcLvC
Hx Hx:AcOEt
100% (8:2)
19,2 mg 93,7 mg

CLVB
Hx:AcOEt
(9:1)
21,9 mg

CLAE-DAD semi-prep.

Para as fracdes analisadas em CG-EM, os padrdes de fragmentacao e o indice
de retencdo (IR) calculado foram utilizados para caracterizar e identificar as
substancias majoritarias presentes. O IR € calculado a partir da equacédo 1 descrita
abaixo, onde a é o alcano com nimero de carbonos igual ao da substancia (b) que se

deseja obter o indice; z é o alcano com numero de carbonos igual ao a+1.

Equacao 1 100a+ 100 x _[tr(D) — tr(a)]
[tr(2) - tr(D)]

Por se tratar de um estudo bioguiado, os extratos brutos e as fracbes obtidas

foram avaliados frente a diversas atividades bioldgicas, as quais estao descritas no
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item 2. 1. 5. A partir da triagem do potencial biolégico dos extratos brutos e das fracdes
obtidas por CLV, as fracbes CLV E, F e H foram fracionadas para obtencdo de
substancias isoladas.

A fracdo CLV E foi submetida a cromatografia liquida utilizando coluna Waters
Sep-pak Vac 35 cc Silica 10 g e como eluente uma mistura de n-hexano:acetato de
etila (7:3) obtendo-se 20 subfracfes, as quais foram reunidas de acordo com o perfil
cromatografico apresentado em CCDC. As fra¢des reunidas CLV E3-4 e CLV E6-20
foram analisadas em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo
de diodos (CLAE-DAD) utilizando coluna analitica C-8 com sistema de solventes
binario agua + acido férmico 0,2% (bomba A) e metanol (bomba B). O sistema de
gradiente esta apresentado na Tabela 1. As fracbes CLV F e H foram também
analisadas em CLAE-DAD utilizando-se a mesma coluna analitica e sistema de
solventes binario, porém sem adicéo de acido formico na bomba A. O volume injetado
das amostras foi de 20 pL com vazéo de 1,0 mL min1, e o detector operou na faixa de
A =200 a 800 nm. Todas as fracdes foram submetidas a purificacdo em CLAE-DAD
em fase reversa em escala semipreparativa. As amostras foram preparadas e
injetadas utilizando coluna semipreparativa C-8 e os sistemas de solventes indicados
na Tabela 1.

As substancias majoritarias de cada fracao foram coletadas e concentradas em
um concentrador centrifugo a vacuo (SpeedVac®, Thermo) a uma temperatura de 30
°C ou com auxilio de ar comprimido a temperatura ambiente (24 + 2 °C) e ao abrigo
da luz. As substancias isoladas foram submetidas as analises espectroscopicas uni e
bidimensionais, como RMN !H, de 13C e experimentos de DEPT 135, COSY !H-H,
HSQC, HMBC e NOE (CLV H pl e p2). Adicionalmente foram realizadas analises

espectrométricas em alta resolucdo para caracterizacao das estruturas quimicas.
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Tabela 1. Gradientes de solventes utilizados para analise das fracdes CLV E3-4, CLV
E6-20, CLV F e CLV H.

Fr. CLV E3-4 Fr. CLV E6-20 Fr.CLVF Fr.CLVH
Tempo BombaB Tempo BombaB Tempo BombaB Tempo BombaB
(min.) Metanol (min.) Metanol (min.) Metanol (min.) Metanol
0,01 35 0,01 55 0,01 55 0,01 15
30,00 100 4,00 100 3,00 55 3,00 15
33,00 100 10,00 100 23,00 60 30,00 100
34,00 35 11,00 55 28,00 100 35,00 100
38,00 35 13,00 55 32,00 100 36,00 15
38,01 Stop 13,01 Stop 33,00 55 40,00 15
- - - - 35,00 55 40,01 Stop
- - - - 35,01 Stop - -

2. 3. 6 Avaliacdo das atividades bioldgicas
O extrato bruto (EB CBD), fracdes e substancias isoladas foram analisadas

quanto as seguintes atividades bioldgicas:

2. 3. 6. 1 Atividade leishmanicida

Os testes de avaliacdo da atividade leishmanicida foram realizados pelo aluno
de doutorado Leandro C. Clementino no Laboratério de Analises Clinicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de Araraquara com auxilio da
doutoranda e sob a supervisdo da Profa. Dra. Marcia A. S. Graminha. A principio foi
avaliada a atividade leishmanicida contra a forma promastigota de Leishmania
amazonensis (Clso). A metodologia utilizada para determinacdo da atividade
leishmanicida frente as formas promastigota foi de acordo com aquela descrita por
Rangel et al. (2019) com modificacdes. A cepa de leishmania foi incubada até atingir
0 crescimento adequado, posteriormente foi realizado o experimento em placa de 96
pocos. Apds o preparo das placas, estas foram incubadas em estufa DBO (demanda
bioguimica do oxigénio) a 28 °C durante 72 h. Passado o tempo, adicionou-se 10 pL
de uma solugcdo de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difenil tetrazolio)/PMS
(metossulfato de fenazina) e incubou-se novamente por 75 minutos. Em seguida
adicionou-se duodecil sulfato de sédio SDS 10%/HCI 1M para solubilizar os cristais
de formazan, e ap6s 30 minutos de incubacao foi realizada a leitura das absorbancias

em espectrofotometro UV/Visivel a 595 nm (leitor de Elisa - Readwell Touch/robonik).
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O calculo do Clso foi realizado por regressdo nao linear utilizando-se o software
Bioestat. Todos os ensaios foram realizados em triplicata para determinacdo dos
desvios padrdo. Para determinacdo do Clso frente as formas amastigota de L.
amazonensis e citotoxicidade (CCso), macrdfagos foram coletados da cavidade
peritoneal de camundongos Swiss, ap0os exposi¢ao a solucao de tioglicolato de sédio
3%, por meio de lavagem com tampao estéril (pH 7,2). Estas células foram cultivadas
em meio RPMI completo e mantidas a temperatura de 37 °C em estufa a 5% de COz,
na concentracdo de 5 x 10°cels mL. Para os ensaios de citotoxicidade os macréfagos
foram cultivados em placas de 96 pocos, deixados durante 4 h para aderéncia,
seguida de renovacao do meio e in6culo dos compostos em diferentes concentracdes
(100 ug mL* a 1,56 pg mL?), em seguida incubadas por 24 h e a leitura realizada pelo
ensaio do MTT e espectrofotdbmetro a 540 nm, a concentracao citotdxica para 50%
das células (CCso) foi realizada no software Bioestat. Os ensaios foram realizados em
triplicata.

Para o ensaio em formas amastigota, os macréfagos foram inseridos em placas
de 24 pocos contendo laminulas circulares e deixados 4h para aderéncia, na mesma
concentracdo do ensaio anterior. Em seguida o meio foi renovado e foram inseridas
formas promastigotas de L. amazonensis na propor¢ao de 5:1 (5 promastigotas para
1 macréfago) e incubados por mais 8h para diferenciacdo das formas promastigotas
a amastigotas e internalizacdo destas pelos macréfagos. Apos este periodo, o
sobrenadante foi descartado, renovado o meio e foram adicionadas as amostras nas
concentracdes de 20 a 1,25 uM e incubados por 24 h, em seguida o sobrenadante foi
descartado, adicionado metanol para fixacdo das células, as laminulas foram coradas
com giemsa e apoés secar foi realizada a leitura das laminas através da contagem das
amastigotas em microscopio 6ptico e o calculo do Clso foi realizado no software
Bioestat. Os ensaios foram realizados em triplicata. Os animais utilizados nesse
estudo foram obtidos a partir da aprovacgéo do projeto intitulado “Avaliagéo in vitro de
moléculas derivadas do agente leishmanicida 14 e continuidade da investigacéo do
potencial leishmanicida de produtos naturais marinhos”, registrada junto a Comissao
de Etica no Uso de Animais da FCF — UNESP/Araraquara, SP, com o Protocolo
CEUA/FCF/CAr: 11/2018, sob a responsabilidade do pesquisador Leandro da Costa
Clementino.

Para avaliagdo da atividade de inibicdo da enzima cisteina proteinase B (CPB),

uma enzima importante para viruléncia e escape do parasito do sistema imune do
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hospedeiro as amostras foram dissolvidas em DMSO a uma concentracédo de 10 mM,
aliquotadas e estocadas a -20 °C. Os ensaios foram realizados em placas pretas de
96 pocos contendo 200 L de tampéo acetato de soédio 100 mM, pH 5,5 contendo 200
mM de NaCl e 0,01% de Triton-X100; 2 nM de enzima, 2 mM DTT e 5 uM de substrato
Z-F-Arg-MCA (Calbiochem). As amostras foram testadas a 20 uM, e aquelas que
mostraram potencial de inibicdo enzimatica (inibicdo maior que 90%) foram avaliados
em diferentes concentrag¢des (de 0,3 a 10 yM, fator 2 de dilui¢do) para determinagao
da concentracgéo efetiva para inibir em 50% a atividade da enzima (Clso) (STEERT et
al., 2010). Os resultados foram expressos como média + DP de duas replicatas
independentes. Para isso, a enzima foi incubada com o tampéo e DTT a 30 °C por 2
minutos, seguido da adicdo do substrato e dos compostos. A atividade da enzima
apenas com o0 substrato e apds a adicdo de cada composto foi verificada por um
periodo de 2 minutos, sendo obtidos os valores de atividade, pelo aumento ou ndo da
fluorescéncia do substrato, apos este periodo, para cada uma das situacdes. A
atividade residual foi calculada pela razao entre o valor da atividade apés e antes da
adicdo dos compostos, bem como a concentracdo necessdria para inibir 50% da

enzima foi calculada utilizando o software Bioestat.

2. 3. 6. 2 Atividade antimalarica

Os testes de avaliagdo da atividade antimalarica foram realizados pela aluna
de doutorado Lais Garcia Jorddo do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia
(INPA) sob a supervisdo do Prof. Dr. Adrian M. Pohlit. O teste foi realizado como
descrito por Andrade-Neto e colaboradores (2007). As amostras foram avaliadas em
placas de 96 pocos contendo a suspensdo de hemécias parasitadas com a cepa
multiresistente K1 de Plasmodium falciparum (MRA-159, MR4, ATCC Manassas
Virginia) com parasitemia inicial de 1 a 2%. As placas foram incubadas por 48 h a 37
°C em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de plasma humano tipo A+ inativado,
a uma atmosfera de baixa tensdo de oxigénio (5% de CO2, 5% de Oz e nitrogénio
balanceado). Apés a incubacao, foram preparados esfregacos sanguineos, um para
cada poco, para avaliagao do crescimento do parasita por microscopia. A inibicdo do
crescimento dos parasitas foi determinada pela comparagdo com os controles livres
de drogas e branco (DMSO 1%). A concentracao inibitéria minima (Clso) foi calculada
com o auxilio do software GraphPadPrism, com intervalo de confianga (IC) de 95%.

Para os controles positivo foram utilizados os antimalaricos padrdo, cloroquina e



37

quinina. O extrato bruto e as fracdes foram avaliados em triplicata e os dados para as

substancias isoladas foram gerados em dois experimentos independentes.

2. 3. 6. 3 Atividade anti-Neospora

A avaliacdo da atividade anti-Neospora foi realizada pelo doutorando Péricles
Gama Abreu Filho do Laboratério de Parasitologia Molecular da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP sob supervisdo da Profa. Dra. Ana
Patricia Yatsuda Natsui e do pds-doutorando Luiz Miguel Pereira. As culturas de
Neospora caninum (Nc-1 expressando 3-galactosidase) (PEREIRA; YATSUDA, 2014)
foram obtidas a partir de monocamadas de células Vero, propagadas com meio RPMI
com soro fetal bovino 5% (Gibco) a 37° C e 5% CO:. As formas taquizoitas do parasita
foram cultivadas com meio RPMI incompleto (sem soro fetal bovino) nas mesmas
condi¢cBes que as células Vero. Para avaliacao da atividade anti-Neospora, placas de
96 pocos contendo células Vero confluentes foram incubadas com 1 x 103
taquizoitas/poco (em 125 pL de RPMI sem fenol-red) por 1 h a 37 °C, 5% CO:2 para
invasao e inicio da proliferagdo. Estes receberam 125 pL de RPMI (volume final de
250 pL/poco) contendo diferentes concentracdes das amostras (7 diluicbes) e
incubadas por 72 h, 37 °C e 5% COa2. A proliferacdo de N. caninum foi avaliada por
Chlorophenol Red-B-D-galactopyranoside (CPRG) a partir da expressdo de @G-
galactosidase (PEREIRA; YATSUDA, 2014). A partir da porcentagem de inibicao, a
dose inibitéria de 50% (Clso) de cada amostra foi obtida. Para o calculo da dose Clso,
cada resultado de inibicéo e sua respectiva dose foi analisado no programa Compusyn
(CHOU, 2010). A citotoxicidade das amostras sobre as células Vero (CCso) foi
verificada pelo método de viabilidade celular MTT (PEREIRA et al., 2017; PEREIRA
et al., 2018). Trés ensaios independentes foram realizados em triplicata para as
amostras avaliadas.

Além do ensaio de proliferacéo, também foi realizado o ensaio de avaliagdo da
inibicAo da atividade peroxidase de peroxirredoxina de Neospora caninum
recombinante (rNcPrx). Esta enzima atua principalmente na protecdo do parasito
dentro das células do hospedeiro. Dessa forma, a inibigcdo da atividade peroxidase de
rNcPrx foi avaliada pela capacidade de reducdo do peréxido de hidrogénio de acordo
com o método descrito por Pushpamali e colaboradores (2008). NcPrx (1,14 - 25 ug
mL-1) recombinante foi incubada em tampéo de reacdo contendo 50 mM de HEPES,

pH 7,0 e 10 MM de DTT por 30 minutos. Posteriormente, a enzima rNcPrx (50 pL) foi
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incubada com diferentes concentracfes (80; 20; 5 e 1,5 uM, volume 50 pL) das
amostras por 15 minutos. Apés esse periodo, o peréxido de hidrogénio (H202, 67 uM
— 50 pL) foi adicionado e a reacéo foi interrompida com acido tricloroacético 26% (v/v)
(volume =40 pL). Finalmente, 40 pL de sulfato de amonio e ferro (10 mM) e 20 puL de
tiocianato de potassio (2,5 M) foram adicionados formando um complexo vermelho
purpura de intensidade proporcional a concentracdo de peroxido de hidrogénio. A
guantidade remanescente de H20: foi estimada pela medida da absorbancia a 475
nm. A remogéo de H20:2 foi calculada de acordo com a seguinte férmula: taxa de
remocao = [(AO - Ax)/A0] x 100%, em gque AO é a absorbancia do controle sem enzima
e Ax a absorbancia com enzima. A partir dos valores do cleareance a % de inibicéao
da atividade de rNcPrx foi calculada: [(MCNcPrx-CC)/MCNcPrx]*100; sendo
MCNcPrx: Média do Cleareance de NcPrx; CC: Cleareance composto. Dois ensaios
independentes foram realizados em triplicata pela doutoranda Jade Cabreste V.
Brochi sob supervisdo da Profa. Dra. Ana Patricia Yatsuda Natsui da FCFRP-USP.
Os dados foram analisados pelo teste t ndo pareado (nivel de significancia p < 0,05)

e foram expressos em média + erro padrao.

2. 3. 6. 4 Atividade fotoprotetora

Os ensaios para avaliacdo da atividade fotoprotetora foram realizados pela
doutoranda em colaboragéo com as alunas Karen C. Rangel, Camila M. Kawakami e
Renata S. N. Tavares no Laboratério de Tecnologia de Cosméticos Aplicada a
Fotoprotecdo da FCFRP-USP sob responsabilidade da Profa. Dra. Lorena Rigo

Gaspar Cordeiro.

2. 3. 6. 4. 1 Determinacéo do espectro de absor¢céo no UV-VIS e do comprimento de
onda critico (Ac)

A principio foi realizada a determinacéo do espectro de absor¢éo na regido do
ultravioleta (UV) por espectrofotometria e o calculo do comprimento de onda critico
(Ac) que corresponde ao comprimento de onda no qual a area sob a curva € igual a
90% da éarea total entre 290 e 400 nm (Equacdo 2). Na equacdo 2 A (A) é a
absorbancia do produto no Ac (DIFFEY, 1994; MANCEBO et al., 2014). Dessa forma,
as amostras foram solubilizadas em metanol na concentragdo de 100 pg mL™* para

extratos e fragGes; e 50 ug mL! para substancias isoladas.
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Equag&o 2 [ a)dA = 0.9 [*°°A)dA

290 290

O Acfoi determinado a partir dos espectros de absorcéo das amostras na regido

de 290 a 400 nm, para o célculo considerou-se o primeiro valor quando a razéo (R) foi

= 0,9 (Equacéao 3). O Ac permite classificar a protecdo UVA, sendo que para um filtro

solar ser considerado de amplo espectro deve apresentar um Ac 2 370 nm (DIFFEY,
1994; MANCEBO et al., 2014).

Ac
N AL.dA
Equacéo 3 R=35——
Jr00 AL .dA

2. 3. 6. 4. 2 Avaliacao da fotoestabilidade

A fotoestabilidade do extrato bruto, das fragbes (CLV AB-l) e de algumas
substancias isoladas foi determinada pela analise do espectro de absorcédo de suas
solucdes (50 ou 100 pg mL1) em metanol, em espectrofotometro Agilent 8453 na faixa
de 200 a 400 nm. As amostras foram submetidas a uma dose de radiagcdao UVA de 4
mW cm-2 emitida por uma lampada Philips UVA Actinic BL/10 (Eindhoven Netherlands)
por tempo determinado, o que fornece uma dose total de 27,6 kJ cm2. As amostras
nao irradiadas foram mantidas ao abrigo da luz e o ensaio de fotoestabilidade foi
realizado em triplicata. Para determinar a fotoestabilidade utilizou-se o espectro de
absorcdo e a area sob a curva do espectro de absorcao (integral) das amostras nas
faixas do UVB e UVA para calcular a reducao percentual da integral entre os pares
irradiados e nédo irradiados (100%) (GASPAR; MAIA CAMPOS, 2007; MACIEL et al.,
2018).

2. 3. 6. 4. 3 Avaliacéo da fototoxicidade

A fototoxicidade das amostras foi avaliada em cultura de fibloblastos em
monocamadas (3T3 NRU) e em modelo de pele reconstituida (3D). O ensaio de
fototoxicidade (3T3 NRU) foi realizado em cultura de fibroblastos por determinacgéo da
viabilidade celular, na presenca (+UV) e auséncia (-UV) da radiagdo UVA, por meio
da determinagéo da captacao do corante vital vermelho neutro (NRU) (OECD, 2019a).
Foi utilizada uma cultura de fibroblastos linhagem Balb 3T3, clone 31, ATCC
(American Type Culture Collection) conforme protocolo INVITTOX n°® 78 (LIEBSCH,;
SPIELMANN, 1998; MACIEL et al., 2018). A suspensao de fibroblastos 3T3 em DMEM
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(Dulbelcco’s Modification of Eagle’s Medium) foi semeada e incubada por 24h. Apoés
esse periodo as placas foram lavadas com PBS (Phosphate Buffered Saline) (2x) e
as amostras diluidas em PBS (DMSO - dimetilsulfoxido 1%) em oito diferentes
concentracdes (6,74 a 100,00 ug mL?t) foram adicionadas em duas placas e
incubadas por 1 h. Uma placa foi submetida a dose total de UVA de 9 kJ cm2 utilizando
irradiancia de 7 mW cm por simulador (Dr. Honle type SOL-500; Planegg), enquanto
a outra placa foi mantida ao abrigo da luz. Apoés irradiacao, as placas foram lavadas e
o0 meio de cultura foi restabelecido para incubacdo por 24 h. Apés esse periodo as
células foram lavadas com PBS e incubadas com meio de cultura contendo 50 ug mL"
1 do corante vital vermelho neutro por 3 h. Apés a extracédo do corante das células, a
leitura das solucdes resultantes irradiadas e nao irradiadas, foi realizada em 540 nm
em leitor de microplacas (Biotek Synergy 2). Os dados foram analisados por meio do
Software Phototox versédo 2.0 para o céalculo do MPE (fotoefeito médio, do inglés
“‘mean photo effect”).

Para o estudo da fototoxicidade em modelo de pele reconstituida (3D), as
amostras foram aplicadas diretamente nos modelos de pele na concentracdo de 100
ug mL? (0,01 %) em dleo de gergelim. Apds 24 h de incubacdo os modelos foram
submetidos a irradiacdo UVA (6 J cm™), sendo que para cada modelo submetido a
irradiacdo havia um mantido ao abrigo de luz (controle negativo). Apds 24 h, as placas
foram incubadas com uma solucdo de MTT (1 mg mL™?) por 3 h, o sal de formazan foi
extraido por 2h com isopropanol e as placas foram lidas a 570 nm (GASPAR et al.,
2013; KANDAROVA; LIEBSCH, 2018). A viabilidade celular relativa foi calculada para
cada tecido como porcentagem da média dos tecidos em relacéo ao controle negativo.
O cetoprofeno (3%) foi utilizado como controle positivo (viabilidade celular no +UVA:
33,5%) e o 6leo de gergelim como veiculo. Os ensaios foram realizados em triplicata,
em trés experimentos independentes. Uma substancia € considerada fototdxica

guando a viabilidade celular resulta em um valor inferior a 70%.

2. 3. 6. 4. 4 Avaliacao da fotorreatividade

O estudo de fotorreatividade é baseado na geracdo de ERO: oxigénio simpleto
(102) (OS) e anion superoxido (O2) (AS), apés irradiacdo das substancias em estudo,
de acordo com OECD TG 495 (OECD, 2019b). Apenas as substancias isoladas
viridicatina e viridicatol foram testadas neste ensaio. Para a determinacéo do oxigénio

simpleto (OS) foram adicionados em tubos de microcentrifuga tampéao fosfato 20 mM
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pH 7,4; imidazol 0,2 mM, p-nitroso-N,N-dimetilanilina (RNO) 0,2 mM e as amostras
(20 uM). Para a determinacao do anion superéxido (AS), foram adicionados em tubos
de microcentrifuga tampao fosfato 20 mM pH 7,4; cloreto nitroazul de tetrazélio (NBT)
0,4 mM e as amostras. Os meios reacionais foram transferidos para placas de 96
pocos, as quais foram submetidas a uma pré-leitura em 440 nm (para a determinacao
do OS) e 560 nm (para a determinacdo do AS) em leitor de microplacas (Bio-Tec
Instruments, modelo y Quant), expostas a uma dose de radiagcdo UVA (Simulador
solar Dr. Honle tipo SOL- 500 (Planegg, Alemanha) de 57 J cm™? e, em seguida,
submetidas a uma nova leitura nos mesmos comprimentos de onda. Os ensaios foram
realizados em triplicata (3 po¢os) em 2 corridas independentes (n= 6) (ONOUE et al.,
2013; OECD, 2019b). A geracédo de OS foi avaliada por meio do monitoramento do
branqueamento do p-nitroso-N,N-dimetilanilina (RNO) como consequéncia da captura
de OS pelo imidazol, o que resulta na diminuicdo da absorbancia a 440 nm. Ja a
geracdo de AS foi avaliada por meio da reducdo do cloreto nitroazul de tetrazolio
(NBT), o que leva ao aumento da absorbancia a 560 nm. As substancias quinina (200
M) e salicilato de octila (20 pM) foram utilizadas como controles positivo e negativo,

respectivamente.

2. 3. 6. 4. 5 Ensaio de quantificacdo de ERO intracelulares induzida por radiacdo UVA

O ensaio de quantificagdo de ERO intracelulares induzida por radiagédo UVA foi
realizado em dois modelos diferentes, sendo eles: em monocamadas, utilizando a
linhagem de células HaCaT e em modelo de pele reconstituida (3D) como descritos a
seqguir:

Inicialmente a quantificagédo de ERO intracelulares foi realizada usando a sonda
DCFH2-DA (diacetato de 2’,7’-diclorodi-hidrofluoresceina) em queratinécitos da
linhagem HaCaT (em monocamadas). As células foram semeadas em placas de 96
pocos (1x10° células/poco) e incubadas por 24 h, depois foram lavadas com PBS-
Ca*? e tratadas por 1 h com as amostras diluidas em PBS (contendo no maximo 1%
de DMSO) para obter as concentracgdes finais de 10,0; 5,0 e 2,5 uyg mL%. As amostras
avaliadas neste ensaio foram o extrato bruto EB CBD, fracdo CLV E e as substancias
isoladas viridicatina e viridicatol. A quercetina e a norfloxacina foram usadas como
controles de inibidor e gerador de ERO nas concentragcdes 10 e 100 yg mL?,
respectivamente. Apos a incubacio, as células foram lavadas (2x) com PBS-Ca*? e a
solucdo de DCFH2-DA (10 uM) foi adicionada e incubada por 30 min. Em seguida, a
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placa foi lavada com PBS-Ca*? (1x) e foram adicionados 100 yL de PBS-Ca*?> em
todos os pocos. Por fim, a placa foi exposta a radiagcdo UVA com dose total de 4 J cm-
2, com irradiancia de 6,6 mW cm por 10 min. ou foi protegida ao abrigo da luz. A
intensidade da fluorescéncia foi medida imediatamente apds a irradiacao por um leitor
de microplacas (BioTek Synergy HT) a um comprimento de onda de excitacdo de 485
nm e comprimento de onda de emissao de 528 nm. A fluorescéncia das células
irradiadas néo tratadas (NT +UV) foi considerada como 100% para calcular a
porcentagem relativa nas amostras.

Para o estudo de inibicdo de ERO intracelulares induzidas por radiacdo UVA
em modelo de pele reconstituida (3D), os modelos de pele foram incubados com a
sonda DCFH2-DA em PBS (50 puM) no escuro for 45 min. Apos lavagem com PBS, os
tecidos foram tratados com viridicatina e o viridicatol na concentragdo de 100 ug mL™*?
(0,01 %) em oleo de gergelim. Apds 1 h de incubacéo os modelos foram submetidos
a irradiacdo UVA (10 J cm), sendo que o controle néo tratado (NT) - UV foi mantido
ao abrigo de luz. Imediatamente apds a irradiacédo e lavagem dos tecidos com PBS,
os mesmos foram congelados em nitrogénio liquido. Foram obtidos cortes histologicos
de 10 um em criostato. As imagens das sessfes de pele foram obtidas em microscépio
invertido Ti-S (Nikon Instruments Inc., Holland), 488 nm, utilizando 100 ms de
intensidade de exposicao. A intensidade de fluorescéncia foi calculada e quantificada
utilizando o software Image J (RASMUSSEN et al., 2010; MARIONNET et al., 2014).
Os resultados de intensidade de fluorescéncia foram normalizados em area/pixels e
expressos em porcentagem de fluorescéncia em comparacao com o controle NT +UV.

