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RESUMO

Produtos naturais sdo definidos como metabdlitos secundarios ou derivados
produzidos por organismos em resposta a um estimulo externo como mudancgas
nutricionais, infeccées e competicdes. Os fungos sdo conhecidos como produtores
de uma grande variedade de metabdlitos secundarios e, apesar de muitas vezes ser
desconhecido o papel dessas substancias nesses organismos, esses compostos
apresentam grande importancia na medicina, na industria e na agricultura. Muitas
substancias produzidas por fungos, ou seus derivados quimicos, sdo utilizadas no
tratamento de doencas pelo homem. Como exemplo pode-se citar os antibidticos B—
lactdmicos penicilinas e cefalosporinas, os antifungicos da classe das
equinocandinas, as estatinas, substancias redutoras do colesterol sanguineo e o
imunossupressor ciclosporina A.

Nesse trabalho, foi realizado o estudo de bioprospeccao de metabdlitos
secundarios dos fungos filamentosos Clonostachys rosea f catenulata e Penicillium
brasilianum, isolados de solo do cerrado mineiro. Do extrato do fungo Clonostachys
rosea f catenulata foram isolados uma mistura de triacilglicerdis, o ergosterol e uma
mistura de acidos graxos livres. Ja do extrato do fungo Penicillium brasilianum foram
isolados o poliol manitol, os meroterpenos austina e dehidroaustina e o &acido
penicilico.

Os extratos obtidos e as substancias isoladas foram submetidos aos testes de
atividade antibacteriana e anticolinesterasica. Apesar de o0s extratos terem
apresentado atividade antibacteriana, das substancias puras isoladas, somente o
acido penicilico foi ativo contra os microrganismos testados. Em relacédo ao teste de
atividade anticolinesterasica, o acido penicilico foi também a Unica substancia ativa.

Com o objetivo de avaliar a melhor condicao de obtencéo de substancias com
atividade antibacteriana, foi realizado para o fungo Penicillium brasilianum, um
estudo de variacao nutricional e das condicdes de fermentacao. O fungo foi cultivado
em trés diferentes meios de cultura (meio de cultura liquido complexo, caldo batata
dextrosado e arroz) e em duas condi¢des diferentes de cultivo (com e sem agitacao).
Os extratos obtidos foram submetidos ao teste de atividade antibacteriana, sendo
que, entre todas as condi¢cdes testadas, o cultivo em caldo de batata dextrosado

mostrou-se o mais promissor.
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ABSTRACT

Natural products are defined as secondary metabolites or derived products,
produced by organisms in response to external stimuli such as nutritional changes,
infections and competitions. Fungi are well known as producers of a great variety of
secondary metabolites. These compounds present great importance in the medicine,
industry and agriculture, although the role of these substances in these organisms is
not completely known. Substances produced by fungi, or their chemical derivates,
are normally used in the therapeutic by mankind. For example, the B—lactam
antibiotics penicillins and cephalosporins, the antifungal compounds of the candins
group, the statins, substances that effectively low serum cholesterol levels and the
immunosuppressive agent cyclosporin A.

In this work, bioprospection of secondary metabolites of the filamentous fungi
Clonostachys rosea f catenulata and Penicillium brasilianum isolated from the
Cerrado soil of Minas Gerais state was studied. From the extract of the fungus
Clonostachys rosea f catenulata were isolated a mixture of triacylglycerols, ergosterol
and a mixture of fatty acids. From the extract of the fungus Penicillium brasilianum
there were isolated the polyol mannitol, the meroterpens austin and dehidroaustin
and penicillic acid.

The extracts and isolated substances were tested for the antibacterial activity
and for acetylcholinesterase inhibition. Although the extracts have shown
antibacterial activity, from the isolated pure substances, only the penicillic acid was
active against the tested microorganisms. Considering the acetylcholinesterase
inibition activity, penicillic acid was also the only active substance.

A study of varying nutritional and fermentation conditions was carried out for
the fungus Penicillium brasilianum with the objective of evaluating the best condition
for producing substances with antibacterial activity. The fungus was grown in three
different culture media (complex liquid medium, potato dextrose broth and rice) and
in two different conditions of cultivation (with and without agitation). The extracts
were tested for the antibacterial activity assay. Among all the conditions tested, the

culture in potato dextrose broth revealed the most promising one.

XV



CAPITULO 1

Introducao



1. INTRODUCAO

1.1. OS FUNGOS E SUA IMPORTANCIA NA DESCOBERTA DE NOVOS
FARMACOS

Os fungos sao classificados como organismos eucariontes, heterotréficos, que
se alimentam por absorcdo de nutrientes de fontes externas (GAMS; HOEKSTRA;
APTROOQOT, 1998). Os fungos constituem-se de um vasto grupo de organismos e
estudos relativamente recentes revelaram que o numero de espécies fungicas
conhecidas até entdo era de 72065 (BRIDGE; SPOONER, 2001). Estimativas
sugerem que o numero de espécies fungicas diferentes existentes seja de 1,5
milhdes, sendo que menos de 5% foram descritas (PINTO et al., 2002), o que
implica que mais de um milhdo de espécies fungicas ainda podem ser descobertas.
Os fungos podem apresentar-se como espécies unicelulares ou multicelulares
formadas por filamentos denominados hifas que podem crescer formando uma
massa filamentosa chamada de micélio (BRIDGE; SPOONER, 2001). Esses
organismos estdao amplamente distribuidos na natureza, podendo ser encontrados
em diferentes habitats como, por exemplo, no solo, na agua, em regides tropicais, no
Artico e ainda como parasitas de plantas, peixes, insetos e animais (FEOFILOVA,
2001).

