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RESUMO

Fomactinas séo produtos naturais diterpé€nicos que apresentam atividade inibidora do
receptor do fator de ativacdo de plaquetas. S&do também capazes de reduzir a
repopulagao de células tumorais apos radiagdo com raios-y, atividade esta que pode
ser explorada como adjuvante no tratamento de canceres. Em estudo recente,
demonstrou-se a produgcdo de fomactinas pela linhagem fungica Biatriospora sp.
CBMAI 1333. O presente projeto objetiva a avaliagao de diferentes meios de cultura e
condigdes de cultivo para o fungo Biatriospora sp. CBMAI 1333, de maneira a alcangar
maior diversidade na producao de fomactinas e maior rendimento em massa para a
obtencdo destes compostos. Em uma segunda etapa, foi realizado o isolamento e
identificagdo de fomactinas ou analogos potencialmente inéditos. Extratos de
diferentes meios de cultivo de Biatriospora sp. CBMAI 1333 foram analisados por
UPLC-MS/MS. Os resultados obtidos foram avaliados empregando-se a criagéo de
redes moleculares e comparagdes estatisticas por meio da plataforma XCMS. Uma
vez selecionado o meio de cultura mais promissor para o crescimento do fungo e
produgdo de fomactinas, realizou-se o cultivo da linhagem fungica em escala
ampliada. Apos a obtencgdo do extrato do meio de cultivo em condigbes melhoradas,
este foi fracionado utilizando-se técnicas cromatograficas diversas. As fomactinas V e
| foram isoladas e completamente caracterizadas por técnicas de RMN e
espectrometria de massas. De modo a se incrementar ainda mais o rendimento da
produgdo de fomactinas, foi realizado um Planejamento Fatorial Fracionado (PFF),
que resultou em uma condi¢ao de crescimento otimizada. Apdés um novo crescimento
otimizada do fungo Biatriospora sp. CBMAI 1333 e avaliacado dos dados empregando-
se a ferramenta Feature-Based Molecular Networking (FBMN), observou-se um
feature cujo ion protonado indicava a presenga de um atomo de nitrogénio em sua
estrutura. Este composto foi isolado e caracterizado utilizando-se técnicas
espectroscopicas e espectrometria de massas, confirmando a estrutura de uma
fomactina nitrogenada inédita. A utilizagao de diversas ferramentas de metabolémica
possibilitou incrementar e diversificar a produ¢cdo de fomactinas pelo fungo
Biatriospora sp. CBMAI 1333, resultando na descoberta da primeira fomactina
nitrogenada.



ABSTRACT

Phomactins are diterpenic natural products which display platelet activating factor
receptor inhibitory activity. They are also capable of reducing the repopulation of tumor
cells after y-ray radiation, activity that can be explored as an adjuvant in the treatment
of cancers. A recent study demonstrated the production of phomactins by the fungal
strain Biatriospora sp. CBMAI 1333. This project aims to evaluate different culture
media and cultivation conditions for the fungus Biatriospora sp. CBMAI 1333 in order
to achieve greater diversity and mass yield in the production of phomactins. In a
second step, the isolation and identification of novel phomactins or analogues will be
carried out. Extracts from different culture media pf Biatriospora sp. CBMAI 1333 were
analyzed by UPLC-MS/MS. The results obtained were evaluated using molecular
networks and statistical comparisons through the XCMS platform. Once the most
promising culture medium was selected for fungal growth and phomactin production,
the fungal strain was cultivated on a larger scale. The culture medium was extracted
and then fractionated using chromatographic techniques. Phomactins V and | were
isolated and fully characterized by NMR and mass spectrometry. In order to further
increase the yield of phomactins, the Design of Experiments (DoE) is method was
used, which resulted in an optimized growth condition. After a new optimized growth
of the fungus Biatriospora sp. CBMAI 1333 and data evaluation using the Feature-
Based Molecular Networking (FBMN) tool, it was observed a feature whose protonated
ion indicated the presence of a nitrogen in its structure. This compound was isolated
and characterized using spectroscopic and mass spectrometry techniques, confirming
the structure of an unprecedented nitrogenous fomactin. The use of several
metabolomics approaches allowed us to increase and diversify the production of
phomactins produced by the fungus Biatriospora sp. CBMAI 1333, resulting in the
discovery of the first nitrogenous phomactin.
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1. INTRODUGAO

1.1 FUNGOS MARINHOS

Os fungos marinhos apresentam uma grande diversidade de novos
metabdlitos secundarios, os quais podem ser uteis para fins medicinais, industria de
alimentos e de cosméticos. A produgao de metabdlitos secundarios por fungos em
geral resulta da deple¢cdo de nutrientes, competicdo ou outro tipo de estresse
metabdlico ou ambiental. Os metabdlitos secundarios sao produzidos por diferentes
vias de biossintese e podem apresentar diferentes atividades bioloégicas, como
antibidtica, citotdxica, anti-inflamatéria, dentre outras. Levantamento recente sobre
produtos naturais isolados de culturas de fungos marinhos indicou a predominéancia
de policetideos, sesquiterpenocides e alcaloides (SHABANA, LAKSHMI, SATYA,
2020).

Figura 1 — Classes quimicas de compostos de fungos marinhos (Adaptado de SHABANA,
LAKSHMI, SATYA, 2020).

m Policetideos
m Sesquiterpenoides

m Alcaloides
4%
4%

m Diterpenos

m Derivados Indol
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Derivados Azafilona

Sorbicilinoides
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Os fungos marinhos podem ser divididos em dois grupos, segundo sua
forma de crescimento: obrigatérios e facultativos. Fungos marinhos obrigatérios séo
aqueles que se desenvolvem e esporulam apenas em habitat marinho, enquanto que

os facultativos sdo aqueles que podem ser provenientes de ambientes terrestres, mas
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se adaptaram a crescer e esporular em ambientes marinhos (AGRAWAL et al., 2018).
Habitualmente os fungos verdadeiramente marinhos, podem ser obtidos de diversas
fontes como corais, peixes e sedimentos marinhos. Andlises indicam que fungos
verdadeiramente marinhos correspondem a 30% das linhagens fungicas isoladas em
ambiente marinho, conforme indicado na figura 2 (RATEB, EBEL, 2011).

Figura 2 — Compostos isolados de fungos marinhos, dividido por suas fontes (Adaptado de
RATEB, EBEL, 2011).
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Apesar da grande diversidade de metabdlitos secundarios isolados de
culturas de fungos marinhos, seja quanto a classe quimica ou suas diferentes origens,
apenas um composto encontra-se em estagio avangado de testes clinicos: a
plinabulina (1), uma dicetopiperazina sintética desenvolvida a partir da halimida,
isolada de culturas de Aspergillus sp. de origem marinha (LUO et al., 2016). Este
composto encontra-se em fase Ill de testes clinicos. Outros compostos de origem
marinha também estdo avangados em fase de testes clinicos ou até ja aprovados,

porém nenhum produzido por linhagens fungicas.
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Figura 3 — Estrutura da plinabulina (1).

1.2 LINHAGEM FUNGICA Biatriospora sp. CBMAI 1333

A linhagem fungica Biatriospora sp. CBMAI 1333 (D8) foi obtida a partir da
esponja marinha Dragmacidon reticulatum, cujo habitat sdo os ambientes rochosos e
recifes do Atlantico Ocidental tropical e subtropical. O fungo Biatriospora sp. (D8)
produz compostos da classe das fomactinas (figura 4), as quais possuem atividade
inibidora do receptor do fator de ativagéo de plaquetas. Estes compostos sdo também
capazes de reduzir a repopulagdo de células tumorais apos irradiagdo com raios-y,
atividade que pode ser explorada como adjuvante no tratamento de canceres.
Diversas fomactinas foram isoladas de meios de cultivo produzidos por esta linhagem
fungica pela Dra. Karen J. Nicacio durante seu doutorado no grupo do Prof. Dr.
Roberto Berlinck. (SUGANO et al., 1994) (KURODA et al., 2018)
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Figura 4 — Estrutura das fomactinas |, F, P — (5-7) Q -V (8-13) isoladas de meios de cultivo do
fungo Biatriospora sp. (D8).
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As fomactinas compartilham relacdo estrutural e biossintética com os
taxanos (figura 5). A biossintese de ambos grupos de diterpendides se origina com o
geranilgeranil difosfato (GGDP), o qual, apds duas ciclizagbes, forma um intermediario
com estrutura relacionada com os taxanos e as fomactinas (PALFRAMAN,
PATTENDEN, 2019, GOLDRING, PATTENDEN, 2006).
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Figura 5 — Relacao biossintética entre fomactinas e taxanos (adaptado de PALFRAMAN e
PATTENDEN, 2018 e GOLDRING e PATTENDEN, 2006).
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O paclitaxel (Taxol) é um dos produtos naturais mais conhecidos e
estudados para o tratamento de diferentes tipos de cancer (ovario, mama e pulmao).
Contudo a produgao do paclitaxel € onerosa, pois envolve semi-sintese a partir de um
precursor derivado de Taxus baccata. Todavia, 0 processo apresenta baixo
rendimento. Na década de 90, cerca de 38 mil arvores de Taxus brevifolia foram
utilizadas para producao de 25 kg de paclitaxel para o tratamento de cerca de 12 mil
pacientes e a espécie foi ameacgada de extingdo. Dessa forma, é de suma importancia
a busca de alternativas para a producgéo de paclitaxel. A investigacdo da biossintese
de fomactinas pode ser uma alternativa neste sentido. (LIU, GONG, ZHU, 2016).

A abordagem classica na descoberta de produtos naturais inclui a triagem
de extratos brutos, etapas de fracionamento por cromatografia, isolamento e
identificagdo de compostos bioativos. Este método pode ser muitas vezes lento e
ineficiente, seja pelo isolamento de substancias conhecidas, sem atividade biolégica
ou diversos compostos podem passar despercebidos. Com o intuito de aliar novas

técnicas de alta resolugdo e uma visdo mais abrangente seja no inicio com o
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planejamento de experimentos, até na etapa final, com o isolamento dos compostos,
a metabolédmica pode ser uma ferramenta muito util na descoberta de novos produtos
naturais (DEMARQUE et al., 2020).

A metabolbémica estuda a composicado de todas as pequenas moléculas
presentes de um tipo de célula, tecido, 6rgdo ou organismo. E possivel avaliar
simultaneamente varios tipos de moléculas de baixo peso molecular como
aminoacidos, acidos graxos, carboidratos ou outras substancias relacionadas a
fungbes metabolicas celulares. A metaboldémica faz uso de diferentes técnicas
analiticas de alta resolu¢cdo sendo as mais comuns a espectroscopia de ressonéancia
magnética nuclear (RMN) e a espectrometria de massas (MS) (ZHAO, ZHANG, LI,
2018, TURI et al., 2018). O planejamento de experimentos de metabolémica segue
um fluxo de trabalho, que pode ser especifico para cada amostra e finalidade (figura
6), e pode incluir métodos quimicos, analiticos, estatisticos, bioldgicos e
bioinformaticos (BROWN et al., 2005).

A metaboldmica também pode ser utilizada sob duas estratégias:

1. Metabolémica n&o-direcionada, que objetiva a analise abrangente de
todos os analitos detectaveis nas amostras sob investigagdo ou no sistema biolégico,
incluindo metabdlitos inexplorados. Esta estratégia é adequada para, por exemplo,
investigar rotas bioquimicas desconhecidas (ROBERTS et al., 2012),

2. Metabolémica direcionada, que propde a busca ou quantificacédo de
metabolitos ja pré-selecionados. E utilizada na analise de uma ou mais vias
metabdlicas de interesse ou no isolamento de uma substancia quimicamente
caracterizada (ROBERTS et al., 2012).
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Figura 6 — Fluxo de trabalho geral para analises metaboldmicas (Adaptado de BROWN et al.,
2005).
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Como um exemplo de método n&o supervisionado e relacionado a
clusterizagcdo, temos uma ferramenta chamada de Feature-Based Molecular
Networking (FBMN), que é uma ferramenta presente na plataforma do GNPS que
possibilita um pré-processamento refinado dos dados utilizando softwares para essa
finalidade e assim, podendo ter controle total da rede molecular que sera gerada no
GNPS. Com a utilizagédo de softwares de pré-processamento como MZmine pode-se
processar dados de forma criteriosa e com diversas etapas como mostrado na figura
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7. Assim, a ferramenta FBMN pode trabalhar com informacées de MS' como padréo
isotopico e tempo de retencdo. Além disso, com relagédo a informagéo espectral
processada, redes moleculares geradas por FBMN, podem ter inumeras vantagens
como distinguir isbmeros que produzem espectros MS? similares, anotagdo espectral
facilitada devido a se ter controle total do pré-processamento dos dados e por fim,
incorporagdo da informacao de quantidade relativa, tornando analises estatisticas
mais robustas. Enquanto para analises utilizando-se redes moleculares no modo
classico temos algumas desvantagens com relagéo a analise da rede molecular que
deve ser feita separada da analise dos espectros MS', enquanto FBMN aceita um
output de ferramentas de deteccdo de features e alinhamento, tornando-os dados

diretamente compativeis com ferramentas de anotagcédo. (NOTHIAS et al., 2020)

Figura 7 — Esquema das etapas que podem ser trabalhadas no pré-processamento dos dados
no software MZmine. (Adaptado de WANG et al., 2016)
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Com todos estes pros, a ferramenta FBMN atualmente tem se mostrado
excelente para a identificagcdo de compostos inéditos de uma maneira eficiente e
fundamentada. Um estudo sobre duas bactérias distintas, a bactéria de solo
Chromobacterium vaccinii e a bactéria Candidatus Burkholderia crenata, originada de
uma planta, sdo produtoras de um depsipeptideo que é um potente e seletivo inibidor
da proteina Gq. No seguinte estudo, estudou-se os metabolomas de ambas bactérias,
as quais foram comparados usando-se FBMN e como resultado, foram identificados
certa de 30 derivados deste depsipeptideo anteriormente desconhecidos, na figura 8
temos um cluster com alguns destes derivados e a estrutura de um dos compostos
isolados. Portanto, podemos ver a grande relevancia da ferramenta, podendo ainda
ser mais valiosa se aplicada em conjunto com analises estatisticas. (HANKE et al.,
2021)

Figura 8 - Cluster com alguns derivados do depsipeptideo e a estrutura de um derivado isolado.
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2 OBJETIVOS

O presente projeto de mestrado tem como objetivos gerais:

I. A exploragao das condi¢des de cultivo do fungo Biatriospora sp. CBMAI
1333 para diversificagdo e incremento na produgéo de fomactinas, e;

II. O isolamento e identificagdo de fomactinas inéditas produzidas pela
linhagem fungica Biatriospora sp. CBMAI 1333 (D8), ap6s se encontrar condigdo de
crescimento que apresente uma maior diversificagdo quimica na produgédo de
fomactinas.