Os modelos de pele reconstituida 3D utilizados nos experimentos foram obtidos
a partir do descarte de pele de participantes voluntarios que foram submetidos a
cirurgia de fimose, mediante assinatura do TCLE. Tais amostras foram coletadas e
processadas para construcdo dos modelos de pele apés a aprovacédo da emenda do
projeto de doutorado da aluna Thaiz Rodrigues Teixeira ho Comité de Etica em
Pesquisa com seres humanos (CEP) sob CAAE: 96779018.1.0000.5403, conforme
Parecer Consubstanciado do CEP n° 3.985.260 (Apéndice A).

2. 3. 6. 5 Atividade imunomoduladora
Os ensaios para a avaliacdo da atividade imunomoduladora foram realizados

no Laboratorio de Imunologia e Citologia dos Fluidos Biologicos pela aluna de
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doutorado Nathalia C. Canicoba e acompanhados pela doutoranda sob supervisédo da
Profa. Dra. Cleni M. M. Machado da FCFRP-USP.

A atividade imunomoduladora foi realizada por meio da avaliagéo da regulacao
na producdo de ERO pelo metabolismo oxidativo dos neutrofilos humanos. Neste
ensaio a producdo de ERO foi medida por quimioluminescéncia (QL) dependente de
luminol, baseando-se nos ensaios descritos por ALVES et al. (2003). Os neutroéfilos
humanos foram tratados com o extrato bruto, fracbes CLVAB-I e as substancias
isoladas viridicatina e viridicatol extraidos do fungo P. echinulatum. As condi¢cbes
(concentragcdes dos neutrofilos, das amostras, de estimulos, tempo de exposi¢cao dos
neutréfilos as amostras) foram previamente determinadas. As padronizacdes foram
acompanhadas por ensaios de avaliacao da citoxicidade das amostras pelo ensaio de
exclusdo do corante azul de Tripan (ANDRADE et al., 2013).

Uma vez padronizadas as condi¢des, os neutrofilos foram estimulados pelo
reagente Forbol Miristato Acetato (PMA). O método consiste na mistura de neutrofilos
incubados com o estimulo em um volume final de reagao de 200 uL em solugao de
Hanks/gelatina 0,1% pH=7,2, na presenca de luminol 10* M. A producdo de
quimiluminescéncia (QL) foi acompanhada em luminémetro (Berthold, Centro LB 960),
a 37 °C por 20 min e registrada em contagem de fétons por minuto (cpm). O controle
de QL espontanea (controle negativo) consistiu em incubar os neutréfilos e luminol na
auséncia do estimulo (PMA) e das amostras testadas e, para o controle positivo da
reacdo, os neutrdfilos foram incubados com PMA na auséncia das substancias
testadas. Os resultados foram expressos como a area integrada sob o perfil de QL
registrado. As amostras de sangue de participantes voluntarios saudaveis foram
coletadas para a obtencdo de neutréfilos humanos, apds a aprovacdo do projeto de
doutorado da aluna Thaiz Rodrigues Teixeira no Comité de Etica em Pesquisa com
seres humanos (CEP) sob o Protocolo CEP/FCFRP n°. 483 - CAAE:
96779018.1.0000.5403, conforme Parecer Consubstanciado do CEP n° 3.046.104
(Apéndice B).

2. 3. 6. 6 Atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada no laboratorio de
Farmacognosia da FCFRP-USP com colaboracédo da técnica Maria Angélica S. C.
Chellegatti sob supervisdo da Profa. Dra. Niege A.J.C. Furtado. Foram determinadas

as concentrac¢des bactericidas minimas (CBM) e as concentracdes inibitérias minimas
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(CIM). Para a CIM foi utilizado o método de microdiluicdo em microplaca segundo a
metodologia preconizada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
(CLSI, 2012) para bactérias e CLSI (2008) para fungos. Os microrganismos ensaiados
foram Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus saprophyticus (ATCC
15305), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Proteus mirabilis (ATCC 29906) e Candida albicans (ATCC 10231). Como controles
positivos foram utilizados os antibiéticos padrées penicilina G (S. aureus e S.
saprophyticus) e estreptomicina (E. coli, P. aeruginosa e P. mirabilis) e o antifungico

fluconazol (C. albicans) em diluicdo seriada.

2. 3. 6. 7 Avaliagéo da toxicidade

A avaliacéo da toxicidade em Galleria mellonella foi realizada no Laboratério de
Micologia Clinica da FCFRP-USP com colaboracédo da técnica Ludmila Tonani sob
supervisdo da Profa. Dra. Marcia Regina V. Z. Kress. A avaliacdo da toxicidade do
extrato bruto EB CBD e das substancias viridicatina e viridicatol no modelo
invertebrado animal G. mellonella foi realizada de acordo com o protocolo
estabelecido por Ignasiak e Maxwell (2017). Para isso, foi utilizado micro seringa de
Hamilton para cromatografia gasosa modelo 7000.5KH de volume de 10 yL. Para cada
larva de G. mellonella (£ 200 mg) em seu sexto instar de desenvolvimento foram
inoculados no centro da ventosa da Ultima pro-pata direita 5 uL de extrato bruto EB
CBD ou viridicatol nas concentracdes finais de 3,2; 16; 80; 400 e 2000 mg Kg* de
larva e de viricatina nas concentracdes finais 3,2; 16; 80; 400 mg Kg* de larva. As
substancias isoladas foram solubilizadas em PBS-DMSO - NaCl 35 mM
(Honeywell/Fluka), KCl 18 mM (J. T. Baker), NazHPO4 2,5 mM (Reagen, RJ) e KH2PO4
1,8 mM J. T. Baker) com pH 7,0 e 50% DMSO (Sigma Aldrich). Como controle da
gualidade das larvas, estas foram incubadas sem inoculacéo alguma (naive), e como
controle da inoculacdo foram incubadas larvas tratadas com 5 pyL de PBS-DMSO.
Foram inoculadas cinco larvas para cada condigéo experimental.

Entre uma inoculagcdo e outra, uma rigorosa sequéncia de lavagens foi
realizada na seringa Hamilton, cinco lavagens com Physiological Solution of Insects -
IPS (30 mM citrato de sédio (Reagen), 150 mM NaCl (Honeywell/Fluka), 10 mM EDTA
(Bio Rad), 5 mM KCI (J. T. Baker) e 100 Mm Tris (Promega), seguida de cinco
lavagens com etanol 70% e PBS. Apos a inoculagéo, as larvas foram incubadas em

placas de Petri de vidro a 37 °C e privadas de alimentacao e iluminacao direta.
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Durante todo o periodo experimental, as pré-pupas foram diariamente retiradas
com a finalidade de retardar sua metamorfose e foi analisada a sobrevivéncia das
larvas pela observacdo da presenca/auséncia de mobilidade e melanizagdo. A
concentracéo toxica foi determinada como aquela que foi capaz de matar trés ou mais
larvas em cinco dias de analise. O método estatistico adotado foi o Long-rank (Mantel-
Cox) com a finalidade de avaliar a significancia das curvas de sobrevivéncia. Valores
de P inferiores a 0,05 foram considerados significativos e o resultado foi considerado
estatisticamente diferente. Todas as andlises foram feitas utilizando o programa
GraphPad Prism5 (GraphPad software).
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2. 4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2. 4.1 |dentificagdo dos fungos associados a macroalga A. utricularis

A principio foram isoladas duas linhagens de fungos associados a macroalga
antartica A. utricularis. A partir dos resultados da morfologia externa, microcultivo e
sequenciamento das regifes Internal Transcribed Sequence ITS1 e ITS4 do DNA
ribossomal, essas linhagens foram identificadas como Aspergillus unguis e Penicillium
echinulatum, ambos fungos filamentosos. A espécie A. unguis possui como
sinonimias, Sterigmatocystis unguis, A. laokiashanensis e A. mellinus, enquanto P.
echinulatum pode apresentar as sinonimias P. cyclopium var. echinulatum e P.
palitans var. echinoconidium (FRISVAD et al., 2004).

A linhagem de A. unguis apresenta a principio coloragdo branca e torna-se
verde do centro para as bordas e possui aspecto aveludado (Fig.12A). As hifas séo
asseptadas e os conidios séo de forma esférica (Fig. 12B). A outra espécie identificada
como P. echinulatum apresenta colénia de coloracdo verde, com bordas
esbranquicadas e aspecto aveludado (Fig. 12C). O conidiéforo € ramificado e os
conidios sao esféricos (Fig. 12D).

Os fungos associados de origem marinha vivem de maneira harmdnica com
seus hospedeiros e geralmente sem causar danos. Além disso, sao fontes de produtos
naturais bioativos com estruturas quimicas Unicas e potente atividade terapéutica
(ZHANG; LI; WANG, 2016).

Figura 12. Morfologia externa (A) e fotomicrografia do fungo Aspergillus unguis(B);
Morfologia externa (C) e fotomicrografia do fungo Penicillium echinulatum (D) ambos
isolados da macroalga A. utricularis.

A

Fonte: T. R. Teixeira (2017).

Na Antartica os fungos ocorrem como filamentosos e leveduras, apresentando

diferentes morfologias e cores. Esses organismos possuem adaptacdes genéticas que
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0S permitem sobreviver em condi¢cdes extremas como as baixas temperaturas e altos
indices de radiacdo UV (ROSA et al., 2019). Os géneros Aspergillus e Penicillium tém
sido reportados como fungos associados a outras algas provenientes do continente
Antértico, como Acrosiphonia arcta (P. chrysogenum), Desmarestia menziesii (P.
chrysogenum), Ulva intestinalis (P. commune, P. solitum e P. chrysogenum), Palmaria
decipiens (P. chrysogenum, P. raistrickii, A. candidus), Phaeurus antarcticus (P.
chrysogenum, P. raistrickii, A. terreus) e Adenocystissp. (P. chrysogenum, A. conicus,
P. citrinum e P. commune) (FURBINO et al., 2014).

Para a espécie A. utricularis coletada em diferentes regides na Antartica, como
llhas do Rei George e Deception, outros fungos ja foram isolados, sédo eles:
Metschnikowia australis (LOQUE et al., 2010; DUARTE et al, 2016),
Pseudogymnoascus pannorum, Antarctomyces psychrotrophicus, Oidiodendron sp.,
Phaeosphaeria herpotrichoides e Rhodotorula mucilaginosa (LOQUE et al., 2010),
Debarymyces hansenii, Meyerozyma caribbica, A. conicus e P. citrinum (GODINHO et
al.,, 2013), Glaciozyma litorale, Sporidiobolus pararoseus, Pseudozyma sp.,
Ustilaginaceae sp. e Pseudozyma tsukubaensis (DUARTE et al., 2016), porém tais
espécies de fungos nao foram identificadas no presente estudo. E importante ressaltar
gue as duas espécies de fungos isoladas neste trabalho (A. unguis e P. echinulatum)
foram submetidas aos processos de isolamento ainda dentro do navio durante a
expedicdo OPERANTAR XXXIV e que apenas os processos finais de isolamento,
reativacdo, conservacao e identificacdo foram realizados no LQOAM-NPPNS-USP.
Posteriormente, amostras da alga A. utricularis trazidas de diferentes regibes da
Antartica foram submetidas a novos procedimentos para isolamento de outras
linhagens de fungos associados. A partir desses novos experimentos foram isoladas
outras 17 linhagens flngicas, as quais se encontram codificadas e armazenadas no
LQOAM-NPPNS-USP para utilizacdo em trabalhos posteriores (Apéndice C).

2. 4. 2 Perfil quimico do fungo P. echinulatum

Os extratos brutos EB CBD e EB Czapek obtidos ap0s extracao liquido-liquido
de 40 frascos tipo Erlermeyers contendo o fungo crescido em meio CBD e 10 frascos
tipo Erlenmeyers do fungo crescido em meio Czapek caldo apresentaram coloragéo
marrom/caramelo e massa de 3,9 g e 1,0 g, respectivamente. Os extratos brutos e 0s
controles foram analisados por CCDC, onde ficou evidenciado uma maior diversidade

de metabdlitos secundarios produzidos pelo fungo P. echinulatum em meio CBD (EB
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BDC) (Fig. 13). A partir da analise do perfil cromatografico do EB CBD podemos
observar principalmente a presenca de sete picos; 0s seus espectros de absor¢cdo em

UV-visivel estdo apresentados na Tabela 2.

Figura 13. Perfil cromatografico em CCDC dos extratos brutos EB Czapek controle
(1) e EB Czapek (2), EB CBD controle (3) e EB CBD (4). Eluente: n-hexano:acetato
de etila (6:4). Reveladores: A) Luz UV 254nm; B) lodo ressublimado; C)
Cromatograma obtido por CLAE-DAD do extrato bruto EB CBD controle (azul claro) e
EB CBD (azul escuro) em 254 nm; D) Ampliacdo do cromatograma na regido entre 10
e 25 minutos.
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Tabela 2. Tempo de retencdo e absorcdo no UV dos picos observados no
cromatograma do EB CBD do fungo P. echinulatum.

Pico Tempo de retencéo (min.) Amax (NmM)?
1 11,5 201, 216s e 281
2 12,6 225, 266, 276s, 305 e 317
3 15,4 202, 226, 241s, 284, 317 e 331
4 16,5 212, 252s e 290
5 17,3 214 e 284
6 19,9 202, 228, 240s, 288, 305, 317 e 331
7 22,7 219 e 259

aNUumeros em negrito indicam 0 Amax; S:shoulder (ombro).

Os dados de massa, coloracdo e aspecto das fracbes obtidas apods
fracionamento por CLV do extrato bruto EB CBD s&o mostrados na Tabela 3. O extrato
bruto EB CBD apresentou rendimento de 97,81%.
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Tabela 3. Massa, cor e aspecto das fracdes obtidas apds submissédo do EB CBD a
cromatografia liquida a vacuo (CLV).

Fracao Massa (mg) Cor Aspecto
AB 41,1 Amarela Oleosa
C 93,7 Amarela Oleosa
D 180,7 Amarela Pastosa
E 380,0 Marrom Po6
F 1360,0 Vermelha Pastosa
G 275,5 Roxa Pastosa
H 612,5 Vinho Pastosa
I 480,0 Marrom claro Pastosa

ApoOs obtencéo das fracGes por CLV, todas foram submetidas as analises por
CG-EM (fracdes CLV AB, C e D) ou CLAE-DAD (fracdes CLV E a |) para obtencéo
dos seus perfis cromatogréficos (Tabela 4 e Fig. 14) e também foram avaliadas frente
as diversas atividades bioldgicas.

Para identificacdo das substancias por CG-EM, considerou-se apenas picos
com porcentagem de area = 2% que apresentaram indice de similaridade (I1S) superior
a 90% e que obtiveram um indice de retencdo calculado proximo ao descrito na
literatura. As substancias identificadas nas fracdes CLV AB, C e D estdo apresentadas
na Tabela 4.

Em um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa, extratos hexanicos da
macroalga antartica A. utricularis e do seu fungo associado P. echinulatum, além de
outras espécies antarticas foram analisados por CG-EM, sendo possivel a
caracterizacéo do perfil lipidico desses organismos. Neste trabalho foi empregada a
técnica de derivacdo no preparo das amostras, aumentando assim a detectabilidade
das substancias pelo aparelho. Assim, foi possivel a caracterizacdo de substancias
de grupos funcionais como acidos, hidrocarbonetos alifaticos e esterdis. Para o fungo
P. echinulatum os &cidos graxos: acido hexadecandico (2,10%), acido linoleico
(6,53%), acido oleico (3,97%) e esterdis: ergosterol (46,68%) e seus derivados foram
os principais lipidios caracterizados (TEIXEIRA et al., 2019a).

Somente o acido hexadecanoico (10,73%) foi encontrado no presente estudo e
também no trabalho anteriormente citado; pode-se observar maior concentracéo

dessa substancia na fragdo CLV D do fungo P. echinulatum.
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Tabela 4. Substancias identificadas nas fracbes CLV AB, C e D do fungo P.

echinulatum por analises de CG-EM.

Area do pico

A IR IR
Substancia . IS CLV CLV CLV
(exp.) (lit.)
AB C D
686
2-pentanona
P * (METHVEN et 95 4,02 23,49 5,59
CsH100 al., 2007)
2- etil-1-butanol
* 836 (Nist1l.lib 92 - 9,29 -
CeH140 ( )
“metilcicl -2- 4
3-metilciclopent-2-enona . .8 3 . 93 i i 234
CsHsO (Nist11.lib)
Acido hexanoico 990 (WU et al.
* ’ 96 - - 3,09
CoH1202 2007)
-dimetil-2- 7
3,3-dimetil-2-pentanona . . 69 . 91 ) i 2.88
C7H1.0 (Nist11.lib)
2,4-di il-2,4- iol
,4-dimetil-2,4-pentanodio . . 900 . 9% ) i 6.68
C7H1602 (Nist11.lib)
4-etil octano 956 (XU et al.
948 ’ 93 - 4,49 -
CioH22 2003)
. 958 (SUN;
5-metil nonano ’
950 STREMPLE, 96 0,88 7,78 -
CioH22 2003)
4,5-dietil octano
et 1085 1093 9% 070 455 -
C12H26
5,6-dimetil decano
et decan 1131 1135 98 4,10 1842 -
C12H26
Acido pentadecanoico 1857 (WU et
1844 95 - - 2,04
C15H300, al., 2007)
Acido hexadecanoico 1958 (WU et
1948 94 - - 10,73
C16H320, al., 2007)
Hexad to de etil
exadecanoato de etila 191 1992 (ROUTet ., 216 ) )

C18H3602

al., 2007)

IR (exp.): indice de reten¢do experimental; IR (lit.): indice de retencao da literatura; *: ndo foi possivel calcular; -:

ausente.
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Figura 14. Perfil cromatografico das fracdes CLV E (A), F (B), G (C), H (D) e | (E)
obtidos por CLAE-DAD em 225 nm.
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De acordo com os perfis quimicos e os resultados obtidos através do estudo
bioguiado do extrato bruto EB CDB e das fracdes; as fracbes CLV E, F e H foram
selecionadas e entdo submetidas a diferentes técnicas cromatograficas para obtencéo

de substancias isoladas.

2. 4. 2. 1 Isolamento e caracterizacdo quimica das substancias majoritarias da fracao
CLVE

A partir do subfracionamento da fracdo CLV E (300,0 mg) utilizando a coluna
Sep-pak silica 10 g, foram obtidas as subfra¢cdes CLV E1-2 (55,9 mg), E3-4 (81,5 mg),
E5 (18,0 mg) e E6-20 (58,7 mg). As fracdes CLV E3-4 e CLV E6-20 foram submetidas
a novo processo de separacdo em sistema CLAE-DAD em escala semi-preparativa a
fim de obterem-se substancias isoladas (Fig. 15A e B). Dessa forma, foram isoladas
quatro substancias da fracdo CLV E, das quais, trés foram identificadas como:

ciclopenina, desidrociclopeptina e viridicatina (Fig. 16).
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Figura 15. Perfil cromatografico obtido por CLAE-DAD em escala semipreparativa das
subfracdes CLV E3-4 (A) e CLV E6-20 (B) em 275 nm.
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Figura 16. Estruturas quimicas da ciclopenina, desidrociclopeptina e viridicatina.

Ciclopenina Desidrociclopeptina Viridicatina
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2. 4. 2.1.1 Caracteriza¢do quimica da ciclopenina

Um solido amorfo amarelo claro foi obtido a partir da purificacdo cromatografica
em CLAE-DAD semipreparativo da subfracdo CLV E3-4, correspondente ao pico com
tr= 20,92 minutos (Fig. 15A). A analise do metabdlito isolado apresentou [a]3® — 208°
(c 2,4; MeOH), UVmax 216 e 288 nm, formula molecular de C17H14N203 (erro: - 3,1
ppm) e m/z 295,1086 [M+H]*, m/z 333,0603 [M+K]* e m/z 589,2071 [2M+H]".

Os dados de RMN de *3C e de 'H mostrados na Tabela 5 revelaram a presenca
de dezessete sinais de carbonos: um carbono metilico com deslocamento em &¢ 30,7,
nove carbonos pertencentes aos anéis aromaticos com deslocamento quimico entre
Oc 121,1 e 132,3; um sinal de carbono metinico do anel epéxido em 63,7 ppm e seis
carbonos quaternarios, sendo dois desses atribuidos aos carbonos carbonilicos das
amidas em dc 165,3 e 165,8. O espectro de RMN de *H evidenciou a presenca de um
sinal do tipo simpleto em uma regido mais blindada do espectro, para sinais de
hidrogénios metilicos, com deslocamento quimico em &+ 3,05, atribuido para N-CHs.
Outro sinal simpleto observado foi atribuido ao proton do anel epdxido em 4,34 ppm,
ligado ao C-12. Ainda no espectro de RMN de *H (Apéndice D) foram evidenciados
qguatro protons pertencentes ao anel aromatico correspondendo aos hidrogénios H-6
a H-9. Os prétons do outro anel aromatico aparecem como pares de tripletos e
dupletos acoplados em &+ 7,19 (H-3'/5’) e 6,60 (H-2'/6’), respectivamente (cada 2H,
J= 7,6 para H-3'/5" e J= 7,4 Hz para H-2'/6’), e um sinal de tripleto em 7,27 ppm
correspondente ao H-4’ (1H, J= 7,3 Hz). A comparacédo destes dados com aqueles
encontrados na literatura confirma a proposta estrutural da substancia ciclopenina
(WANG et al., 2020).

Tabela 5. Dados espectroscépicos de RMN de 3C e de 'H ciclopenina (DMSO-ds,
500 MHz) comparados com dados na literatura (DMSO-ds, 150 MHz para 3C e 600
MHz para 'H).

Ciclopenina Ciclopenina
(exp.) (WANG et al., 2020)
Posigéo Oc (mult.) Ox (mult.,J em Hz) Oc (mult.) On (mult., J em Hz)
1 - 10,83 (s) - 10,84 (s)
2 165,8 (C) - 165,9 (C) -
3 70,1 (C) - 70,2 (C) -
4 30,7 (CHs) 3,05 (s) 31,8 (CHa) 3,08 (s)



5 165,3 (C) - 165,3 (C) -

6 121,1 (CH) 7,13 (d, 8,1) 121,2 (CH) 7,16 (d, 7,8)
7 124,1 (CH) 7,06 (t, 7,6) 124,2 (CH) 7,09 (t, 7,8)
8 132,3 (CH) 7,51 (m) 132,4 (CH) 7,54 (t, 7,8)
9 130,4 (CH) 6,89 (dd, 7,8; 1,3) 130,5 (CH) 6,92 (d, 7,8)
10 135,1 (C) - 135,2 (C) -

11 126,4 (C) - 126,4 (C) -

12 63,7 (CH) 4,34 (s) 63,5 (CH) 4,36 (s)
1 131,0 (C) - 131,0 (C) -

2 126,0 (CH) 6,60 (d, 7,4) 126,1 (CH) 6,64 (d, 7,8)
3 127,8 (CH) 7,19 (t, 7,6) 127,9 (CH) 7,22 (m)
4 128,6 (CH) 7,27 (t, 7,3) 128,7 (CH) 7,30 (m)
5 127,8 (CH) 7,19 (t, 7,6) 127,9 (CH) 7,22 (m)
6 126,0 (CH) 6,60 (d, 7,4) 126,1 (CH) 6,64 (d, 7,8)
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2. 4. 2. 1. 2 Caracteriza¢do quimica da desidrociclopeptina

Um p6 amarelo foi obtido a partir da purificacdo cromatografica em CLAE-DAD
semipreparativo da subfracdo CLV E3-4, correspondente ao pico com tr= 23,42
minutos (Fig. 15A). A analise do metabdlito isolado apresentou UVmax 211 e 281 nm,
férmula molecular de Ci17H14N202 (erro: + 1,1 ppm) e m/z 279,1125 [M+H]*, m/z
301,0901 [M+Na]*e m/z 579,1978 [2M+Na]*.

Os dados de RMN de 3C e de *H comparados com os dados apresentados na
literatura estdo apresentados na Tabela 6 confirmando a proposta estrutural da
substancia desidrociclopeptina (ABDEL-HADI et al., 2015). A principal diferenca
estrutural que podemos observar em relacao a ciclopenina, descrita anteriormente, é
a presenca da dupla ligacao entre os carbonos C-3 e C-12 para a desidrociclopeptina.
Dessa forma, podemos observar no espectro de RMN de °C o sinal em 133,6 ppm
para o carbono quaternario C-3 e 122,0 ppm para o carbono metilénico C-12. O
espectro de RMN de H evidenciou a presenca de um sinal do tipo simpleto atribuido
ao proéton olefinico H-12 em 61 6,91 (Apéndice E).
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Tabela 6. Dados espectroscopicos de RMN de 3C e de 'H da desidrociclopeptina
(CDsOD, 500 MHz) comparados com dados da literatura (CD3OD, 100 MHz para 3C
e 400 MHz para 'H).

Desidrociclopeptina

Desidrociclopeptina

(exp.) (ABDEL-HADI et al., 2015)
Posicao Oc (mult.) On (mult., J em Hz) Oc (mult.) On (mult., J em Hz)
1 - - - -
2 172,4 (C) - 172,4 (C) -
3 133,6 (C) - 133,6 (C) -
4 36,1 (CHs) 3,11 (s) 36,1 (CHa) 3,13 (s)
5 169,0 (C) - 169,0 (C) -
6 134,0 (CH) 7,89 (dd, 7,9; 1,4) 135,3 (CH) 7,90 (d, 8,0)
7 131,8 (CH) 7,27 (m) 131,8 (CH) 7,28 (t, 7,5)
8 131,8 (CH) 7,53 (td, 8,2; 1,5) 131,8 (CH) 7,54 (t, 7,5)
9 125,8 (CH) 7,13 (d, 8,1) 125,8 (CH) 7,13 (d, 8,0)
10 137,9 (C) - 137,9 (C) -
11 126,8 (C) - 126,7 (C) -
12 122,0 (CH) 6,91 (s) 122,0 (CH) 6,92 (s)
1 135,4 (C) - 135,3 (C) -
2 130,2 (CH) 7,40 (m) 130,2 (CH) 7,35 (d, 8,0)
3 130,1 (CH) 7,35 (m) 130,1 (CH) 7,39 (d, 8,0)
4 130,9 (CH) 7,40 (m) 130,9 (CH) 7,42 (t, 7,5)
’ 130,1 (CH) 7,35 (m) 130,1 (CH) 7,39 (d, 8,0)
6’ 130,2 (CH) 7,40 (m) 130,2 (CH) 7,35 (d, 8,0)

2. 4. 2. 1. 3 Caracterizacdo quimica da viridicatina

Um p6 marrom foi obtido a partir da purificacdo cromatografica em CLAE-DAD

semipreparativo da subfracdo CLV E3-4 e CLV E6-20, correspondentes aos picos com

tr = 26,10 (Fig. 15A) e 7,27 (Fig. 15B) minutos, respectivamente. A anélise do

metabdlito isolado apresentou UVmax 221, 287, 317, 330 nm, formula molecular de
C1sH11NO2 (erro: - 1,1 ppm) e m/z 238,0865 [M+H]*, m/z 260,0630 [M+Na]*e m/z
497,1460 [2M+Na]*. Os dados de RMN s&o mostrados na Tabela 7. A comparagéo

destes dados com aqueles obtidos na literatura confirma a proposta estrutural da
substéancia viridicatina (ZHANG et al., 2022).
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Os dados de RMN de 3C revelaram a presenca de quinze sinais de carbonos,
incluindo nove carbonos pertencentes ao anel aromatico com deslocamento quimico
entre dc 115,2 e 129,8, além de mostrar seis carbonos quaterndrios, um deles
atribuido a carbonila do grupamento amida (dc 158,2, C-2). O espectro de RMN de 'H
(Apéndice F) mostrou nove protons pertencentes aos anéis aromaticos com
deslocamentos quimicos intercambiaveis nos intervalos de 6+ 7,03-7,08 e 7,51 e dois
sinais mais desblindados em 12,25 ppm para um grupo NH e em 619,21 para o grupo

hidroxila na posicao C-3.