Os fungos sao conhecidos como produtores de uma grande variedade de
metabdlitos secundarios e, apesar de muitas vezes ser desconhecido o papel
dessas substancias nesses organismos, esses compostos apresentam grande
importancia na medicina, na industria e na agricultura. Metabdlitos secundarios ou
derivados, produzidos por organismos em resposta a um estimulo externo como
mudancas nutricionais, infeccées e competicbes, sdo denominados produtos
naturais (STROHL, 2000).

Muitos produtos naturais isolados das mais diversas fontes como, por
exemplo, plantas, fungos, bactérias, protozoarios, insetos ou animais apresentam-se
como produtos biologicamente ativos (STROHL, 2000) e tradicionalmente tem-se
constituido como a maior fonte de novos farmacos (VIEGAS Jr.; BOLZANI;
BARREIRO, 2006). Atualmente a descoberta de novas substancias bioativas é
baseada, em grande parte, na pesquisa por micromoléculas com habilidade de ativar
ou inibir sitios macromoleculares especificos. Nesse contexto, os produtos naturais
constituem-se de um grupo de estruturas privilegiadas, selecionadas pela pressao
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da evolucdo para interagir com uma grande variedade de proteinas e outros alvos
bioldgicos com uma finalidade especifica. Assim, por apresentarem uma ampla
diversidade estrutural e serem extremamente especificas nas suas atividades
bioldgicas (VILLAS BOAS; GADELHA, 2007), essas substancias podem tornar-se
farmacos efetivos em uma variedade grande de indicacdes terapéuticas (KOEHN;
CARTER, 2005). Segundo Newman; Cragg (2007), cerca de 50% dos farmacos
introduzidos no mercado nos ultimos 20 anos sao derivados direta ou indiretamente
de produtos naturais.

Historicamente, entre todos os organismos estudados, actinomicetos e fungos
tém-se apresentado como o0s organismos mais importantes na producao de
metabdlitos secundarios (GUNATILAKA, 2006). A pesquisa por metabdlitos
secundarios de fungos data de 1870, quando pigmentos sintetizados por cogumelos
atrairam a curiosidade de quimicos organicos (HOFFMEISTER; KELLER, 2007).
Entretanto, foi a descoberta ao acaso da penicilina, em 1928 pelo pesquisador
Alexander Fleming, que impulsionou a pesquisa por produtos naturais a partir de
fungos filamentosos.

A penicilina G (1), isolada do fungo Penicillium crysogenum, foi introduzida no
mercado em 1940 como o primeiro farmaco antibacteriano e, devido ao grande
sucesso terapéutico, estimulou a pesquisa por novos compostos de origem natural
para o tratamento de infeccoes bacterianas (SINGH; BARRETT, 2006). Em 1955,
pesquisadores notaram a presenca de outra classe de antibidtico B-lactamico nos
extratos do fungo Cephalosporium acremonium, sendo esse novo composto
denominado de cefalosporina C (2).
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As penicilinas apresentam em sua estrutura basica um anel tiazolidina ligado
a um anel B-lactdmico ao qual se liga uma cadeia lateral. O nucleo constitui o
principal requisito estrutural para a atividade biolégica e a cadeia lateral determina
as caracteristicas antibacterianas e farmacologicas de cada uma das penicilinas.
Diferentes tipos de penicilinas podem ser produzidos de acordo com a composi¢ao
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do meio de cultura, da cepa do fungo e das condicbes de fermentacdo. As
penicilinas também podem ser produzidas utilizando-se o acido 6-aminopenicilamico
(6-APA) que, através de reacdes quimicas com diferentes cadeias laterais, resultou
no desenvolvimento das penicilinas semi-sintéticas com amplo espectro de agao e
melhores atividades farmacocinéticas. Como exemplo, pode-se citar a amoxicilina
(3), com amplo espectro de acdo, a oxacilina (4), resistente a penicilinase e a
piperacilina (5), ativa contra Pseudomonas (DEMAIN, 1999). As cefalosporinas
também possuem na sua estrutura basica um anel B-lactamico, porém este
apresenta-se ligado ao anel diidrotiazina e, devido a presenga &cido 7-
aminocefalosporanico (7-ACA), as cefalosporinas apresentaram a propriedade de
serem mais estaveis as B-lactamases. A desvantagem da cefalosporina C era a sua
baixa poténcia, o que levou ao desenvolvimento de derivados semi-sintéticos mais
ativos que séo classificados em primeira, segunda, terceira e quarta geracao,
dependo do espectro de agdo e da resisténcia a degradacao enzimatica. Alguns
exemplos sdo a cefalotina (6) pertencente a primeira geracdo, o cefaclor (7)
pertencente a segunda geracgao, a cefotaxima (8) e a cefepima (9), pertencentes a
terceira e a quarta geracoes, respectivamente (DEMAIN, 1999).