Os objetivos especificos séo:

i. Utilizagdo de analises de metabolémica para se determinar condigbes de
crescimento do fungo Biatriospora sp. CBMAI 1333 que possibilitem uma maior
diversificagado na produgdo de fomactinas,

ii. Uma vez estabelecida a condi¢do de crescimento para produc¢ao de maior
diversidade de fomactinas, realizar o crescimento do fungo em larga escala e
fracionamento dos extratos para o isolamento de novas fomactinas,

iii. Analise das fragcbes obtidas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas de alta resolugéo (UPLC-HRMS),

iv. Isolamento de potenciais novas fomactinas por cromatografia liquida,

v. Elucidagédo estrutural completa das fomactinas isoladas por técnicas

espectroscopicas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS GERAIS

3.1.1 Condigées gerais de analise — Waters Alliance HPLC-UV-ELSD-
MS

As analises por HPLC-UV-ELSD-MS foram realizadas em cromatégrafo
liquido Waters Alliance 2695 (HPLC) acoplado sequencialmente a um detector de
arranjo de fotodiodos Waters 2696 (PDA), um detector de espalhamento de luz
evaporativo Waters 2424 (ELSD) e espectrobmetro de massas Micromass ZA2000
(MS), com interface eletrospray e analisador de massas quadrupolo. A separagao
cromatografica foi realizada utilizando-se coluna cromatografica analitica de fase
reversa C18 Waters XTerra® RP18 (4,6 x 250 mm, id. 5 ym) e fase mdvel composta
por (A) H20 + 0.1% de acido formico e (B) MeCN/MeOH (1:1) + 0.1% de acido férmico.
O gradiente de eluigao utilizado foi de 10 a 100% de B em 30 minutos, de 100% a 10%
de B de 30 a 31 minutos e manteve-se em 10% de B de 31 minutos a 40 minutos,
vazéo de 1,0 mL min-'. No detector de PDA, o monitoramente foi realizado em Amaxde
200 - 800 nm. O ELSD operou com ganho de 100, nebulizador em modo aquecimento
em nivel de 60%, drift tube com temperatura 80 + 5 °C, pressédo do gas N2 de 50 psi
e com output full scale de 2000 mV. No espectrdmetro de massas, utilizou-se as
seguintes condi¢des: fonte = ESI, temperatura da fonte = 100 °C, voltagem de capilar
= 3,0 kV, vazao do gas no cone = 50 L h™', temperatura de dessolvatagéo = 350 °C,
vaz&o do gas de dessolvatacdo = 350 L h-! e intervalo de detecgdo = 100 - 1000 Da.

3.1.2 Condigdes gerais de analise —- WATERS XEVO G2-XS UPLC-ESI-
QToF-MS

As analises por UPLC-ESI-QToF-MS foram realizadas em um cromatégrafo
liquido Waters Acquity UPLC H-class acoplado a um espectrOmetro de massas
Waters Xevo G2-XS Q-ToF com interface eletrospray (ESI). A separagéo
cromatografica foi realizada em uma coluna Waters BEH C18 (2,1 x 100 mm, id. 1,7
pum) e fase movel composta por (A) H20 Milli-Q + 0,1% de &cido férmico e (B) MeCN
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+ 0,1% de acido férmico. O gradiente de elui¢do utilizado foi de 10 a 50% de B em 6
minutos, de 50 a 98% de B de 6,0 a 9,0 min, 98 a 10% de B de 9,0 a 9,1 min e 10%
de B de 9,1 a 10,0 min, vazédo de 0,5 mL min-'. As amostras foram preparadas na
concentracgédo de 1,0 mg mL™" e volume de injegdo de 5 pL.

Os espectros de massas foram adquiridos em modo DDA, modo positivo e
resolucédo, fonte ESI, tempo de aquisicdo = 10 minutos, intervalo de massa = 100 -
1500 Da; scan time = 0,2 s, numero de ions selecionados a partir de cada MS survey
= 3, excluséo dindmica de picos = 2s ou 10 mDa, taxa de scan MS/MS = 0,2 s, energia
de colisdo MS/MS: LM CE =6 -9V e HM CE =60 - 80 V. As condi¢des da fonte ESI
foram: voltagem do capilar = 1,2 kV, temperatura da fonte = 100 °C, voltagem do cone
= 30 V, vazéo do gas no cone = 50 L h', temperatura de dessolvatacdo = 450 °C,
vaz&o do gas de dessolvatagdo = 750 L h™'. Para calibracdo interna, foi utilizada uma
solucg3o de leucina-encefalina (Sigma) 20 ug mL-", infundida pela sonda do lockmass
a 10 pL min.

3.1.3 Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

As analises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram realizadas no
Laboratério de RMN do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Séo
Carlos (DQ — UFSCar) em um espectrometro Bruker AVANCE 11l (14.1 T), operando
em 600 MHz ('H) ou 150 MHz ('3C). As amostras foram preparadas em solventes
deuterados (Cambridge Isotope Laboratories Inc.).

3.2 AVALIACAO PRELIMINAR PARA DETERMINACAO DAS
CONDICOES DE CRESCIMENTO DE Biatriospora sp. (D8)

3.2.1 Crescimento de linhagem fungica e obtengido dos extratos

A linhagem fungica Biatriospora sp. CBMAI 1333 (D8) foi isolada a partir da
esponja Dragmacidon reticulatum coletada na ilha de Buzios — RJ. (NICACIO, 2017)
Inicialmente, investigou-se a produgdo de fomactinas com relagédo a diversidade
quimica e rendimento dos extratos produzidos pelo fungo Biatriospora sp. (D8). A
linhagem fungica foi cultivada em meio de cultura sélido (meio de cultivo e agar). Apds
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7 dias discos de micélio foram transferidos para frascos do tipo Schott de 500 mL
contendo 250 mL de meio de cultivo liquido (Tabela 1). Meios de cultura liquidos foram
preparados com agua destilada (MilliQ) e agua do mar artificial (ASW), totalizando 14
diferentes meios de cultivo. Culturas foram mantidas a temperatura de 25 °C por 15
dias.

Tabela 1 - Meios de cultura utilizados para avaliagdo da variagdo metabdlica da
linhagem fungica Biatriospora sp. (D8). Composi¢ao por litro de meio de cultivo

Meios de cultura Ingredientes
Malte 2% (M2) 20 g de malte
Malte 3% (M3) 30 g de malte
Glicose, Peptona e Extrato de 1 g de glicose, 0,5 g de peptona de soja e 0,1 g de
Levedura (GPY). extrato de levedura

Caldo Batata Dextrose (PDB) 24 g de caldo de batata dextrose (potato dextrose

broth)
Meio Minimo (MM) 10 g de glicose e 5 g de extrato de levedura
Sabouraud Dextrose (SBD) 40 g de glicose e 10 g de peptona de carne

Sabouraud Dextrose e Extrato de 40 g de glicose, 10 g de peptona de carne, 5 g de
Levedura (SDB + YE) extrato de levedura
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Figura 9 — Frascos do tipo Schott contendo meios de cultura e a linhagem fungica Biatriospora
sp. (D8).

Apobs o periodo de cultivo, foram adicionados 250 mL de acetato de etila
(AcOEt) a cada frasco do tipo Schott contendo 250 mL do respectivo meio de cultivo.
Em seguida, foi filtrada em funil de Blchner através de papel de filtro analitico e a fase
AcOEt foi separada em funil de separacdo. A fracdo AcOEt foi evaporada em
evaporador rotativo até secura, ressuspendida em MeOH/H20 (95:5) e particionada
com hexano (3x). A fragcdo MeOH foi seca e pesada.

A fracdo aquosa remanescente foi evaporada até completa remogéao do
AcOEt residual. A fracdo H20 livre de AcOEt adicionou-se 25 g da mistura de resinas
XAD -2, -4 e -7, na proporgao de 1:1:1. A mistura de resinas + meio de cultura foi
mantida sob agitagéo a 160 RPM durante dois dias. Depois deste periodo, a mistura
de resinas foi filtrada em funil de Blichner através de papel de filtro analitico. A mistura
de resinas foi recuperada e extraida com MeOH e MeOH:acetona 1:1 (2 x volume da
resina). As fragbes organicas obtidas da extracdo das resinas separadamente para
cada um dos crescimentos em diferentes meios de cultivo foram reunidas, secas e
pesadas.

A fracdo AcOEt de cada experimento de crescimento foi submetida a uma
separacao por extragcdo em fase sélida (SPE) com silica-gel derivatizada com grupos
cianopropila utilizando-se o seguinte gradiente de elui¢do: (F1) CH2Cl2 100%, (F2)
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CH2Cl2:AcOEt (1:1), (F3) AcOEt 100%, (F4) AcOEt: MeOH (1:1) e (F5) MeOH 100%,
resultando em 5 sub-fragdes.

O extrato obtido a partir da mistura de resinas foi submetido a outra
extracdo em fase sélida (SPE) com cartuchos de silica gel derivatizada com grupos
C18, eluidos com uma mistura de solventes H20/MeOH nas proporgdes de 75:25 (F1),
50:50 (F2), 25:75 (F3) e 0:1 (F4) para obtencéo de 4 sub-fragbes.

Todas as fragdes obtidas foram analisadas por UPLC-HRMS, conforme
descrito no item 3.1.2.

3.2.2 Avaliagao dos metabolitos empregando-se redes moleculares

Para a construgdo das redes moleculares, utilizou-se a plataforma online
GNPS: Global Natural Products Social Molecular Networking (WANG et al., 2016). Os
dados de UPLC-HRMS adquiridos em modo DDA (Data-dependent acquisition) foram
convertidos do formato .raw (Waters) para o formato .mzXML utilizando-se o software
Proteowizard MSConvert (versdo 3.0.11392). Para a conversdo dos dados,
empregou-se 0s seguintes parametros: output format = mzXML, binary encoding = 32
bits, write index = on, use zlib compression = off, TPP compatibility = off, package in
gzip = off, filters = pick picking, algorithm = vendor, MS levels = 1-2. Os dados . mzXML
foram carregados na plataforma online GNPS fazendo uso do servidor MassIVE
(massive.ucsd.edu). Na plataforma GNPS, os dados foram subdivididos da seguinte
forma: G1 (grupo 1) = branco de solvente, G2 (grupo 2) = metabdlitos produzidos pela
linhagem fungica, G3 (grupo 3) = padrées das fomactinas. Os espectros consenso
foram criados, considerando-se os seguintes critérios: tolerancia de massa para o ion
precursor de 0,02 Da; tolerancia de massa para o ion fragmento de 0,02 Da. Espectros
consenso que continham menos de 2 espectros MS/MS foram descartados. A rede
molecular foi criada de modo que as conexdes entre dois nodos tivessem cosine score
acima de 0,7 e pelo menos 6 fragmentos comuns. Os arquivos resultantes foram
visualizados empregando-se os softwares off-line Cytoscape (versao 3.6.1) e Gephi
(versao 0.9.2) (BASTIAN, HEYMANN, JACOMY, 2009).



28

3.3 AVALIACAO DA DIVERSIDADE METABOLICA DE Biatriospora sp.
(D8) EMPREGANDO-SE ANALISES ESTATISTICAS

3.3.1 Crescimento da linhagem fungica e obteng¢ao dos extratos em
quadruplicata

A partir das analises qualitativas das redes moleculares, meios de cultura
foram pré-selecionados para a avaliagdo da diversidade de produg¢édo de fomactinas
empregando-se analises estatisticas, de modo a ser obter um maior grau de
fidedignidade. Desse modo, para os extratos de meio de cultura foram realizadas
analises de replicatas biologicas, incluindo-se brancos de meios de cultura.

Os meios de cultivo escolhidos para crescimento foram: malte 2% (M2),
malte 3% (M3), meio minimo (MM), caldo batata dextrose (PDB) e glicose, peptona e
extrato de levedura (GPY), preparados como descrito na tabela 1, porém apenas com
agua destilada (sem agua do mar artificial). Além disso, foram avaliadas somente as
fracbes AcOEt de cada experimento de crescimento.

O crescimento foi realizado exatamente como descrito no item 3.2.1,
empregando-se quadruplicatas de cada meio de cultura, brancos de meio de cultura
mantendo um frasco do tipo Schott de cada meio de cultura sem in6culo. Somente as
fragdes AcOEt foram investigadas, aplicando-se 0 mesmo método ja mencionado.

Todas as fragdes obtidas foram analisadas por UPLC-HRMS, conforme
descrito no item 3.1.2 e os resultados foram avaliados empregando-se a plataforma
XCMS Online.