Tabela 7. Dados espectroscopicos de RMN de *3C e de 'H da viridicatina (DMSO-ds,
500 MHz) em comparacédo com dados da literatura (DMSO-ds, 500 MHZz).

Viridicatina Viridicatina
(exp.) (ZHANG et al., 2022)

Posicéo Oc (mult.) On (mult., J em Hz) Oc (mult.) On (mult., J em Hz)

1 - 12,25 (s) - 12,19 (s)

2 158,2 (C) - 158,2 (C) -

3 142,4 (C) 9,24 (s) 142,4 (C) 9,13 (s)

4 127,6 (C) - 127,6 (C) -

5 126,4 (CH) 7,03-7,08 (m) 126,4 (CH) 7,06 (dd, 8,0; 1,5)

6 122,1 (CH) 7,30-7,35 (m) 122,1 (CH) 7,07 (td, 8,0; 2,0)

7 123,9 (CH) 7,51 (t, 7,4) 123,9 (CH) 7,44 (t, 7,5; 1,5)

8 115,2 (CH) 7,43 (t,7,2) 115,2 (CH) 7,51 (d, 7,5)

9 120,9 (C) - 120,9 (C) -

10 133,1 (C) - 133,1 (C) -

1 133,7 (C) - 133,7 (C) -

2 129,8 (CH) 7,30-7,35 (m) 130,0 (CH) 7,34 (m)?

3 128,3 (CH) 7,30-7,35 (m) 128,3 (CH) 7,34 (m)?

4 124,3 (CH) 7,51 (t, 7,4) 124,3 (CH) 7,52 (tt, 7,5; 1,5)

5 128,3 (CH) 7,30-7,35 (m) 128,3 (CH) 7,34 (m)?

6’ 129,8 (CH) 7,30-7,35 (m) 129,9 (CH) 7,34 (m)?

@ Os deslocamentos quimicos sdo intercambiaveis.
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2. 4. 2. 2 Isolamento e caracterizacdo quimica das substancias majoritarias da fracao
CLVF

A partir do fracionamento da fracdo CLV F (400,0 mg) em sistema CLAE-DAD
escala semipreparativa foram obtidas cinco substancias isoladas (Fig. 17), as quais
foram identificadas como: ciclopenol (23,1 mg), ciclopenina (25,3 mg), viridicatol (4,9
mg), ciclopeptina (7,8 mg) e viridicatina (5,1 mg) (Fig. 18). Sendo que, a caracterizacao

quimica das substéancias ciclopenina e viridicatina j& foi anteriormente descrita.

Figura 17. Perfil cromatografico obtido por CLAE-DAD em escala semipreparativa da
fracdo CLV F em 225 nm (A). Espectros de absorcdo no UV do ciclopenol — tr: 7,84
min. (B), da ciclopenina - tr: 14,78 min. (C), do viridicatol - tr: 18,73 min. (D), da
ciclopeptina - tr: 21,08 min. (E), da viridicatina - tr: 18,73 min. (F) e do pico 6 - tr: 31,98
min. (G).
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Figura 18. Estruturas quimicas do ciclopenol, viridicatol e ciclopeptina.

Ciclopenol Viridicatol Ciclopeptina

2. 4. 2. 2. 1 Caracteriza¢do quimica do ciclopenol

Um p6 amarelo foi obtido a partir da purificacdo cromatografica em CLAE-DAD
semipreparativo da fracdo CLV F correspondente ao pico com tr = 7,84 minutos. A
analise do metabdlito isolado apresentou [a]3® — 168° (¢ 2,3; MeOH), UVmax 198, 217,
280 nm, formula molecular de C17H14N204 (erro: 4,9 ppm) e m/z 311,1011 [M+H]*, m/z
333,0794 [M+Na]*e m/z 621,1944 [2M+H]*.

Os dados de RMN de *3C e de 'H mostrados na Tabela 8 sdo bastante
semelhantes aqueles obtidos para a substancia ciclopenina, sendo a principal
diferenca a presenca do grupamento hidroxila na posi¢éo orto do carbono C-3’, sendo
gue as multiplicidades dos hidrogénios H-2’, H-4’, H-5’ e H-6’ confirmam a presenca
do sistema aroméatico 1,3-dissubstituido. O sinal do tipo simpleto em &n 10,78 foi
atribuido ao hidrogénio do grupo NH do anel indol, enquanto o grupo hidroxila em C-
3’ foi observado em 9,42 ppm também em um sinal simpleto (Apéndice G). A
comparacao destes dados com aqueles encontrados na literatura confirma a proposta

estrutural da substancia ciclopenol (WANG et al., 2020).

Tabela 8. Dados espectroscépicos de RMN de *3C e de *H do ciclopenol (DMSO-ds,
500 MHz) em comparacédo com dados da literatura (DMSO-ds, 150 MHz para 3C e
600 MHz para *H).

Ciclopenol Ciclopenol
(exp.) (WANG et al., 2020)
Posigéo Oc (mult.) On (mult., J em Hz) Oc (mult.) On (mult., J em Hz)
1 - 10,78 (s) - 10,81 (s)

2 166,0 (C) - 166,0 (C) -
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3 70,1 (C) - 70,1 (C) -

4 30,8 (CHs) 3,02 (s) 30,9 (CHs) 3,06 (s)

5 165,3 (C) - 165,4 (C) -

6 130,5 (CH) 6,96 (dd, 7,9; 1,3) 130,5 (CH) 7,00 (m)
7 124,2 (CH) 7,05 (t, 7,9) 124,3 (CH) 7,10 (t, 7,8)
8 132,3 (CH) 7,49 (m) 132,4 (CH) 7,53 (t, 7,8)
9 121,0 (CH) 7,10 (d, 8,0) 121,1 (CH) 7,14 (d, 7,8)
10 135,0 (C) - 135,1 (C) -

11 126,4 (C) - 126,5 (C) -

12 63,7 (CH) 4,20 (s) 63,8 (CH) 4,24 (s)
1 132,2 (C) - 132,3 (C) -

2 112,7 (CH) 6,06 (s) 112,8 (CH) 6,11 (s)
3 156,9 (C) 9,42 (s) 156,9 (C) 9,45 (s)
4 115,6 (CH) 6,61 (dd, 8,0; 2,1) 115,7 (CH) 6,66 (d, 7,8)
5 128,8 (CH) 6,93 (t, 7,9) 128,9 (CH) 6,97 (M)
6 116,9 (CH) 5,95 (d, 7,9) 117,0 (CH) 6,99 (d, 7,8)

2. 4. 2 .2. 2 Caracterizacao quimica do viridicatol

Um pdé marrom esbranquicado foi obtido a partir da purificacdo cromatografica
em CLAE-DAD semipreparativo da fracdo CLV F correspondente ao pico com tr =
18,73 minutos. A analise do metabdlito isolado apresentou UVmax 226, 240, 284, 317,
331 nm, férmula molecular de C15sH11NOs (erro: - 0,9 ppm) e m/z 254,0814 [M+H]*, m/z
276,0644 [M+Na]*e m/z 507,1518 [2M+H]".

Os dados de RMN de *3C e 'H apresentados na tabela 9 em comparacédo com
os dados obtidos na literatura confirma a proposta estrutural da substancia viridicatol
(FREMLIN et al., 2009). O espectro de RMN de 'H mostra oitro prétons pertencentes
aos aneis aromaticos com deslocamentos quimicos entre 6,67 a 7,30 ppm. Alguns
sinais na regido aroméatica foram sobrepostos. O sistema aromatico 1,3-dissubstituido
é constituido pelo protons H-2’, H-4’, H-5’ e H-6’, sendo que os hidrogénios H-2’ e H-
4’ foram deslocados para regiao de menos deslocamento do espectro quando
comparados a viridicatina, devido ao efeito de blindagem promovido pelo grupo
hidroxila na posi¢ao C-3’ (simpleto largo em 9,50 ppm). Ainda no espectro de RMN de

1H, foram observados outros dois sinais do tipo simpleto mais desblindados em 12,19
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e 9,13 ppm para os grupos NH e hidroxila ligada carbono C-3, respectivamente
(Apéndice H).

Tabela 9. Dados espectroscopicos de RMN de 3C e de H do viridicatol (DMSO-ds,
500 MHz) em comparacdo com dados da literatura (DMSO-ds, 600 MHZz).

Viridicatol Viridicatol
(exp.) (FREMLIN et al., 2009)
Posigéo Oc (mult.) On (mult., J em Hz) Oc (mult.) On (mult., J em Hz)

1 - 12,16 (s) - 12,19 (s)
2 158,3 (C) - 158,3 (C) -
3 124,0 (C) 9,11 (s) 124,0 (C) 9,13 (s)
4 133,1 (C) - 133,1 (C) -
5 126,4 (CH) 7,30 (m) 126,4 (CH) 7,31 (m)
6 122,1 (CH) 7,03 (m) 122,1 (CH) 7,08 (ddd. 8,1; 6,0; 1,9)
7 124,5 (CH) 7,03 (M) 124,4 (CH) 7,11 (m)
8 115,2 (CH) 7,30 (m) 115,2 (CH) 7,33 (m)
9 142,2 (C) - 142,2 (C) -
10 120,9 (C) - 120,9 (C) -
1 134,9 (C) - 134,9 (C) -
2’ 116,7 (CH) 6,67 (M) 116,7 (CH) 6,71 (m)
3 157,3 (C) 9,50 (s) 157,3 (C) 9,51 (s)
4 114,6 (CH) 6,77 (m) 114,6 (CH) 6,83 (ddd, 8,2; 2,3; 1,1)
5’ 129,4 (CH) 7,27 (m) 129,3 (CH) 7,30 (t, 7,6)
6’ 120,4 (CH) 6,67 (M) 120,3 (CH) 6,72 (m)

2. 4. 2. 2. 3 Caracteriza¢do quimica da ciclopeptina

Um po branco foi obtido a partir da purificagcdo cromatografica em CLAE-DAD
semipreparativo da fracdo CLV F correspondente ao pico com tr = 21,08 minutos. A
andlise do metabodlito isolado apresentou [a]3® — 62,62° (¢ 0,7; MeOH), UVmax 212,
230, 251, 290 nm, férmula molecular de Ci7H16N202 (erro: 0,3 ppm) e m/z 281,1284
[M+H]*, m/z 303,1073 [M+Na]*e m/z 561,2479 [2M+H]".

Os dados de RMN de 'H apresentados na Tabela 10 e Apéndice | revelaram a
presenca de dois isbmeros conformacionais na propor¢cao de 2:1, conforme relatado
anteriormente para a substancia ciclopeptina (ISHIKAWA et al., 2014; ZHANG et al.,
2022).



Tabela 10. Dados espectroscopicos de RMN de 'H dos conférmeros da ciclopeptina

(DMSO-ds, 500 MHz) comparados com dados da literatura (CDCls, 500 MHz).

62

Ciclopeptina (exp.)

Ciclopeptina (ZHANG et al., 2022)

a b a b
Posicao OH (ml;:';), Jem OH (mt;:';), Jem On (mtd;), Jem OH (mtﬁ:g), Jem
1 10,49 (s) 10,63 (s) 9,04 (s) 9,38 (s)
2 - - - -
3 4,30 (q, 7,5) 4,30 (q, 7,5) 4,35 4,27
(dd, 7,5; 6,0) (dd, 11,5; 6,0)
4 2,92 (s) 2,85 (s) 3,15 (s) 2,91 (s)
5 - - - -
6 7,70 (d, 7,4) 7,83 (d, 7,7) 7,97 (d, 8,0) 8,11 (d, 7,0)
7 7,20-7,27 (m) 7,20-7,27 (m) 7,27 (m) 7,34 (t, 7,8)
8 7,48 (t, 7,6) 7,55 (t, 7,3) 7,47 (t, 8,0) 7,53 (t, 8,0)
9 6,99 (d, 7,2) 7,05 (d, 8,0) 7,01 (d, 8,5) 6,94 (d, 8,5)
10 - - - -
11 - - - -
12a 3,13-3,21 (m) 2,55-2,64 (m) 3,22 2,11
(dd, 14,0; 6,0) (dd, 13,5; 11,5)
12b 3,26 2,70 3,49 2,85
(dd, 14,4; 7,5) (dd, 13,4; 7,7) (dd, 14,0; 7,5) (dd, 13,5; 6,0)
1’ - - - -
2 7,20-7,27 (m) 7,20-7,27 (m) 7,27 (m) 7,27 (m)
3 7,14-7,19 (m) 7,14-7,19 (m) 7,23 (m) 7,23 (m)
4 7,20-7,27 (m) 7,20-7,27 (m) 7,02 (t, 7,8) 7,02 (t, 7,8)
5 7,14-7,19 (m) 7,14-7,19 (m) 7,23 (m) 7,23 (m)
6’ 7,20-7,27 (m) 7,20-7,27 (m) 7,27 (m) 7,27 (m)

2. 4. 2. 3 Isolamento e caracterizacdo quimica das substancias majoritarias da fracao
CLVH

A partir do fracionamento da fragdo CLV H (425,5 mg) em sistema CLAE-DAD
escala semipreparativa foram obtidas quatro substéncias isoladas (Fig. 19), um par
de diasteroisébmeros considerado inédito (CLV H pl e p2) (Fig. 20), e outras duas
substancias ja identificadas, o viridicatol (14,8 mg) e a viridicatina (5,8 mg),

anteriormente descritas.
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Figura 19. Perfil cromatografico obtido por CLAE-DAD em escala semipreparativa da
fracdo CLV H em 225 nm (A). Espectros de absorgéo no UV do pico 1 — tr: 20,83 min.
(B), do pico 2 - tr: 22,44 min. (C), do viridicatol - tr: 25,66 min. (D) e da viridicatina -
tr: 29,21 min. (E).
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2. 4. 2. 3. 1 Elucidacéo estrutural das substancias CLV H pl e p2

Oleos amarelos foram obtidos a partir da purificacéo cromatografica em CLAE-
DAD semipreparativo da fracdo CLV H correspondentes aos picos tr = 20,43 (CLV H
pl) e 22,44 (CLV H p2) minutos. A andlise dos metabdlitos isolados apresentaram
[a]2® + 160,7° (c 3,8; MeOH) e + 198,1° (c 2,0; MeOH) para CLV H p1 e CLV H p2,
respectivamente, além de mesmo perfil de absor¢do no UV com UVmax 220, 265, 276,
304, 316 nm, mesma formula molecular CisH14N4O2 (erro: 1,0 ppm) baseado em
EMAR(ESI), m/z 305,0981 [M+Na]* e m/z 587,2083 [2M+Na]*. Os dados
espectroscopicos para essas moléculas podem ser encontrados do Apéndice J ao
Apéndice U.

Os dados de RMN de '3C mostrados na Tabela 11 evidenciam a presenca de
quinze sinais de carbonos, incluindo o carbonos metilicos com deslocamentos em &c
24,31 (CLV H pl1) e 16,26 (CLV H p2), seis carbonos pertencentes ao anel aromatico
com deslocamento quimico entre 119,86 e 147,07 ppm para CLV H pl e entre 120,10
e 147,00 ppm para CLV H p2, dois sinais de carbonos metinicos em 51,32 (C-3) e
53,72 (C-14) ppm em CLV H pl e 48,42 (C-3) e 54,83 (C-14) ppm em CLV H p2, além
de dois carbonos metilénicos alifaticos em 28,87 (C-15) e 14,42 (C-16) ppm (CLV H
pl) e 26,47 (C-15) e 13,98 (C-16) ppm (CLV H p2); seis carbonos quaternarios, dois
desses atribuidos aos carbonos carbonilicos das amidas em &c 165,48 e 160,26 para
CLV H p1 e dc 167,20 e 160,60 para CLV H p2. Os espectros de RMN de 'H
evidenciaram a presenca de um dupleto, integrando para trés hidrogénios em uma
regidao mais blindada do espectro com deslocamento quimico em 611,58 (CLV H pl)
e 1,57 (CLV H p2), atribuidos ao CHs do C-18. Um sinal do tipo duplo-dupleto foi
atribuido ao préton H-14 em &n1 4,93 para CLV H pl, enquanto para CLV H p2 este
mesmo proton aparece &1 5,13 como um tripleto, sugerindo configuracdes absolutas
diferentes entre as moléculas para o carbono quiral C-14, assim como o hidrogénio
do C-3, que aparece como um multipleto com deslocamento em 4,58 ppm para CLV
H pl e um quarteto em 4,90 ppm para CLV H p2. Também foram mostrados no
espectro de RMN de *H dois multipletos para os hidrogénios H-15 em 012,14 e 2,25
(CLVHp1)eemdn 2,21 e 2,24 (CLV H p2) evidenciando que esses prétons ndo sao
equivalentes. Além de quatro prétons pertencentes ao anel aromatico (H7-H10) que
aparecem com deslocamento entre 7,55 a 8,16 ppm (CLV H pl1) e 7,56 a 8,15 ppm
(CLV H p2) (Tabela 11). Correlagbes adicionais de NOE (Nuclear Overhauser
enhncement) dos hidrogénios H-3, H-14, H-15, H-16 e H-18 (CLV H pl) e H-3, H-14,
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H-15 e H-18 (CLV H p2) também foram obtidas para auxiliar na determinacdo da
configuracdo absoluta das substancias, porém experimentos adicionais estdo sendo
realizados para concluir a correta estereoquimica das substancias CLV H pl e p2
(TAKAHASHI et al., 1995; CHENG et al., 2018; KALININA et al., 2018).

Figura 21. Correlagbes de COSY 'H-'H e HMBC das substancias CLV H p1 e p2.
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Tabela 11. Dados espectroscopicos de RMN de *3C, *H, COSY !H-'H, HMBC de CLV H p1 e p2 (DMSO-ds, 500 MHz).
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CLV Hp1l CLV H p2
Posigdo (mauclt.) (mult., Tom Hz) e HMBC (méucit.) (mult., Tom Hz) e HMBC
1 165,5 (C) i i i 167,2 (C) : i i
2 i 8,83 (d, 3,7) 3 3e4 i 8,79 (s) i 3,4e14
3 51,3 (CH) 4,58 (m) 2e18 4 48,4 (CH) 4,90 (, 6,5) 18 4e18
4 152,1 (C) i i i 152,9 (C) i i i
5 - - - - - - - -
6 147,1 (C) i i i 147,0 (C) i i i
7 126,8 (CH) 7,65 (d, 8,1) 11 127,3 (CH) 7,68 (d, 8,1) 8 8e 11
8 134,8 (CH) 7,85 (m) 6e7 134,5 (CH) 7,85 (m) 7e9 6e7
9 126,7 (CH) 7,55 (m) 8e 10 7e1l  127,0 (CH) 7,56 (m) 8 e 10 7e11
10 1263(CH) 8,16 (dd, 0,9; 7,9) 9 6,812 1261 (CH) 8,15 (dd, 1,6;8,0) 9 6,86 12
11 119,9 (C) i i i 120,1 (C) i i i
12 160,3 (C) i i i 160,6 (C) i i i
13 i i i i i i i i
14 53,7 (CH) 4,93 (dd, 5,2: 9,1) 15 1,4e15 548 (CH) 5,13 (t, 7,7) 15 1,4e15
2 89 (CHy) 2,25 (m) ) L1416 26,5 (CHy) 226(m) l4e 16 1,14, 16
15b 2,14 (m) 16 el7 2,21 (m) el7
16 14,4 (CHy) 2,74 (t,7,2) 15 14,1517 13,9 (CHy) 2,65 (m) 15 14,15 e 17
17 1197 (C) : i i 120,0 (C) i i i
18 24,3 (CHs) 1,58 (d, 7,1) 3 3e4 16,3 (CH) 1,57 (d, 6,5) 3 3e4




67

Os alcaloides quinolinicos tém sido isolados do micélio e do meio de cultivo dos
fungos P. cyclopium, P. puberulum e P. viridicatum. A ciclopenina e o ciclopenol sé&o
intermediarios da formacdo da viridicatina e viridicatol pela acdo da enzima
ciclopenase. Um composto derivado da viridicatina, a substancia 3-metoxiviridicatina
€ ativa contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e é produzida por P.
albocoremium, P. allii, P. aurantiocandidum, P. commune, P. crustosum, P. cyclopium,
P. discolor, P. echinulatum, P. freii, P. hirsutum, P. neoechinulatum, P. palitans, P.
polonicum, P. radicicola, P. solitum, P. venetum e P. vulpinum. Entretanto, os fungos
das espécies P. commune, P. crustosum, P. discolor, P. echinulatum, P. palitans, P.
solitume, P. vulpinum produzem muito mais viridicatina do que 3-metoxiviridicatina, o
gue corrobora com os resultados do presente estudo, uma vez que a viridicatina foi o
metabdlito majoritario produzido pelo fungo P. echinulatum (FRISVAD et al., 2004;
KUMAR et al., 2018).

As substancias, viridicatina e viridicatol extraidas do fungo P. polonicum, o qual
foi isolado das branquias de um tubardo apresentaram potencial acdo antitumoral por
inibirem metaloproteinases da matriz. Essas substancias sdo as principais enzimas
na degradacdo da matriz extracelular, ou seja, elas favorecem o crescimento de
tumores e estdo relacionadas com metastases e invasdes de células tumorais a
tecidos saudaveis (LIANG et al., 2019).

Além disso, o viridicatol atua como agente anti-inflamat6rio, suprimindo a
expressdo de mediadores pro-inflamatoérios (WEI; YANG, 2015), apresentou efeito
citotoxico contra células tumorais (WEI et al., 2011) e inibiu seletivamente PTP1B, um
potencial alvo de drogas para o tratamento de diabetes tipo 2 e obesidade (SOHN et
al., 2013).

Os metabdlitos biossintetizados por fungos do género Penicillium apresentam
uma variedade de atividades biologicas, como antimicrobiana, antitumoral, anti-
inflamatoria e antiviral (ABDEL-HADI et al., 2015). Esses resultados demonstram a
importancia de se estudar e avaliar os metabdlitos produzidos por estes fungos na

busca por substancias bioativas.

2. 4. 3 Avaliagcdo das atividades biol6gicas de extratos, fragcfes e substancias

isoladas do fungo P. echinulatum

2. 4. 3. 1 Atividade leishmanicida
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Os resultados da avaliacédo do potencial leishmanicida dos EB CBD, EB Czapek
e seus controles, além das fracdes CLVAB-I estdo apresentados na Tabela 12. De
acordo com os resultados obtidos, ambos os extratos brutos apresentaram atividade
leishmanicida promissora (Clso < 500 ug mL™?). De todas as fracdes obtidas por CLV
do EB CBD a que apresentou melhor atividade frente as formas promastigotas de L.
amazonensis foi a fracdo CLV E (Clso: 25,7 + 1,4 pg mL). Uma amostra é considerada
potencial agente leishmanicida quando apresenta valores de Clso menores que 500
g mL? para misturas complexas como extratos brutos e de Clso menor que 100 ug
mL para fracBes mais purificadas. E importante considerar que neste ensaio foram
avaliados extratos brutos e fracdes e que diferentes substancias presentes nessas
amostras podem estar contribuindo tanto para a atividade parasiticida quanto
citotoxica, por isso é importante avaliar também as substancias isoladas de cada
fracdo. Dessa forma, todos os compostos isolados da fracdo CLV E, além do viridicatol
(devido a sua semelhanca estrutural com a viridicatina) foram avaliados frente as
formas pro e amastigota do parasita L. amazonensis. A viridicatina apresentou o valor
de Clsoamade 17,0 + 0,6 uM e indice de seletividade (IS) >25 e o viridicatol Clsoama de
8,40 £ 0,20 uM e IS >47 para a forma amastigota de L. amazonensis, a forma mais
relevante do parasita responsavel pelo desenvolvimento da Leishmaniose cutanea.
Tanto a viridicatina, quanto o viridicatol sdo mais seguros em compara¢cdo com a
anfotericina B (Clsoama= 5,4 + 0,7 uM, IS= 3,9), considerando seu indice de
seletividade (IS= CCso/Clso), a viridicatina e o viridicatol sdo cerca de 6 e 12 vezes
mais seletivos para o parasita do que para as células do hospedeiro, respectivamente;
indicando baixo potencial citotoxico e, consequentemente, sua seguranca deve ser
considerada no processo de descoberta de novas drogas para leishmaniose (Tabela
13).

Além dos resultados apresentados, foi realizado também o ensaio de inibicdo
da CPB; a viridicatina apresentou Clsode 11,5 + 0,5 pM, 0 que mostra seu potencial
para atuar como leishmanicida inibindo essa importante enzima que atua na viruléncia
e escape do parasito do sistema imune no hospedeiro. O viridicatol ndo apresentou

atividade.
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Tabela 12. Ensaio da atividade leishmanicida dos extratos brutos (EB CBD e EB
Czapek) e fragBes CLV frente a forma promastigota de L. amazonensis.

Extratos Clsopro (Mg mL™)
EB CBD 21,2
Controle EB CBD > 500
EB Czapek 15,2
Controle EB Czapek > 500
Fracdes Clsopro (Mg mL™)
CLV AB >100
CLVC 419+0,2
CLVD 42,7+0,2
CLVE 257+14
CLVF 80,3+0,7
CLV G 94,9+0,2
CLVH > 100
CLV I > 100
Anfotericina B 5,03+0,5

Tabela 13. Ensaio da atividade leishmanicida das substancias isoladas da fracdo CLV
E frente as formas promastigota e amastigota de L. amazonensis.