NH2

AN OH

CoHs



\C PN .
bl
0 R
COOH
Rl R2 Rl R2
N c 0o
6 | | o 8 | | [ —CHzoc/
Va AN
CHZOC\ N CHs
S CH>2 CH, HoN S OCHg
. - HsC,
7 H g 9 P“| | |“| ’ \N/—
| )\ N 4
NH; H,N S OCHj,4 Fo

Fungos filamentosos também produzem metabdlitos secundarios com
atividade antifungica. Um dos metabdlitos mais ativos é a griseofulvina (10)
produzida pelo fungo Penicillium griseofulvum. A griseofulvina mostrou-se ativa no
tratamento de micoses, fato que levou ao desenvolvimento de um antibiético de uso
oral para o tratamento de doencas micéticas da pele, dos cabelos e das unhas
causadas por Microsporum, Trichophyton ou Epidermophyton (MOSS, 2002). Outro
exemplo de farmacos com atividade antifUngica derivados de metabdlitos
secundarios de fungos sado os antibiéticos da classe das equinocandinas como, por
exemplo, a caspofungina (11) e a micafungina (12). Farmacos dessa classe sdo
derivados semi-sintéticos da Pneumocandina By (13) que, por sua vez, é um produto
de fermentacdo do fungo Glarea lozoyensis (ABRUZZO et al., 2000). Essas
substancias representam uma nova classe de antibiéticos que inibem a sintese de [3-
D-glucano na parede celular do fungo e sao utilizadas no tratamento de aspergilose
invasiva em pacientes que sao intolerantes ou ndo respondem as terapias
convencionais (BOWMAN et al., 2002).
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Outro exemplo da contribuicdo recente de fungos no desenvolvimento de
novos farmacos sao as estatinas. As estatinas representam uma classe de farmacos
que diminuem os niveis sanguineos de colesterol e sdo amplamente prescritos para
o tratamento da hipercolesterolemia, sendo atualmente os farmacos mais bem
tolerados e efetivos para este fim (WEITZ-SCHMIDT, 2002). Estatinas naturais
podem ser obtidas de diferentes espécies de fungos filamentosos. A mesvatatina
(14) foi inicialmente isolada do fungo Penicillium brevicompactum, sendo
posteriormente obtida do fungo Penicillium citrinum (VIEGAS Jr.; BOLZANI;
BARREIRO, 2006) e a lovastatina (15) é principalmente produzida pelo fungo
Aspergillus terreus (MANZONI; ROLLINI, 2002). Estudos posteriores de otimizagao
da lovastatina levaram a sinvastatina (16), analogo sintético que ingressou no
mercado na década de 70 como o primeiro farmaco anticolesterolémico semi-
sintético, atuando como inibidor da enzima HMG-CoA redutase e representando,
portanto, auténtica inovacdo terapéutica para controle do colesterol plasmatico
(VIEGAS Jr.; BOLZANI; BARREIRO, 2006). Atualmente existem no mercado
também estatinas de origem sintética como a fluvastatina (17), a atorvastatina (18) e
a rosuvastatina (19) (VIEGAS Jr.; BOLZANI; BARREIRO, 2006).
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Outra substancia obtida como produto de fermentacao de fungos com grande
relevancia como medicamento € a ciclosporina A (20). A ciclosporina A é um
polipeptideo ciclico produzido pelo fungo Tolypocladium inflatum e é utilizada no
tratamento de pacientes submetidos a transplantes de coracéao, figado e rins devido
(IL-2) (MOSS, 2002). Outro farmaco com atividade imunossupressora introduzido no
mercado recentemente € o micofenolato de mofetila (21), éster 2-morfolinoetilico do
metabdlito fungico acido micofendlico (22). O acido micofendlico foi isolado em 1896
de culturas do fungo Penicillium sp., mas foi somente 1982 que a sua atividade
imunossupressora foi reconhecida (ALLISON, 2000). O micofenolato de mofetila é
um pro-farmaco que é metabolizado rapidamente em acido micofendlico. O acido
micofendlico age inibindo a enzima desidrogenase do monofosfato de inosina e,
conseqlientemente, a sintese de novo de DNA (Acido desoxirribonucléico)
(MOURAD et al., 2001). Esse farmaco € atualmente utilizado em diversos paises na
profilaxia da rejeicao dos transplantes (ALLISON, 2000).