3.3.2 Avaliagao dos resultados empregando-se analises estatisticas -
XCMS Online

Para o processamento e carregamento na plataforma XCMS Online
(TAUTENHAHN et al., 2012), os dados de UPLC-MS foram adquiridos em modo DDA
(Data-dependent acquisition) e convertidos do formato .raw (Waters) para o formato
.mzXML empregando-se o software Proteowizard MSConvert (versdo 3.0.11392).
Para a converséo dos dados, empregou-se 0s seguintes parametros: output format =

mzXML, binary encoding = 32 bits, write index = on, use zlib compression = off, TPP
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compatibility = off, package in gzip = off, filters = Subset, scan Event = 1-1. Os dados
.mzXML foram carregados diretamente na plataforma XCMS Online.

3.4 CULTIVO DA LINHAGEM FUNGICA Biatriospora sp. (D8) EM ESCALA
AMPLIADA

ApO6s a avaliagéo conjunta dos resultados de redes moleculares e analises
estatisticas, o meio de cultivo escolhido para o crescimento em escala ampliada foi o
meio de cultura minimo (MM) pelo fato de que neste meio a produgédo de fomactinas
foi consideravelmente mais diversa, indicando a produgdo de fomactinas
potencialmente novas.

A linhagem fungica Biatriospora sp. (D8) foi entdo cultivada em maior
escala, em 30 L do meio de cultura MM em agua destilada sem sais. Apos 23 dias, o
extrato AcOEt do meio de cultivo foi obtido de acordo com o descrito no item 3.2.1.

O extrato AcOEt foi evaporado e desengordurado por uma partigdo entre
hexano e MeOH/H20 95:5. A fragcdo MeOH resultante foi fracionada e purificada

utilizando-se diversas etapas cromatograficas, descritas no item 4.3.

3.5 PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONADO (PFF)

Com o objetivo de incrementar o rendimento da produgéo de fomactinas e
analogos, foi realizado um Planejamento Fatorial Fracionado (PFF) (CASTRO et al.,
2016). Neste Planejamento Fatorial Fracionado foram avaliadas quatro variaveis
(Tabela 2): temperatura de incubagédo, tempo de incubagdo, modo (com agitagéo ou
em modo estatico) e concentragdo dos componentes do meio de cultura
considerando-se o0 meio de cultura minimo (MM), uma vez que este foi previamente
indicado como sendo o meio de cultura mais adequado para crescimento da linhagem

fungica Biatriospora sp. CBMAI 1333 no que se refere a produgéo de fomactinas.
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Tabela 2 - Parametros utilizados para cada variavel nos experimentos do PFF para o fungo
Biatriospora sp. CBMAI 1333 (D8).

Variaveis t (dias) T (°C) RPM [MM]
-1 14 15 0 20%

Niveis
+1 28 30 160 80%

Foram realizados 8 experimentos distintos, todos em ftriplicata, totalizando 24
experimentos. Na tabela 3, sdo descritos os niveis das variaveis adotados para cada
um destes experimentos, considerando-se que cada variavel pode ser utilizada em
dois niveis: (+) como valor maximo do parametro e (-) como valor minimo do mesmo.
A primeira coluna corresponde a numerag¢ao de todos experimentos realizados; na
segunda coluna (T), intercala-se um valor de maximo e minimo para a temperatura
dos experimentos de crescimento; na terceira coluna varia-se o tempo de incubagéao
(dias), intercalando-se valores de maximo e dois de minimo; na quarta coluna varia-
se 0 modo de crescimento, se estatico ou com agitacao (RPM) em quatro maximos e
quatro minimos. A quinta coluna, concentracdo do meio de cultura ([MM]), é obtida
pela multiplicacdo dos valores de maximo e minimo dos parametros anteriores. Ou
seja, para o experimento 1, [MM] sera utilizado em nivel maximo (+1), pois T x t x RPM
= (1) x (+1) x (+1) = +1.

Tabela 3 - Niveis das variaveis para os experimentos realizados para o PFF com a linhagem
fungica Biatriospora sp. CBMAI 1333 (D8).

VARIAVEIS

Experimentos T Tempo de incubagédo | Modo | Composigao do meio de cultura

1 + + + +
2 - + + -
3 + - + -
4 - - + +
5 + + - -
6 - + - +
7 + - - +
8
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Apbs a obtencdo dos extratos AcOEt dos meios de cultura de cada
experimento, os mesmos foram submetidos ao seguinte procedimento: (1)
evaporacao; (2) solubilizagdo dos extratos em MeOH; e (3) filtragcdo de material
particulado com filtros PTFE 13 mm de didmetro 0,45 um. Posteriormente, as fragdes
foram analisadas por UPLC-HRMS e os resultados foram avaliados empregando-se
ferramentas estatisticas, de maneira a se estabelecer a melhor condi¢éo possivel de

crescimento para a produgao otimizada de fomactinas.

3.6 AVALIACAO METABOLICA DO CRESCIMENTO OTIMIZADO DE
Biatriospora sp. CBMAI 1333 (D8) EM ESCALA AMPLIADA

3.6.1 Crescimento otimizado da linhagem fungica e obtengdo dos

extratos

Uma vez que a condicdo de crescimento otimizada foi determinada
(temperatura: 30 °C; tempo de cultivo: 28 dias em meio liquido; crescimento em
agitagéo a 160 rpm; e 20% da concentragao total do meio de cultivo minimo), realizou-
se o cultivo do fungo em escala ampliada (26 L), seguindo-se 0s mesmos
procedimentos de extragado descritos no item 3.2.1.

O extrato MeOH resultante foi fracionado e purificado utilizando-se uma
coluna cromatografica pré-empacotada com fase estacionaria C18 (SPE-C18) e
eluicdo com um gradiente de 10% MeOH:H20, conforme descrito no item 4.5. As
fragcbes obtidas foram avaliadas empregando-se a Feature-Based Molecular
Networking (FBMN).

3.6.2 Avaliagao das fragoes empregando-se Feature-Based Molecular
Networking (FBMN)

Para a construgéo da rede molecular, utilizou-se a plataforma online GNPS:
Global Natural Products Social Molecular Networking (WANG et al., 2016). Os dados
de UPLC-HRMS adquiridos em modo DDA (Data-Dependent Acquisition) foram
convertidos do formato .raw (Waters) para o formato .mzXML utilizando-se o software
Proteowizard MSConvert (versdo 3.0.11392), seguindo os mesmos parametros
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descritos na se¢ao 3.2.2. Os dados .mzXML foram processados empregando-se o
software MZmine (versao 2.51). No processamento via MZmine, a detec¢ao de massa
foi realizada para as fungbes MS' e MS?. Para a construgdo dos cromatogramas,
aplicou-se os seguintes parametros, tempo minimo de 0,01 min., altura minima 3.0E3
e tolerancia de massa de 0,0 m/z ou 20,0 ppm. Em seguida, procedeu-se com a
deconvolugédo dos dados empregando-se o algoritmo Baseline cut-off, altura minima
1.5E3, intervalo de duragdo minima do pico 0,01 a 3,00 min. e nivel da linha de base
de 1.0E3. Além disso, realizou-se etapas de agrupamento de isétopos (tolerancia de
massa de 20 ppm, tolerancia de tempo de retencdo de 0,1 min. e carga minima de
3%). Posteriormente, os dados foram reunidos utilizando a fung¢ao de alinhamento com
0s seguintes parametros:m/z tolerance 0.0 m/z or 20.0 ppm; weight for m/z: 75; RT
tolerance: 0.1; weight for RT: 25). Em seguida, os dados foram filtrados utilizando-se
o intervalo de m/z 100-1000. A partir dos dados filtrados, gerou-se a feature list, a qual
foi exportada usando a fungé&o Export for/Submit to GNPS, gerando um arquivo .mgf
para os espectros MS? e um arquivo .csv para dos dados quantitativos. Os arquivos
resultantes da plataforma GNPS foram visualizados empregando-se o software off-
line Cytoscape (versao 3.6.1).

3.6.3 Purificagao e isolamento da fomactina nitrogenada

Apo6s avaliagdo conjunta dos resultados do processamento e das redes
moleculares, verificou-se a presen¢a de um metabdlito de m/z 332,2225 produzido por
Biatriospora sp. e encontrado na fragdo PFF-6, sendo uma possivel fomactina inédita.
Esta fragdo foi submetida a algumas etapas de purificagédo e isolamento por HPLC-
UV. Na primeira etapa, utilizou-se uma coluna semipreparativa InertSil Phenyl (10 x
250 mm, id. 5 ym), eluida com (A) H20, (B) MeOH e (C) MeCN, vazo de 3 mL min".
O gradiente de eluicdo empregado foi de 50 a 20% de A, 30 a 60% de B e 20% de C
em 40 minutos, monitoramento em Amax = 254 nm e 287 nm. Foram obtidas 8 fracdes,
designadas PFF-6A — PFF-6H. Na segunda etapa, selecionou-se a fragdo PFF-6C, a
qual foi fracionada por HPLC-UV em coluna semipreparativa Waters XTerra C18 (7,8
x 150 mm, id. 5 ym), eluida com (A) H20, (B) MeOH e (C) MeCN, vazao de 2,5 mL
min-'. Empregou-se uma eluicdo em modo isocratico de 20% de A, 20% de B e 60%

de C durante 28 minutos, monitoramento em Amax = 254 nm. Apds este primeiro
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fracionamento, realizou-se uma segunda etapa de purificagdo da amostra PFF-6C por
HPLC- UV utilizando uma coluna Waters XTerra C18 (7,8 x 150 mm, id. 5 ym), eluida
com (A) H20 e (B) MeCN, vazao de 2,5 mL min-'. Empregou-se uma eluicdo em modo
isocratico de 63% de A e 37% de B por 30 minutos, monitoramento em Amax = 254 nm,
obtendo-se assim de forma pura a fomactina de interesse PFF-6C1a (3,0 mg, RT =
6,4 min.)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41 AVALIACAO PRELIMINAR PARA DETERMINAGAO DAS
CONDICOES DE CRESCIMENTO DE Biatriospora sp. (D8)

As fragdes obtidas a partir do experimento descrito item 3.2.1 foram
analisadas por UPLC-HRMS e os resultados foram avaliados por meio de redes
moleculares.

A partir dos resultados obtidos, apresentados na figura 10, verifica-se que
que além das fomactinas ja existentes e seus isémeros, foram detectadas fomactinas
potencialmente novas ou analogos das fomactinas ainda n&o detectados
anteriormente em extratos de meios de cultivo desta linhagem fungica
(correspondente aos nodos de coloragao roxa na expansao). Duas destas potenciais
novas fomactinas s&o indicadas na figura 10. Considerando-se que, dentre as
fomactinas conhecidas, nenhuma apresenta ion [M+H]* em m/z 303,2350 (férmula
molecular C20H3002) e tempo de reteng¢ao 7,32 min, este composto foi anotado como
sendo uma fomactina potencialmente nova. J&4 com relagéo ao feature [M+Na]* em
m/z 339,1985 (férmula molecular C20H2803) e tempo de retengdo 7,62 min, este
apresenta o mesmo valor de m/z das fomactinas B2, C, N, O e P (SUGANO et al,,
1994)(ISHINO et al., 2016). Destas, apenas a fomactina P foi previamente isolada do
meio de cultivo de Biatriospora sp. CBMAI 1333 (D8). A analise por UPLC-HRMS/MS
do padrao da fomactina P mostrou um tempo de retencéo de 7,32 min. Logo, o feature
destacado na rede molecular poderia ser uma fomactina conhecida ndo detectada
anteriormente em extratos do fungo Biatriospora sp. (D8), ou uma variante inédita das

fomactinas.
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Figura 10 — Rede molecular construida a partir de dados UPLC-HRMS dos ions MS/MS
produzidos nas fragbes de todos os meios de cultura, padrées de fomactinas e brancos

de solvente.
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O cluster expandido mostra a alta similaridade entre os padrées de fomactinas e os metabdlitos
presentes nos meios de cultura. A cada nodo se encontra o valor de m/z e a espessura das conexdes
entre dois nodos mostram o quao semelhante baseado em fragmentos MS/MS s&o os compostos

(cosine score de 0.7 a 1). Os compostos potencialmente novos estdo com informagdes detalhadas.

Com a identificagdo do cluster das fomactinas na rede molecular da
plataforma GNPS, seguiu-se com a avaliagdo da diversidade dos meios de cultivo
perante a produgcao de fomactinas, ou seja, quais condi¢cdes de crescimento levaram
a maior diversidade de fomactinas ja conhecidas e de possiveis analogos inéditos. Na
figura 11 é destacado o cluster das fomactinas e a distribuicado dos m/z features em
cada um dos meios de cultivo avaliados. Essa forma de visualizacdo dos dados
mostrou-se de dificil interpretacdo ndo sendo possivel verificar visualmente quais
features estéo presentes nos meios de cultivo e quais seriam os meios de cultivo mais

diversos.



36

Figura 11 — Cluster expandido das fomactinas apresentando a diversidade de fomactinas nos

diferentes meios de cultivo.
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Legenda: M2 (rosa), M3 (bege), MM (laranja), PDB (verde), GPY (azul), SBD (cinza escuro), SBD+YE

(magenta).

Objetivando uma melhor e mais facil interpretacdo dos resultados, optou-
se por visualizar os dados utilizando o software Gephi. A figura 12 mostra a
combinacdo da rede molecular GNPS com a visualizagdo no software Gephi, uma
forma inédita de observar features baseados na similaridade espectral e associar a
diversidade metaboldmica de todas as diferentes condi¢cdes de crescimento. Este
novo modelo de visualizagdo de features foi desenvolvido sob a supervisdo da Profa.
Camila M. Crnkovic (FCF-USP, Sao Paulo), durante a realizagdo de pés-doutorado no
Grupo de Quimica Organica de Sistemas Bioldgicos, coordenado pelo Prof. Roberto
Berlinck.

Enquanto na rede molecular criada no GNPS os nodos sao conectados uns
aos outros de acordo com sua similaridade espectral, na rede visualizada
empregando-se Gephi os features sao ligados as amostras a partir das quais estes
sdo originados (figura 12). Os mesmos features podem estar presentes em varias

amostras ou podem ser exclusivos para uma unica amostra. Amostras contendo mais
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features cinza ou verde claro Unicos, foram consideradas com maior diversidade de

fomactinas.