Amostra Clsopro (UM) IS Clsoama (UM) IS CCso (UM)
Ciclopenina 7,0+£0,3 > 48 > 20 > 17 > 340
Desidraciclopeptina - - > 20 > 17 > 359
Viridicatina 84,0+5,1 >5 17,0+ 0,6 > 25 > 422
Viridicatol > 100 >4 8,4+0,2 > 47 > 395

Anfotericina B 16+0,1 153 54+0,7 3,9 25025

Godinho e colaboradores (2013) investigaram a atividade tripanocida dos
extratos etandlicos dos fungos Penicillium sp. UFMG 6034 e Penicillium sp. UFMG
6120, isolados de algas antarticas pardas e verdes, contra Trypanosoma cruzi. Estes
extratos apresentaram Clso de 1,28 pug mL* e 0,48 ug mL™? respectivamente contra
formas tripomastigotas do parasito, ndo havendo dados sobre toxicidade. Para a
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macroalga utilizada neste estudo (A. utricularis), este € o primeiro relato de atividade
antiparasitaria atribuida a um fungo associado.

Considerando o aumento na taxa de resisténcia in vitro e in vivo aos farmacos
disponiveis para tratamento das leismanioses devido a exposi¢édo intermitente, o
namero limitado destes, assim como o seu efeito toxico associado, bem como o
aumento no numero de casos de Leishmaniose visceral em pacientes portadores do
virus HIV torna indispensavel a busca por novos farmacos para o tratamento das
leishmanioses (SANTOS et al., 2008; SINGH; SUNDAR, 2014).

2. 4. 3. 2 Atividade antimalarica

De acordo com os resultados obtidos da avaliagdo do potencial antimalarico do
EB CBD, das fracdes obtidas por CLV e de substancias isoladas foi possivel observar
gue todas as fracOes apresentaram atividade, exceto as fracbes CLV H e | (Tabela
14). O extrato bruto EB CBD apresentou apenas 49,9 % de inibicdo do crescimento a
50 ug mL* e dentre as substancias isoladas avaliadas a cicplopenina foi considerada
ativa (Clso = 3,37 + 0,67 yg mL?), a desidrociclopeptina, moderadamente ativa com
valor de Clso de 5,95 + 0,67 ug mL* e a viridicatina inativa (Clso = 16,05 + 1,91 yg mL"
1) (Tabela 15). Extratos séo considerados ativos quando apresentam de 80 a 100%,
parcialmente ativos com 50 a 79% e inativos com porcentagem de inibicdo menor que
50 %. Enquanto, substéncias isoladas s&o consideradas muito ativas quando
apresentam valor de Clso< 0,1 ug mL?, ativas de 0,1 a 5 yg mL™?, atividade moderada
com Clso de 5 a 10 uyg mL* e inativas com Clso> 11 ug mL* (ANDRADE-NETO et al.,
2007). De acordo com esses resultados, podemos concluir que a atividade
apresentada pela fracdo CLV E ocorre devido a presenca de substancias minoritarias,
como por exemplo, ciclopenina e desidrociclopeptina, ou ainda devido ao efeito
sinérgico de todas as substancias que compdem essa fracéo.

A malaria, doenca causada pelo parasita P. falciparum transmitido pela fémea
infectada do mosquito Anopheles atinge principalmente a regido Norte do Brasil e na
maioria dos casos 0 seu tratamento € por meio da utilizacdo das drogas cloroquina e
quinina. Porém, algumas cepas do parasito sdo e continuam se tornando resistentes
a essas e outras drogas utilizadas para o tratamento desta doenca (OMS, 2022b).
Sendo assim, justifica-se a busca por novos medicamentos com potencial atividade
antimalarica a partir de fontes naturais assim como os metabdlitos do fungo P.

echinulatum.
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Tabela 14. Inibicdo do crescimento in vitro de P. falciparum das amostras avaliadas.

Amostras Classificagao Reducdo do crescimento do parasita (%)
da atividade 50 (ug ML) 5 (g LD
EB BDC | 49,9 20.7
CLV AB A 95,4 60,1
CLVC A 90,9 90.0
CLV D A 95,9 65,0
CLVE A 96,9 201
CLVF A 93,5 75
CLV G A 94,9 18,4
CLVH I 27,9 17,8
CLV I I 25,4 24.8

A = ativa e | = inativa.

Tabela 15. Concentragdo inibitéria 50 % (Clso) in vitro frente a cepa K1 de P.
falciparum.

_ Classificagao da Clso CCso
Substancias o IS
atividade (ug mLY) (ug mL)
Ciclopenina A 3,37 £ 0,64 > 100 > 29,67
Desidrociclopeptina AM 595+1,71 > 100 > 16,80
Viridicatina I 16,05+ 1,91 > 100 > 5,40
Hidrocloridrato de quinina - 0,14 £ 0,30 - -

A = ativa, AM = atividade moderada e | = inativa.

2. 4. 3. 3 Atividade anti-Neospora

O extrato bruto do fungo P. echinulatum e as fragbes CLV C, D e E
apresentaram bons resultados frente ao parasita N. caninum como pode ser
observado na Tabela 16. Além desses resultados a substancia isolada da fracdo CLV
E, a viridicatina também foi ativa contra o parasita (Clso 9,3 + 0,1 uM) e apresentou
alta seletividade para o parasita (IS > 45,3). O agente etiolégico de neosporose, 0
protozoario N. caninum apresenta ampla distribuicdo geografica, sendo um importante
agente patogénico para bovinos e cdes. O parasita pode causar doenca neuroldgica,
gastrointestinal, respiratoria e muscular em cées, além de abortos em bovinos o que
acarreta grandes perdas econdémicas na producdo animal. Da mesma forma que

outros parasitas, como Plasmodium e Toxoplasma, a neosporose também pode ser
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combatida por drogas antiparasitarias, porém esse recurso € subutilizado e ndo ha
tratamento baseado em ferramentas sélidas contra neosporose (PEREIRA et al.,
2017).

Além do ensaio de proliferagcdo do parasita N. caninum, foi realizado também o
ensaio de inibicdo da enzima importante para o desenvolvimento do parasita nas
células do hospedeiro. Os resultados deste ensaio mostraram que para todas as
concentracdes analisados, a viridicatina e o viridicatol (80 - 1,5 puM) foram capazes de
inibir a atividade peroxidase da enzima rNcPrx (p < 0,05). Sendo que a inibigéo variou
de 10,08 + 3,18 a 13,52 + 3,67 % para viridicatina e de 6,17 + 1,41 a 19,85 + 2,02 %

para o viridicatol.

Tabela 16. Ensaio da atividade anti-Neospora do extrato bruto, fracdes CLV e
substancias isoladas frente ao parasita Neospora caninum.

Extratos Clso(ug mL™?)  CCso(ug mL?) IS
EB BDC 9,7+5,8 > 100 > 10,3
Controle EB BDC > 100 > 100 >1
Fracdes Clso (Mg mL™?)  CCso(ug mL™?) IS
CLV AB 3,818 > 100 > 26,3
CLvC 20x19 > 100 > 50,0
CLVD 21+10 850+14 40,7
CLVE 2,717 299+111 11,0
CLVF 21,1+19,8 > 100 > 4,7
CLV G 12,3+10,1 > 100 >8,1
CLVH 8,540 > 100 >11,7
CLV I 43,4 +£5,2 > 100 >23
Substancias Clso (UM) CCso (UM) IS
Ciclopenina 49,3+8,9 > 340,1 >6,9
Desidrociclopeptina  112,5 + 23,2 > 359,7 > 3,2
Viridicatina 9,3+0,1 >421,9 > 45,3
Pirimetamina 0,3+0,1 195,8 650

2. 4.3.4 Atividade fotoprotetora
2. 4. 3. 4.1 Determinagéo do espectro de absor¢ao no UV e do comprimento de onda

critico (Ac)
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De acordo com os resultados apresentados foi possivel observar que o extrato
bruto obtido a partir do cultivo do fungo em meio CBD (EBCBD) apresentou maior
absorcao da radiagcdo UV principalmente na regido de UVB(280 a 320 nm) quando
comparado com o extrato bruto obtido a partir do cultivo de P. echinulatum em meio
Czapek caldo (EB Czapek) (Fig. 22A). As fracdes CLV C-I (Fig. 22B) e as substancias
isoladas, viridicatina e viridicatol (Fig. 22C) apresentaram absorcéo na regido de UVB
(280-320 nm) e UVA-2 (320-340 nm), sendo que a fragao CLV E, da qual foi isolada a
viridicatina, apresentou maior absorcao que as demais e a fracdo CLV H, de onde foi
isolado o viridicatol apresentou perfil de absor¢cdo no UV semelhante.

Em relacdo ao comprimento de onda critico (Ac), a viridicatina e o viridicatol
apresentaram Ac de 335 e 334 nm, respectivamente, portanto, ambas as substancias

atuam principalmente como absorvedores de UVB e UVA-2.

Figura 22. A) Espectros de varredura dos extratos brutos (EB CBD e EB Czapek) e
seus controles (C EB CBD e C EB Czapek), sendo: EB BDC (linha azul), controle EB
BDC (linha azul pontilhada), EB Czapek (linha vermelha) e controle EB Czapek (linha
vermelha pontilhada); B) Espectros de varredura das fracées obtidas por CLV (CLV
C-I); C) Espectro de varredura da viridicatina e do viridicatol.
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2. 4. 3. 4. 2 Avaliacado da fotoestabilidade

Comprovada a absorcéo da radiacdo UV do extrato bruto EB CBD e da fracéo
CLV E, o ensaio de fotoestabilidade foi realizado (em triplicata) e como pode ser
observado nas Figuras 23A e B, ambas as amostras permaneceram estaveis apés
serem irradiadas pela luz no comprimento de onda da radiacdo UVA (320-400 nm)
(Tabela 17). Diante dos resultados promissores apresentados pela fracdo CLV E, um
dos compostos isolados, a viridicatina, também foi avaliada quanto a fotoestabilidade,
bem como o viridicatol, devido a sua semelhanca estrutural e de absor¢éo da radiagéo
uVv.

Figura 23. A) Ensaio de fotoestabilidade do extrato bruto EB CBD; B) da fragao CLV
E; C) da viridicatina e; D) do viridicatol. Amostras irradiadas (linhas azuis) e amostras
nao irradiadas (linhas vermelhas).
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Tabela 17. Porcentagem relativa (%) da area sob a curva da amostra irradiada em
relacdo a néo irradiada (100%) na regiao do UVA e UVB do extrato bruto EB CBD,
fracdo CLV E e das substancias viridicatina e viridicatol.

% de absorcdo remanescente em relacdo ao par ndo irradiado

Amostras (100%)
UVA uvB
EB CBD 103,09 + 4,32 98,31+ 2,85
CLVE 94,18 + 2,37 98,39 +£ 0,69
Viridicatina 101,22 + 3,01 100,88 + 1,09
Viridicatol 98,70 + 0,20 100,38 + 0,51

Estas substancias foram selecionadas principalmente por apresentarem mais
massa (compostos majoritarios das fracdes CLV E e H) e espectros de absor¢édo no
UV (UVmax: 221, 287, 317 e 330 nm para viridicatina e UVmax: 226, 240, 284, 317, 331
nm para o viridicatol) préximo daquele apresentado pelas fracbes CLV E e H (UVmax:
287, 320 e 332 mn). O estudo de fotoestabilidade das substancias isoladas foi
realizado em duplicata, na concentracdo de 50 ug mL? e os resultados obtidos

mostraram que as substancias sao fotoestaveis (Fig. 23C e D e Tabela 17).

2. 4. 3. 4. 3 Avaliacao da fototoxicidade

O proximo passo para avaliar a potencial acdo fotoprotetora das amostras que
se apresentaram fotoestaveis foi a realizacdo do ensaio de fototoxicidade. A principio
esta avaliacao foi realizada em cultura de fibroblastos em monocamadas (3T3 NRU).
Neste ensaio as amostras foram colocadas em contato com culturas de fibroblastos e
irradiadas (+UV) ou nao (-UV) pela radiacdo no comprimento de onda UVA. Os
resultados deste experimento para o EB CBD, fracdo CLV E, viridicatina e viridicatol
estdo apresentados na Tabela 18. No ensaio de fototoxicidade, a norfloxacina
(controle positivo) foi classificada como fototoxica apresentando valor de MPE dentro
da faixa recomendada (0,340 a 0,900) pelo Guia 432 da OEDC (OECD, 2019a). Todas
as amostras avaliadas foram consideradas fototoxicas e n&o citotoxicas, pois
apresentaram valor de MPE maior que 0,15 e ICs0-UV nédo detectado. Esses valores
foram obtidos a partir da concentracdo analisada de 100 ug mL para o EB CBD e

fracdo CLV E e de 50 ug mL* para a viridicatina e viridicatol.
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Tabela 18. Ensaio de fototoxicidade em cultura de fibroblastos 3T3 expressos em
MPE em dois experimentos independentes (n= 2).

Amostra  Experimento  MPE* Clso Clso  Probabilidade de apresentar

-UV  +UV toxicidade
1 0,421 Nd 28,88
Norfloxacina Fototéxico/ Nao citotéxico
2 0,345 Nd 32,61
1 0,576 Nd 20,47
EB CBD Fototéxico/ Nao citotéxico
2 0,682 Nd 6,87
1 0,788 Nd 3,33
CLVE Fototoxico/ Nao citotéxico
2 0,972 Nd 1,47
S 1 0,804 Nd 2,68 . . _
Viridicatina Fototoxico/ Nao citotéxico
2 0,719 Nd 3,80
o 1 0,566 Nd 4,00 _ _ _
Viridicatol Fototéxico/ Nao citotoxico
2 0,501 Nd 7,77

*De acordo com OECD (2019a) quando MPE<0,1 prediz: “nenhuma fototoxicidade”; MPE > 0,10 e <0,15
prediz:“provavelmente fototdxico” e MPE>0,15 prediz: “fototdxico”. Nd: valores ndo determinados na faixa de

concentragdo estudada.

Maciel et al. (2018) avaliaram a fotoestabilidade e fototoxicidade do fungo
endofitico Annulohypoxylon stygium isolado da macroalga vermelha Bostrychia
radicans e evidenciaram substancias com potenciais cromaéforos para serem utilizados
como filtros UVB em protetores solares, as fracbes ou substancias produzidas por A.
stygium nao foram fotoestaveis, porém ndo apresentaram fototoxicidade.

As amostras consideradas fototdxicas neste ensaio ndo devem ser descartadas
para comporem formulagcdes fotoprotetoras, pois a avaliacdo da fototoxicidade em
cultura de fibroblastos em monocamadas (3T3 NRU) estd superestimada, podendo
produzir resultados falso-positivos devido a falta de estrato cérneo. Por isso a
avaliacdo da fototoxicidade em modelos de pele reconstituida (3D) é importante, uma
vez que neste ensaio a penetracdo das substancias no estrato corneo € considerada
(KANDAROVA; LIEBSCH, 2017; GASPAR et al., 2017; TAVARES et al., 2020). Esses
modelos ja foram utilizados para avaliar os efeitos provocados pela radiacdo UV e
mostraram-se capaz de reproduzir aspectos importantes da inflamacao epidérmica,
remodelacdo da matriz dérmica, danos no DNA e hiperplasia regenerativa (ARMENTO
et al., 2015).
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Sendo assim, as amostras foram avaliadas também em modelos de pele
reconstituida (3D). Para este ensaio a viabilidade celular relativa foi calculada para
cada tecido como porcentagem da média dos tecidos em relagdo ao controle negativo
(n&o tratado). O cetoprofeno 3% foi utilizado como controle positivo apresentando uma
reducdo de aproximadamente 66% na viabilidade celular (viabilidade celular no +
UVA: 33,5%) quando comparado ao tecido néo irradiado (viabilidade celular no - UVA:
99,4%,) e o 6leo de gergelim foi utilizado como veiculo para incorporar as substancias
em estudo. Os ensaios foram realizados em triplicata, em trés experimentos
independentes. Uma substancia é considerada fototoxica quando a viabilidade celular
resulta em um valor inferior a 70%. Sendo assim, de acordo com os resultados
apresentados na Tabela 19, tanto a viridicatina (viabilidade celular + UVA: 106%),
quanto o viridicatol (viabilidade celular + UVA: 80%) foram considerados nao
fototéxicos em modelo de pele in vitro.

Os modelos de pele in vitro sdo mais permedaveis que a pele humana, o que
significa que eles dificilmente produzem resultados falso-negativos, o que é muito
importante na previsdo do potencial toxico de substancias desconhecidas como foi
ensaiado para as substancias viridicatina e viridicatol (KEJLOVA et al., 2007;
TAVARES et al., 2020).

Em um estudo realizado por Tavares et al. (2020), a fucoxantina, um
carotenoide isolado da macroalga antartica Desmarestia anceps, também apresentou
resultados de fototoxicidade quando submetida a ensaios em modelo de
monocamadas (3T3 NRU) e ndo-fototoxicidade em modelo de pele reconstituida (3D),
assim como os resultados apresentados pelas substancias viridicatina e viridicatol no

presente estudo.

Tabela 19. Ensaio de fototoxicidade em modelo de pele humana reconstituida 3D.

Viabilidade (%)

Amostras Resultado
x— UVA x + UVA
Nao tratado 100 114,6 Nao fototéxico
Cetoprofeno 3% 99,4 33,5 Fototoxico
Veiculo 104,6 119,9 Nao fototdxico
Viridicatina 0,01% 95,6 106,0 Nao fototdxico
Viridicatol 0,01% 91,6 80,0 Nao fototdxico

X: média da viabilidade celular; ndo irradiado (- UVA) e irradiado (+ UVA).
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2. 4. 3. 4. 4 Avaliacao da fotorreatividade

Os resultados obtidos no ensaio de fotorreatividade estdo apresentados na
Tabela 20. A quinina, controle positivo, mostrou-se fotorreativa com valores dentro dos
limites recomendados (OS: 319 a 583; AS: 193 a 385), assim como o salicilato de
octila, controle negativo ndo apresentou reatividade (OS: -5 a 11; AS: -8 a 20)
(JACVAM, 2013). A viridicatina foi considerada fracamente fotorreativa devido a
geragao de 24,17 + 0,83 de AS (20 < AS < 70), enquanto o viridicatol ndo levou a
geracédo de ERO expressivas (OS< 25 e AS < 20) sendo considerado nao fotorreativo.
A fraca ou ndo fotorreatividade das substancias ensaiadas pode estar relacionada
com a deslocalizacdo dos pares eletrbnicosm (pi) das ligacdes duplas dos anéis
aromaticos e também dos grupamentos -OH, -NH e carboxila (-C=0), o que promove
uma estabilidade as estruturas da viridicatina e viridicatol.

Alguns compostos que ndo sdo toxicos, podem se tornar reativos quando
expostos a luz levando a efeitos indesejaveis. No processo de fotossensibilizacao o
evento primario é a absorcao de fotons em A que geram a excitacado do cromoforo. A
energia de excitacdo é transferida para moléculas de oxigénio levando a geracéo de
ERO, dentre eles anion superoxido (AS) ou oxigénio simpleto (OS), que sdo as
principais espécies intermediarias na resposta fototoxica. Dessa forma, o ensaio de
fotorreatividade se baseia na geracdo de ERO, OS e AS, pelas substancias apos
irradiacdo com UVA, sendo que a geracao de SO é detectada pela descoloracdo do
RNO e AS pela reducdo do NBT acompanhadas por medidas espectrofotométricas
em 440 e 560 nm, respectivamente (JACVAM, 2013).

Tabela 20. Ensaio de fotorreatividade das solucfes teste contendo as substancias
viridicatina e viridicatol. Os resultados sédo expressos como média + desvio padrédo da
média.

Amostras OS (AAssonm x 10%)  AS (AAssonm X 10%) Classificacdo*
Quinina 395,50 + 11,83 263 + 32,83 Fotorreativo
Salicilato de octila 18,17 + 2,83 -3,17 £ 0,50 N&o fotorreativo
Viridicatina 6,67 £ 2,00 24,17 £ 0,83 Fracamente fotorreativo
Viridicatol 4,67 +1,33 4,67 + 4,00 N&o fotorreativo

*Fotorreativo: OS = 25 e AS 2 70; fracamento fotorreativo: 20 < AS <70 e nao fotorreativo: OS< 25 e AS < 20.
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2. 4. 3. 4.5 Ensaio de quantificacdo de ERO intracelulares induzida por radiacdo UVA
O efeito protetor das substancias viridicatina e viridicatol também foi avaliado
pela quantificacdo de ERO intracelulares imediatamente apos radiacdo UVA utilizando
sonda DCFH2-DA em queratinécitos HaCaT. O DCFH2-DA é comumente utilizado em
ensaios antioxidantes de células, sendo capaz de permear a membrana celular e
detectar ERO através de sua oxidacao intracelular (ANDOH et al., 2006). A radiacéo
das células com UVA (4 J cm™) leva a geracdo de ERO, que irdo oxidar o DCFH2 a
diclorofluoresceina (DCF) fluorescente permitindo monitorar a formagédo de ERO pelo
aumento da fluorescéncia (KALYANARAMAN et al., 2012; TAVARES et al., 2020).
De acordo com os resultados obtidos, o controle quercetina (10 ug mL™)
provocou uma reducao de 74% na geracéo de ERO, enquanto a norfloxacina (controle
positivo) aumentou significativamente a geracdo de ERO (46%), quando comparada
com as células irradiadas nao tratadas (NT + UV). A fracdo CLV E, em todas as
concentragbes analisadas, assim como o extrato bruto EB CBD a 2,5 ug mL™?, néo
apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) em relacdo a producao de ERO
intracelulares das células HaCaT quando comparadas ao controle ndo tratado e
irradiado com luz UVA (NT + UV). O viridicatol foi a substancia mais efetiva para inibir
a geracao de ERO em comparacdo com as amostras testadas, uma vez que reduziu
cerca de 35% a quantidade de ERO intracelular na concentragdo de 2,5 yg mL?

quando comparado com as células néo tratadas e irradiadas (NT + UV) (Figura 24).
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Figura 24. Quantificacdo de ERO intracelular induzidos por radiacdo UVA em células
HaCaT, resultados expressos em % de fluorescéncia. As células foram n&o-tratadas
irradiadas (NT + UV) ou nado-irradiadas (NT — UV) e; pré-tratadas com: quercetina (Q:
10 pug mLY), norfloxacina (N: 100 ug mL1), extrato bruto EB CBD, fracdo CLV E,
viridicatina e viridicatol (10; 5 e 2,5 pg mL™?). Os resultados sdo expressos como média
+ desvio padrdo da média de trés experimentos independentes (n=3). A andlise
estatistica foi realizada por meio de one-way ANOVA seguida do teste de Tukey.
*Estatisticamente diferente do grupo NT + UV (p < 0,05).
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Seguindo o0 mesmo mecanismo da sonda DCFH2-DA, porém aplicando as
substancias viridicatina e viridicatol em modelo de pele reconsituida (3D) foi possivel
qguantificar as ERO intracelulares induzidas por radiagdo UVA. Os resultados
demonstraram que a radiacdo UVA aumentou a geracdo de ERO no controle néo-
tratado irradiado (NT +UV) quando comparado ao controle ndo-tratado nao-irradiado
(NT -UV) (p < 0,05). O viridicatol (VL +UV) demonstrou aumentar a producéo de ERO
no modelo pele quando irradiado, de forma ndo significativa e, portanto, na
concentracdo ensaiada nédo foi capaz de proteger o modelo de pele, enquanto a
viridicatina (VD +UV) apresentou tendéncia de reducédo da producdo do ERO induzida
pela radiacdo UVA, porém a reducao observada em relacdo ao controle NT +UV néo
foi considerada significativa (p > 0,05) (Figura 25).
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Figura 25. Quantificacdo de ERO intracelular induzidos por radiacdo UVA em modelo
de pele reconstituida (3D), resultados expressos em % de pixels/area de intensidade
de fluorescéncia. Os modelos de pele foram pré-tratados com: 6leo de gergelim como
controle do veiculo (Oleo +UV), viridicatina (VD +UV) e viridicatol (VL +UV) a 100 pg
mL1 em 6leo de gergelim ou néo tratadas para os controles +UV (NT +UV) e -UV (NT
-UV). Os resultados s@o expressos como média + desvio padrdo da média em
triplicata, em trés experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada por
meio do one-way ANOVA seguida do teste de Tukey. *Estatisticamente diferentes do
grupo NT +UV (p < 0,05).
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A diferenca encontrada nos ensaios de inibicdo de ERO em monocamadas
versus pele 3D pode estar relacionada ao préprio estrato cérneo que atua como
barreira de penetracdo de substancias na epiderme viavel. A viridicatina, apesar de
apresentar menor atividade antioxidante no modelo em monocamadas, por ser mais
lipossoluvel que o viridicatol, apresentou maior atividade na inibicdo de ERO na pele,
nas concentracdes estudadas.

Assim, ao se analisar todos os resultados do potencial fotoprotetor e
antioxidante, podemos observar que a viridicatina e o viridicatol apresentaram
absorcdo no ultravioleta, principalmente na regido de UVB e UVA-2, foram
fotoestaveis, ndo ou fracamente fotorreativos e n&o fototoxicos em modelo de pele
reconstituida. Também foram capazes de inibir a producdo de ERO intracelulares
induzidas por radiagdo UVA em células HaCaT e apresentaram tendéncia em inibir
ERO em modelo de pele reconstituida, nas concentragfes estudadas. Resultados
estes que demonstram seu potencial para serem melhores estudadas e incorporadas,
por exemplo, em formula¢cdes cosmeéticas fotoprotetoras e/ou antioxidantes como

demonstrado no trabalho de Tavares et al. (2020). Neste estudo o filtro solar contendo
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o composto fucoxantina a 0,5% (p/v) foi capaz de reduzir de forma significativa a
geracdo de ERO apés radiacdo UVA guando comparado ao controle ndo tratado

irradiado (NT +UV) e também ao filtro sem a fucoxantina.

2. 4. 3. 5 Atividade imunomoduladora

Além das atividades ja mencionadas o extrato bruto EB CBD, fracdes obtidas
por CLV (CLV AB-l) e as substéancias isoladas viridicatina e viridicatol também foram
avaliados quanto ao potencial de regulacdo da producao de ERO pelo metabolismo
oxidativo de neutrofilos humanos principalmente em respostas inflamatorias agudas.