Entretanto, os fungos sao responsaveis também pela producdo de
substancias altamente tdxicas para os mamiferos conhecidas como micotoxinas,
sendo algumas consideradas carcinogénicas potentes (PINTO et al., 2002). Existem
cerca de 400 compostos classificados como micotoxinas. Todas as micotoxinas séo
produtos naturais produzidas como metabdlitos secundarios por fungos filamentosos
e sao classificadas em grupos de acordo com suas caracteristicas quimicas e
origem biossintética (BENNETT; KLICH, 2003). Exemplos de micotoxinas de grande
importancia na agroeconomia e na saude humana incluem as aflatoxinas (23), a
citrinina (24), as ocratoxinas (25), as fuminosinas (26), a patulina (27) e os alcalbides
do espordao do centeio (alcaléides do ergot) (28) (HUSSEIN; BRASEL, 2001;
BENNETT; KLICH, 2003). As micotoxinas sao produzidas principalmente por
espécies de fungos do género Penicillium, Aspergillus e Fusarium.

A doenca causada pela exposicdo as micotoxinas é conhecida como
micotoxicose. As micotoxicoses podem ser classificadas em crénicas ou agudas e
os sintomas dependem do tipo de micotoxina, da duracdo da exposicao, da idade,
da saude e do sexo do individuo (BENNETT; KLICH, 2003). Essas substancias séo
encontradas principalmente em graos e cereais e podem ser produzidas por fungos
saprofitas durante a estocagem desses alimentos ou por fungos endéfitos durante o
crescimento do vegetal (HUSSEIN; BRASEL, 2001). Segundo Hussein; Brasel
(2001), as micotoxinas sao responsaveis por milhdes de dblares anuais em gastos

com saude humana, saude animal e produtos agricolas em todo 0 mundo.
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Apesar da toxicidade apresentada por essas substancias, algumas
micotoxinas possuem propriedades farmacolégicas valiosas e sao utilizadas pelo
homem na medicina. Como exemplos podem-se citar a diidroergotamina (29) e
metilergonovina (30). A observacdo de que os alcaldides do espordo do centeio,
produzidos pelo fungo Claviceps purpurea, induziam contragdes da musculatura lisa
levou ao desenvolvimento desses derivados semi-sintéticos utilizados no tratamento

da enxaqueca e no controle de hemorragias pés-parto, respectivamente (MOSS,

2002).



1.2.0 FUNGO CLONOSTACHYS ROSEA F CATENULATA

O fungo Clonostachys rosea f catenula € uma espécie de fungo filamentoso
pertencente ao filo Ascomycota e ao género Clonostachys (SCHROERS, 2001).
Essa espécie foi, durante muitos anos, denominada como Gliocladium catenulatum,
sendo a nova denominagdo adotada a partir de 1999 (SCHROERS et al., 1999).
Macroscopicamente apresenta-se como colénias brancas pulverulentas que se
tornam escuras devido a formacao de esporos de coloragao verde-escura (WONG et
al., 1993), conforme apresentado na Figura 1. O fungo é considerado anomorfo de
Bionectria, isto €, apresenta somente a fase assexuada de reproducdo que é
caracterizada pela formacdo de conidios a partir dos conidi6foros. A Figura 2
apresenta microfotografias do fungo Clonostachys rosea f catenulata que €
caracterizado pela formacao de dois diferentes tipos de conidiéforos, denominados
de conidi6foros primario (verticilado) e secundario (penicilado).

Figura 20 — Fotografias do fungo Clonostachys rosea f catenulata em agar malte.
A: colbnia jovem em placa de Petri; B: col6nia adulta com esporos em tubo de
ensaio.
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Figura 21 — Microfotografias do fungo Clonostachys rosea f catenulata. A:
conidiéforos secundarios; B: fidlide de conididsporos secundarios; C: conidiéforos
primdrios; D: conidios de conidi6éforos secundarios.

Fonte: OKUDA et al., 2000.

Fungos do género Clonostachys sdo comumente utilizados como agentes de
biocontrole contra fungos patogénicos de plantas (PUNJA; UTKHEDE, 2003). O
fungo Clonostachys rosea f catenulata € comercializado atualmente nas formulages
Prestop WP e Prestop Mix (CHATTERTON; JAYARAMAN; PUNJA, 2008). O modo
de acgao desses fungos no controle de patégenos e doencgas ainda nao é totalmente
conhecido e alguns autores acreditam que essa agao ocorra através da interagao de
diferentes fatores como a producao de enzimas hidroliticas e de metabdlitos com
atividade antibi6tica, a competicdo por nutrientes e substratos, a inducdo de
mecanismos de defesa pelo hospedeiro e por parasitismo do patogeno (PUNJA;
UTKHEDE, 2003).