Figura 12 — Redes de associagcao de metabolitos de caracteristicas com semelhanga espectral
com as fomactinas.

® e
a) Comparacéo da diversidade de producdo de fomactinas por Biatriospora sp. CBMAI 1333 (D8) em
diferentes meios de cultura, combinando-se agua destilada e agua do mar artificial (ASW); b)
Comparacédo da diversidade de produgcdo de fomactinas por Biatriospora sp. CBMAI 1333 (D8)
utilizando-se agua destilada ou ASW, para todos os meios de cultura utilizados; c) Comparacgéo da
composi¢cao em fomactinas de extratos de AcOEt e XAD (meio aquoso) de todos os meios de cultura
empregados no crescimento do fungo Biatriospora sp. CBMAI 1333 (D8). Nodos pequenos e cinza sdo
features da rede molecular GNPS; nodos médios verdes sdo os padrdes de fomactinas, e; nodos

grandes coloridos correspondem aos diferentes meios de cultura, agua e extratos.

A partir da figura 12a, verifica-se que o meio de cultura MM é o que
apresenta o maior numero de features exclusivos. Ja o meio de cultura SBD e SBD +
YE apresentam o menor numero de features exclusivos. Portanto, 0 meio de cultura
MM foi considerado o meio de cultivo no qual uma maior diversidade de fomactinas
foi observada nas condigbes de cultivo realizada para o fungo Biatriospora sp. CBMAI
1333 (D8). Ja os meios de cultura SBD e SBD + YE foram os meios de cultivo nos
quais observou-se uma menor diversidade de fomactinas. Ao se comparar a utilizagao
de ASW e agua destilada (Figura 12b), o meio de cultivo preparado com agua

destilada mostrou conter mais features exclusivos de fomactinas do que o meio de
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cultura preparado com ASW. Por fim, o extrato de AcOEt apresentou uma maior
concentragédo de fomactinas e analogos (como seria de se esperar), enquanto que no
extrato oriundo da mistura de resinas XAD foram detectadas menos features (Figura
12c).

Estes resultados fornecem uma perspectiva bem clara da diversidade de
fomactinas produzidas pelo fungo Biatriospora sp (D8). Com o objetivo de descobrir
novos compostos, a melhor condigdo de crescimento do fungo seria realizar
crescimento em larga escala em meio de cultura minimo (MM) em agua destilada,
investigando-se a fragdo AcOEt. Para isso, foi realizada uma segunda analise, mais
refinada, incluindo-se replicatas biologicas bem como amostras dos brancos de meios
de cultura. Foram escolhidos cinco meios de cultivo (M2, M3, MM, PDB e GPY), todos

preparados em agua destilada (sem sais de agua do mar artificial).

4.2 ANALISE DA DIVERSIDADE DE FOMACTINAS EMPREGANDO-SE
ANALISES ESTATISTICAS

Para avaliacdo da diversidade de fomactinas produzidas pelo fungo
Biatriospora sp. (D8) utilizando-se analises estatisticas, os meios de cultivo escolhidos
(M2, M3, MM, PDB e GPY) foram preparados utilizando-se agua destilada. Os
experimentos de crescimento e producdo de fomactinas foram realizados em
quadruplicata (replicatas biolégicas). Apos 15 dias de incubagédo, os extratos do meio
de cultura foram obtidos conforme descrito no item 3.3.1.

Os extratos de AcOEt foram em seguida analisados por UPLC-HRMS em
triplicata (replicatas técnicas), seguindo-se por avaliagdo metabolémica comparativa
na plataforma XCMS Online.

XCMS Online é uma plataforma de processamento de dados LC-MS com
capacidade para analise estatistica. Estas analises sdo feitas baseadas em picos
cromatograficos definidos por um valor de m/z, tempo de retencgéo e intensidade. Com
isso, realizam-se comparagdes estatisticas entre dois grupos e grupos multiplos, além
de meta-analises. Uma vez que as fomactinas possuem valores de massa molecular
entre m/z 200 e 400, este intervalo foi selecionado para todas as analises realizadas
na plataforma XCMS.



39

Primeiramente, avaliaram-se diferencas e semelhangas nos perfis
metabolédmicos entre todos os meios de cultivo investigados, empregando-se analise

de componentes principais (PCA), cujos resultados sdo apresentados na figura 13.

Figura 13 — Andlise por componentes principais considerando-se os 5 meios de cultivo
investigados. Intervalo de massa: m/z 200-400 Da. Centered, log-scale.

GPY

A partir da figura 13, observa-se que para cada meio de cultivo existem 12
pontos no grafico de PCA referentes as quatro replicatas biolégicas e trés replicatas
técnicas, excluindo-se os brancos de meio de cultura. Em termos de composi¢cdo em
fomactinas e derivados, nota-se que os meios de cultura M2 e M3 apresentam perfis
semelhantes, enquanto que os meios de cultivo MM e PDB compartilham alguns
componentes. J&4 o meio de cultivo GPY & o mais distinto de todos. Neste tipo de
analise, todos os componentes séo levados em consideragdo, sejam metabdlitos
produzidos ou componentes dos meios de cultivo.

Além disso, foram feitas analises pareadas, comparando-se os metabdlitos
do meio de cultivo com o inéculo e 0 meio de cultivo sem a presenca do inéculo. Para
tal analise, considerou-se apenas os metabdlitos 10 vezes mais abundantes no meio
de cultura com o in6culo quando comparados ao branco. O resultado desta meta-
analise é apresentado na figura 14 e ilustra uma comparagéo de todos os meios de

cultivo com os brancos.
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Figura 14 — Diagrama de Venn, exemplificando numero de features especificos e
compartiihados de cada meio de cultivo. Fold-change: 10, p-value: <0.05
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De acordo com a figura 14, considerando-se o numero total de features, os

meios de cultura M2, M3 e MM apresentaram os maiores valores com 556, 530 e 556

features, respectivamente. O meio de cultura PDB apresentou 432 features enquanto

que o meio de cultura GPY apresentou 346 features. Além disso, todos os 5 meios de

cultura estudados compartilham 194 features. Os meios de cultivo M2 e MM tiveram

0 maior numero de features unicos (86 e 60, respectivamente). Um ponto interessante,

€ que o 0s meios de cultura M2 e M3, compartilharam o maior numero de features

quando comparados entre si, um total de 53 features, 0 que evidencia a grande

semelhancga entre a composi¢cao destes meios de crescimento e, consequentemente,

a producao de fomactinas, estando assim de acordo com os dados de PCA da figura

13.
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Em seguida, foi realizada uma analise detalhada dos metabdlitos
especificos de cada meio de cultura empregando-se a ferramenta de graficos de
nuvens. Nestes graficos, apresentados na figura 15, os meios de cultivo contendo
in6culo foram comparados dois a dois. No primeiro estudo do metabolismo de
Biatriospora sp. CBMAI 1333 (D8) realizado em nosso laboratorio, que resultou no
isolamento de algumas fomactinas, a linhagem fungica foi cultivada em meio de
cultura M2 (KURODA et al., 2018). Por este motivo, utilizou-se a composi¢cao em
fomactinas do meio de cultivo M2 como controle, comparando-o com todos os outros
4 meios de cultura estudados.

Para cada grafico de nuvem, os cromatogramas de todas as replicatas séo
sobrepostos para comparagdes dois a dois. Quanto maior o circulo, maior sera a
diferencga entre intensidades do mesmo metabdlito no respectivo meio de cultura. Ja
com relacdo as cores, quanto mais escuro o circulo, mais significativa € a diferenca

em termos estatisticos de valor de p.
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Figura 15 — Grafico de nuvens comparando os perfis metabolémicos dos meios de cultivo com

in6culo.
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a) Comparacgédo metabolémica entre os meios de cultivo M3 e M2, b) Compara¢édo metabolémica entre

os meios de cultivo PDB e M2, ¢c) Comparagdo metabolémica entre os meios de cultivo MM e M2, d)

Comparagao metabolémica entre os meios de cultivo GPY e M2. Filtros: p-value: <0.05, fold-change:

21,5, m/z range: 200-400 Da, retention time: 3-10 min.

A figura 15a, apresenta a comparagao entre os meios de cultura M2 e M3.

Um numero reduzido de circulos significa que ambos os meios de cultura possuem

um numero de rendimento dos compostos semelhantes, sendo exibidos apenas os

metabdlitos com maior diferengca de rendimento entre os meios de cultivo. Em

oposigao, temos as figuras 15b (PDB versus M2) e 14d (GPY versus M2), as quais

apresentam uma alta densidade de circulos na metade inferior dos graficos, indicando

que o meio de cultura M2 possui metabdlitos em maior quantidade e intensidade

quando comparado aos meios de cultura PDB e GPY. Ja a figura 15¢ (MM versus M2)

exibe uma densidade de circulos semelhante em ambas metades do grafico. Dessa

forma, os meios de cultura MM e M2 indicam que existem diferentes compostos em
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grandes quantidades em cada meio de cultura. Tais resultados podem ser observados

mais facilmente na expanséao do grafico de nuvens (figura 16).

Figura 16 — Expanséo do grafico de nuvens, comparando os meios de cultivo MM e M2.
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Features indicados com valores de m/z sugerem novas fomactinas ou analogos desconhecidos de
fomactinas conhecidas.

Na figura 16, as fomactinas conhecidas foram identificadas com base na
comparacgao do tempo de retengcédo, massa acurada e espectros MS/MS com padrdes
disponiveis no laboratorio (previamente isolados e identificados). Os meios de cultura
M2 e MM apresentaram diferentes fomactinas produzidas pela linhagem fungica e
analogos em diferentes intensidades. Enquanto a fomactina R foi detectada em maior
intensidade no meio de cultura MM (m/z 301,218 [M+H]*, tempo de retencao: 8,77
min, p-value: 0,005, fold-change: 1,65), a fomactina S apresenta maior intensidade no
meio de cultura M2 ( m/z 301,217 [M-H20+H]*, tempo de retencao: 7,17 min. p-value:
0,001, fold-change: 1,53). Dessa forma, observou-se que os meios de cultivo MM e
M2 apresentam uma diversidade distinta de fomactinas.
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A partir dos resultados das redes moleculares apresentadas no item 4.1 e
ferramentas estatisticas como a plataforma XCMS, verificou-se que novo crescimento
do fungo em meio de cultivo minimo (MM) seria promissor, por ser o meio de cultura
no qual observou-se uma grande diversidade metabdlica e por ter apresentado nova
gama de potenciais fomactinas nao detectadas anteriormente por métodos

tradicionais (isolamento e identificag&o).

4.3 CULTIVO DA LINHAGEM FUNGICA Biatriospora sp. (D8) EM ESCALA
AMPLIADA EM MEIO MINIMO (MM)

Foi realizado novo crescimento da linhagem Biatriospora sp. (D8) em 30
litros do meio de cultivo minimo (MM). O crescimento e obteng&o do extrato do meio
de cultura foram realizados conforme descrito nos itens 3.2.1 e 3.4. Foram obtidos 5,3
g da fragdo MeOH proveniente do extrato ACOEt desengordurado do meio de cultivo.
Esta fracdo MeOH foi submetida a um fracionamento inicial em coluna empacotada
com Sephadex LH-20 e eluida com MeOH. Foram coletadas fragdes de 8 mL, as quais
foram analisadas por cromatografia em camada delgada, utilizando-se como revelador
acido fosfomolibdico. Apdés a analise por cromatografia em camada delgada, as
fragdes foram reunidas em 13 subfra¢des, nomeadas D8-A a D8-M. Na figura 17 sao

apresentados o rendimento de cada uma das fragdes obtidas.

Figura 17 — Fluxograma da separacéo da fracdo D8 por coluna empacotada com fase
estacionaria Sephadex LH-20.
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Analises por HPLC-UV-MS indicaram que a fracdo D8-F (2,71 Q)
apresentava as fomactinas, e esta foi subsequentemente investigada. Esta foi
submetida a uma separagéo por cromatografia em coluna empacotada com silica gel
derivatizada com grupos diol, eluida com as seguintes misturas de solvente:
hexano/CH2Cl2 (9:1, 7:3, 1:1, 0:1), CH2CI2/AcOEt (9:1, 7:3, 1:1, 0:1) e AcOEt/MeOH
(1:1, 0:1). Apo6s o fracionamento, as amostras foram analisadas por HPLC-UV-MS e
combinadas. Foram obtidas 7 fragées, nomeadas D8-F1 a D8-F7, cujos rendimentos
em massa sao apresentados na figura 18.