Para o ensaio de quimiluminescéncia foi utilizado como sonda o luminol
(QLIum) e PMA 10" M como estimulo independente de receptores de membrana. Para
o controle negativo (reacao espontanea), os neutrofilos foram incubados somente com
a sonda quimiluminescente e para o controle positivo da reacdo, as ceélulas foram
incubadas com o estimulo de ativacdo (PMA). Dessa forma, o controle negativo
mimetiza o estado saudavel do organismo, de modo que, mesmo nao havendo
infeccdo e/ou inflamacéo, os neutrofilos produzem quantidades muito baixas de ERO.
Enquanto, no controle positivo, os neutréfilos sdo estimulados a produzir ERO pela
adicdo do PMA, de modo que essas células produzam o maximo de ERO,
mimetizando um estado de infec¢ao e/ou inflamacdo do organismo. Portanto, quanto
mais proximo os resultados estdo no controle negativo, maior € a capacidade
imunomoduladora do composto, visto que neste experimento a amostra é colocada
em contato com neutréfilos estimulados por PMA.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 26, o extrato bruto EB
CBD foi capaz de reduzir a producdo de ERO nas concentra¢gfes de 112,50 e 56,25
ug mL* e para as fracdes, aquelas que apresentaram melhores resultados foram: CLV
E, CLV G e CLV H, sendo a fracdo CLV H a melhor dentre estas, pois foi capaz de
reduzir a producéo de ERO pelos neutréfilos humanos em uma menor concentracao,
de 14,06 ug mL* (Fig. 27A). Dentre as substancias isoladas, a viridicatina apresentou
melhores resultados quando comparada com o viridicatol, uma vez que foi capaz de
reduzir a producdo de ERO a 50 pug mL*?, enquanto o viridicatol ndo reduziu de
maneira significativa a produc¢do das ERO por neutréfilos humanos em comparacao
com 0 grupo controle positivo, quando os neutroéfilos estdo estimulados por PMA a
produzirem ERO (Fig. 27B).
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Figura 26. Avaliacdo do efeito do extrato bruto EB CBD na producdo de ERO pelo
metabolismo oxidativo dos neutréfilos humanos. Os resultados sdo expressos como
meédia + desvio padrao da média em triplicata, em trés experimentos independentes.
Controle negativo: neutrofilos e controle positivo: neutrdfilos + PMA. A analise
estatistica foi realizada por meio do one-way ANOVA seguida do teste de Tukey.
*Estatisticamente diferentes do grupo controle positivo (p < 0,05).
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humanos. Controle negativo: neutrofilos e controle positivo: neutréfilos + PMA. A
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Os metabdlitos secundarios (N11) de uma bactéria marinha (Pseudomonas sp.)
inibiram significativamente a geracdo de anion superoxido, um tipo de ERO e a
atividade de elastase em neutrofilos ativados por FMLP (Formil-L-metionil-L-leucil-
fenilalanina) com valores de Clso de 0,67 + 0,38 e 0,84 + 0,12 pug mL7,
respectivamente. Porém, N11 nao foi capaz de inibir a geracdo de ERO em neutrdfilos
estimulados por PMA, que é um ativador especifico da proteina quinase C (PKC)
(YANG et al., 2014). No entanto, hidroquinonas sesquiterpénicas como avarol e
avarona, isoladas da esponja marinha Dysidea avara foram capazes de suprimir a
geracdo de superoxido em neutréfilos estimulados por FMLF ou PMA em leucécitos
peritoniais de ratos (aproximadamente 80% de neutréfilos) (FERRANDIZ et al., 1994).

A utilizacdo do neutréfilo como alvo de estudo neste trabalho surge a partir do
papel fundamental que esta célula desempenha no cenario de processos inflamatoérios
cronicos, como por exemplo, na doenc¢a Lupus Eritematoso Sistémico (LES). Neste
caso ha deposicao de imunocomplexos — que nao sao solubilizados de forma eficiente
pelo sistema complemento, gerando depdsitos pesados no endotélio — ha a fagocitose
ineficiente, levando a ativacdo do neutréfilo por receptores destinados ao
reconhecimento do fragmento cristalizavel (Fc) dos anticorpos, mobilizando a
formacdo do complexo NADPH-oxidase na membrana (MARZOCCHI-MACHADO;
LUCISANO-VALIM,1997).

Tendo em vista a importancia dos neutréfilos como potenciais produtores de
substancias oxidantes e a necessidade do controle redox em determinadas situagoes,
0s metabalitos obtidos a partir do fungo endofitico P. echinulatum podem apresentar
uma alternativa para controlar o desbalanc¢o oxidativo desencadeado em decorréncia
da alta formacéo e deposicdo desses imunocomplexos no endotélio por meio do seu

potencial imunomodulador.

2. 4. 3. 6 Atividade antimicrobiana

Os extratos brutos EB CBD e EB Czapek e seus controles foram avaliados
guanto a potencial atividade antimicrobiana por determinacéo da CIM e CBM frente
aos microrganismos: S. aureus, S. saprophyticus, P. aeruginosa, E. coli, P. mirabilis e
C. albicans. Este ultimo foi avaliado apenas para EB CBD e seu controle. Os
resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 21 e apenas o EB CBD evidenciou
moderada atividade para o microrganismo P. mirabilis (CIM: 200 ug mL* e CBM: 400
ug mL?Y). Dessa forma, as fragGes obtidas apés fracionamento do EB CBD por CLV
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foram avaliadas apenas para P. mirabilis como apresentado na Tabela 22 e apenas
as fracbes CLV C e D apresentaram atividade fraca com valores de CIM e CBM de 50
e 100 pg mL2,

Em um estudo realizado por Li e colaboradores (2014a) foram obtidos cinco
meroterpenos do cultivo de P. echinulatum, o qual foi isolado da superficie estéril da
alga vermelha Chondrus ocellatus. As cinco substancias isoladas (arisugacina C, G,
J, K e territrem C) foram avaliadas quanto a atividade antimicrobiana frente aos
microrganismos E. coli e S. aureus, e arisugacina K mostrou atividade contra E. coli.

Abdel-Hadi e colaboradores (2015) realizaram investigacdo quimica do fungo
Penicillium aurantiogriseum derivado de sedimentos marinhos do mar Mediterraneo e
isolaram a viridicatina e desidrociclopeptina, além de uma fragdo composta por uma
mistura de dois esteréis. Em um ensaio antimicrobiano realizado nesse estudo, a
viridicatina apresentou potente atividade contra o principal agente causador da
tuberculose, a bactéria Mycobacterium tuberculosis. Em outro estudo com fungo
isolado de sedimento marinho, o extrato bruto AcOEt do fungo Penicillium
aurantiogriseum exibiu significativa atividade contra S. aureus e Fusarium solani,
moderada atividade contra Bacillus cereus, B. subtillus, Salmonella sp., Alternaria
alternata e A. ochraceus e baixa atividade contra Aspergillus flavus.

As doencas infecciosas bacterianas e flngicas sdo importantes causas de
mortes no mundo e a resisténcia microbiana a antibidticos principalmente pela vasta
utilizacdo de antibidticos agrava essas causas. Portanto, é importante destacar a
necessidade de emprego de novas estratégias antibacterianas com pesquisa de
novas moléculas com propriedades antibidticas (FORSYTH, 2013; SILBER et al.,
2016).Diversos estudos mostram o potencial dos organismos marinhos na obtencao
de produtos bioativos, indicando ser uma fonte relevante para a busca de novos
agentes antimicrobianos, como exemplo classico podemos citar o descobrimento da
cefalosporina C, isolada do fungo marinho Cephalosporium acremonium (SILBER et
al., 2016).
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Tabela 21. Resultados da atividade antimicrobiana dos extratos brutos EB CBD e EB
Czapek e seus controles.

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Amostra CIM (ug mL™?) CBM (ug mL™)
EB CBD 400 400
Controle EB CBD =400 =400
EB Czapeck 2400 2400
Controle EB Czapeck 2400 2400
Penicilina G 0,0576 0,0576
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305
EB CBD 2400 2400
Controle EB CBD 2400 2400
EB Czapeck 2400 2400
Controle EB Czapeck 2400 2400
Penicilina G 0,230 0,230
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
EB CBD 2400 2400
Controle EB CBD 2400 2400
EB Czapeck 2400 2400
Controle EB Czapeck 2400 2400
Estreptomicina 0,092 0,092
Escherichia coli ATCC 25922
EB CBD 2400 2400
Controle EB CBD 2400 2400
EB Czapeck 2400 2400
Controle EB Czapeck 2400 2400
Estreptomicina 0,023 0,046
Proteus mirabilis ATCC 29906
EB CBD 200 400
Controle EB CBD 2400 2400
EB Czapeck 400 2400
Controle EB Czapeck =400 2400
Estreptomicina 0,36875 0,36875
Candida albicans ATCC 10231
EB CBD 200 400
Controle EB CBD =400 2400

Fluconazol 16 32
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Tabela 22. Resultados da atividade antimicrobiana das fragbes CLVAB-I frente ao
microrganismo P. mirabilis ATCC 29906.

Amostra CIM (ug mL™) CBM (ug mL™)
CLV AB 400 400
CLvC 50 50
Estreptomicina 0,046 0,092
CLVD 100 100
CLVE 400 400
Estreptomicina 0,092 0,092
CLVF 2400 2400
CLVG =400 2400
Estreptomicina 0,092 0,092
CLVH 2400 2400
CLV I =400 2400
Estreptomicina 0,046 0,046

2. 4. 3.7 Avaliagdo da toxicidade

A estimativa da toxicidade de produtos quimicos, biocidas, pesticidas e
cosmeéticos é essencial para reduzir o risco de exposi¢cao do ser humano a substancias
perigosas que podem causar determinadas doencas. Por isso, esses testes sao
essenciais e cada vez mais, existem iniciativas para reduzir o uso de mamiferos para
avaliacao da toxicidade. As larvas da Galleria mellonella sédo consideradas tecnologias
nao-animais e que refletem aspectos da complexidade do organismo mamifero e séo
aceitas como uma alternativa ética para as pesquisas (LIONAKIS, 2011; CHAMPION;
WAGLEY; TITBALL, 2016, TSAI; LOH; PROFT, 2016; ALLEGRA et al., 2018). Por
exemplo, G. mellonella possui um sistema imunol6gico inato que é estrutural e
funcionalmente semelhante ao dos mamiferos (BROWNE; HEELAN; KAVANAGH,
2013; WOJDA, 2017).

Maguire e colaboradores (2016) utilizaram larvas de G. mellonella para medir a
toxicidade relativa de oito conservantes alimentares e foi demonstrada uma correlagéo
entre os valores de DLso em larvas de G. mellonella e em camundongos. Outro estudo
analisando a toxicidade aguda de dezenove produtos quimicos utilizando as larvas de
G. mellonella concluiu que alguns desses produtos foram melhor previstos quando
ensaiados em larvas de G. mellonella do que nos sistemas de culturas de células.

Além disso, os autores ressaltaram que uma avaliacdo robusta da toxicidade quimica
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deve levar em consideracédo a avaliagdo da toxicidade em culturas de células e em
larvas de G. mellonella (ALLEGRA et al., 2018).

Dessa forma, os metabdlitos mais promissores extraidos do fungo P.
echinulatum no presente estudo, a viridicatina e o viridicatol foram avaliados quanto a
sua toxicidade em modelo de animal invertebrado. De acordo com os resultados
obtidos, tanto a viridicatina (3,2 a 400 mg Kg), quanto o viridicatol (3,2 a 2000 mg Kg-
1) em todas as concentracGes analisadas ndo apresentaram toxicidade para o modelo
animal G. mellonella (Fig. 28).

Figura 28. Curva de sobrevivéncia das larvas Galleria mellonella apds inoculacéo de
diferentes concentragdes das substancias viridicatina (A) e viridicatol (B).
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2.5 CONCLUSOES

A principio foram isolados e identificados dois fungos associados a macroalga
parda A. utricularis, o Aspergillus unguis e o Penicillum echinulatum, ambos
filamentosos. Posteriormente, outras 17 linhagens fangicas foram isoladas de
amostras de A. utricularis coletadas em diferentes regides da Antartica, as quais se
encontram codificadas e armazenadas no LQOAM-NPPNS-USP para utilizagdo em
trabalhos posteriores.

O cultivo do fungo P. echinulatum em meio BDC apresentou maior nimero de
metabdlitos quando comparado com o cultivo em meio Czapek caldo. O estudo
quimico das fracdes CLV E, F e H proporcionou o isolamento de oito substancias,
identificadas como ciclopenina (CLV E-4 p1, CLV F p2), desidrociclopeptina (CLV E3-
4 p2), viridicatina (CLV E3-4 p3, CLV E 6-20 p1, CLV F p5, CLV H p4), ciclopenol (CLV
F pl), viridicatol (CLV F p3, CLV H p3) e ciclopeptina (CLV F p4), além de um par de
diasteroisdbmeros inéditos que encontram-se em processo final de elucidacdo
estrutural (CLV H pl e p2).

Para todas as atividades bioldgicas avaliadas o extrato bruto EB BDC
apresentou maior atividade em comparacdo ao EB Czapek, exceto para atividade
leishmanicida. Dentre as fracdes obtidas por CLV do EB BDC, a fracdo CLV E foi mais
promissora para as atividades leishmanicida e antimalérica e as fracées CLV C, D e
E apresentaram atividade anti-Neospora.

Para as substancias isoladas, a viridicatina e o viridicatol apresentaram
atividade leishmanicida frente a forma amastigora de L. amazonensis, sendo que o
viridicatol (Clsoama de 8,40 £ 0,20 uM) apresentou melhor valor de Clsoama quando
comparado a viridicatina (Clsoama de 17,0 + 0,6 pM). No ensaio de inibicdo da enzima
CPB, apenas a viridicatina apresentou atividade (Clsode 11,5 =+ 0,5 uM). Em relacéo
a atividade antimalarica os compostos minoritarios da fragdo CLV E, ciclopenina (Clso
de 3,37 = 0,64 uM) e desidrociclopeptina (Clso de 5,95 + 1,71 uM) apresentaram
resultados: ativa e moderadamente ativa, respectivamente. Para o0 ensaio de
proliferagdo do parasita N. caninum, apenas a viridicatina apresentou atividade com
valor de Clso de 9,3 + 0,1 uM. Além disso, a viridicatina e o viridicatol foram capazes
de inibir a atividade peroxidase da enzima rNcPrx (de N. cananium) em todas as
concentracbes analisadas (80 - 1,5 uM), com valores de porcentagem de inibicdo
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10,08 £ 3,18 a 13,52 + 3,67 % para viridicatina e de 6,17 + 1,41 a 19,85 £+ 2,02 % para
o viridicatol.

Os resultados para atividade fotoprotetora foram publicados em Abril/2021 no
artigo intitulado “In Vitro Evaluation of the Photoprotective Potential of Quinolinic
Alkaloids Isolated from the Antarctic Marine Fungus Penicillium echinulatum for
Topical Use” no periddico Marine Biotechnology. Resumidamente, as substancias
viridicatina e viridicatol apresentaram absor¢cdo nas regides UVA-Il e UVB, foram
consideradas fotoestaveis apds irradiacdo UVA e apresentaram potencial fototoxico
em 3T3 NRU PT, porém nao foi observada fototoxicidade no modelo de pele huma
reconstituida 3D (reducéo da viabilidade celular < 30%) para ambas substancias. A
viridicatina foi considerada fracamente fotorreativa, enquanto o viridicatol né&o
apresentou fotorreatividade; ambos inibiram a geracédo de ERO induzida por UVA em
células HaCaT, embora o viridicatol ndo tenha sido capaz de proteger o modelo de
pele reconstituido 2D contra a producao de ERO induzida por UVA.

Para atividade imunomoduladora, o extrato bruto EB CBD foi capaz de reduzir
a producdo de ERO nas concentracées de 112,50 e 56,25 ug mL* e para as fragoes,
aguelas que apresentaram melhores resultados foram: CLV E, CLV G e CLV H, sendo
a fracdo CLV H a melhor dentre estas (14,06 pg mL).Para as substancias isoladas,
a viridicatina apresentou melhores resultados quando comparada com o viridicatol,
uma vez que foi capaz de reduzir a producdo de ERO a 50 pg mL™, enquanto o
viridicatol ndo reduziu de maneira significativa a producédo das ERO por neutrofilos
humanos em comparagcdo com o grupo controle positivo.

O extrato bruto EB CBD apresentou atividade moderada para o microrganismo
P. mirabilis (CIM: 200 pg mL e CBM: 400 pug mL) e dentre as fragGes analisadas
apenas CLV C e D apresentaram fraca atividade frente a este microrganismo, com
valores de CIM e CBM de 50 e 100 pug mL™, respectivamente.

Finalmente, na avaliagdo da toxicidade em modelo animal invertebrado (G.
mellonella), tanto a viridicatina (3,2 a 400 mg Kg), quanto o viridicatol (3,2 a 2000 mg
Kg?) ndo apresentaram toxicidade em todas as concentragdes analisadas.

Os resultados obtidos neste trabalho trazem dados quimicos e de atividades
bioldgicas que evidenciam o potencial biotecnoldgico dos metabdlitos biosintetizados

pelo fungo P. echinulatum associado a macroalga antartica A. utricularis.
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CAPITULO I

Avaliacdo da interacao quimica do cultivo misto entre a linhagem
de cianobactéria CENA 556 Geitlerinema sp. com o fungo marinho

Penicillium echinulatum
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3. CAPITULO 1l - Avaliacdo da interacdo quimica do cultivo misto entre a
linhagem de cianobactéria CENA 556 Geitlerinema sp. com o fungo marinho

Penicillium echinulatum

3.1 INTRODUCAO

3. 1.1 Cianobactérias marinhas

As cianobactérias marinhas filamentosas sdo microrganismos procariontes,
pois ndo apresentam nucleo ou estruturas definidas e estdo presentes em diversos
ecossistemas, como o terrestre, marinho, fluvial, glacial, deserto e aguas termais
(GERWICK; FENNER, 2013; PARTENSKY; HESS; GARCZAREK, 2022). Elas sao os
organismos mais primitivos da Terra, conhecidas antigamente como algas verde-
azuladas desempenham um papel vital como fontes primarias de oxigénio e como
agentes fixadores de nitrogénio em ambientes aquaticos. De fato, as propriedades de
fixacdo de oxigénio desses organismos tornaram possivel a vida na Terra bilhdes de
anos atras (SINGH et al., 2016; KHALIFA et al., 2021). As cianobactérias podem ainda
existir em simbiose com outros organismos marinhos, como os fungos, corais,
esponjas, acidias, moluscos, dentre outros (GERWICK; FENNER, 2013; TAN et al.,
2020; MUTALIPASSI et al., 2021; PARTENSKY; HESS; GARCZAREK, 2022).Como
descrito anteriormente, elas agem como agentes fixadores de nitrogénio e liberadores
de carbono orgéanico dissolvido que beneficiam seus hospedeiros, produzindo também
metabdlitos especializados defensivos que evitam que eles sejam atacados por
predadores. Um dos principais organismos hospedeiros de cianobactérias sdo as
esponjas, por exemplo, o filo bacteriano mais encontrado nas diferentes esponjas do
Golfo Pérsico foram as cianobactérias, constituindo mais de 44% da diversidade total
de bactérias (NAJAFI; MORADINASAB; NABIPOUR, 2018).

A pesquisa de produtos naturais provenientes de cianobactérias marinhas
revelou sua impressionante capacidade biossintética na producdo de metabdlitos
secundarios bioativos estruturalmente novos. De acordo com Leé&o et al. (2012), a alta
taxa de sucesso de cianobactérias marinhas na colonizagdo de diferentes habitats
aquaticos pode ser atribuida aos papéis ecologicos desses compostos, como protecao
contra radiacdo UV, alelopatia e sinalizacéo. Cerca de 550 metabolitos secundarios ja
foram relatados de diversos géneros de cianobactérias, incluindo Lyngbya, Moorea,
Symploca e Oscillatoria (DEMAY et al., 2019; TAN et al., 2020). A maioria dessas
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biomoléculas contém nitrogénio e sédo produtos de enzimas biossintéticas modulares,
como as sinteses de peptideos nao ribossomais (do inglés non-ribosomal peptide
synthetases - NRPS), sintases de policetideos (polyketide synthases- PKS) e NRPS-
PKS hibridas (KLEIGREWE et al., 2016).

Esses organismos marinhos sdo conhecidos ha muito tempo por produzirem
eficientes metabdlitos especializados em defesa quimica de diferentes classes, como
lipopeptideos, alcaloides, depsipeptideos, macrolideos/lactonas, peptideos, terpenos,
polissacarideos, lipidios e policetideos (DEMAY et al., 2019). Tais substancias
apresentam diversas atividades biolégicas significativas, incluindo propriedades
antibacterianas, antifangicas, anticancerigenas, antituberculose, imunossupressoras,
anti-inflamatorias, antiparasitarias e antioxidantes (TAN et al., 2020; KHALIFA et al.,
2021). A apratoxina D, isolada de Lyngbya sp., apresenta forte citotoxicidade contra
células de cancer de pulmio humano (GUITIERREZ et al., 2008). Enquanto, a
simplocamida A que foi isolada da cianobactéria marinha Symploca sp. mostrou
citotoxicidade para células de neuroblastoma e células de céncer de pulméao
(LININGTON et al., 2008). Outros exemplos de substancias isoladas de cianobactérias
com propriedades citotoxicas sdo largazol, curacina A e coibamida A (Fig. 29)
(MONDAL et al., 2020). Podemos citar também acédo neuromoduladora apresentada,
por exemplo, pela antilatoxina, calquitoxina e jamaicamida A (ARAOZ; MOLGO:;
TANDEAU DE MARSAC, 2010) e ainda agdo anti-infecciosa como as almiramidas e
galinamida A (Fig. 30) (SANCHEZ et al., 2010; BOUDREAU et al., 2019).

Algumas das substancias isoladas de cianobactérias marinhas e seus analogos
mostraram resultados interessantes e foram utilizados com sucesso em ensaios
clinicos de fases Il ou Ill, como a soblidotina, dolastatinas 10 e 15, cemadotina e
tasidotina (Fig. 31). Além das aplicacdes médicas para diversas doencas humanas,
as cianobactérias também estdo sendo amplamente estudadas focando em
aplicacbes biotecnoldgicas, tais como em cosméticos, suplementos alimentares,
producdo de bioplasticos, tratamento de &agua, producdo de hidrogénio e
nanobiotecnologia (KHALIFA et al., 2021).

Esses dados evidenciam a riqueza de metabdlitos biologicamente ativos
produzidos e isolados a partir das cianobactérias marinhas, o que ressalta a

importancia de estudar esses organismos.
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Figura 29. Substancias isoladas de cianobactérias marinhas com atividade citotoxica.
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Figura 30. Substancias isoladas de cianobactérias marinhas com atividades
neuromoduladora e anti-infecciosa.
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Figura 31. Substancias isoladas de cianobactérias marinhas que apresentaram
resultados promissores em estudos clinicos de fase Il ou lll.
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3.1.1.10 género Geitlerinema

O primeiro relato do género foi publicado por Anagnostidis em 1989, suas
espécies sao descritas como filamentosas, homocitadas, pertencentes a ordem
Oscillatoriales. As principais caracteristicas deste género que o diferenciam de outros
sao finos e cilindricos tricomas (< 6 um), intensa motilidade de deslizamento com
oscilacdo e rotacao e falta de material da bainha. Os tricomas relativamente finos com
varios tipos de atenuacdo e flexdo de células terminais nunca estdo firmemente
aderidos a qualquer substrato. A posicdo dos tilacoides nas células é em principio
parietal, mas com numerosas irregularidades e especificidades (Fig. 32) (JOHANSEN
et al., 2017).

Ha poucos relatos na literatura a respeito das substancias isoladas a partir do
género Geitlerinema. Em estudo recente publicado pelo grupo de pesquisa, da Silva
e colaboradores (2020) descrevem o processo de identificacdo da linhagem de
cianobactéria CENA 556, a mesma utilizada no presente estudo, além de relatar o
isolamento de cinco nucleosideos (uridina, 2’-deoxiuridina, timidina, adenosina e 2’-
deoxiadenosina) conhecidos com atividade bioldgica e dois aminoacidos (D-leucina e
L-fenilalanina). Foram realizadas também andlises de CG-EM da linhagem CENA 556
(Geitlerinemasp.) demonstrando diferentes classes de substancias nao-polares com

predominéncia dos hidrocarbonetos octadecano e neofitadieno.



97

Figura 32. Fotomicrografia da linhagem de cianobactéria CENA 556 Geitlerinema sp.
isolada do perifiton no litoral brasileiro. Barra representa 20 pm.

Fonte: DA SILVA et al., 2020.

Caicedo e colaboradores (2012) identificaram dois extrametabdlitos bioativos
obtidos do cultivo de Geitlerinemasp., o alcoloide inddlico harmane e o composto
fendlico 4,4’-diidroxibifenil. Outras substancias ja isoladas de espécies de
Geitlerinema foram: swinholida A (ANDRIANASOLO et al., 2005), mitsoamida (Fig.
33) (ANDRIANASOLO et al., 2007) e o pigmento ficocianina (PATEL et al., 2017,
RENUGADEVI et al., 2018). Extratos brutos e fragdes de linhagens de Geitlerinema
sp. apresentaram atividade antimicrobiana e antitumoral (CAICEDO et al., 2012;
SRIVASTAVA et al.,, 2015), o que evidencia seu potencial para producdo de

substancias bioativas.

Figura 33. Substancias isoladas de cianobactérias do género Geitlerinema.

H
N

Harmane 4.4’-diidroxibifenil

'b

o i WMUJW Ay ﬁr“' =

Swinholida A

Continua...



98

Mitsoamida

3. 1. 2 Cultivo misto entre cianobactérias e fungos

Como descrito anteriormente as cianobactérias podem ser encontradas em
diversos ambientes em simbiose com uma variedade de organismos hospedeiros
trazendo vantagens ou desvantagens para os organismos envolvidos (MUTALIPASSI
et al., 2021).

Além das ja citadas interacdes entre as cianobactérias e esponjas (THACKER,
2005), corais (LESSER et al., 2004; OSWALD et al., 2007; WEGLEY et al., 2007
OSLON et 2009), ouricos do mar (BALAKIREV; PAVLYUCHKOV; AYALA, 2008),
ascidias (TIANERO et al., 2015; BAUERMEISTER et al., 2018) e moluscos
(ZHUKOVA et al., 2012; LIN et al., 2013; DISTEL et al., 2017); estes organismos
também estdo sendo estudados em cultivos mistos com fungos. Na natureza essas
interacbes em sistema de simbiose em associacbes mutualisticas entre
cianobactérias e fungos sdo denominadas de liquens (JIANG et al., 2020).

Sistemas de cultivo misto estdo se tornando amplamente utilizados como
plataformas biologicas para imitar as interacfes célula-célula presentes em sistemas
naturais, como os liquens, bem conhecidos por sua capacidade de sobreviverem
condicbes ambientais extremas e por produzirem uma variedade de metabolitos
secundarios que exibem diversas atividades bioldégicas como potenciais bioquimicos,
biocombustiveis ou produtos farmacéuticos (OKSANEN 2006; HOM; MURRAY, 2014;
SANTOS; REIS, 2014; AANEN; BISSELING, 2014; EYMANN et al. 2017; GOERS;
FREEMONT; POLIZZI, 2018).

Um exemplo de aplicagc&o biotecnoldgica da associacao entre cianobactérias e

fungos foi descrito por Angelin e Kavitha (2020), onde exopolissacarideos (EPSs)
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foram produzidos por diversas espécies de fungos. Este grupo de substancias sao
responsaveis pela atividade imunomoduladora no sistema imunolégico humano, via
NF-kB e MAPK. A producéo de EPSs pdde ser aumentada em até 30% no cultivo
misto entre cianobactérias e fungos quando comparados as monoculturas (ANGELIS
et al., 2012).