Diferentes classes de metabdlitos secundarios ja foram isoladas dessa
espécie. Kohno et al. (1999) relataram o isolamento de antibiéticos policetideos
TMC-151 A — F (31) que também apresentou atividade contra algumas linhagens de
células tumorais. Em 1993, Wong et al. relataram o isolamento de antrotainina (32),
substancia pertencente a classe das tetraciclinas com atividade inibidora da
Substéncia P e, em 1999, Joshi; Gloer; Wicklow isolaram novas substancias com
atividade antibacteriana denominadas verticinas D, E e F (33) e também um
politerpendide denominado glisoprenina F (34).
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1.3.0 FUNGO PENICILLIUM BRASILIANUM

O fungo Penicillium brasilianum Batista € uma espécie de fungo filamentoso
pertencente ao filo Ascomycota e ao género Penicillium. O género Penicillium, de
distribuicdo cosmopolita, compreende mais de 225 espécies predominantes em

alimentos, no solo e no ar, sendo encontrado inclusive em ambientes polares

(SONJAK; FRISVAD; GUNDE-CIMERMAN, 2006). Espécies desse género
apresentam grande diversidade em relagdo a morfologia e aos metabdlitos

secundarios produzidos. A Figura 3 apresenta microfotografias de conidiéforos,

fidlides e conidios caracteristicos de espécies pertencentes ao género Penicillium.
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Figura 22 — Microfotografias de fungos do género Penicillium. A: conidiéforos; B:
conideos; C: fidlides.
Fonte: FRISVAD; SAMSON, 2000; SONJAK et al., 2007.

O fungo Penicillium brasilianum € comumente isolado de amostras de solo
(TUTHILL; FRISVAD; CHRISTENSEN, 2001), sendo também relatado seu
isolamento de amostras coletadas na regido do Artico (SONJAK; FRISVAD;
GUNDE-CIMERMAN, 2006). A Figura 4 apresenta fotografias do fungo Penicillium
brasilianum em diferentes meios de culturas utilizados na identificacdo da espécie.
Algumas espécies do género Penicillium, incluindo a espécie Penicillium brasilianum,
foram, durante anos, erroneamente classificadas como Penicillium simplicissimum.
Entretanto, Tuthill; Frisvad; Christensen (2001), ap6s analise morfoldgica, na
sequéncia de DNA e dos metabdlitos secundarios, concluiram que as duas espécies
devem ser consideradas como distintas.

Diferentes espécies do género Penicillium produzem diversas micotoxinas e
metabolitos secundarios que sao especificos para cada espécie e, normalmente, sdo
utilizados nos estudos de identificacéo e classificacdo das mesmas (SONJAK et al.,
2007). Considerando o fungo Penicillium brasilianum, o perfil de metabdlitos
secundarios produzidos inclui as seguintes substancias: acido penicilico (35),
paraherquamidas (36), viridicatumtoxina (37), verrucologen (38) e fumitremorgina A
e B (39) (TUTHIL; FRISVAD; CHRISTENSEN, 2001; SONJAK; FRISVAD; GUNDE-
CIMERMAN, 2006).
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Figura 23 — Fotografias do fungo Penicillium brasilianum. A: meio de cultura CYA;
B: meio de cultura MEA.

O é&cido penicilico (35) apresenta atividade antibacteriana, antiviral,
antitumoral, citotoxica, carcinogénica e antifungica (FRISVAD et al., 2004; KANG;
KIM, 2004). As paraherqguamidas (36) apresentam atividade antiparasitaria e
inseticida (STOCKING et al., 2001; LOPEZ-GRESA et al., 2006; BLANCHFLOWER
et al., 1991). Verrucologen (38) e as fumitremorginas (39) apresentam atividade
citotéxica in vitro contra células tumorais do carcinoma de Ehrlich (AFIYATULLOV et
al., 2004). Sao ainda relatadas para a fumitremorgina A (39), atividades convulsiva e
hipertensa, bradicardia e arritmia em um estudo realizado em coelhos (NISHIYAMA;
KUGA, 1986).

Recentemente, foi relatado o isolamento de novas substancias dessa espécie
denominadas brasiliamidas A e B (40) (FUJITA et al., 2002) e brasiliamidas C, D e E
(41) (FUJITA; HAYASHI, 2004). Essas substancias, classificadas como micotoxinas
tremorgénicas, foram isoladas a partir da fermentacdo do fungo em okara e
apresentam atividade convulsiva contra larvas do bicho-da-seda (FUJITA et al.,
2002; FUJITA; HAYASHI, 2004).
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1.4.ORIGEM DOS FUNGOS ESTUDADOS

As espécies fungicas estudadas foram obtidas a partir de uma coleta de
amostras de solo e material vegetal realizada por alguns integrantes do Laborat6rio
de Biotecnologia e Bioensaios do Departamento de Quimica da UFMG no Parque
Nacional da Serra do Cipé (MG). Desse trabalho foram isoladas cerca de 150
espécies de fungos que sdo mantidas na Colecdo Micologica do Laboratério de
Biotecnologia — Departamento de Quimica (UFMG). Os fungos Clonostachys rosea f
catenulata e Penicillium brasilianum, escolhidos para o estudo, foram identificados
pelo aluno de doutorado Lucas Magalhdes de Abreu (TAKAHASHI et al., 2008).