Figura 18 — Fluxograma da separacdo da fracdo D8-F por coluna empacotada com fase

estacionaria diol.
D8-F
(2,71 9)
v v v V v v v
D8-F1 D8-F2 D8-F3 D8-F4 D8-F5 D8-F6 D8-F7
(11,3 mg) (352,0 mg) (983,5 mg) (510,1 mg) (113,3 mg) (181,5 mg) (177,0 mg)

As fragbes D8-F1 a D8-F7 foram novamente analisadas por HPLC-UV-MS como
descrito no item 3.1.1. Por apresentarem perfis quimicos semelhantes, as fracdes D8-
F2 (352 mg), D8-F3 (983,5 mg) e D8-F4 (510,1 mg) foram combinadas e a fragdo
resultante D8-F234 foi submetida a uma separagao por cromatografia em coluna com
fase estacionaria C18. O eluente utilizado foi MeOH/H20 (2:8, 3:7, 4:6, 1:1, 1:0). Apds
andlises das fragbes obtidas por HPLC-UV-MS, as fragbes semelhantes foram
reunidas em 9 fragbes, denominadas D8-F234-A a D8-F234-l. Na figura 19 séo
apresentados os rendimentos em massa de cada uma das fra¢des obtidas.
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Figura 19 — Fluxograma da separagéo da fracdo D8-F234 por coluna empacotada com fase
estacionaria C18.
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(228,7 mg)
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Y

D8-F234-F
(237,5 mg)

D8-F234-G
(73,6 mg)

D8-F234-H
(239,4 mg)

D8-F234-I
(74,2 mg)

Estas 9 fragbes obtidas foram analisadas por HPLC-UV-MS conforme
descrito no item 3.1.1. A fragcao D8-F234-E (228,7 mq) foi selecionada para purificagéo
por HPLC-UV por apresentar as fomactinas. Na figura 20 sdo apresentados os
cromatogramas no UV e MS da fracdo D8-F234-E apbs a separagao por coluna

empacotada com fase estacionaria C18.
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Figura 20 — Cromatogramas no UV (A = 254 nm) (superior) e MS (inferior) da fracdo D8-F234-
E apbs a separagao por coluna empacotada com fase estacionaria C18.
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A fracdo D8-F234-E foi separada por HPLC-UV (monitoramento em Amax =
254 nm e 290 nm) em coluna semipreparativa InertSustain C8 (10 x 250 mm, id. 5pm),
eluida com A — H20 e B — MeOH, vazio de 4 mL min"'. O gradiente de elui¢éo
empregado foi de 50 a 30% de A e 50 a 70% de B em 40 minutos, obtendo-se as
fragcdes D8-F234-E1 a D8-F234-E8. Na figura 21 sao apresentados os cromatogramas
de separacao da fracdo D8-F234-E, monitorando-se nos comprimentos de onda de

254 nm e 290 nm, indicados em preto e azul, respectivamente.
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Figura 21 — Cromatogramas de separag¢ao da fragdo D8-F234-E por HPLC-UV.
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Figura 22 — Fluxograma das fragbes originadas da separacgao da fragao D8-F234-E.

D8-F234-E
(228,7 mg)

v v v v

D8-F234-E1 D8-F234-E2 D8-F234-E3 D8-F234-E4
(17,2 mg) (29,3 mg) (40,1 mg) (24,9 mg)

y Y y y

D8-F234-E5 D8-F234-E6 D8-F234-E7 D8-F234-E8
(27,3 mg) (26,5 mg) (23,2 mg) (15,1 mg)

A fracdo D8-F234-E3 (40,1 mg) foi, entdo, analisada por HPLC-UV-MS
conforme descrito no item 3.1.1. Na figura 23 s&o apresentados os cromatogramas no
UV (Amax = 254 nm) e MS da fragdo D8-F234-E3.
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Figura 23 — Cromatogramas no UV (A = 254 nm) e MS da fracdo D8-F234-E3, apos a

separagao por HPLC-UV.
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A fragdo D8-F234-E3 (40,1 mg) foi submetida a mais uma etapa de
purificagdo por HPLC-UV (monitoramento em A = 254 nm e 290 nm) em uma coluna
analitica de silica-gel derivatizada com grupos fenila Inertsil Ph (4,6 x 250 mm, id.
5um), eluida com 7:3 H20/MeCN, com vazao de 1 mL min-!, durante 30 minutos. Desta
separacao foi obtida a fragdo D8-F234-E3-B (14,9 mg) como majoritaria. Na figura 24

séo apresentados os cromatogramas no UV (A = 254 nm) e MS da fragdo D8-F234-

40.0C

E3-B, ap6s a separagéo por HPLC-UV.
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Figura 24 — Cromatogramas no UV (A = 254 nm) e MS da fracdo D8-F234-E3-B, apds a
separagao por HPLC-UV.

2.00—

1.50—

AU

1.00—

050

0.00
7‘ 1 1 ‘ 1 1 ‘ 1 1 ‘ 1 1 1 ‘ 1 1 ‘ 1 1 ‘ 1 1 ‘ 1 1
0.00 5.00 10.00 1500 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00
Mnutes

1.2x108
1.0x108

8.0x10™—

Intensity

6.0x107—|
4,0x10™

20x10™— V—NJN

0.0

7‘ | | ‘ | | ‘ | | | | ‘ | | | | ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ | |
0.00 5.00 10.00 15.00 2000 2500 30.00 35.00 40.00
Mrutes

As analises indicaram que a fracdo D8-F234-E3-B ainda ndo se encontrava
pura, sendo uma mistura de dois compostos. Esta fragao foi analisada por HPLC-UV-
MS utilizando o mesmo procedimento descrito no item 3.1.1, empregando-se uma
coluna analitica de fase estacionaria pentafluorofenil Kinetex® PFP (250 x 4,6 mm,
5um), eluida com uma mistura 65:18:17 de H.O/MeOH/MeCN, vaz&o de 1 mL min-,
durante 30 minutos. Na figura 25 s&o apresentados os cromatogramas no UV (A = 254
nm) e MS da fragdo D8-F234-E3-B, ap6s a analise por HPLC-UV-MS empregando-se
a coluna analitica Kinetex® PFP e a mesma condi¢ao cromatografica anterior.
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Figura 25 — Cromatogramas no UV (A =254 nm) e MS da fracéo D8-F234-E3-B, apss a analise
por HPLC-UV-MS empregando-se a coluna analitica Kinetex® PFP.
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Apoés analise por HPLC-UV-MS, a fracdo D8-F234-E3-B foi submetida a
mais uma etapa de fracionamento por HPLC-UV empregando-se a coluna analitica
Kinetex® PFP (250 x 4,6 mm, 5um). O modo de elui¢éo foi isocratico com uma mistura
de H20/MeOH/MeCN (65:18:17), vazdo de 1 mL min', durante 30 minutos. Foram
obtidas 3 fragbes, nomeadas D8-F234-E3-B1 (3,3 mg), D8-F234-E3-B2 (2,5 mg) e D8-
F234-E3-B3 (3,0 mg) e analisadas por HPLC-UV-MS, utilizando o mesmo
procedimento descrito no item 3.1.1 e condigdo cromatografica a mesma
anteriormente aplicada com a coluna analitica Kinetex® PFP (250 x 4,6 mm, 5um). As
duas primeiras fragdes apresentaram grau de pureza satisfatorio (Figura 26 e 27) e
foram analisadas por RMN de 'H e '3C. Os cromatogramas e espectros MS de alta
resolugéo das amostras D8-F234-E3-B1 e D8-F234-E3-B2, bem como espectros de

RMN de "H e "3C encontram-se no apéndice.
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Figura 26 — Cromatogramas no UV (A = 254 nm) (superior), detectado por MS
(intermediario) e espectro de massas da fragcdo D8-F234-E3-B1, apds a separacgéo
por HPLC-UV.
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No espectro de massas do pico detectado em tr 17.294 observam-se ions caracteristicos de fomactinas
observados em m/z 301,1 [M-H20+H]*, m/z 319,1 [M+H]*, m/z 341,1 [M+Na]* e m/z 659,3 [2M+Na]"*.
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Figura 27 — Cromatogramas no UV (A = 254 nm) (superior), MS (intermediario) e
espectro de massas (inferior) da fragao D8-F234-E3-B2, apés a separagéo por HPLC-
uVv.
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No espectro de massas do pico detectado em tr 17.616 observam-se ions caracteristicos de fomactinas
observados em m/z 315,1 [M-H20+H]*, m/z 333,0 [M+H]*, m/z 355,0 [M+Na]* e m/z 687,3 [2M+Na]*.
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Uma vez que os compostos D8-F234-E3-B1 e D8-F234-E3-B2 apresentam
massa acurada e formula molecular correspondentes a formactinas conhecidas, os
deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN destes compostos foram
comparados com os dados das fomactinas ja relatadas na literatura. Para o primeiro
composto, D8-F234-E3-B1, que possui m/z 319,2269 [M+H]*, os deslocamentos
quimicos observados nos espectros de RMN foram comparados aos descritos na
literatura para as fomactinas D, E, G, Q, S e V (C20H3003). As fomactinas D, E e G,
apresentam estruturas bem distintas das correspondentes aos sinais de '3C
apresentados pelo composto D8-F234-E3-B1. Por isso, foram investigados apenas os
isdbmeros de fomactinas Q, Se V.

Verificou-se na literatura que a fomactina S apresenta trés sinais no
espectro de RMN de '3C acima de 100 ppm, indicados na figura 28. (NICACIO, 2017)
Esta informacéao é relevante, pois, conforme ilustrado na figura 28, o composto D8-
F234-B1 apresenta cinco sinais na regidao de 5 100 ppm. Dessa forma, podemos

descartar que a substancia discutida seja a fomactina S.
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Figura 28 — Estrutura e tabela demonstrando os deslocamentos quimicos de '*C do composto
D8-F234-E3-B1 e fomactina S ambos em MeOH-d. (150 MHz) (NICACIO, 2017).

D8-F234-E3-B1 Fomactina S
5c 5C
13.1 15.0
15.7 16.6
ne a2 16.8 18.1
B 17.8 19.5
e 22.6 229
24.8 25.5
O 33.1 29.4
35.7 31.1
Me 39.1 33.1
41.8 36.0
45.1 36.2
64.4 38.9
69.2 41.0
Fomactina S 74.5 58.7
—> 124.6 62.5
— +134.1 64.2
—> 1414 68.6
— > 1472 — 1313
2033 — »1475
—»203.3

Apesar das fomactinas Q e V nas figuras 29 e 30, apresentaram dados de
RMN de '3C semelhantes aos do composto D8-F234-E3-B1, observamos um sinal de
13C em & 74,5 atribuido ao carbono ligado a hidroxila na fomactina Q e na fomactina
V. Nestas duas substancias os sinais destes carbonos sdo observados em 6 66,3 e
em 3 71,7, respectivamente. Esta diferenga de deslocamento quimico para carbonos
correlatos destas 3 fomactinas ndo é conclusiva para se estabelecer a identidade do
composto D8-F234-E3-B1.
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Figura 29 — Estrutura e tabela demonstrando os deslocamentos quimicos de '*C do composto
D8-F234-E3-B1 (MeOH-d4) e fomactina Q (DMSO-ds) (150 MHz). (NICACIO, 2017).
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69.2 62.4
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147.2 137.6
203.3 141.5

202.0
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Figura 30 — Estrutura e tabela demonstrando os deslocamentos quimicos de '*C do composto
D8-F234-E3-B1 (MeOH-dy) e fomactina V (DMSO-de) (150 MHz).(NICACIO, 2017).
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41.8 37.2
45.1 39.7
64.4 43.9
69.2 61.9
Fomactina V —»74.5 66.8
124.6 —»71.7

134.1 121.5

141.4 130.8
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203.3 145.5

200.1

Ademais, o espectro de RMN de '3C da amostra D8-F234-E3-B1 apresenta
19 sinais de carbono, enquanto que as fomactinas apresentam sinais de 20 carbonos.
Possivelmente o sinal ndo observado esta sobreposto pelo sinal do solvente (MeOH-
ds), que encontra-se entre 6 48,7 e 49,6 ppm.

O espectro de RMN de 'H da amostra D8-F234-E3-B1, analisado em
conjunto com o espectro bidimensional HSQC, apresentou sete sinais metilénicos com
deslocamentos quimicos em 6§ 1,17, 1,37, 1,90, 2,20, 2,32, 2,44 e 2,60, dois sinais
atribuidos a hidrogénios metinicos em & 1,48 e 2,58, dois sinais atribuidos a
hidrogénios metinicos proximos a oxigénio em § 3,90 e 4,44, dois sinais atribuidos a
hidrogénios vinilicos em § 5,89 e 6,85, cinco sinais atribuidos a hidrogénios de metilas
em 6 0,96, 1,14, 1,20, 1,44 e 1,76. O espectro de RMN '3C da amostra D8-F234-E3-

B1 apresentou cinco sinais atribuidos a carbonos de metilas em § 13,1, 15,6, 16,6,
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17,8 e 22,6, quatro sinais atribuidos aos carbonos metilénicos em § 24,8, 33,1, 39,1 e
45,1, dois sinais atribuidos aos carbonos metinicos em § 35,7 e 41,8, dois sinais
atribuidos aos carbonos metinicos substituido por oxigénio em § 69,2 e 74,5, um sinal
atribuido a carbono quaternario substituido por oxigénio em § 64,4, um sinal atribuido
a carbono quaternario em § 39,1, quatro sinais atribuidos a carbonos vinilicos em &
124,6, 134,1, 141, 5 e 147,2 e por fim, um sinal atribuido a carbono de carbonila de
cetona em § 203,3.

A andlise dos espectros de RMN de 'H, 13C e bidimensionais HSQC, COSY
e HMBC permitiram atribuir a estrutura da fomactina V para o composto presente na
amostra D8-F234-E3-B1. A figura 31 apresenta as correlagées COSY e HMBC para a
amostra D8-F234-E3-B1. O sinal de '*C em § 39,1 foi atribuido a dois carbonos
diferentes. A tabela 4 sumariza todos os valores de deslocamento quimico observados
nos espectros de RMN de 'H e '3C obtidos para a amostra D8-F234-E3-B1.

Figura 31 — Correlagdes COSY e HMBC para a amostra D8-F234-E3-B1.