O aumento dos niveis de biomassa também foi observado em cultivo misto
entre a cianobactéria Nostoc e o fungo Aspergillus nidulans, neste estudo os niveis de
biomassa foram 73% superiores as monoculturas de Nostoc. Além disso, o co-cultivo
cresceu de forma estavel em aguas residuais ao longo de cinco semanas. Os autores
sugerem que A. nidulans pode ter conferido protecdo a cianobactéria Nostoc neste
ambiente hostil, podendo-se estender a aplicacdo deste liquen artificial para o
tratamento de aguas residuais (JIANG et al., 2020).

O cultivo misto em laboratério do fungo Trichoderma citrinoviride e a
cianobactéria Microcystis aeruginosa foi capaz de inibir o crescimento da mesma, bem
como a producdo de microcistinas, que sdo substancias toxicas quando ocorrem
floracBes (crescimento excessivo de cianobactérias com liberagdo de cianotoxinas
prejudiciais para os seres humanos e a vida aquatica) (MOHAMED; HASEHM,;
ALAMRI, 2014).

Esses dados demonstram a importancia de interacdes entre as cianobactérias
com diferentes organismos com potenciais aplicagdes biotecnoldgicas. Ainda, a
possivel producéo de novas substancias deve ser melhor explorada e estudada, visto
gue sao poucos 0s relatos na literatura principalmente de interacbes entre

cianobactérias e fungos.

3. 1. 3 Dengue

A Dengue é uma infeccdo viral transmitida principalmente por fémeas do
mosquito Aedes aegypti, considerada uma doenca negligenciada e comum em paises
de climas quentes e tropicais. A infeccéo € causada por qualquer um dos quatro virus
da dengue, denominados sorotipos, e estes podem levar a um amplo espectro de
sintomas, incluindo alguns que sao extremamente leves, as vezes imperceptiveis até
aqueles que podem exigir intervengcdo meédica, hospitalizagdo e em casos graves,
pode ocorrer fatalidades (OMS, 2022c).

N&o ha tratamento para a infeccdo, portanto a Organizagcdo Mundial da Saude

indica que o combate ao mosquito transmissor é a estratégia mais eficiente para
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controle e prevencao desta doenca. Algumas técnicas que atuam nas fases imaturas
(ovo, larva e pupa) e na fase adulta ja estdo sendo utilizadas para o combater o
mosquito transmissor (BENELLI, 2015).

Inseticidas sintéticos altamente toxicos como organofosforados, piretroides e
carbamatos tém sido historicamente utilizados no combate ao mosquito, atuando
principalmente em larvas de insetos (BENELLI; JEFFRIES; WALKER, 2016).

No Brasil, o Programa Nacional de Controle a Dengue tem promovido a
substituicdo desses compostos sintéticos por outros que sdo menos prejudiciais ao
meio ambiente. Os organofosforados (malation, fenitrotione temefds) foram
substituidos inicialmente pelos organoclorados, que por sua vez foram substituidos
por piretroides (cipermetrina e deltametrina). No entanto, esses compostos ainda
apresentam alguma toxicidade, colocando em perigo populagbes de insetos
polinizadores, animais e o meio ambiente (SILVERIO et al., 2020; PILON et al., 2022).

Portanto, esforcos tém sido feitos para obter produtos de origem natural com
atividade contra A. aegypti, como a utilizacao de piretro (extrato de plantas derivado
do Crisantemo) e 6leo de nim; embora nenhum desses produtos foram aprovados ou
autorizados pelos 6rgaos reguladores brasileiros até o momento para uso comercial.
A literatura relata o potencial de diversos inseticidas naturais, principalmente os de
ac&o antimicrobiana e de origem vegetal (SILVERIO et al., 2020; SILVA et al., 2020;
PILON et al., 2022), porém séo poucos os relatos de produtos naturais provenientes
de organismos marinhos com agao inseticida.

De maneira geral as substancias de origem marinha que apresentam atividade
inseticida séo os alcaloides, terpenos, flavonoides, fenadis, acidos graxos, peptideos e
proteinas (SONG et al.,, 2021). Dentre os organismos marinhos que ja foram
estudados em relagéo a sua atividade frente ao mosquito A. aegypti, podemos citar
principalmente as algas marinhas (MANILAL et al., 2011; ALl et al., 2012; MINICANTE
et al., 2017; SUGANYA et al., 2019).

Em estudo recente publicado por Hou e colaboradores (2021), o extrato ACOEt
do fungo marinho Penicillium brefeldianum mostrou atividade larvicida promissora
contra A. aegypti (CLso de 0,089 mg mL?) e as substancias isoladas, paspaline e
fumitremorgina A apresentaram valores de ClLso de 0,452 e 0,337mg mLY,
respectivamente.

Uma das vantagens dos produtos naturais marinhos no desenvolvimento de

produtos inseticidas € a presenca de elementos halogenados, sulfetos e nitratos
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bastante comuns em suas estruturas quimicas e geralmente raro em produtos naturais
terrestres; € importante destacar que esses elementos estdo presentes na maioria dos
inseticidas sintéticos eficazes de uso comercial (CHEN et al., 2019; KELLER et al.,
2020; SONG et al., 2021). Sendo assim, justifica-se a busca por inseticidas de origem
natural provenientes de organismos marinhos na tentativa de garantir alternativas de

produtos inseticidas mais ecolégicos.
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3. 2 OBJETIVOS

3. 2. 1 Objetivo geral

Avaliar a interacdo quimica e o potencial larvicida (Aedes aegypti) do cultivo

misto entre a linhagem de cianobactéria CENA 556 Geitlerinema sp. e o fungo marinho

Penicillium echinulatum.

3. 2. 2 Objetivos especificos

v

Cultivar o fungo marinho P. echinulatum em meio CBD/ASN Il + vit Bi2
(Capitulo 1);

Cultivar e obter o extrato bruto da linhagem de cianobactéria CENA 556
Geitlerinema sp. em meio ASN Il + vit Bi2;

Realizar o cultivo misto entre a linhagem de cianobactéria CENA 556
Geitlerinema sp. e o fungo P. echinulatum;

Realizar a triagem quimica (CCDC, CLAE-DAD) dos extratos e fragdes obtidos
do cultivo misto;

Realizar a avaliacdo quimica do cultivo misto por CLAE-DAD-IES-EM
comparando com o perfil obtido das monoculturas;

Realizar a avaliacdo da atividade larvicida (mosquito Aedes aegypti) do extrato
bruto e fracdes obtidas do cultivo misto entre a linhagem de cianobactéria
CENA 556 Geitlerinema sp. e o fungo P. echinulatum.
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3. 3 MATERIAL E METODOS

3. 3. 1 Material e equipamentos

Material:

v

v
v
v
v

Coluna Kinetex C-18 (100 x 2,1 mm, 2,6 pum);

Coluna cromatografica de vidro com placa sinterizada;

Silica gel-60 (40-70 mesh);

Kitassato de 500 e 1000 mL;

Placas de aluminio cromatograficas comparativas (CCDC) impregnadas com
silica gel F (254 nm), com 0,25 mm de espessura (Sigma-Aldrich);
Reveladores: iodo sublimado, solu¢do de vanilina sulfarica e luz UV (254 e 365
nm);

Placas de petri (90 x 15 mm) descartaveis estéreis lisas;

Vitamina Bi2 (Sigma-Aldrich).

Meios de cultivo:

v

v
v
v

Meio Caldo de Batata Dextrose (CBD, Kasvi);

Meio Agar Batata Dextrose (ABD, Kasvi);

Meio ASNIII (RIPPKA et al., 1979 — Anexo |);

Meio SWBG11 — Agua do mar artificial (CASTENHOLZ, 1988 — Anexo |).

Solventes:

v

v

Solventes para extracao e fracionamento: metanol, acetato de etila, n-hexano,
diclorometano, etanol e acetona de grau técnico (purificados por destilacdo
fracionada) e de grau analitico;

Solventes de grau cromatografico (CLAE): acetonitrila e metanol (JT Baker).

Equipamentos e softwares:

v

Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia Nexera X2 (Shimadzu, Japdo) com
detector de arranjos de diodos (CLAE-DAD) (modelo SPD M20A, Shimadzu)
acoplado Espectrometro de massas (modelo micrOTOF-QII, Bruker Daltonics,
EUA) com fonte de ionizacdo por electrospray (ESI) e analisador tipo
guadrupolo-tempo-de-véo (QTOF);
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v' Balanca semi-analitica (modelo FA-2204CI-Bl, Bioscale);

\

Capela de fluxo laminar (Pachane);

<\

Sistema ultrapurificador de agua Milli-Q (Millipore Sist-Direct-Q5, filtro 0,22 um,
Bedford);

Autoclave vertical (Phoenix);

Evaporador rotativo (IKA, modelo RV 10 control e Buchi, modelo R-210);
Bomba a vacuo (TE-058, Tecnal);

Lavadora ultrassonica;

DataAnalysis 4.3 (Bruker).

AR NEE R NN

3. 3. 2 Manutenc¢éo, cultivo e obtencdo do extrato bruto da linhagem de
cianobactéria CENA 556 Geitlerinema sp.

A linhagem de cianobactéria CENA 556 Geitlerinema sp. foi coletada na regido
de Ubatuba, Praia da Fortaleza (23° 31’ 53,88” S x 45° 9’ 51,63” O) no litoral norte do
estado de Sao Paulo (Brasil) em setembro de 2011. As amostras coletadas e
identificadas (colaboragdo com a Profa. Dra. Marli Fatima Fiore) foram transferidas
para o LQOAM-NPPNS-FCFRP-USP, onde se encontram mantidas em cultivo até os
dias atuais por meio de repicagens peridodicas em meio de cultura liquido SWBG11.

Em um estudo realizado pela Dra. Ezequiane Machado da Silva foi selecionado
o melhor meio de cultura para obtencdo de maior biomassa de diferentes linhagens
de cianobactérias presentes no LQOAM. Sendo que, neste estudo a linhagem de
cianobactéria CENA 556 cultivada em meio ASN Il suplementado com vitamina Bi2
demonstrou ser a linhagem mais promissora para obtencéo de substancias bioativas
(SILVA, 2016). Por isso, selecionou-se esta linhagem, bem como este meio de cultura
para o cultivo da cianobactéria CENA 556 e posteriormente a realizacdo do cultivo
misto entre a cianobactéria e o fungo marinho P. echinulatum.

Para o cultivo da cianobactéria, transferiu-se um inéculo inicial da linhagem
CENA 556 (cerca de 50 mL) para trés frascos do tipo Erlenmeyer de 2 L contendo 400
mL do meio de cultura ASN Il suplementado com vitamina Bi12. Os frascos de cultivo
foram mantidos sob iluminacéo fluorescente em fotoperiodos de 14 horas claro: 10
horas escuro, com agitacao ocasional e temperatura de 24 + 2 °C em cultivo durante
180 dias com trocas de meio realizadas a cada 30 dias.

Ao final dos 180 dias, a biomassa de dois frascos contendo a linhagem CENA

556 foi filtrada sob pressao reduzida em papel de filtro, lavada com agua purificada e
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seca em estufa a 30 °C até peso constante. Posteriormente, a biomassa seca foi
extraida 3 vezes consecutivas com 500 mL de AcOEt e apos filtracdo do extrato, este
foi concentrado em evaporador rotativo dando origem ao extrato bruto EB CENA 556
biomassas. O meio aquoso em que a linhagem foi cultivada também foi extraido 2
vezes com AcOEt na proporcdo de 2:1 (meio:AcOEt) por particdo liquido-liquido,
sendo a fase organica recolhida e concentrada em evaporador rotativo, obtendo-se
entdo o extrato bruto do meio (EB CENA 556 meio). Apds andlise em CCDC dos dois

extratos brutos obtidos, estes foram reunidos dando origem ao EB CENA 556.

3. 3. 3 Cultivo misto entre a linhagem de cianobactéria CENA 556 Geitlerinema
sp. e o fungo marinho P. echinulatum

Duas placas de Petri contendo meio ABD foram inoculadas com fungo P.
echinulatum e incubadas em temperatura ambiente (24 + 2 °C) por 7 dias.
Posteriormente, com auxilio de transfertubos, 10 plugs de meio contendo o fungo
crescido foram transferidos para 50 frascos do tipo Erlenmeyers de 500 mL contendo
200 mL de meio CBD preparado em agua marinha artificial (ASN Il + vitamina B12).
Os cultivos foram mantidos em temperatura ambiente a 24 + 2 °C durante 7 dias, em
modo estatico. Apds 7 dias, 5 mL de meio contendo filamentos da linhagem de
cianobactéria CENA 556 foram adicionados a cada frasco de cultivo. Manteve-se o
cultivo misto durante 28 dias, em temperatura de 24 + 2 °C, na auséncia de luz e com
agitacdo ocasional. Todos estes procedimentos envolvendo a manipulacdo dos
microrganismos foram realizados em capela de fluxo laminar com material

esterilizado.

3. 3. 4 Obtencgé&o do extrato bruto e fracionamento do cultivo misto

ApoOs o periodo de incubacao, foi realizado o processo de extracdo conforme o
método descrito no item 2. 3. 5 do Capitulo |, obtendo-se desta forma o extrato bruto
EB co-cultivo CENA 556 + Penicillium (ou EB co CENA 556 + PENE) (Fig.34). Cerca
de 3,5 g deste extrato foi solubilizado em acetato de etila, incorporado em silica-gel
60 (40-70 mesh) e submetido a cromatografia liquida a vacuo (CLV). Utilizou-se como
eluentes, n-hexano (Hx), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) em gradiente de
polaridade, obtendo-se o total de nove fragbes de 500 mL cada (Fr. CLV A-l) (Fig.35).
O perfil cromatografico das fracdes foi analisado por Cromatografia em Camada
Delgada Comparativa (CCDC).
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Figura 34. Esquema de cultivo misto entre a cianobactéria CENA 556 Geitlerinema
sp. e o fungo marinho P. echinulatum e obteng&o do extrato bruto.

5 mL filamentos de
E Y

P. echinulatum Agitacdo ocasional;
Meio ABD 24£2°C
28 dias 3x 100 mL E Anica-
ACOE: -ase organica:
10 plugs de 3’ ultrassom gggaciiterada =
P. echinulatum -
oY EB
) co-cultivo
Estatico; — CENA 556 +
24+ 2 °C: > Extracéo Penicillium
liquido-liquido
50 frascos
CBD/ASN Il
+ vit. B12

Figura 35. Fluxograma representando o fracionamento do extrato bruto EB co CENA
556 + PENE.

EB co
CENA 556 + PENE
I I
CLV A CLVC
Hx Hx:AcOEt
100% (8:2)
16,1 mg 183,0 mg
CLV B CLV D
Hx:AcOEt Hx:AcOEt
(9:1) (6:4)
17,2 mg

173,0

3. 3. 5 Atividade larvicida (Aedes aegypti)

O ensaio larvicida foi realizado utilizando cepas de Aedes aegypti Rockefeller
como descrito por Silva e colaboradores (2020). As larvas em seu terceiro instar de
desenvolvimento (L3) foram obtidas a partir de colbénias ndo infectadas mantidas no

Laboratério de Farmacognosia da Universidade de Brasilia (UNB) de acordo com as
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diretrizes da Organizacdo Mundial de Saude. Inicialmente, as amostras (extratos
brutos, fragdes e substancias isoladas a 250, 125 e 25 yg mL™, respectivamente)
foram dissolvidas em dimetilsulféxido (DMSO) e adicionadas em placas de 12 pocos.
Um total de 120 larvas foram expostas em 4 réplicas de 10 larvas, para cada pogo
com volume final de 3 mL. O ensaio foi realizado em triplicata. Ap6s 24 h, 48 he 72 h
de exposicdo, o numero de larvas mortas foi registrado e a porcentagem de
mortalidade calculada. As larvas sem movimento, confirmadas pela agitacao leve da
placa foram consideradas mortas. O larvicida Temefés (0,35 pug mL™?) foi utilizado
como controle positivo e DMSO (<1,0% DMSO em &gua de torneira) como controle
negativo. A temperatura foi mantida em 28 + 2 °C e umidade relativa de 70 £ 10%,

com fotoperiodo de 12 horas.

3. 3.6 Avaliacao do perfil quimico por CLAE-DAD-IES-EM do extrato bruto obtido
por cultivo misto e construcdo da rede molecular

Os extratos brutos da cianobactéria CENA 556 (EB CENA 556), do fungo P.
echinulatum (EB CBD), do cultivo misto entre os dois organismos (EB co CENA 556
+ PENE), bem como as frac6es EB CBD_CLV E e EB co CENA + PENE_CLV E foram
analisados em CLAE-DAD-IES-EM. Para estas analises, as amostras foram
solubilizadas em 1,0 mL de metanol grau cromatografico e centrifugadas a 13.000 rpm
durante 10 minutos. O sobrenadante de cada amostra foi transferido para vial de 1,5
mL e injetado em Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia acoplado a detectores de
arranjo de diodos (DAD) e espectrometro de massas de alta resolu¢cao com fonte de
ionizacdo por electrospray (IES-EM), monitorado entre 220-800 nm e operado em
modo de ionizacao positivo, com tempo de transferéncia de ions de 70 us e prépulso
de 5 ps. O intervalo de massas selecionado foi de m/z 50-1200, modo AutoMS, com
energia de colisdo variando de 20 - 65 eV de acordo com m/z 50 - 600, mantendo-se
a energia constante em 65 eV para valores de massa acima de m/z 600. Foi adquirido
0 maximo de cinco ions precursores por ciclo. Os parametros de funcionamento do
equipamento foram: capilar 4500 V, gas nebulizador (nitrogénio) 4 bars, gas secante
(nitrogénio) 9,0 L min?, temperatura da fonte 200 °C. Para calibracdo interna do
sistema foi utilizada solucdo de formiato de sédio 10 nM em isopropanol/agua (1:1
v/v).

O volume injetado de todas as amostras foi de 5 uL com tempo de eluicéo de

20 minutos em diferentes gradientes de concentracao (Tabela 23). A separacdo dos
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compostos foi realizada em coluna analitica Kinetex C-18 (Phenomenex, EUA)
mantida em 50 °C com vazéo de 0,35 mL mint. As fases moéveis utilizadas foram agua
deionizada (Fase A) e acetonitrila (Fase B), ambas grau cromatogréfico, contendo 20

mM de acido férmico como aditivo.

Tabela 23. Gradiente de solventes utilizado para analise em CLAE-DAD-IES-EM.

Tempo Bomba B
(min.) Acetonitrila
0,01 15
2,00 15
12,00 95
17,00 95
20,00 15
20,01 Stop

Para construcao da rede molecular os dados de CL-EM/EM foram convertidos
para arquivos de mzML online (https://gnps-quickstart.ucsd.edu/conversion) ou
utilizando o programa MSConvert. Posteriormente, estes dados foram submetidos a
plataforma GNPS Molecular Networking. As redes moleculares foram geradas pela
interconexao de espectros EM/EM das amostras comparadas e processadas pelo
programa Cytoscape 3.2.1 para melhor visualizacdo e comparacao entre as amostras
trabalhadas (WANG et al., 2016).
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3. 4 RESULTADOS E DICUSSAO

3. 4.1 Avaliacéo da atividade larvicida (Aedes aegypti)

Os resultados obtidos no bioensaio para os extratos brutos EB CENA 556, EB
CBD e EB co CENA + PENE, bem como para as frac6es obtidas apds fracionamento
dos extratos brutos EB co CENA + PENE e EB CBD (Capitulo I) por CLV estédo
apresentados na Tabela 24.

Dentre os extratos brutos apenas aquele obtido a partir do cultivo misto entre a
linhagem de cianobactéria CENA 556 e o fungo marinho P. echinulatum (EB co CENA
+ PENE) foi capaz de matar 77,5% das larvas de A. aegypti apds 72 horas de
exposicao. A fracdo EB CBD_CLV E apresentou atividade tempo-dependente, com
valores de mortalidade de 30, 60 e 87,5% apds exposicdo de 24, 48 e 72 horas. Este
mesmo perfil péde ser observado para as fracdes EB co CENA + PENE_CLV B (% de
mortalidade de 50,0; 66,7 e 80,0% em 24, 48 e 72 horas, respectivamente) e EB co
CENA + PENE_CLV E (% de mortalidade de 67,5; 90,0 e 92,5% em 24, 48 e 72 horas,
respectivamente), sendo esta Ultima a amostra que apresentou melhores resultados
entre todas as avaliadas. As amostras que apresentam valores de % de mortalidade
= 80% sao consideradas promissoras e devem ser melhores investigadas (SILVA et
al., 2020; PILON et al., 2022).

Os produtos naturais provenientes de plantas tém sido amplamente estudados
quanto ao potencial larvicida e inseticida (SILVA et al., 2020), principalmente 6leos
essenciais (PILON et al., 2022), porém sédo poucos 0s relatos de produtos naturais
marinhos que apresentam tais atividades. Dentre as classes de substancias com
potencial inseticida provenientes de plantas, animais e microrganismos marinhos,
podemos citar os alcaloides, terpenos, flavonoides, fendis, acidos graxos, peptideos
e proteinas (SONG et al., 2021).

Hou e colaboradores (2021) investigaram a atividade larvicida frente as larvas
L3 de A. aegypti de extratos do fungo marinho Penicillium brefeldianum e observaram
atividade promissora para extrato AcOEt com valor de CLso de 0,089 mg mL? e as
substéancias isoladas, paspaline e fumitremorgina A (alcaloide inddlico) apresentaram

CLso de 0,452 e 0,337 mg mL™, respectivamente.



110

Tabela 24. Resultados do ensaio larvicida (taxa de mortalidade) dos extratos brutos
EB CENA 556, EB CBD, EB co CENA + PENE (250 pg mLY), fracdes (125 ug mL1) e
substancias isoladas: ciclopenina e viridicatina (25 yg mL™?) contra A. aegypti apds
exposicao de 24, 48 e 72 horas.

Mortalidade (%)

Amostras

24 h 48 h 72 h
EB CENA 556 3,3 6,7 13,3
EB CBD 0,0 0,0 6,7
EB CBD_CLV D 0,0 0,0 0,0
EB CBD_CLVE 30,0 60,0 87,5
EB CBD_CLV F 0,0 0,0 0,0
EB CBD_CLV G 0,0 0,0 0,0
EB CBD_CLVH 0,0 0,0 0,0
EB CBD_CLV I 0,0 0,0 0,0
EB co CENA + PENE 10,0 50,0 77,5
EB co CENA + PENE_CLV A 6,7 26,7 36,7
EB co CENA + PENE_CLV B 50,0 66,7 80,0
EB co CENA + PENE_CLV C 10,0 36,7 43,3
EB co CENA + PENE_CLV D 6,7 23,3 36,7
EB co CENA + PENE_CLV E 67,5 90,0 92,5
EB co CENA + PENE_CLV F 6,7 23,3 36,7
EB co CENA + PENE_CLV G 3,3 43,4 43,3
EB co CENA + PENE_CLV H 0,0 23,3 36,7
EB co CENA + PENE_CLV | 0,0 0,0 0,0
Ciclopenina 0,0 0,0 0,0
Viridicatina 0,0 0,0 0,0
Temefés (0,35 ug mL?) 100,0 100,0 100,0

DMSO (< 1%) - - -
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3. 4. 2 Avaliacao do perfil guimico dos extratos brutos EB CENA 556, EB CBD e
EB co-cultivo CENA 556 + Penicillium (EB co CENA + PENE)

O extrato bruto EB co CENA + PENE obtido apos extracao liquido-liquido de
50 frascos tipo Erlermeyers contendo o cultivo misto da cianobactéria CENA 556
Geitlerinema sp. e o fungo P. echinulatum crescidos em meio CBD suplementado com
vitamina Bi2 apresentou coloragdo marrom/caramelo e massa de 3,8 g. Enquanto o
extrato bruto EB CENA 556 da cianobactéria cultivada em meio ASN IIl + vitamina B2
exibiu coloragéo verde escuro e massa de 1,0 g.

O mesmo processo de fracionamento por CLV foi realizado para o extrato bruto
EB co CENA + PENE (rendimento de aproximadamente 100%) e os dados de massa,

coloracédo e aspecto das fragcoes obtidas estdo mostradas na Tabela 25.

Tabela 25. Massa, cor e aspecto das fracdes obtidas apds submissao do EB co CENA
+ PENE a cromatografia liquida a vacuo (CLV).

Fracdo Massa (mg) Cor Aspecto
A 16,1 Amarela Pé
B 17,2 Amarela Po6
C 183,0 Amarela Po
D 173,0 Amarela Pastosa
E 581,5 Marrom clara Po
F 2165,6 Marrom escura Pastosa
G 61,5 Marrom Pastosa
H 101,2 Marrom Pastosa
[ 319,6 Castanha Po6

Todos o0s extratos foram analisados por CLAE-DAD-IES-EM, e seus
constituintes foram identificados baseado no espectro de UV, espectrometria de
massas de alta resolucédo, incluindo padrbes de fragmentacéo, além de comparacao
com dados da literatura. Os cromatogramas de pico base ou do inglés base peak
chromatogram (BPC) estdo mostrados na Figura 36 e 0s principais constituintes
identificados na Tabela 26.

Em analise dos cromatogramas podemos notar semelhanca nos perfis
guimicos do EB CBD e EB co CENA + PENE, exceto para os picos em 1,2 (pico 2) e
5,10 (pico 5) minutos com m/z 261,1 e 297,1, respectivamente, que estdo presentes

apenas no EB CBD (fungo P. echinulatum) e os picos em 6,8 (pico 12, m/z 267,1),10,8
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(pico 20, m/z 502,3) e 11,2 (pico 21, m/z 377,4) minutos, somente no EB co CENA +
PEN (cultivo misto), todos esses picos sdo substancias desconhecidas. Os demais
picos estdo presentes em ambos 0S extratos em maior ou menor quantidade,
dependendo da amostra, porém para melhor discutir em relacdo ao teor de cada
substancia faz-se necessario um estudo quantitativo de tais amostras. Pdde-se
observar ainda producdo muito reduzida de metabdlitos pela cianobactéria
Geitlerinema sp., porém sua presenca em cultura com o fungo P. echinulatum parece
ter influenciado o desenvolvimento e a producdo de novos metabdlitos pelo fungo.
Levantamos esta hipétese uma vez que no estudo publicado por da Silva et al. (2020)
foram isolados cinco nucleosideos (uridina, 2’-deoxiuridina, timidina, adenosina e 2’-
deoxiadenosina) e dois aminoacidos (D-leucina e L-fenilalanina) da mesma linhagem
de cianobactéria CENA 556 Geitlerinema sp. utilizada no presente estudo; e como foi
descrito anteriormente no Capitulo I, a rota biossintética do fungo P. echinulatum inicia
com a combinacdo do &cido antranilico com L-fenilalanina para formacéo final
principalmente das substancias viridicatina e viridicatol. Dessa forma, sugerimos que
a producao do aminoécido L-fenilalanina pela cianobactéria descrita anteriormente por
da Silva e colaboradores (2020) pode ter sido direcionada para a producdo dos

metabalitos pelo fungo P. echinulatum no cultivo misto.