Os fungos podem ser classificados de acordo com o local no qual séao
isolados e também com relagdo que mantém com o seu hospedeiro. Dessa maneira
os fungos podem ser classificados como endoéfitos, fitopatogénicos, rizosféricos,
leveduriformes, de solo e isolados de organismos marinhos (TAKAHASHI; LUCAS,
2008).

Segundo Daniel (2004), o solo constitui-se em um complexo habitat que pode
conter mais que 10 bilhdes de microrganismos pertencentes a milhares de espécies.
Sendo assim, a diversidade genética do metagenoma do solo € uma fonte rica e
inexplorada de novas enzimas e compostos bioativos. Microrganismos isolados de
solo sdo a fonte mais comum de antibiéticos e outros agentes medicinais quando
comparado com qualquer outra fonte de organismos. Mas, apesar de muito familiar e
utilizado, o solo é um dos habitats menos conhecidos da Terra (HANDELSMAN et
al., 1998).

O solo de cerrado, devido a sua composi¢cao mineral e aos longos periodos
de escassez de chuvas, apresenta-se como um habitat indspito para a sobrevivéncia
de microrganismos. Sendo assim, 0os microrganismos isolados de solo do cerrado
podem desenvolver uma biossintese modificada quando comparados com outros da
mesma espécie isolados de diferentes fontes.

Segundo Myers et al. (2000), o Brasil é considerado um dos paises com maior
biodiversidade do mundo, com grande numero de espécies vegetais e animais.
Nesse contexto, duas extensas areas de importante biodiversidade se destacam: a
mata atlantica, na regiao costeira e o cerrado, na regiao central do pais (BASSO et
al, 2005). Em relacao ao cerrado, estima-se que existam 160.000 espécies de
plantas, animais e fungos, sendo a maioria endémica a esse bioma (QUIRINO et al.,
2009).
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O cerrado ocupava originalmente 23% do territério nacional (dois milhdées de
km?), estando localizado basicamente no Planalto Central Brasileiro. E considerado
0 mais brasileiro dos biomas sul-americanos, pois, excetuando-se algumas
pequenas areas na Bolivia e no Paraguai, ele esta totalmente inserido no territorio
nacional (NETO; MORAIS, 2003). E caracterizado pela vegetacdo rasteira quase
continua, interrompida por arbustos e arvores em propor¢des variaveis, no qual o
principal padrdo de crescimento esta estreitamente associado a alternancia sazonal
de verdes umidos e invernos secos (CASTRO et al., 2008). O cerrado é apontado
como grande detentor de diversidade biologica, apresentando uma enorme
variedade de animais, plantas e microrganismos, fato que coloca o Brasil em uma
posicdo estratégica para o desenvolvimento racional e sustentavel de novos
metabdlitos de valor terapéutico (BASSO et al., 2005).

Apesar da sua importancia, o bioma do cerrado tem sido o foco de poucos
estudos sobre a sua diversidade bioldgica e pouca informacao € disponivel sobre a
contribuicdo da diversidade microbiana fungica no funcionamento do ecossistema do
solo (CASTRO et al., 2008). O desconhecimento de sua riqueza e possibilidades se
agrava quando estudos mostram que cerca de 40% do bioma ja tenha sido
devastado e o cerrado possua somente 1,5% de sua extensdo protegida por lei,
sendo atualmente a vegetacdo em maior risco no pais (NETO; MORAIS, 2003). Nos
ultimos 35 anos, grande parte da expansao original do cerrado foi tomada pela
agricultura e, se, a atual taxa de perda se mantiver, o ecossistema estara totalmente
perdido em 2030 (MARRIS, 2005).

Considerando os dados mencionados acima e a grande biodiversidade
presente no Pais, torna-se necessaria a realizacdo de estudos que relatem a
diversidade biologica e quimica dos biomas brasileiros além da conscientizacao, por

parte da populagao brasileira, da necessidade de preservacao desses ecossistemas.
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1.5.FARMACOS ANTIBACTERIANOS

Infeccdes bacterianas correspondem a segunda causa de mortes em todo o
mundo e a terceira causa de morte nos paises desenvolvidos (PROJAN, 2003). O
microrganismo Staphylococcus aureus é a maior causa de infec¢des hospitalares e
tem se tornado de dificil tratamento devido ao aumento da resisténcia aos
antibiéticos (BROWN; WRIGHT, 2005). Segundo Couto et al. (2001), infeccao é a
principal causa de mortalidade em pacientes submetidos a transplantes cardiacos,
mesmo com a utilizacdo de modernos antimicrobianos.

Antibi6ticos sédo definidos como substancias produzidas por diversas espécies
de microrganismos (bactérias, fungos e actinomicetos) que possuem a capacidade
de inibir o crescimento de outros microrganismos ou mesmo destrui-los em solucdes
diluidas. Atualmente, o conceito de antibidtico foi expandido para se tornar mais
inclusivo, pois diversas substancias de origem sintética como, por exemplo, as
sulfonamidas (42) e as quinolonas (43), derivados miméticos de produtos naturais,
além de metabdlitos secundarios de plantas tém apresentado atividade
antimicrobiana (TAKAHASHI; LUCAS, 2008). Os antibiéticos podem ser
classificados de acordo com a estrutura quimica e 0 mecanismo de acéo
(HARDMAN; LIMBIRD, 2003).