59

Figura 32 - Estrutura da fomactina V.
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Tabela 4 — Dados de "H e "*C ('H 600 MHz, *C 150 MHz, MeOH-ds) da amostra D8-F234-

E3-B1.
D8-F234-E3-B1
Posicao dc, tipo én (J em Hz)
1 147,2,C
2 203,3,C
3 69,2, CH 3,90, s
4 64,4, C
5 39,1, CH2 1,37, m, 2,20, ddd (13,3, 13,4, 3,5)
6 24,8, CH2 2,32, m
7 124,6, CH 6,85, dd (8,3, 6,9)
8 141,5,C
9 74,5, CH 4,44,dd (4,4, 3,4)
10 45,1, CH2 1,17,d (3,0), 2,44, q (15,3, 4,6)
11 39,1,C
12 41,8, CH 1,48, 1 (6,8)
13 33,1, CH2 1,90, dt (4,1, 2,7), 2,60, m
14 134,1,CH 5,89, dd (8,3, 6,9)
15 35,7, CH 2,58, m
16 16,6, CHs 1,44,d (7,7)
17 13,1, CHs 1,76, s
18 22,6, CHs 1,20, s
19 17,8, CHs 0,96, d (7,15)
20 15,6, CHs 1,14, s
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O composto D8-F234-E3-B2 apresentou ion protonado [M+H]" em m/z
333,2062. Seus dados de RMN de 'H e RMN de '3C foram analisados em comparacéo
com os dados das fomactinas ja relatadas na literatura de mesma férmula molecular
(C20H2804), as fomactinas |, epi-l e L. A fomactina L apresentou sinais de '3C distintos
dos apresentados pelo composto D8-F234-E3-B2. Por isso, foram comparados os
dados de RMN-13C da amostra D8-F234-E3-B2 apenas com os dados dos isdbmeros
| e epi-l.

Quando comparados com os dados de RMN de '3C da fomactina epi-l, os
deslocamentos quimicos da amostra D8-F234-E3-B2 apresentam diferenca
consideravel em relagdo aos sinais de um dos grupos metila e um dos atomos de

carbono substituido por oxigénio, conforme ilustrado na figura 33.

Figura 33 — Estrutura e tabela demonstrando os deslocamentos quimicos de '*C do composto
D8-F234-E3-B1 (MeOH-d4) e fomactina epi-I (CDCIs3) (150 MHz) (ISHINO et al., 2010).

D8-F234-E3-B2 Fomactina epi-I
bc bc
—»14.2 —»84
16.0 13.6
8.4 19.3 18.9
ol 223 22.1
= 4 25.5 242
"ou,, : 29.5 26.3
67.6 31.3 28.8
36.6 35.5
42.8 44.3
46.8 45.8
57.6 55.5
: 61.0 59.1
o gy, = 64.5 62.9
)
66.0 64.7
Fomactina epi-I — 72.2 —» 67.6
119.1 117.5
131.1 132.0
143.1 142.7
145.6 143.7

201.9 198.2
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Portanto, considerou-se que o composto D8-F234-E3-B2 n&o fosse a
fomactina epi-I.

Por outro lado, os dados de RMN de "3C da amostra D8-F234-E3-B2 s&o
bastante similares aos da fomactina | (Figura 34).

Figura 34 — Estrutura e tabela demonstrando os deslocamentos quimicos de '*C do composto
D8-F234-E3-B2 (MeOH-d4) e fomactina | (CDCI3) (150 MHz). (ISHINO et al., 2010)

D8-F234-E3-B2 Fomactina I
5(: 5C
14.2 13.8
16.0 15.5
Me 19.3 19.1
S Me 22.3 21.5
- i = 25.5 24.4
: 29.5 28.3
71.5 31.3 30.3
36.6 35.7
42.8 41.5
46.8 46.1
57.6 55.7
& o g 61.0 58.9
= 64.5 63.2
66.0 64.4
Fomactina | —»72.2 —>71.5
—»119.1 —»118.5
131.1 129.5
143.1 141.8
—> 145.6 —»143.9
201.9 199.5

O espectro de RMN de 'H da amostra D8-F234-E3-B2 foi analisado em
conjunto com os espectros de RMN de '3C e HSQC. Verificou-se a presenca de oito
grupos metilénicos em 6 1,12, 1,17, 1,52, 1,67, 1,87, 2,07, 2,20 e 2,24, um sinal
atribuido a hidrogénio metinico em & 1,75, trés sinais atribuidos a hidrogénios
metinicos proximos a oxigénio em & 4,04, 3,97 e 3,03, trés sinais atribuidos a

hidrogénios vinilicos em 6 5,88, 5,36 e 5,29 e quatro sinais atribuidos a hidrogénios
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de metilas em § 0,83, 1,12, 1,30 e 1,33 e um sinal atribuido a hidrogénio de hidroxila
em 6 4,90.

O espectro de RMN '3C da amostra D8-F234-E3-B2 apresentou sinais de
carbonos de metilas em § 14,2, 16,3, 19,5,5 e 22,5, sinais de carbonos metilénicos
em § 25,6, 29,4, 31,5 e 36,7, um sinal de carbono metinico em § 46,8, trés sinais de
carbonos metinicos substituidos por oxigénio em § 72,4, 66,1 e 57,8, dois sinais de
carbonos quaternarios substituidos por oxigénio em § 64,6 e 61,1, um sinal atribuido
a carbono quaternario em § 43,0, quatro sinais de carbonos vinilicos em § 119,3,
131,2, 143,3 e 145,8 e um sinal de carbono de carbonila de cetona em § 202,1.

A andlise dos espectros de RMN de 'H, 13C e bidimensionais HSQC, COSY
e HMBC permitiram identificar a amostra D8-F234-E3-B2 como sendo a fomactina |.
A figura 35 apresenta correlagbes COSY e HMBC observadas nos espectros deste
composto. A tabela 5 sumariza os valores de deslocamento quimico da amostra D8-
F234-E3-B2.



Figura 35 - Correlagdes COSY e HMBC para a amostra D8-F234-E3-B2

Figura 36 — Estrutura da fomactina |
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Tabela 5 - Dados de 'H e "*C ("H 600 MHz, '*C 150 MHz, MeOH, d) da amostra D8-F234-E3-

B2.

Posicéo

0 NO OO~ WON -

NN ) a2 A -
O © 0 NOoO O~ WN-~O

13-OH

D8-F234-E3-B2

éc, tipo
145,8, C
202,1,C
66,1, CH
64,6, C
36,7, CH2
25,6, CH2
57,8, CH
61,1,C
31,5, CH2
29,4, CH2
43,0,C
46,8, CH
72,4, CH
131,2, CH
143,3, C
119,3, CH2
19,5, CHs
22,5, CHs3
16,3, CHs
14,2, CHs

8+ (J em Hz)

3,97, s

1,17, m, 2,24, m
1,52, m, 2,20 m
3,03, dd (6,8, 10,8)

1,67, q (7,5), 2,07, m
1,12, m, 1,87, q (7,4)

1,75,dd (14,5, 7,4)
4,04,d (4,4)
5,88, m

5,29, s, 5,36, d (1,6)
1,30, s

1,12, s

0,83,d (7,4)

1,33, s

4.90, s
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4.4 PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO (PFF)

A avaliagdo do planejamento fatorial fraciondrio com a finalidade de
incrementar a produgédo de fomactinas pelo fungo Biatriospora sp. CBMAI 1333 foi
realizada segundo as condi¢cdes experimentais descritas na se¢do 3.5. Todos os
experimentos foram realizados em replicatas técnicas e biolégicas. Foram também
realizados experimentos com brancos do meio de cultivo. Todas as replicatas foram
analisadas por UPLC-HRMS de forma aleatéria para minimizar possiveis erros
amostrais.

Para o planejamento fatorial fracionario foi utilizado o software Minitab
Statistical. Foram aplicados critérios especificos (intervalo de tempo de retencéo e
massa) para a classe de fomactinas analisadas dos extratos dos meios de cultivo dos
diferentes experimentos, utilizando-se como variaveis resposta as areas dos picos
cromatograficos, o numero de picos cromatograficos e massa dos extratos para cada
experimento realizado.

A figura 37 mostra a obtenc¢ao de trés graficos para a variavel “area do pico
cromatografico”, sendo o primeiro o grafico de efeito principais para a area do pico
cromatografico, com o qual analisam-se as variaveis testadas de forma independente.
A partir da figura 37, observa-se que os melhores parametros individuais para a
resposta area do pico cromatografico seriam temperatura de crescimento a 30 °C, o
tempo de crescimento 28 dias, modo de crescimento com agitagao e concentragao do
meio de cultivo 20%. Com o grafico de Pareto, podemos observar quais efeitos de
forma individual sdo mais relevantes para a resposta maxima area do pico
cromatografico para um intervalo de confiangca de 95%. Verificou-se que, para um
intervalo de confianga de 95%, nenhum dos pardmetros tem maior relevancia para a
obtencdo da resposta maxima. Ja com relagdo as outras variaveis, a variavel
“concentracao de nutrientes do meio de cultivo” é a mais significante. Para o terceiro
grafico, foram observadas todas as interagbes entre as variaveis temperatura, tempo
de crescimento, modo e concentracdo do meio. Analisando-se o gréafico, ndo foi
observada nenhuma interagdo entre as variaveis, ou seja, nenhuma variavel tem

influéncia estatistica sobre outra.
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Figura 37 — Graficos de efeitos principais obtidos para variavel resposta “area do pico
cromatografico”. Grafico de linha sobre os parametros de maneira individual (superior),
gréfico de pareto sobre os parametros de maneira individual (esquerda) e grafico da
interacéo entre dois parametros (direita).
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A segunda variavel resposta avaliada, illustrada na figura 38, foi “numero
de picos cromatograficos”. Para o primeiro grafico de efeitos principais, verificou-se
para obtencdo de resposta maxima (maior numero de picos cromatograficos) os
parametros: temperatura de 30 °C, tempo de crescimento de 28 dias, sem agitagéo e
concentragéo de 20% do meio de cultivo, este ultimo sendo uma diferenga minima
entre os meios. Ja para o grafico de Pareto, para um intervalo de confiangca de 95%,
nenhum dos parametros influencia diretamente na resposta nuamero de picos
cromatograficos. Porém, novamente o fator “concentracao dos nutrientes do meio de
cultivo” mostra-se significativo quando comparado aos outros parametros. Para o
ultimo gréafico, observamos que os fatores “modo de crescimento” (com ou sem
agitacao) versus “concentracdo do meio de cultivo” influenciam entre si para a
obtencéo da resposta numero de picos. Quando o experimento é realizado com os
parametros “concentragdo dos nutrientes do meio de cultivo” a 20% e com agitacéo,
observamos um maior numero de picos cromatograficos, da mesma forma quando o

experimento foi realizado com “concentracao dos nutrientes do meio de cultivo” a 80%
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e modo estatico. Desta forma, os parametros “modo de crescimento” e “concentracéo
dos nutrientes do meio de cultivo” sdo dependentes entre si, levando-se em
consideragcdo como resposta 0 numero de picos cromatograficos observados nas
analises por UPLC-HRMS das fragdes AcOEt dos experimentos de PFF realizados
com a linhagem Biatriospora sp. CBMAI 1333.

Figura 38 - Graficos de efeitos principais obtidos para variavel resposta “numero de picos
cromatograficos”. Grafico de linha sobre os parametros de maneira individual (superior),
gréfico de pareto sobre os parametros de maneira individual (esquerda) e grafico da
interac&o entre dois parametros (direita).
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A ultima variavel resposta a ser analisada foi “massa dos extratos obtida”
dos diferentes experimentos de crescimento, conforme indicado na figura 39. Para o
grafico de efeitos principais, obteve-se resposta maxima com os valores de
temperatura de 30 °C, tempo de crescimento de 14 dias, modo de crescimento com
agitacao e concentragédo dos nutrientes do meio de cultivo de 80%. Ja para o grafico
de pareto, observamos uma diferengca quanto as respostas anteriores: a temperatura
mostrou ser o parametro mais importante, em um intervalo de 95% de confianga, na

obtencdo da resposta maxima para massa do extrato. Para o ultimo gréfico, de
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interacao entre as variaveis, observamos que nenhuma das variaveis tem influéncia

estatistica em outra variavel.

Figura 39 - Graficos de efeitos principais obtidos para variavel resposta “massa do extrato
obtida”. Gréfico de linha sobre os parametros de maneira individual (superior), grafico de
pareto sobre os parametros de maneira individual (esquerda) e gréafico da interagéo entre
dois parametros (direita).
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As analises indicaram desejabilidades individuais para cada resposta, ou
seja, a melhor condigdo para uma resposta especifica. Porém, deve-se trabalhar com
o valor de desejabilidade global, o qual leva em consideragéo todas as desejabilidades
individuais para cada resposta, obtendo-se uma resposta global para a melhor
condigcdo de crescimento, avaliando-se em conjunto as respostas “area do pico
cromatografico”, “numeros de picos cromatograficos” e “massa do extrato obtida”. A
desejabilidade global (figura 40) teve como valor maximo de 0,8320, para um valor
maximo de 1,0000. Este valor levou em consideragdo todas desejabilidades
individuais otimizadas para cada resposta, tendo como condi¢cdo de crescimento
otimizada os seguintes parametros: temperatura de crescimento de 30 °C, tempo de
crescimento de 28 dias, modo de crescimento com agitagcdo e concentragdo dos

nutrientes do meio de cultivo de 20%.
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Figura 40 — Gréfico das desejabilidades individuais e global para o experimento otimizado.
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A condicao de experimento otimizado obtido a partir dos experimentos de

PFF e analise dos dados obtidos n&o foi nenhuma condigdo dentre os experimentos

realizados para o planejamento fatorial fracionario.

Na figura 41 observamos um grafico de cubo representando uma predigao

estatistica para a variavel resposta area do pico. Esta predi¢cao leva em consideragao

todos os 16 experimentos possiveis. Dessa forma, obteve-se o maior valor predito na

condicdo otimizada, sendo temperatura 30 °C, Tempo de crescimento 28 dias,

crescimento com agitagdo a 160 rpm e concentracdo do meio de cultivo 20%,

podendo-se concluir que a condi¢ao otimizada é estatisticamente a melhor condigéo

de crescimento para o incremento na produgéo de fomactinas.
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Figura 41 — Grafico de cubo representando uma predicdo estatistica para todos os
experimentos de PFF realizados com a linhagem Biatriospora sp. CBMAI 1333, tendo
como resposta a area total dos picos cromatograficos de fomactinas observados por
UPLC-HRMS.