Figura 36. Cromatogramas de pico base dos extratos brutos EB CENA 556 (A, verde),
EB CBD (B, amarelo) e EB co CENA + PENE (C, roxo) em modo de ionizac¢ao positivo.
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Visto que as fracbes EB CBD _CLV E e EB co CENA + PENE_CLV E
apresentaram atividade larvicida promissora, estas também foram analisadas por
CLAE-DAD-IES-EM a fim de obter-se uma comparacéo do perfil quimico de ambas.
Como pode ser observado na Figura 37, a fragcdo EB CBD_CLV E obtida a partir do
cultivo apenas do fungo P. echinulatum apresentou trés picos majoritarios em 6,0 (pico
8); 6,6 (pico 10) e 7,3 (pico 14) minutos com m/z 295,1; 279,1 e 238,1,
correspondentes as substancias ciclopenina, desidrociclopeptina e viridicatina,
respectivamente. Enquanto, no cromatograma da fragdo EB co CENA + PENE_CLV
E observamos apenas dois picos majoritarios referentes a desidrociclopeptina e
viridicatina. Com base nesses resultados as substancias ciclopenina e viridicatina
foram também avaliadas em relacéo a atividade larvicida (A. aegypti) e de acordo com
os resultados apresentados na Tabela 26 ambas ndo apresentaram atividade. A
desidrociclopeptina nédo foi ensaiada devido a falta de massa. Esses resultados
sugerem que a atividade apresentada pela fracdo EB co CENA + PENE_CLV E pode
estar relacionada com a desidrociclopeptina, com a auséncia da ciclopenina nesta
fracdo ou ainda devido ao efeito de potenciacdo entre a desidrociclopeptina e a

viridicatina.

Figura 37. Cromatogramas de pico base do extrato bruto EB CBD (A, amarelo) e das
fracbes EB CBD_CLV E (B, vermelho) e EB co CENA + PENE_CLV E (C, azul) em
modo de ionizacao positivo.
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Para melhor visualizacdo e desreplicacdo dos dados quimicos foi obtido
também uma rede molecular (ou molecular networking) dos extratos brutos EB CENA
556 (verde), EB CBD (amarelo) e EB co CENA + PENE (roxo) e das fracbes EB
CBD_CLV E (vermelho) e EB co CENA + PENE_CLV E (azul) (Fig. 38) apos
submissdo dos dados de EM/EM dessas amostras na plataforma GNPS. A partir da
rede molecular podemos confirmar por exemplo a auséncia da ciclopenina na fracao
EB co CENA + PENE_CLV E e maior quantidade de viridicatol no EB co CENA +
PENE, quando comparados a fracao e ao extrato bruto apenas do cultivo simples do
fungo P. echinulatum (EB CBD_CLV E e EB CBD). Além de observar a presenca de
um cluster que foi anotado como sendo correspondente a substancia mevastatina
ionizada em diferentes adutos m/z 391,2 [M+H]*, m/z 408,2 [M+NH4]* e m/z 413,2
[M+Na]* que esta presente nos extratos brutos EB CBD e EB co CENA + PENE e seu
analogo lovastatina m/z 405,2 [M+H]* presente apenas no extrato bruto do fungo P.
echinulatum (EB CBD). Para o cluster que contém os nodos com m/z 295,1 e 311,1
correspondentes as substancias ciclopenina e ciclopenol, respectivamente, podemos
notar também a presenca da substancia com m/z 268,1 anotada pelo GNPS como 3-

(2-hidroxietil)-1,3-di-hidroquinazolina-2,4-diona, um alcaloide quinazolinico.

HOUO

\: O)K/\ @)

! N OH
R N)\OH

R =H, Mevastatina 3-(2-hidroxietil)-1,3-di-hidroquinazolina-2,4-diona
R = CHs, Lovastatina

A atlantinona A, um meroterpenoide comumente isolado de fungos do género
Penicillium foi outra substancia anotada pelo GNPS, que ainda ndo havia sido
identificada no extrato bruto da monocultura do fungo P. echinulatum e esta presente
na rede molecular com m/z 443,23 [M+H]* nos extratos brutos EB CBD e EB co CENA
+ PENE, além da fracdo EB CBD_CLYV E. A atlantinona A foi originalmente produzida
e isolada pela primeira vez por manipulagéo epigenética quimica de P. citreonigrum,
no entanto, também pode ser verificada sua producdo em condi¢cdes padrao de

crescimento pelas espécies; P. solitum, P. discolor, P. commune, P. caseifulvum, P.
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palitans, P. novaezeelandiae e P. monticola (WANG et al., 2010; DALSGAARD et al.,
2012).

Atlantinona A

As substancias inéditas (CLV H pl e CLV H p2) isoladas do cultivo do fungo P.
echinulatum discutidas no Capitulo | e que apresentam m/z 283,1 [M+H]* podem ser
observadas em um cluster com nodos interligados de substancias ndo anotadas no
GNPS (m/z 281,1; 283,1; 295,1; 297,1 e 299,1), 0 que sugere a presenca de um
cluster com compostos desconhecidos analogos aos inéditos descritos no Capitulo
anterior. Além disso, hd um cluster destacado no centro da Figura 38 que contém
apenas substancias presentes do extrato bruto do cultivo misto (EB co CENA + PENE,
roxo), dentre elas o pico 20 (m/z 502,3) e um cluster correspondente a acidos graxos
e outros compostos lipidicos de acordo com anotacfes da plataforma GNPS.

O uso de ferramentas como o GNPS contribui no estudo de produtos naturais
evitando perda de informacdes quimicas, além de auxiliar no fracionamento e
isolamento bioguiado de novas moléculas bioativas (PHILIPPUS et al., 2018; DOS
SANTOS et al., 2020). O estudo recente de Pilon et al. (2022) combinou a abordagem
de redes moleculares usando dados de CG-EM/EM com ensaios larvicidas como uma
nova estratégia para a descoberta de substancias bioativas em amostras de 6leos
essenciais de 20 espécies de plantas através de ensaios larvicida (determinacédo de
CLso). De acordo com os resultados, os autores descobriram de maneira rapida,
padrées de distribuicdo entre familias e classes metabdlicas em clusters, além de
preverem propriedades larvicidas de derivados aciclicos de monoterpenos, incluindo

citral, neral, citronelal e citronelol, e suas formas acetato (CLso< 50 g mL™1).
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Figura 38. Rede molecular dos extratos brutos e fracdes analisados por CL-EM/EM em modo de ionizacdo positivo. Os nodos
representam as substancias detectadas e estao coloridos de acordo com o tipo de amostra. Os tracos entre 0s nodos representam
a semelhanca estrutural molecular entre as substancias e os nodos sem correspondéncia espectral com outras substancias da
biblioteca do GNPS est&o representados como self-loops.
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Tabela 26. Metabdlitos identificados nos extratos brutos EB CENA 556, EB CBD e EB co CENA + PENE por CLAE-DAD-IES-EM
em modo de ionizagao positivo.

Extratos brutos (EB)

F()rlﬁ’? (nm ) UV imx [M+H]* EM/EM" Substancia CENA CBD Co CENA
556 + PENE
1 0,6 202 245 165, 123, 105, 86 NI + - -
2 1,2 200/222 261 136, 107 NI - + -
3a 215/282 311 146 Ciclopenol - + +
3b 3.8 225/266/274/304/317 283 188, 173, 147, 132 CLVHp1 - + +
4 4,8  225/266/274/304/317 283 188, 173, 147, 132 CLV Hp2 - + +
5 51 220 297 214, 187, 147, 132 NI - + -
6 54 220 283 265, 224, 196 NI - + +
7 58  220/281/305/317/330 254 208, 180, 132 Viridicatol - + +
8 6,0 212/289 295 208, 146 Ciclopenina - + +
9 6,4 217/290 281 148, 134, 120, 91 Ciclopeptina - + +
10 6,6 221/282 279 148, 132, 120, 91 Desidrociclopeptina - + +
11 6,7 221 511 220, 120 NI - + +
12 6,8 222 267 249, 208, 180 NI - - +
13 6,9 222 303 148, 130, 114 NI - + +
14 7,3  220/288/304/317/331 238 192, 165, 132, 105 Viridicatina - + +
15 8,1 222 443 173, 145, 119, 95 Atlantinona A - + +
16 8,7 223 459 145, 119, 95 NI - + +
17 9,4 225 391 211, 185, 159, 143 Mevastatina - + +
18 10,1 223 393 213, 187, 145, 105 NI - + +
19 10,4 224 301 213, 199 NI - + +
20 10,8 224 502 247,121, 89 NI - - +
21 11,1 224 377 199, 159, 121, 89 NI - - +
22 13,6 226 167 137 NI + - -

NI = ndo identificada
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3.5 CONCLUSOES

Por meio da avaliagdo da atividade larvicida contra A. aegypti foi possivel
observar que dentre os extratos brutos analisados apenas aquele obtido a partir do
cultivo misto entre a linhagem de cianobactéria CENA 556 Geitlerinema sp. e o fungo
marinho P. echinulatum (EB co CENA + PENE) foi capaz de matar 77,5% das larvas
de A. aegypti apds 72 horas. Os demais extratos de monoculturas da cianobactéria
(EB CENA 556) e do fungo (EB CBD) nao apresentaram atividade.

Afracdo EB CBD_CLV E apresentou atividade tempo-dependente, com valores
de mortalidade de 30, 60 e 87,5% apds exposicao de 24, 48 e 72 horas e este mesmo
perfil pode ser observado para as fracoes EB co CENA + PENE_CLV B e EB co CENA
+ PENE_CLV E, sendo esta ultima a amostra que apresentou melhores resultados
entre todas as avaliadas.

Em comparacao do perfil quimico dos extratos brutos do cultivo misto e das
monoculturas dos organismos estudados neste Capitulo, os perfis quimicos do extrato
bruto EB CBD (monocultura de P. echinulatum) e EB co CENA + PENE (cultivo misto)
foram semelhantes, exceto para os picos em 1,2 e 5,10 minutos com m/z 261,1 e
297,1, respectivamente, presentes apenas no EB CBD e os picos em 6,8 (m/z 267,1),
10,8 (m/z502,3) e 11,2 (m/z 377,4) observados somente no EB co CENA + PENE. Os
demais picos estdo presentes em ambos 0s extratos em maior ou menor quantidade,
dependendo da amostra. Pdde-se observar ainda producao reduzida de metabdlitos
pela monocultura da cianobactéria Geitlerinema sp., porém sua presenca no cultivo
misto parece ter influenciado o desenvolvimento e a producao de novos metabdlitos
pelo fungo. Ainda, baseados em resultados anteriormente publicados em relagéo ao
isolamento do aminoacido L-fenilalanina a partir desta mesma linhagem de
cianobactéria, sugerimos que a producdo deste aminoacido pode ter sido direcionada
para a sintese dos metabdlitos pelo fungo P. echinulatum no cultivo misto.

A partir da andlise do perfil quimico das fragbes EB CBD_CLV E e EB co CENA
+ PENE_CLYV E foi possivel observar que a fracdo EB CBD_CLV E apresentou trés
picos majoritarios correspondentes as substancias ciclopenina, desidrociclopeptina e
viridicatina. Para a fracdo EB co CENA + PENE_CLV E foram observados apenas
dois picos majoritarios referentes a desidrociclopeptina e viridicatina.

As substancias ciclopenina e viridicatina foram avaliadas em relacdo a atividade

larvicida (A. aegypti) e ambas n&o apresentaram atividade. Esses resultados levaram-
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nos a sugerir que a atividade apresentada pela fracdo EB co CENA + PENE_CLV E
pode estar relacionada com a desidrociclopeptina (que nao foi ensaiada por falta de
massa), com a auséncia da ciclopenina nesta fracdo ou ainda devido ao efeito de
potenciagéo entre a desidrociclopeptina e a viridicatina.

Além dos resultados observados, com auxilio da plataforma GNPS foi possivel
confirmar a auséncia da substancia ciclopenina na fracdo EB co CENA + PENE_CLV
E e maior quantidade de viridicatol no EB co CENA + PENE, quando comparados a
fracdo e ao extrato bruto apenas do cultivo simples do fungo P. echinulatum (EB
CBD_CLV E e EB CBD). Foram anotadas substancias que ainda ndo haviam sido
observadas para o extrato do fungo P. echinulatum (Capitulo 1), como por exemplo, a
mevastatina, anotada para os extratos brutos EB CBD e EB co CENA + PENE e seu
analogo lovastatina apenas para o extrato bruto do fungo; além da substancia com
m/z 268,1 anotada pelo GNPS como 3-(2-hidroxietil)-1,3-di-hidroquinazolina-2,4-
diona, um alcaloide quinazolinico presente em ambos os extratos brutos (EB CBD e
EB co CENA + PENE) e a substancia atlantinona A (m/z 433,2), um meroterpenoide
também presente nos extratos brutos e na fragcdo EB CBD_CLV E.

Portanto, a partir dos resultados apresentados podemos concluir que houve
interacdo quimica no cultivo misto entre 0s microrganismos avaliados. Esta interacao
foi benéfica pois, ficou evidenciado atividade larvicida promissora do extrato bruto e
da fracdo CLV E obtidos a partir do cultivo misto quando comparados com o extrato e
frac6es da monocultura de P. echinulatum. Além disso, este trabalho contribuiu com
novos dados obtidos de co-culturas entre cianobactérias e fungos que ainda séo
escassos na literatura e abre caminhos para demais estudos como, por exemplo,
isolamento das substancias produzidas apenas no cultivo misto e avaliacao

quantitativa destes e outros metabalitos.



120

CAPITULO 1lI

Uso de redes moleculares (Molecular networking) na busca de
substancias antiparasitarias (Trypanosoma cruzi) em

cianobactérias
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4. CAPITULO Ill - Uso de redes moleculares (Molecular networking) na busca de

substéncias antiparasitarias (Trypanosoma cruzi) em cianobactérias

4.1 INTRODUCAO

4. 1. 1 Uso de redes moleculares (Molecular Networking) na investigacdo de
produtos naturais bioativos

A rede molecular é uma ferramenta de organizacao e visualizacdo de grandes
conjuntos de dados espectrais. A rede molecular facilita a identificacdo de padrbes
entre conjuntos amostrais, permitindo reconhecer classes metabdlicas, substituintes
e funcdes organicas em estruturas complexas de produtos naturais. Esta abordagem
organizacional foi recentemente introduzida na descoberta de substancias bioativas,
estudos metabolémicos e na area médica (QUINN et al., 2017; PILON et al., 2021).

Os dados espectrais (EM/EM) sao inseridos na plataforma GNPS — Global
Natural Products Social Molecular Networking e entdo uma rede molecular é gerada
através de fragmentos dos espectros que sdo agrupados de acordo com a
similaridade entre eles, gque nesse caso € calculado pelo valor de cosseno entre 0s
espectros presentes nas amostras ou entre as amostras e os espectros de referéncia
presentes nos bancos de dados. Assim, sdo gerados agrupamentos espectrais com
base em um valor pré-estabelecido de cosseno, que varia de 0 a 1, sendo que 1 indica
100% de similaridade e 0, totalmente diferentes. Dessa forma, se o pareamento entre
dois espectros possuir similaridade de cosseno maior ou igual ao pré-estabelecido
pelo usuario, uma conexao ou um traco entre os dois espectros € estabelecido (WANG
et al., 2016; ARON et al., 2020).

Uma substancia pode apresentar um conjunto de espectros, sendo assim €
necessaria uma etapa de agrupamento de ions de uma mesma substancia
representado por um nodo (WATROUS et al., 2012; WANG et al., 2016).

Os nodos da rede sdo entdo anotados utilizando diferentes bibliotecas de
substéancias, seguindo os mesmos critérios de pareamento espectral, nUmero minimo
de picos compartilhados e a maximizagéo da similaridade do cosseno, considerando
a diferenca das massas entre os ions precursores (WATROUS et al., 2012; WANG et
al., 2016; ARON et al., 2020).
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De forma resumida, um nodo representa uma substancia e a sua similaridade
ou parentesco é representado por tracos, formando assim, grupos de metabdlitos
semelhantes gerando a rede molecular (Fig. 39).

Para a construcdo das redes moleculares, as andlises e processamentos
devem ser realizados de acordo com as recomendac¢des da plataforma do GNPS. A
principio os dados devem ser convertidos em formatos do tipo mzXML, mzML ou mgf.
Posteriormente, esses dados devem ser transferidos para a plataforma, utilizando por
exemplo, o pacote gratuito WinSCP. Segue-se entdo para a etapa de configuracdo de
parametros para criacdo da rede molecular de acordo com a particularidade do
estudo, instrumento, técnica e poder de resolucdo do equipamento (PILON et al.,
2021).

Figura 39. Esquema representando a formacdo da rede molecular a partir de

espectros EM/EM na plataforma GNPS.
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Fonte: PILON et al., 2021
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Para visualizacdo e processamento da rede molecular o programa Cytoscape
€ 0 mais utilizado e recomendado pelos desenvolvedores da plataforma GNPS. Este
programa permite uma navegacao dinamica dos gréficos, além de possibilitar a
utilizacdo de etiquetas, cores e formatos diferentes para os nodos. Geralmente o
tamanho do nodo é configurado para representar a abundancia relativa do ion
precursor, enquanto a largura dos tracos que liga um nodo ao outro representa
principalmente a similaridade entre os nodos (WATROUS et al., 2012; ALLARD et al.,
2016).

Dessa forma, a estratégia de desreplicacdo utilizando as redes moleculares
construidas a partir da plataforma GNPS tem alavancado as possibilidades de anotar
substancias conhecidas, bem como auxiliar na identificacdo de substancias

desconhecidas principalmente em misturas complexas de produtos naturais (GAO et
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al., 2019). Porém, neste contexto é importante destacar que a plataforma GNPS,
assim como outras podem ser muito Uteis para anotacdo espectral, 0 que nao
necessariamente significa identificacdo estrutural (AKSENOV et al., 2017; PILON et
al., 2021).

Sao diversos os estudos bioguiados de desreplicacdo e descoberta de novas
moléculas bioativas a partir de produtos naturais utilizando as redes moleculares
(NAMAN et al., 2017; KLEIN-JUNIOR et al., 2017; OLIVON et al., 2017; FLOROS et
al., 2017; CAESAR et al., 2018; HOU et al., 2019; VELASCO-ALZATE et al., 2019).
Uma abordagem mais recente das redes moleculares, denominada bioactive
molecular network foi desenvolvida para acelerar o isolamento de substancias em
estudos bioguiados. Neste caso, os valores de bioatividade das amostras séo
associados as quantificacdes dos ions detectados nos experimentos de EM/EM nas
redes moleculares. Dessa forma, apos identificar correlacdes significativas, os dados
sdo visualizados através da rede indicando nodos bioativos, facilitando assim o
processo de desreplicacdo (NOTHIAS et al., 2018; DOS SANTOS et al., 2020;
CAVALCANTI et al., 2021; PHAM et al., 2021; PILON et al., 2022).

Portanto, a aplicacdo de redes moleculares no estudo de produtos naturais
permite a visualizacdo de forma estruturada e intuitiva de grandes conjuntos de
amostras, facilitando a compreensédo em eventos de ecologia quimica (CARABALLO-
RODRIGUEZ et al.,, 2017; VALLET et al., 2017, COSTA-LOTUFO et al., 2018;
HARTMANN et al., 2017; SILVA et al., 2021; TABOADA et al., 2020), biossintese,
quimiotaxonomia (LEAO et al., 2021) e principalmente na desreplicacdo e descoberta

de novas substancias bioativas.

4. 1.2 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase Americana €
uma infeccao parasitaria causada pelo parasita Trypanosoma cruzi. A fase sintomatica
da doenca se manifesta atraveés de sintomas cardiacos, levando em alguns casos, a
insuficiéncia cardiaca fatal (McCALL; MCKERROW, 2014; OMS, 2022d).

Ha um endemismo da doencga de Chagas na América Latina, porém houve um
aumento do numero de casos no Canada, nos Estados Unidos da América, em muitos
paises europeus e em alguns africanos, do Mediterraneo Oriental e do Pacifico
Ocidental. Estima-se que 6 a 7 milhdes de pessoas estejam infectadas em todo mundo
(OMS, 2022d).
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Clinicamente, a doenca de Chagas apresenta duas fases. A fase inicial aguda
€ caracterizada por alta parasitemia, onde o0 parasita assume uma forma
tripomastigota e invade o figado, intestino, bago, ganglios linfaticos, sistema nervoso
central e musculos esqueléticos e cardiacos (RASSI et al.,, 2010; ECHEVERRIA,;
MORILLO 2019). Na fase aguda, os pacientes podem apresentar uma doenca febril
leve ou ser assintomaticos. ApOs a fase aguda, o T. cruzi assume a forma amastigota,
desencadeando uma reacéo inflamatoria local. A fase aguda geralmente dura de 1 a
2 meses e é seguida por uma fase indeterminada assintomética, sem manifestacdes
clinicas. Cerca de 30% dos pacientes infectados desenvolvem doenca de Chagas
cronica, na qual os parasitas causam danos aos 6rgaos-alvo (RASSI et al., 2017;
ECHEVERRIA; MORILLO, 2019).

O envolvimento cardiaco é a manifestacao mais grave da doenca de Chagas,
acometendo 1/3 dos individuos infectados em algum momento de suas vidas. A
cardiomiopatia chagasica cronica caracteriza-se por miocardite difusa, com
substituicéo tecidual por fibrose e anormalidade da motilidade segmentar da parede,
sendo a cardiomiopatia dilatada com insuficiéncia cardiaca considerada o estagio
tardio da evolucéo clinica (NUNES et al., 2013; LIDANI et al., 2019).

Os médicos ainda ndo sdo capazes de prever aqueles pacientes que
desenvolverdo a forma mais grave da doenca e aqueles que permanecerao
assintomaticos, dessa forma as diretrizes atuais do tratamento recomendam tratar
todos os pacientes soropositivos com 50 anos ou menos, mesmo que as drogas
utilizadas, benzonidazol (primeira opc¢éo) e nifurtimox (Fig. 40), causem efeitos
adversos significativos (BERN et al., 2007; McCALL et al., 2017; OMS, 2022d).

Figura 40. Medicamentos utilizados para o tratamento da doenca de Chagas.
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Esses medicamentos foram desenvolvidos na década de 1970 e ainda sdo as

Unicas opgdes comerciais com eficacia estabelecida para a doenca. No entanto, essas
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drogas tém eficacia comprovada apenas durante a infeccao precoce e os beneficios
na fase cronica sdo questionaveis. Algumas limitacées do uso clinico do benzonidazol
séo o baixo beneficio na fase crénica da doenca, as variagdes regionais na eficacia,
0 surgimento de cepas resistentes, além da série de efeitos colaterais. Dessa forma,
0 reposicionamento e a associacao de farmacos tem sido consideradas estratégias
para o desenvolvimento de novos tratamentos para a doenca (SOBRINHO et al.,
2009; OLIVEIRA et al.,, 2017; RIBEIRO et al.,, 2020). Neste contexto, ha uma
necessidade crescente de novas alternativas farmacolégicas, seja pela otimizacao de
medicamentos existentes ou pela busca de novas substancias eficazes e seguras.
As substancias de origem marinha presentes no mercado incluem
medicamentos para o tratamento de cancer, infecgbes virais, neuropatias e
hipertrigliceridemia, porém ndo ha nenhum medicamento de origem marinha para o
tratamento de doencas negligenciadas como a doenca de Chagas. No entanto, muitos
produtos naturais marinhos tém demonstrado atividade antiprotozoaria (ALVAREZ-
BARDON et al., 2020; NWEZE et al., 2021), dentre eles podemos destacar a
substancia galinamida A e seus andlogos sintéticos que inibem potentemente a
enzima cruzaina e sao extremamente toxicos para o parasita T. cruzi no estagio
amastigota intracelular (BOUDREAU et al., 2019). A galinamida A foi isolada pela
primeira vez de uma colecéo de cianobactérias marinhas coletadas no Panama em
2009 e apresentou atividade contra o parasita causador da malaria Plasmodium
falciparum (LININGTON et al, 2009). Estes dados evidenciam o potencial
antiparasitario de metabdlitos provenientes de cianobactérias marinhas que

necessitam ser melhor explorado.
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4.2 OBJETIVOS

4. 2.1 Objetivo geral

Realizar estudos quimicos utilizando a ferramenta de rede molecular (molecular
networking) visando a identificacdo de classes de substancias com atividade
antiparasitaria (Trypanosoma cruzi) de cianobactérias pertencentes a biblioteca de
extratos e fracfes do Laboratério do Prof. William H. Gerwick no Scripps — Instituto de
Oceanografia da Universidade da Califérnia San Diego, EUA (SIO-UCSD).

4. 2.2 Objetivos especificos
v' Realizar a triagem biolégica através da ferramenta de High Throughput
Screening dos extratos brutos e fragBes pertencentes a biblioteca do Prof.
William H. Gerwick frente ao parasita T. cruzi;
v' Aplicar a ferramenta de rede molecular (molecular networking) na busca e

identificagéo de substancias classes de substancias bioativas.
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4. 3 MATERIAL E METODOS

4. 3. 1 Material e equipamentos

Material:

v" Coluna analitica Phenomenex Kinetex C-18 (100 x 4,60 mm, 5 um)

Solventes:

v' Solventes para extracdo e fracionamento: metanol, acetato de etila, n-hexano,
diclorometano, etanol e acetona de grau técnico (purificados por destilacao
fracionada) e de grau analitico;

v Solventes de grau cromatografico (CLAE): hexano, acetato de etila, acetonitrila

e metanol (JT Baker);

Equipamentos e softwares:

v' Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(CLAE-DAD) (Dionex Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific);

v' Cromatégrafo Liquido Thermo Finnigan Surveyor Auto-amostrador-Plus/LC-
Pump-Plus/PDA-Plus com Sistema acoplado a espectrémetro de massas de
baixa resolu¢cdo Thermo Finnigan LCQ Advantage Max ajustado;

v’ Sistema ultrapurificador de agua Milli-Q (Millipore Sist-Direct-Q5, filtro 0,22 um,
Bedford);

v' Equipamento para transferéncia de amostras Acoustic Transfer System-ATS

(Biosera);
Balanca semi-analitica;
Lavadora ultrassonica;

Chromeleon 7.2 Software (Thermo Fisher Scientific);

AN NN

Xcalibur Software (Thermo Fisher Scientific).