Considerando o mecanismo de acao, os farmacos antibacterianos podem ser
classificados nas seguintes categorias (HARDMAN; LIMBIRD, 2003):

e Farmacos inibidores da sintese da parede celular bacteriana:
antibiéticos B-lactamicos (penicilinas 1, cefalosporinas 2 e carbapenéns
44) e vancomicina (45);

e Farmacos que afetam a funcao das subunidades ribossémicas 30S e
50S, causando inibicdo reversivel da sintese de proteinas:
cloranfenicol (46), tetraciclinas (47) e eritromicina (48);

e Farmacos que se ligam a subunidade ribossémica 30S, levando a
morte celular: aminoglicosideos (estreptomicina 49);

e Farmacos que afetam o metabolismo dos acidos nucléicos: quinolonas
(43);

e Farmacos antimetabdlitos que blogueiam enzimas essenciais no

metabolismo do folato: trimetoprim e sulfonamidas (42).
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De acordo com a origem, os antibacterianos podem ser classificados como de
origem natural e de origem sintética. As principais classes de antibacterianos de
origem natural sdo: antibiéticos B-lactamicos (penicilinas 1, cefalosporinas 2 e
carbapenéns 44), fenilpropandides (cloranfenicol 46), policetideos (tetraciclinas 47),
aminoglicosideos (estreptomicina 49), macrolideos (eritromicina 48) e glicopeptideos
(vancomicina 45). Em relacdo aos antibiéticos de origem sintética, as principais
classes sao: sulfonamidas (42), quinolonas (43) e oxazolidinona (linezolida 50)
(SINGH; BARRETT, 2006).
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Figura 24 — Férmula estrutural de antibacterianos de origem natural.
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Figura 25 — Férmula estrutural de antibacterianos de origem sintética.

Segundo Brown; Wright (2005), os farmacos existentes para o tratamento de
doencgas infecciosas sao insuficientes para protegerem a populagédo por um longo
periodo de tempo devido a resisténcia microbiana e as novas infecgcdes emergentes
como, por exemplo, a AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), a febre
hemorragica de Ebola, a Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG) e a gripe
aviaria que causaram grande impacto sobre a saude humana e animal, bem como
sobre a economia internacional. O fendmeno da resisténcia bacteriana a diversos
antibiéticos impbe sérias limitacbes as opgdes para o tratamento de infeccdes
bacterianas, representando uma ameaca para a saude publica (SILVEIRA et al.,
2006).

A bioprospeccado de produtos naturais, inclusive fangicos, € uma poderosa
aliada no processo de descoberta de novos antibidticos (TAKAHASHI; LUCAS,
2008). Segundo Newman; Cragg (2007) entre farmacos antibacterianos aprovados
para o tratamento de infecgdes em humanos no periodo de 1981-2006, 81%
correspondem a produtos naturais e derivados.

Segundo Bérdy (2005), as principais fontes de antibiéticos sé&o os
streptomicetos, os actinomicetos raros, os fungos e as bactérias. As bactérias sédo
responsaveis pela producdo de 17% dos metabdlitos microbianos conhecidos,

enquanto que espécies pertencentes a ordem actinomycetales produzem mais de
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10000 compostos bioativos, sendo 7600 produzidos por estreptomicetos e 2500
produzidos pelos chamados actinomicetos raros, representando o maior grupo
produtor de metabdlitos microbianos (45%). Em relacdo aos fungos, espécies
pertencentes a classe dos ascomicetos sdo as mais significativas. O numero de
produtos fungicos bioativos conhecidos é cerca de 8600 (38% de todos os produtos
microbianos), sendo observado um aumento no numero de antibiéticos produzidos
por esses microrganismos nos ultimos anos, conforme pode-se observar na Figura
7.
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Figura 26 — Distribuicao dos antibidticos de acordo com a sua origem.
Fonte: BERDY, 2005.

Segundo Bérdy (2005), o aumento no numero de substancias com atividade
antibacteriana nos Ultimos anos nao significou uma melhora na qualidade do
tratamento dessas infeccdes, sendo necessaria a descoberta de novas substancias
pertencentes a classes quimicas diferentes e que apresentem novos mecanismos de
acao. Além disso, o descobrimento de novos antibidticos potentes e mais seguros
representa ndo apenas o avancgo para uma melhor qualidade de vida, mas também a
participacdo em um mercado em crescimento que movimenta cerca de 25 bilhdes de
dolares (SILVEIRA et al., 2006).
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1.6.FARMACOS ANTICOLINESTARASICOS

A acetilcolina (51) € o neurotransmissor enddégeno das sinapses e juncoes
neuroefetoras colinérgicas dos sistemas nervosos central e periférico. A enzima
acetilcolinesterase (AChE) catalisa a hidrolise da ligacao éster da acetilcolina (ACh)
e, dessa maneira, bloqueia a transmissdao do impulso nervoso mediado pela
acetilcolina através da sinapse colinérgica (HARDMAN; LIMBIRD, 2003).