Gréfico de Cubo (médias ajustadas) para Area do Pico

20
Concentracao Meio (%)

4.5 CULTIVO OTIMIZADO DA LINHAGEM FUNGICA Biatriospora sp. E
AVALIACAO METABOLICA EMPREGANDO-SE FBMN

Uma vez estabelecida a condigdo otimizada de crescimento da linhagem
Biatriospora sp. CBMAI 1333 para a producdo de fomactinas, foi realizado um
crescimento utilizando esta condicdo, determinada pelo planejamento fatorial
fracionado. O crescimento foi realizado em 26 L do meio de cultivo minimo (MM) na
concentragdo 20% dos nutrientes com relagdo a receita original de preparacdo do
meio. O crescimento e obtencdo do extrato do meio de cultura foram realizados
conforme descrito nos itens 3.2.1 e 3.6.1. Foram obtidos 949,4 mg da fragdo MeOH
do extrato AcEOt desengordurado do meio de cultivo. Esta fragdo MeOH foi submetida
a um fracionamento utilizando-se coluna pré-empacotada com fase estacionaria C18
(SPE-C18) e eluida com gradiente de 10% MeOH:H20. Foram coletadas 11 fragdes,
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nomeadas PFF-1 a PFF-11. Na figura 42 sdo apresentados o rendimento de cada

uma das fragdes obtidas.

Figura 42 — Fluxograma completo do crescimento e separagao da fracdo MeOH (PFF) por
coluna pré-empacotada com fase estacionaria C18 (SPE-C18).

Crescimento Otimizado (26 L):
- T =30 °C; t = 28 dias; modo = N
Biatriospora sp. . agitagéo 160 rpm; _ | Extragao com _ | Desengorduramento
CBMAI 1333 concentragéo = 20% do meio AcOEt com Hexano
de cultivo
A
Fragdo MeOH
(949,4 mg)
PFF-1 PFF-2 PFF-3 PFF-4 PFF-5
(21,1 mg) (14,0 mg) (13,6 mg) (65,0 mg) (269,3 mg)

PFF-6 PFF-7 PFF-8 PFF-9 PFF-10 PFF-11
(308,0 mg) (91,1 mg) (24,4 mg) (16,0 mg) (11,7 mg) (6,1 mg)

Apbs o fracionamento, com o intuito de isolar fomactinas inéditas e ja tendo
realizado um crescimento totalmente direcionado para este objetivo, foi utilizada a
ferramenta Feature-Based Molecular Networking (FBMN), a qual possibilitou realizar
o processamento detalhado dos dados etapa a etapa, uma estratégia metabolémica
totalmente direcionada desde o crescimento do microrganismo até a analise dos
dados e isolamento.

A rede molecular foi construida com os parametros descritos na se¢éo 3.6.2
utilizando-se 4 grupos, sendo eles: grupo 1 = fragdes obtidas do extrato; grupo 2 =
padrbes das fomactinas R, P, Q, S, V, |, A, F e U; grupo 3 = branco do meio de cultivo;
grupo 4 = brancos analiticos. As figuras 43 e 44 destacam a rede molecular completa

e dois clusters relevantes para a analise.
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Figura 44 — Zoom de dois clusters destacados da rede molecular completa.
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Na figura 44, podemos destacar o cluster maior como sendo o principal
cluster no que se refere a semelhanga espectral entre fomactinas produzidas no
extrato estudado (nodos azuis) e padrdes de fomactinas (nodos vermelhos). Contudo,
como existem fomactinas para as quais ndo existiam padrdes, focalizou-se a analise
dos clusters em que nao eram encontrados padrbdes de fomactinas (clusters que néao
apresentavam nodos na cor vermelha). Esta estratégia nos levou a um pequeno
cluster de 8 nodos, constituido apenas de features provenientes do crescimento do
microrganismo. Apds a andlise deste cluster, foram observados alguns pontos
importantes, como: a) em qual fragao estes features foram obervados (fracédo PFF-6);
e b) qual o tempo de retencdo dos sinais de UPLC-HRMS de fomactinas
potencialmente inéditas (aproximadamente 6,0 min.). Analisando-se o espectro de
massas da figura 45, constatou-se que as fragmentacbes observadas eram bem
semelhantes a de outras fomactinas, observando-se ions [-H20+M+H]*, [M+H]",
[M+Na]* e [2M+Na]*. Além disso, destaca-se a observacdo do ion protonado [M+H]*
em m/z 332, indicando uma possivel presenca de nitrogénio na molécula, que seria

totalmente inédita.
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Figura 45 — Espectro de massas do composto m/z 332,2229 [M+H]*, detectado na fragéo PFF-
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A partir desta analise criteriosa, prosseguiu-se com o isolamento do
composto que apresentou o ion [M+H]* m/z 332, detectado na fragcdo PFF-6 (308,0
mg).

A fracdo PFF-6 (308,0 mg) foi fracionada por HPLC-UV em coluna
semipreparativa InertSil Phenyl (10 x 250 mm, id. 5um), eluida com (A) H20, (B) MeOH
e (C) MeCN, vazio de 3 mL min-'. O gradiente de eluicdo empregado foi de 50 a 20%
de A, 30 a 60% de B e sempre 20% de C em 40 minutos, monitoramento em Amax =
254 nm e 287 nm. As figuras 46 e 47 apresentam o cromatograma resultante da

analise e Fluxograma de separacgao da fracao PFF-6 por HPLC-UV, respectivamente.
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Figura 46 - Cromatograma de separac¢ao da fragédo PFF-6, monitorado nos comprimentos de
onda de 254 nm (azul) e 287 nm (preto).
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Figura 47 — Fluxograma de separacao da fragao PFF-6 por HPLC-UV.
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A sub-fracdo PFF-6G (20,5 mq) foi posteriomente fracionada por HPLC-UV

em coluna semipreparativa Waters XTerra C18 (10 x 250 mm, id. S5um), eluida com
(A) H20, (B) MeOH e (C) MeCN, vazdo de 2,5 mL min'. O gradiente de elui¢do
empregado foi de 50 a 0% de A, 25 a 50% de B e C (1:1) em 30 minutos,

monitoramento em Amax = 254 nm. A figura 48 representa o cromatograma e espectro

de massas de baixa resolugéo da sub-fracdo PFF-6G1 (4,0 mg).
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Figura 48 — Cromatograma e espectro de massas da fragdo PFF-6G1 apds a separagéo por
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O composto isolado da amostra PFF-6G1 foi submetida a analises de
ressonancia magnética nuclear (RMN), sendo identificada como a fomactina C (massa
molecular 316,2038). Esta € uma fomactina ja conhecida na literatura, porém ainda
nao havia sido reportada como sendo produzida pela linhagem fungica Biatriospora
sp., apenas pelo fungo Phoma sp. (SUGANO et al., 1994)

Na figura 49, observa-se a tabela com os deslocamentos quimicos de 'H e
13C, além da estrutura da fomactina C.
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Figura 49 — Estrutura e tabela com os deslocamentos quimicos 'H e "*C da fomactina C isolada

pela linhagem fungica Biatriospora sp.

Posicéo

Do Ao ©O N O AWN

N ) a2 a A a
© © 0o ~NOoO OB~

20

13

11

PFF-6G1
oC, tipo oH (J em Hz)
193,5, C
62,6, CH 3,62, s
62,5, C
14,0, CHs 0,93, s
37,2, CH2 1,17, m; 2,05, m
24,3, CH2 2,01, m; 2,25, m
1247, CH 5,45,d (11,4)
136,7,C
15,5, CHs 1,51, s
34,1, CH2 1,67, m; 2,39, m
34,0, CH2 1,14, m; 2,14, m
39,5,C
21,2, CHs 1,41, s
50,9, CH 3,86, s
205,7, CH 9,90, s
134,2,C
135,1, CH 6,60, m
30,4, CH2 1,94, m; 2,57, m
35,5, CH 1,48, s
16,4, CHs 0,67,d (6,9)
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Posteriormente, a sub-fracdo PFF-6C foi analisada por HPLC-UV-MS,
tendo sido selecionada pelo estudo anterior de FBMN para o isolamento da possivel
fomactina nitrogenada inédita, que apresentou ion [M+H]* m/z 332. A sub-fragdo PFF-
6C foi fracionada por HPLC-UV em coluna semipreparativa Waters XTerra C18 (7,8 x
150 mm, id. S5um), eluida com (A) H20, (B) MeOH e (C) MeCN, vazao de 2,5 mL min-
. Empregou-se uma eluicido em modo isocratico de 20% de A, 20% de B e 60% de C
durante 28 minutos, monitoramento em Amax = 254 nm. A figura 50 representa o

cromatograma da sub-fragdo PFF-6C (49,2 mg).

Figura 50 — Cromatograma da sub-fragdo PFF-6C por HPLC-UV.
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Apobs este primeiro fracionamento, a substancia que deu origem ao pico
majoritario do cromatograma da figura 50 resultou em uma fracdo semi-pura
codificada como PFF-6C1 (6,7 mqg). Esta fragéo, foi submetida a mais uma etapa de
purificagdo por HPLC-UV utilizando uma coluna semipreparativa Waters XTerra C18
(7,8 x 150 mm, id. 5um), eluida com (A) H20, (B) MeCN, vazdo de 2,5 mL min-.
Empregou-se uma eluicgdo em modo isocrativo de 63% de A e 37% de B por 30
minutos, monitoramento em Amax = 254 nm, obtendo-se assim a fomactina de interesse

PFF-6C1a (3,0 mg, RT = 6,4 min.) com elevado grau de pureza, conforme figura 51.
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Figura 51 — Cromatograma da sub-fragdo PFF-6C1a por HPLC-UV.
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A formula molecular do composto presente na fracdo PFF-6C1a foi
estabelecida por HRMS como sendo C20H29NO3s (m/z 322,2217 [M+H]*, calculado para
C20H30NOs3, 322,2220). A analise conjunta com os dados espectroscopicos de RMN
indicou sete indices de deficiéncia de hidrogénio. O espectro no UV da amostra PFF-
6C1a apresentou maximos de absor¢do em Amax 213 € 265 nm. O espectro no IV
apresentou bandas de absorgédo em 3329, 3227, 2928, 1697 e 1684 cm, indicando a
presenca de grupos hidroxi, carbonila de amida e dupla ligagdo (ver espectros no
apéndice).

Na figura 52, sdo evidenciadas correlagdes importantes segundo a analise
dos dados de 'H, 3C e HSQC: um grupo oximetinico em & 4,75 (& 62,5), dois
hidrogénios metinicos olefinicos em 6u 5,05 (&c 127,2) e em 64 6,73 (&c 126,6), e uma
metila atribuida a um grupo oxirano em &1 2,78 (Jc 68,0). Varios grupos metileno e
metila com multiplicidades de segunda ordem foram observados entre &+ 1,53 e o
2,20, além de quatro grupos metila em 1 0,92 (& 16,0), o+ 1,23 (o6c 27,1), o1 1,43 (oc
20,1) e o1 1,54 (oc 15,9), bem como um hidrogénio desblindado em o4 10,41 (1H, br

S).
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Figura 52 — Correlagdes COSY e HMBC, e interagbes NOESY para a fomactina inédita isolada
da fragdo PFF-6C1, designada fomactinina (PFF-6C1a).

- COSY ~ ™~ HMBC 4~ "X NOESY

Os espectros de '8C e DEPT exibiram vinte ressonancias de carbono,
incluindo dois carbonos olefinicos e doze carbonos alifaticos e seis carbonos
quaternarios, incluindo um grupo carbonila em ¢&c 182,3. A analise conjunta dos
espectros COSY e HMBC indicou correlagdes entre Hs-16/H-5/H2-6/H-7 e entre H-3/H-
2, juntamente com correlagées de HMBC de H-7 a C-7a e C-3a, de H-3 a C-7a, C-4,
C-1,de H3-16 a C-4, de H-2 a C-3a, C-3 e C-7a, e de H3-19 a C-4, C-5 e C-3a. Estas
correlagdes permitiram estabelecer a estrutura parcial 7-hidroxi-4,5-dimetil-
2,4,5,6,7,7a-hexa-hidro-1H-isoindol-1-ona. Correlagdes HMBC adicionais observadas
de Hs3-18 a C-12, C-13 e C-14, de Hs3-17 a C-8, C-9 e C-10, juntamente com os
sistemas spin H2-14/H2-15 e H2-10/H2-11/H-12 no espectro COSY, demonstraram a
presenga de uma porgdo macrociclica. O macrociclo foi definido observando-se as
correlagdes HMBC de H2-15 para C-4 e C-3a, de H3-19 para C-15 e de H-8 para C-1,
C-7 e C-7a, estabelecendo-se a conectividade da cadeia macrociclica com a fragao
7-hidroxi-4,5-dimetil-2,4,5,6,7,7a-hexahidro-1H-isoindol-1-ona através de C-7a/C-8 e
C-15/C-4 conexdes. A configuracdo relativa da fomactinina nitrogenada foi
estabelecida pela analise do seu espectro NOESY. Importantes NOEs foram
observados entre H3-19 e H-3, entre H-8 e H3-18, bem como entre H-7 e Hs3-17,
permitindo estabelecer a configuragéo relativa como 4S*, 5S*, 7S*, 7aR*, 8R*, 9R*.
Todos os deslocamentos quimicos discutidos estao representados na tabela 6.



Tabela 6 — Deslocamentos quimicos 'H e '3C para a fomactina inédita isolada.