4. 3. 2 Colecgéo de extratos de cianobactérias marinhas

Ao longo dos anos diversas espécies de cianobactérias marinhas foram
coletadas pelo grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr. William H. Gerwick. Estas
coletas foram realizadas em diferentes localidades, tais como: Curacao, Panama,

Papua Nova Guiné, Indonésia, Havai, dentre outros. Apds serem coletadas, as
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amostras de cianobactérias foram trazidas para o laboratorio, identificadas e algumas
sdo mantidas em culturas isoladas (Scripps — Instituto de Oceanografia, UCSD) ou
estdo preservadas em solu¢des contendo etanol para eventuais estudos quimicos e
biolégicos. Além dessa colecao de cianobactérias, existe também uma biblioteca de
extratos brutos e fracfes devidamente codificadas de todas as espécies que ja foram
estudadas por membros do grupo de pesquisa do Prof. William Gerwick, bem como
material resultante de estudos anteriores. Esta biblioteca € mantida sobre refrigeracéo
(4 £ 2 °C) em placas de 96 pogos a 5 mg mL! em DMSO e as amostras totalmente

secas estdo armazenadas em uma sala sob refrigeracéo (- 20 = 2 °C).

4. 3. 3 Avaliagao da atividade antiparasitaria (Trypanosoma cruzi)

Os ensaios de avaliagdo da atividade tripanocida foram realizados pela
pesquisadora Dra. Miriam Aparecida Giardini com auxilio da doutoranda no Centro de
Descoberta e Inovacdo em Doencas Parasitarias (do inglés Center for Discovery and
Innovation in Parasitic Diseases - CDIPD) no Skaggs — Faculdade de Farmacia e
Ciéncias Farmacéuticas UCSD sob a superviséo do Prof. Dr. Jair L. Siqueira-Neto.

Para a triagem da atividade antiparasitaria contra Trypanosoma cruzi foram
confeccionadas 10 placas de 384 pocos do tipo Aurora contendo 20 L de amostras
na concentracédo de 1,0 mg mL™2.

A linhagem celular de mioblastos de camundongo C2C12 (ATCC #CRL-1772)
foi cultivada em meio Dulbecco modificado contendo 4,5 g L de glicose (DMEM),
suplementado com 5% de soro fetal bovino, 25 mM de HEPES, 2 mM de L-glutamina,
100 U mL™* de penicilina e 100 ug mL™* de estreptomicina.

As formas tripomastigotas de T. cruzi CA-1/72 foram obtidas de sobrenadantes
de culturas C2C12 infectadas apdés 4-7 dias de infeccao. As culturas foram mantidas
a 37 °C com 5% de CO2. Para o ensaio de infeccdo para avaliar a atividade
antiparasitaria das amostras, 25 yL de meio DMEM contendo aproximadamente 700
células C2C12 foram semeadas em cada poco em placas de 384 pocos.
Posteriormente foram adicionadas 25 pL de solucdo contendo cerca de 7.000
parasitas e 250 nL de amostras a 1,0 mg mL™! por poco para uma concentracéo final
de 5 ug mL?! de amostras em um volume final de 50 uL. Para transferéncia das
amostras foi utilizado o sistema de transferéncia acustica (ATS-Acoustic Transfer
System, Biosera). As placas foram incubadas por 48 horas a 37 °C com 5% de COo..

Apés a incubacao, as placas foram fixadas com solugéo de p-formaldeido a 8% (50
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uL por pogo). Finalmente, uma solugdo de coloragdo contendo 0,5 ug mL* de 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) foi adicionada a cada poc¢o das placas e estas foram
incubadas por pelo menos 4 horas antes das leituras. As imagens foram adquiridas
por um microscopio IN Cell Analyzer 2000 (GE Healthcare) e analisadas pelo
programa IN Cell Analyzer Developer 1.6. Os parametros de tamanho usados para
diferenciar organelas do hospedeiro e do parasita foram 125 ym? para o nicleo das
células do hospedeiro e 1-2 um? para nucleo/cinetoplasto dos parasitas. Os nimeros
de células hospedeiras e amastigotas intracelulares foram determinados com base na
guantificacdo da célula hospedeira e do nucleo do parasita, fornecendo uma medida
de inibicdo do crescimento durante as primeiras 48 h de tratamento pds-infecgdo em
comparacdo com os controles ndo tratados. Os resultados antiparasitarios foram
expressos em termos de atividade relativa normalizada com base na taxa média de
infeccdo (nimero de células infectadas/nimero total de células) de controles
negativos (0,1% de DMSO, 0% de atividade) e controles positivos (40 uM de
benzonidazol). A viabilidade celular foi avaliada com base no niumero total de células
divididas pelo nimero médio de células de controles ndo tratados (0,1% DMSO),

sendo < 0,5, considerada uma amostra citotoxica.

4. 3. 4 Obtencao das redes moleculares e estudo quimico das fracdes bioativas

A partir dos dados de atividade biolégica foram selecionadas 10 fracBes da
colecdo de extratos e fragbes da biblioteca do Prof. Wiliam H. Gerwick para
desreplicacdo e estudo quimico mais detalhado (Tabela 27). O método de extracéo
para obtencéo dos extratos brutos que foi aplicado para todas as amostras foi extracao
exaustiva por sonicagao utilizando como solventes uma mistura de
diclorometano:metanol (2:1) e o processo de fracionamento foi 0 mesmo descrito no
item 2. 3. 5 do Capitulo | obtendo-se 9 fracdes (A-1) apds submissdo dos extratos
brutos obtidos a cromatografia liquida a vacuo (CLV).

Foram obtidos dados de CL-EM/EM (colocar metodologia) das 10 amostras
mais ativas frente ao parasita T. cruzi. Esses dados foram convertidos para arquivos
de mzML online (https://gnps-quickstart.ucsd.edu/conversion) ou utilizando o
programa MSConvert, posteriormente foram submetidos a plataforma GNPS
Molecular Networking. As redes moleculares foram geradas pela interconexdo de

espectros EM/EM das amostras comparadas e processadas pelo programa



130

Cytoscape 3.9.0 para visualizacdo e selecdo de amostras a serem trabalhadas
(WANG et al., 2016).

Tabela 27. Cédigos e dados das fracfes selecionadas pertencentes a biblioteca do
Prof. William H. Gerwick — Scripps-SIO-UCSD.

Cddigo interno Cddigo da colecéo Espécie Local de coleta
1927B SS23SEP09-1 Lyngbya Mar de Salton
A2142F PAB-7APR13-3 NI Panama
1704A PNG4MAY07-4 Lyngbya Kenst Teef
A2141E PAP-25APR13-3 Symploca Panama
1927A SS23SEP09-1 Lyngbya Mar de Salton
A2142G PAB-7APR13-3 NI Panama
Al1845A PAP260CTO08-1 Lyngbya sp. Panama
1599A PAC12MARO06-D38 Lyngbya llha Coiba
1646F ISB3ANOV94-8 Leptolyngbya Indonésia
A2143B PAB-6APR13-2 Symploca Panama

NI: Nao identificada
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4. 4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4. 4.1 Avaliacdo da atividade antiparasitaria (Trypanosoma cruzi)
Aproximadamente 2.800 amostras pertencentes a biblioteca de extratos e
fracbes do Laboratorio do Prof. William H. Gerwick no SIO-UCSD tiveram atividade
antiparasitaria avaliada frente ao parasita T. cruzi. A Figura 41 mostra os resultados
obtidos de forma geral em um grafico de dispersdo. O benzonidazol em diferentes
concentracoes (0,08 — 40 uM) foi utilizado como controle positivo, e 0 DMSO (< 0,4%)
como controle negativo. Além desses controles, para o calculo de porcentagem de
inibicdo do crescimento do parasita também sao considerados os po¢os contendo
apenas células nao infectadas, o que seria uma resposta ideal de atividade
antiparasitaria (~ 100%). Na Tabela 28 estdo os dados de atividade antiparasitaria,
citotoxicidade (células C2C12) e quantidade de amostras restantes no laboratorio das
fracbes mais ativas da biblioteca, ou seja, que apresentaram inibicdo de crescimento

do parasita 2 70% quando testadas na concentragéo de 5 ug mL™.

Figura 41. Grafico de dispersdo demonstrando os resultados de inibicdo do
crescimento in vitro de T. cruzi (atividade antiparasitaria normalizada %) e
citotoxicidade (viabilidade celular — C2C12 normalizada %) de extratos e fragOes da
biblioteca avaliada.
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Tabela 28. Resultados de atividade antiparasitaria (porcentagem de inibicdo do
crescimento do parasita T. cruzi), viabilidade celular (C2C12) e massa remanescente
das fracBes mais ativas da biblioteca de extratos e frac6es de cianobactérias do Prof.
William Gerwick.

Amostras _Atividade Viabilidade Massa
antiparasitaria (%) celular (%) (mg)
1927B 79 183 ]
A2142F 78 128 191
1704A 77 131 24.8
A2141E 75 123 )
1927A 75 188 ]
A2142G 75 132 5,6
A1845A 70 149 )
1599A 70 167 62,3
1646F 70 140 ]
A2143B 70 115 462

Espécies do género Lyngbya, Symploca e Leptolyngbya apresentaram
atividade tripanocida. Dentre essas fracfes mais ativas, podemos destacar os pares
1927 A (75 %) e B (79 %) e A2142F (78 %) e G (75 %) pertencentes a mesma
linhagem de cianobactéria, 1927 e A2142, respectivamente. Sendo a linhagem 1927
do género Lyngbya coletada no Mar de Salton (ou Salton Sea) e A2142, ainda néo

identificada, coletada no Panama.

4. 4. 2 Rede molecular e estudo quimico das fracdes bioativas

Para todas as 10 fracbes mais ativas foram obtidos dados de CL-EM/EM para
construcdo da rede molecular e desreplicacdo, exceto para as fracdes A1845A e
1599A, devido a perda de informacfes e dados a respeito dessas amostras.

Como podemos observar nos cromatogramas de pico base das fracdes
provenientes do mesmo extrato bruto (1927 e A2142) sdo semelhantes entre seus
pares (Fig. 42A-D).
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Figura 42. Cromatogramas de pico base das fracbes 1927A (A), 1927B (B), A2142F
(C), A2142G (D), 1704A (E), A2141E (F), 1646F (G) e A2143B (H) em modo de
ionizagao positivo.
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Para a fracdo 1704A notamos principalmente a presenca de dois compostos
majoritarios, com m/z 402,31 e 430,30, respectivamente (Fig. 42E). A diferenca entre
as massas é de 27,99 Da, sugerindo por exemplo uma metilacdo da substancia com

m/z 402,31 ou a perda de uma unidade mondxido de carbono -CO por m/z 430,30,
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comum em aldeidos e cetonas (JUNG et al., 2008). Entretanto, podemos observar na
rede molecular obtida que esses nodos ndo estdo diretamente ligados apesar de
pertencerem ao mesmo cluster (Fig. 43)

A rede molecular resultou em 183 nodos, conectados por 285 tracos,
agrupados em 14 clusters maiores, 10 pares solitarios e 61 nodos sem
correspondéncia espectral com outras substancias da biblioteca do GNPS,
representados como self-loops (Fig. 43). Uma das vantagens desta abordagem em
redes moleculares € a capacidade de criar filtros para os nodos e tracos a fim de
reconhecer padrdes no conjunto de dados. Nesse sentido, diferentes cores foram
atribuidas aos nodos considerando o tipo de amostra (fracdes 1927A e B: rosa, 1704A:
azul, A2142F e G: verde, A2141E: laranja, 1646F: amarelo e A2143B: cinza) e a
abundancia relativa de ions representada pelos tamanhos dos nodos (Fig. 43).

Em relacdo a desreplicacdo e identificacdo das moléculas presentes nas
amostras mais ativas foi possivel identificar que os acidos graxos e seus derivados é
a principal classe de substancias que pode estar relacionada com a atividade
antiparasitaria. Essas substancias sdo comumente encontradas em fracdes apolares
como a maioria dentre as mais ativas (fracdes com as letras A e B no final do c6digo).

Alguns derivados de acidos graxos de origem natural e sintética como por
exemplo, derivados conjugados de acidos graxos acetilénicos comumente encontrado
em plantas e bisfosfonatos derivados de &cidos graxos tem sido considerados com
importantes classes de compostos com atividades farmacologicas e dentre elas
atividade antiprotozoaria contra Plasmodium falciparum, Leishmania donovani,
Trypanosoma cruzi e T. brucei (BRANDAO et al., 1997; SZAJINMAN et al., 2003 e
2005; SENN et al., 2007; DOS SANTOS et al., 2015; LONDERO et al., 2018). Além
disso, foi relatado que derivados de acidos graxos 2-alcinoicos podem atuar como
inibidores da topoisomerase de L. donovani, T. cruzi e T. brucei (CARCALLEIRA et
al., 2012).
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Figura 43. Rede molecular das fracdes mais ativas frente ao parasita T. cruzi
analisadas por CL-EM/EM em modo de ionizagéo positivo. Os nodos representam as
substancias detectadas e estdo coloridos de acordo com o tipo de amostra e o
tamanho representa a abundancia relativa do ion precursor. Os tracos representam o
grau de similaridade entre os nodos e os nodos sem correspondéncia espectral na
biblioteca do GNPS est&o representados como self-loops.
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Algumas substancias ja conhecidas foram anotadas a partir da analise da rede
molecular e desreplicacdo na plataforma GNPS e aquelas que tiveram
correspondéncias com os padrfes ja isolados e identificados no laboratorio foram
vatiamida C, encontrada na fracdo 1646F (Leptolyngbya); curacina D presente na

fracdo A2143B (Symploca), viequeamida A e aeruciclamida A anotadas para as
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fracbes A2142F e G (espécie ainda ndo identificada). Além do cluster correspondente
a formidolida e seus derivados apenas na fracdo 1646F (Fig. 44); alguns nodos
presentes neste cluster ndo foram anotados pela plataforma GNPS, o que sugere a
presenca de substancias inéditas. A vatiamida C foi caracterizada pela primeira vez
em um estudo de rota biossintética PKS/NRPS tipo | na espécie de cianobactéria
Moorea producens (MOSS et al., 2019) e a curacina D foi identificada como agente
antimitético isolado da cianobactéria Lyngbya majuscula coletada nas llhas Virgens
(MARQUEZ et al., 1998). A substancia viequeamida A foi isolada da cianobactéria
Rivularia sp. na regido de Vieques em Porto Rico e apresentou potente atividade
citotoxica para células tumorais de pulméo (H460) com valor de Clso de 60 + 10 nM
(BOUDREAU et al., 2012), enquanto aeruciclamida A, um peptideo ciclico obtido pela
primeira vez da cianobactéria Microcystis aeruginosa apresentou toxicidade para o
crustdceo de agua doce Thamnocephalus platyurus com valor de CL de 34 uM
(PORTMANN et al., 2008).

Os estudos de desreplicacéo e descoberta de novas substancias bioativas a
partir de produtos naturais sao os tipos de estudos mais comuns na aplicagcéo de redes
moleculares. Naman et al. (2017) analisaram 10 linhagens de cianobactérias do
género Symploca sp. na busca por substancias citotoxicas. As amostras analisadas
por redes moleculares e a partir da biblioteca do GNPS levou a identificacdo de um
peptideo inédito com atividade antitumoral, a samoamida A.

Hou e colaboradores (2019) utilizando dados de CLAE-EM/EM, redes
moleculares e dados de RMN de !H, identificaram ciclohexadepsipeptideos bioativos
(crysogeamidas A-G) de Penicillium chrysogenum.

Em um estudo desenvolvido por Floros e colaboradores (2017) foram
analisados cerca de 1.000 microrganismos marinhos, dos quais mais de 70% nao
haviam sido taxonomicamente caracterizados. Os autores avaliaram o perfil quimico
de produtos naturais marinhos priorizando extratos na auséncia de informacdes
gendmicas ou de atividade biologica e agrupamentos especificos para algumas cepas
levaram ao isolamento e elucidacdo de novas duas substancias, os acidos maridricos
AeB.

Sendo assim, podemos observar que a abordagem utilizando redes
moleculares esta entre os avancos das ferramentas computacionais aplicada a
quimica de produtos naturais do século XXI. A visualizacdo de forma estruturada e

intuitiva de grandes conjuntos de amostras facilita a compreensdo de eventos
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multifatoriais encontrados em ecologia quimica, estudos de biossintese,

guimiotaxonomia, e na desreplicacdo e descoberta de novas substancias bioativas
(PILON et al., 2021).

Figura 44. Substancias anotadas para as amostras analisadas na plataforma GNPS.
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4.5 CONCLUSOES

Neste trabalho toda a biblioteca de extratos e fracdes de cianobactérias
(aproximadamente 2.800 amostras) pertencentes ao Laboratério coordenado pelo
prof. Dr. William H. Gerwick no Scipps — Instituto de Oceanografia — UCSD foi avaliada
frente ao parasita T. cruzi, agente etiolégico da doenca de Chagas. Essa abordagem
foi possivel devido a colaboracdo com o prof. Dr. Jair L. Siqueira-Neto, coordenador
do Centro de Descoberta e Inovacdo em doencas Parasitarias no Skaggs — Faculdade
de Farmécia e Ciéncias Farmacéuticas — UCSD.

Dentre todas as amostras avaliadas, 10 fracGes apresentaram inibicdo do
crescimento do parasita 2 70% quando testadas na concentragdo de 5 ug mL2. A
partir desses resultados de screening biol6gico, um estudo quimico de desreplicacédo
utilizando dados de CL-EM/EM, plataforma GNPS e rede molecular foi realizado com
objetivo de identificar as classes de metabdlitos que apresentavam atividade
antiparasitaria. De acordo com os resultados obtidos, foi possivel observar que os
acidos graxos e seus derivados € a principal classe de substancias que pode estar
relacionada com a atividade antiparasitaria.

Além disso, por meio da analise dos dados da rede molecular obtida foram
identificadas cinco substancias conhecidas: vatiamida C, curacina D, viequeamida A,
aeruciclamida A e formidolida.

Os resultados obtidos favorecem a perspectiva de continuidade dos estudos
com a finalidade de descobrir quais substancias sao responsaveis pela atividade
antiparasitaria, além de investigar por exemplo, nodos presentes em clusters que néo
apresentaram correspondéncia com nenhuma substancia da plataforma GNPS e do
Dicionario de Produtos Naturais Marinhos (MarinLit), o que pode levar ao isolamento

de metabdlitos bioativos inéditos.
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Componentes dos meios de cultivo SWBG11 (CASTENHOLZ, 1988) e ASN Il

suplementado com vitamina Bi2 (RIPPKA et al., 1979).

Concentracdo final do meio (g L?)

SWBG11 ASN Il + Vit. B1>
NacCl 12,5 12,5
MgCl,.6H.0 1,0 1,0
KCI 0,25 0,25
NaNO3 1,5 0,75
KoHPO4 0,04 0,02
MgS0O..7H20 0,075 3,5
CaCl,.2H,0 0,036 0,5
Acido citrico 0,006 0,003
Citrato de amoénio férrico 0,006 0,003
NaEDTA 0,001 0,0005
Carbonato de sodio 0,02 0,02
Solucéo de micronutrientes? 1mL 1mL
Vitamina B1» - 0,01 mg*

* Valor absoluto adicionado a cada 1 litro de cultura preparado.

1 A solugéo de micronutrientes compreende uma mistura de HsBOs (2,86 g L1), MnCl2.4H20 (1,81 g L
1), ZnS04.7H20 (0,222 g L), Na2Mo4.2H20 (0,39 g L), CuS04.5H20 (0,079 g L?), Co(NOz3)2.6H20

(0,049 g LY).
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APENDICE A

Parecer Consubstanciado do CEP n° 3.985.260/CAAE: 96779018.1.0000.5403

(Emenda 1)
- ,m-ucﬁ,)/
.;"\ '”:',“ UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
M %5 %g Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto
"éo; 4 g’ Comité de Etica em Pesquisa

%, 5
4 ysp . O

Of. CEP/FCFRP n°. 005/2020

kms

Ribeirao Preto, 15 de maio de 2020.

A pesquisadora

Thaiz Rodrigues Teixeira

Orientadora: Profa. Dra. Hosana Maria Debonsi
FCFRP/USP

Prezada Pesquisadora,

Informamos que a Emenda 1 do protocolo de pesquisa intitulado
“Prospeccao quimica e avaliacao do potencial bioldgico de microrganismos
associados as algas marinhas provenientes da Antartica: Adenocystis utricularis e
Ascoseira mirabilis” (CAAE: 96779018.1.0000.5403), foi aprovada “ad referendum”
do Comité de Etica em Pesquisa da FCFRP em 22/04/2020, conforme Parecer
Consubstanciado n® 3.985.260 e referendado pelo CEP, por unanimidade, em sua
1952 reuniao, de 23/04/2020.

Lembramos que, de acordo com a Resolugao 466/2012, item IV.5, letra
d, o TCLE devera “ser elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas paginas e
assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa, ou por seu
representante legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela(s) pessoa(s)
por ele delegada(s), devendo as paginas de assinaturas estar na mesma folha. Em
ambas as vias deverao constar o endereco e contato telefébnico ou outro, dos
responsaveis pela pesquisa e do CEP local”.

Informamos que devera ser encaminhado ao CEP o relatério final da
pesquisa _em formuldrio préprio deste Comité, bem como comunicada qualquer

alteracao, intercorréncia ou interrupcao do mesmo, tais como eventos adversos e

eventuais modificagdbes no protocolo ou nos membros da equipe, através da
interposicao de emenda na Plataforma Brasil.
Atenciosamente,

/(O/Q.An[/‘ l’/l //j (’)A_A_/—,,— o

Profa. Dra. Elisa Maria de Sousa Russo
Vice-Coordenadora do CEP/FCFRP

Comité de Etica em Pesquisa FCFRP/USP
Avenida do Café s/n’ - Monte Alegre — CEP 14040-903 — Ribeirdo Preto — SP
Fone: (16) 3315-4213 - Fax: (16) 3315-4892 - cep@fcfrp.usp.br
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APENDICE B

Parecer Consubstanciado do CEP n° 3.046.104/Protocolo CEP/FCFRP n°. 483 -
CAAE: 96779018.1.0000.5403

. -
£ @:‘“ UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
X Sd" :  Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto
Comité de Etica em Pesquisa

Of. CEP/FCFRP n". 021/2018
kms

Ribeirao Preto, 29 de novembro de 2018.

A pos-graduanda

Thaiz Rodrigues Teixeira

Orientadora: Profa. Dra. Hosana Maria Debonsi
FCFRP/USP

Prezada Pesquisadora,

Informamos que o projeto de pesquisa intitulado “PROSPECCAO
QUIMICA E AVALIACAO DO POTENCIAL BIOLOGICO DE MICRORGANISMOS ASSOCIADOS
AS ALGAS MARINHAS PROVENIENTES DA ANTARTICA: ADENOCYSTIS UTRICULARIS E
ASCOSEIRA MIRABILIS”, apresentado por Vossa Senhoria a este Comité, Protocolo
CEF/FCFRP n°. 483 - CAAE: 96779018.1.0000.5403, foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da FCFRP/USP em sua 1827 reunido ordinaria, realizada dia 12 de
novembro de 2018, conforme Parecer Consubstanciado do CEP n® 3.046.104.

Lembramos que, de acordo com a Resolucao 466/2012, item IV.5, letra
d, o TCLE devera “ser elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas paginas e
assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa, ou por seu
representante legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela(s) pessoa(s)
por ele delegada(s), devendo as paginas de assinaturas estar na mesma folha. Em
ambas as vias deverdo constar o endereco e contato telefénico ou outro, dos
responsaveis pela pesquisa e do CEP local”.

Informamos que devera ser encaminhado ao CEP o relatério final da

esquisa_em formuldrio préprio _deste Comité, bem como comunicada qualquer
alteracdo, intercorréncia ou interrupcdo do mesmo, tais como eventos adversos e

eventuais modificagdes no protocolo ou nos membros da equipe, através da
interposicdo de emenda na Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

&7 l““?"/?L K.é/._a_{;'{

PrOF*. DR*. CLENI MARA MARZOCCHI MACHADO
Coordenadora do CEP/FCFRP

Comité de Etica em Pesquisa FCFRP/USP
Avenida do Café s/n" - Monte Alegre - CEP 14040-903 - Ribeirdo Preto - SP
Fane: (16) 33154213 — Fax: (16) 3315-4892 - cep@fcfrp.usp.br



176

APENDICE C
Fungos associados isolados da macroalga Antartica Adenocystis utricularis
Método d
¢ (.). ° ? Local de coleta Fungo/Cdodigo
esterilizacéo
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APENDICE D

Espectro de RMN de *H da ciclopenina (500 MHz, DMSO-ds)
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APENDICE E

Espectro de RMN de *H da desidrociclopeptina (500 MHz, CD30D)
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APENDICE F

Espectro de RMN de *H da viridicatina (500 MHz, DMSO-ds)
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APENDICE G
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Espectro de RMN de *H do ciclopenol (500 MHz, DMSO-de)
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APENDICE H

Espectro de RMN de *H do viridicatol (500 MHz, DMSO-ds)
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APENDICE |

Espectro de RMN de *H da ciclopeptina a e b (500 MHz, DMSO-de)
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APENDICE J

Espectros de RMN de 'H (A) e 13C (B) da substancia CLV H p1 (500 MHz, DMSO-

de)
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APENDICE K

Espectro de RMN de DEPT 135 (A) e mapa de contorno COSY 'H-!H (B) da
substancia CLV H p1 (500 MHz, DMSO-ds)
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APENDICE L

Mapas de contorno HSQC (A) e HMBC (B) da substancia CLV H p1 (500 MHz,

DMSO-ds)
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APENDICE M

Espectros de NOE dos protons com deslocamento em 641,57 (A), 2,16 (B) e 2,26
ppm da substancia CLV H p1 (500 MHz, DMSO-ds)
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APENDICE N

Espectros de NOE dos protons com deslocamento em 612,74 (A), 4,59 (B) e 4,95
ppm da substancia CLV H p1 (500 MHz, DMSO-ds)
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APENDICE O

188

EM em alta resolucéo obtido para a substancia CLV H p1 em modo positivo (A) e

negativo (B)
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APENDICE P

Espectros de RMN de *H (A) e mapa de contorno COSY 'H-'H (B) da substancia
CLV H p2 (500 MHz, DMSO-ds)
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APENDICE Q

Mapas de contorno HSQC (A) e HMBC (B) da substancia CLV H p2 (500 MHz,
DMSO-ds)
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APENDICE R

Espectros de NOE dos protons com deslocamento em 841,57 (A) e 2,24 ppm (B) da
substancia CLV H p2 (500 MHz, DMSO-ds)
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APENDICE S

Espectros de NOE dos protons com deslocamento em 814,90 (A) e 5,13 ppm (B) da
substancia CLV H p2 (500 MHz, DMSO-ds)
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APENDICE T

EM em alta resolucéo obtido para a substancia CLV H p2 em modo positivo (A) e
negativo (B)
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APENDICE U

Espectro de absorgéo UV obtido via CLAE-DAD para a substancia CLV H p1 (A) e
CLV H p2 (B)
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