PFF-6C1a
Posigao oH (J em Hz) oc

1 - 182.3
3 6.73 (1H, d 2,0) 126.6
3a - 129.1
4 - 38.8
5 2.03 (1H, m) 32.0
6 1.75 (1H, m) 39.0

2.19 (1H, m)
7 4.75 (1H, d 8,0) 62.5
7a - 59.7
8 2.78 (1H, s) 68.0
9 - 62.0
10 1.53 (1H) 39.7

1.87 (1H, dt 13,7 e
6,2)

11 1.94 (2H, m) 23.8
12 5.05 (1H, t6,9) 127.2
13 - 135.2
14 1.79 (2H, m) 36.8
15 2.14 (1H, m) 37.0

2.20 (1H, m)
16 0.92 (3H, d 6,7) 16.0
17 1.43 (3H, s) 20.1
18 1.54 (3H, br s) 15.9
19 1.23 (3H, s) 271

2-NH 10.41 (1H, br s) -
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Com a estrutura relativa da fomactina inédita estabelecida devido a analise dos
experimentos realizados de ressonancia magnética nuclear (RMN), finalizou-se a
elucidagdo com a determinacdo da configuragdo absoluta da molécula, conforme
figura 53. Com calculos quimicos quanticos utilizando-se gaussiano 09 (FRISCH et
al., 2009), sendo estes realizados pelo Prof. Tiago Antunes Paz (Instituto de Quimica
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Araraquara).

Figura 53 — Comparagdes entre o espectro experimental da ECD e espectros calculados para
PFF-6C1a.
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(Esquerda) Comparacgéo entre o espectro experimental da ECD de PFF-6C1a (100 pg/mL; MeCN)
(linha preta) e os espectros calculados da PFF-6C1a (linha pontilhada vermelha) e (-)PFF-6C1a (linha
pontilhada cinza). (A direita) Estruturas tridimensionais computadas, energias livres de Gibbs relativos

(entre parénteses, kcal mol') e Boltzmann (%) do mais baixo conformador de energia da PFF-6C1a.

Varios alunos do grupo de pesquisa do Prof. Berlinck contribuiram para o
entendimento da utilizacdo de técnicas estatisticas como planejamento fatorial,
aplicadas a otimiza¢do do crescimento de microrganismos buscando incremento na
produgéo de metabdlitos secundarios. O primeiro estudo do grupo com a aplicagéo de
PFF foi do Dr. Eli F. Pimenta, que buscou a obtengcdo de condi¢des otimizadas de

cultivo para os microrganismos Penicillium citrinum e Penicillium oxalicum. Neste
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estudo, utilizou-se PFF com a realizagdo de 16 experimentos, utilizando-se como
parametros de crescimento: porcentagem de sal, porcentagem de nutrientes, tempo
de incubacéo, pH e temperatura e como variavel resposta obtendo-se a razdo entre
area do pico cromatografico e massa da fragdo, com os cromatogramas adquiridos no
HPLC-UV. (PIMENTA et al., 2010)

O Dr. Marcos V. de Castro realizou PFF para a linhagem Penicillium sp. para o
incremento da produgéo de compostos da classe das curvularinas, utilizando-se a
mesma metodologia do estudo anterior com a mudanga de alguns parédmetros no
crescimento, porém como variavel resposta aplicou-se apenas a area do pico
cromatografico, realizando-se um calculo de desejabilidade individual e global, que é
um valor que vai de 0 (condigdo indesejada) a 1 (condigdo 6tima) levando em
consideragao um resultado para todos os parédmetros estudados e calculando uma
média final para cada experimento. Com este calculo, tem-se uma resposta bem
significativa em termos estatisticos com relagéo a condi¢cao de crescimento otimizada
(CASTRO et al., 2016).

O ultimo estudo realizado no grupo com PFF foi com o Dr. Everton L. Ferreira,
aplicando-se a mesma metodologia e analise de dados citada no trabalho anterior com
a Dra. Laura Pavan léca. Neste estudo teve-se como objetivo a otimizagdo da
producédo da linhagem fungica Roussoella sp., finalizando-se com o isolamento do
composto inédito roussoellatideo (FERREIRA et al., 2015).

Por fim, neste estudo com o crescimento otimizado da linhagem fungica
Biatriospora sp. em conjunto com analise de dados utilizando-se a ferramenta FBMN,
obteve-se um isolamento totalmente direcionado, com uma metodologia totalmente
nova e eficaz para o incremento e isolamento de metabdlitos secundarios minoritarios.
Inicialmente, o PFF foi totalmente construido com o auxilio do software Minitab
Statistical, visando o incremento na produc¢do de fomactinas inéditas e aplicando-se
para analise estatisticas: 8 experimentos em triplicata, trés variaveis resposta (area
do pico cromatografico, n° de picos cromatograficos e massa do extrato), as quais
obtiveram trés tipos de graficos e ainda analises de desejabilidades individuais e
globais para cada experimento, sendo a analise instrumental realizada em um UPLC-
QToF-MS. Apés a obtengdo da condicdo otimizada, realizou-se o crescimento de
Biatriospora sp. buscando o incremento da produgédo de fomactinas minoritarias e

buscava-se realizar um isolamento totalmente direcionado para uma nova fomactina.
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Dessa forma, utilizou-se a ferramenta FBMN, a qual ja havia sido empregada no grupo
para o isolamento de alcaloides bromopirrélicos da esponja marinha Agelas dispar
(FREIRE et al., 2022). Com a aplicagdo desta ferramenta, obteve-se uma rede
molecular excelente, sendo possivel diferenciar claramente clusters de padrbes das
fomactinas e clusters os quais apresentavam apenas compostos produzidos pela
linhagem fungica. Além disso, a rede molecular apresentou uma quantidade pequena
de compostos oriundos do meio de cultivo, evidenciando que, apesar dos 949,4 mg
adquiridos em 26 L de crescimento, grande parte dessa massa era correspondente a
compostos produzidos pela linhagem Biatriospora sp. e nao do meio de cultura. Com
a analise detalhada da rede molecular foi possivel verificar um cluster com apenas
features produzidos por Biatriospora sp. € um ion [M+H]" em m/z 332,2225. Apés a
analise, confirmou-se a fragcdo onde se encontrava, tempo de retencdo e se esta
substancia era conhecida na literatura. O isolamento direcionado da substancia com
[M+H]" em m/z 332,2225 e sua completa elucidagéo estrutural levou a obtencdo da
primeira fomactina nitrogenada, concluindo-se o objetivo inicial da metodologia, que
foi o incremento da produgdo de fomactinas minoritarias. O sucesso desta
metodologia resulta de ampla utilizagao de técnicas de quimiometria e metabolémica,
obtendo-se um procedimento refinado com base em ferramentas atuais para o
incremento de metabdlitos secundarios minoritarios e isolamento direcionado de

novos produtos naturais.
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5 CONCLUSAO

Neste estudo combinou-se metaboldbmica ao método classico de
isolamento de produtos naturais para a investigacdo da produgcédo de fomactinas
inéditas e analogos pela linhagem fungica Biatriospora sp. CBMAI 1333. Com o
objetivo de se obter uma maior diversidade e rendimento em massa de fomactinas,
diversos meios de cultivo e condi¢cbes de crescimento foram avaliados. As amostras
obtidas em testes iniciais foram analisadas por UPLC-HRMS e os resultados foram
avaliados empregando-se redes moleculares na plataforma GNPS. A utilizagdo dessa
abordagem permitiu a identificacdo de fomactinas e analogos com base em
semelhancgas espectrais. Os dados foram visualizados utilizando-se o software Gephi,
proporcionando uma facil avaliagdo da diversidade de compostos produzidos pela
linhagem fungica nas diferentes condi¢bes e meios de cultivo avaliados. Para analise
dos rendimentos em massa relativos as fomactinas, empregou-se a plataforma XCMS.
A analise de componentes principais (PCA), analises pareadas e meta-analises
permitiram a comparagéo de forma estatistica entre 5 meios de cultura: M2, M3, MM,
GPY e PDB. Foram observadas semelhancgas e diferengas na produgéo de compostos
pela linhagem fungica entre todos os meios de cultura. Utilizando-se o meio de cultura
M2 como controle, comparou-se 0os meios de cultivo dois a dois, o que permitiu
evidenciar que o crescimento do fungo no meio de cultura MM apresentou maior
diversidade na produgdo de fomactinas, além de ser um meio de cultivo de
composi¢cdo bem distinta do meio de cultura M2, empregado anteriormente no
isolamento das fomactinas. Dessa forma, o meio de cultivo minimo (MM) foi
selecionado como o meio de cultura mais promissor para o crescimento da linhagem
fungica em escala ampliada. O extrato de meio de cultura foi submetido a diversas
etapas de separagdo cromatografica e analises por ressonancia magnética nuclear
(RMN), resultando no isolamento das fomactinas V e |.

Com o intuito de se incrementar o rendimento da produgao de fomactinas
e analogos, empregou-se um planejamento fatorial fracionado (PFF). Os resultados
do PFF foram obtidos através de analises utilizando o software Minitab Statistical.
Concluiu-se que para as respostas area do pico cromatografico, numeros de picos
cromatograficos e massa do extrato, a condi¢cdo otimizada de crescimento para um

incremento na produgédo de fomactinas foi a seguinte: temperatura de 30°C, 28 dias
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de crescimento, modo com agitagdo (160 rpm) e concentracdo do meio minimo de
cultivo 20%. Um crescimento em condi¢gdes otimizadas da linhagem fungica
Biatriospora sp. foi realizado segundo o planejamento fatorial fracionado. O extrato
AcOEt desengordurado (fragdo MeOH) deste crescimento foi avaliado utilizando-se a
estratégia de Feature-Based Molecular Networking (FBMN), a qual permitiu uma
analise criteriosa de todas as fragdes obtidas para o isolamento de duas substancias,
uma delas a fomactina C, ja conhecida, porém ainda ndo havia sido isolada do meio
de crescimento do fungo Biatriospora sp. CBMAI 1333. Utilizando-se as condi¢des
otimizadas de crescimento foi possivel obter fragcdo apresentando uma fomactina
totalmente inédita (PFF-6C1a, designada fomactinina) de massa 332,2217 Da, sendo
este composto o primeiro analogo nitrogenado de fomactinas a ser descrito na
literatura.

Portanto, a utilizacdo de diversas técnicas e ferramentas para analise de
dados como redes moleculares, XCMS, Minitab, passando por diversos cultivos da
linhagem e estudos criteriosos para o incremento na produc¢do e isolamento de
fomactinas, foi possivel se realizar uma investigagdo detalhada do metaboloma do
fungo Biatriospora sp. CBMAI 1333 em diferentes condi¢des de cultivo. Esta estratégia
permitiu o isolamento da primeira fomactina nitrogenada. Desta forma, foi possivel
estabelecer uma valiosa estratégia para o incremento da producao e isolamento de
novos metabolitos secundarios, combinando-se planejamento fatorial e FBMN, sendo
possivel a aplicagdo desta metodologia a diversos outros estudos com finalidades

semelhantes.
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Figura A1 — Espectro de RMN de 'H da amostra D8-F234-E3-B1 em MeOH-ds (600 MHz).
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Figura A2 — Espectro de RMN de "*C da amostra D8-F234-E3-B1 em MeOH-da (150 MHz).
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Figura A3 — Espectro COSY obtido para a amostra D8-F234-E3-B1.

94

A ' A | P N W 'Y
Berlinck_Leandro_E3SF2A 100 1 C:\Bruker\TopSpin4.1.0\examdata L E
L &
miom— <D - | &
E—— & (=] M -
4 @ o0 B Q‘M & L
3 O =7 = < [ o
3 8
; ® : =B . 8,
3 - o =) B
o
N £ L«
- < &
@
o
< & = o
- <@ ] | o
= T

F2 [ppm]



Figura A4 — Espectro COSY obtido para a amostra D8-F234-E3-B1.
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Figura A5 — Espectro HMBC obtido para a amostra D8-F234-E3-B1.
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Figura A6 — Espectro NOESY obtido para a amostra D8-F234-E3-B1.

97

LD

A ” A " l
Berlinck_Leandro_E3SF2A 400 1 C:\Bruker\TopSpin4.1.0\examdata
—_— 4] .
— @ 0 i
8
3 8
3 " o
< 0
s 0@
. i oz
2 # =] o
— . a
¢ e @
o o b @39 3
N 6 % e :
o
89 a
o8 @
- a ¢ 5
jo°
- 1
E = ¢
&
< 2 . c§ i} a
(=4
0® ¢
. o °
O
T T T T T T T T T T T T T T T T T
6 5 4 3

F2 [ppm]



Figura A7 — Espectro de RMN de 'H da amostra D8-F234-E3-B2 em MeOH-ds (600 MHz).
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Figura A8 — Espectro de RMN de '*C da amostra D8-F234-E3-B2 em MeOH-da (150 MHz).
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Figura A9 — Espectro COSY obtido para a amostra D8-F234-E3-B2.
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Figura A10 — Espectro HSQC obtido para a amostra D8-F234-E3-B2.
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Figura A11 — Espectro HMBC obtido para a amostra D8-F234-E3-B2.
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Figura A12 — Espectro NOESY obtido para a amostra D8-F234-E3-B2.
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Figura A13 — Espectro de massas de alta resolu¢gdo da amostra D8-F234-E3-B1.
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Figura A14 — Espectro de massas de alta resolu¢gdo da amostra D8-F234-E3-B2.
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Figura A15 — Espectro de 'H da fragdo PFF-6C1a (piridina-ds, 600 MHz)
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Figura A16 — Espectro de '*C da fragio PFF-6C1a (piridina-ds, 150 MHz)
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Figura A17 — Espectro de DEPT da fragéo PFF-6C1a (piridina-ds, 150 MHz)
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Figura A18 — Espectro HSQC da fragdo PFF-6C1a (piridina-ds).
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Figura A19 — Espectro HMBC da fragédo PFF-6C1a (piridina-ds).
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Figura A20 — Espectro COSY da fragao PFF-6C1a (piridina-ds).
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Figura A21 — Espectro 2D-NOESY da fragdo PFF-6C1a (piridina-ds).
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Figura A22 — Espectro no infravermelho IV da fragdo PFF-6C1a (filme em disco de silica)
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Figura A23 — Espectro no ultravioleta UV da fragdo PFF-6C1a (solu¢do em MeCN, 37 ug/mL).
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Figura A24 — Espectro de massas no modo positivo HRESIMS da fracdo PFF-6C1a.
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