Os farmacos que inibem a acetilcolinesterase sdo denominados agentes
anticolinestarasicos (anti-ChE). Esses famacos determinam o acumulo de
acetilcolina nas proximidades das terminacdes nervosas colinérgicas e, assim, sao
potencialmente capazes de exercer efeitos equivalentes a estimulagdo excessiva
dos receptores colinérgicos nos sistemas nervosos central e periférico (HARDMAN;
LIMBIRD, 2003). Inibidores da enzima acetilcolinesterase sao utilizados no
tratamento do glaucoma, como por exemplo, o0 ecotiofato (iodeto de
dietoxifosfiniltiocolina 52) e da miastenia gravis, como por exemplo, a piridostigmina
(53) e a neostigmina (54) (HARDMAN; LIMBIRD, 2003). Ja os inibidores da
acetilcolinesterase que atravessam a barreira hematencefélica apresentam cerca
eficacia no tratamento dos sintomas da doenca de Alzheimer (HARDMAN; LIMBIRD,
2003).
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A doenca de Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa, progressiva, cujos
principais sintomas incluem perda de memoria, déficit na linguagem, depressao,
problemas de comportamento, alteracées de humor e psicose (BARBOSA-FILHO et
al., 2006). Doenca de Alzheimer constitui-se em uma das formas mais comuns de
deméncia, afetando aproximadamente 10% da populacdo mundial acima de 65 anos
(RACCHI et al., 2004).

Neuroquimicamente, a doenca de Alzheimer é caracterizada por um déficit
consistente na neurotrasmissao colinérgica (RACCHI et al., 2004). Dessa maneira, a
acetilcolinesterase apresenta um papel critico nessa patologia e a terapia de
reposi¢cdo com agentes colinomiméticos parecem melhorar os déficits cognitivos e de
mem©ria, caracteristicos da doencga (LISTON, 2004).

O primeiro agente anticolinesterasico introduzido no mercado para o
tratamento da doenca de Alzheimer foi a tacrina (65) em 1993. Em seguida, outros
inibidores da acetilcolinesterase como donezepil (56), galantamina (57) e
rivastigmina (58) foram aprovados para o tratamento sintomético de pacientes com
doenca de Alzheimer média a moderada (RACCHI et al., 2004).
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Diversas substancias pertencentes a diferentes classes de produtos naturais
apresentam a capacidade de inibir a enzima acetilcolinesterase. Em relagdo a
compostos isolados de fungos, podem-se citar os meroterpenos isoterreulactonas A
(59) e terreulactonas A-D (60) isoladas do fungo Aspergillus terreus e o0s
meroterpenos arisugacinas A e B (61) isolados de fungos do género Penicillium
(HOUGHTON; REN; HOWES, 2006).

60 Terreulactona B

61 Arisugacina A R=H
Arisugacina B R=0OCHj;

Atualmente, varios inibidires da acetilcolinesterase estao sendo investigados
para o tratamento da doenca de Alzheimer ((BARBOSA-FILHO et al., 2006). Os
inibidores da acetilcolinesterase constituem-se na Unica classe de compostos que
até o momento mostrou-se eficaz no tratamento dos sintomas cognitivos e
funcionais dessa doenca (LISTON et al., 2004). A possibilidade de aplicacdo dos
inibidores da acetilcolinesterase como farmacos no tratamento dos sintomas da fase
inicial da doenca de Alzheimer tem estimulado a pesquisa em busca de produtos
naturais que apresentem essa atividade nos ultimos anos (HOUGHTON; REN;
HOWES, 2006).
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2. OBJETIVO

2.1.0OBJETIVO GERAL

e Realizar o estudo de bioprospeccao de metabdlitos secundarios dos fungos

filamentosos Clonostachys rosea f catenutala e Penicillium brasilianum.

2.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cultivar os fungos para a obtencao dos extratos brutos;

e Submeter os extratos brutos a técnicas de cromatografia para o isolamento
de constituintes quimicos;

e FElucidar a estrutura das substancias isoladas utilizando-se técnicas
espectrométricas;

e Testar a atividade antibacteriana e anticolinesterasica das substancias
isoladas;

e Avaliar o efeito da variagdo nutricional na atividade antibacteriana dos

extratos do fungo Penicillium brasilianum.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1.EQUIPAMENTOS

e Agitador de tubos Phoenix, modelo AP 56, série 10359;

e Autoclave vertical Fanen, modelo 415/3, série J03610;

e Balanca analitica Quimis, modelo Q-ILA2104, 210 g/0,1 mg;

e Balanca eletronica Digimed KN1000C, classe de exatidao Il, série 04G6;

e Banho Buchi waterbath B-480;

e Banho de ultra-som UltraCleaner 8002 com aquecimento;

e Bomba de pressao Quimis, modelo Q-355B1, série 806377;

e Bomba de vacuo Tecnal TE-0581;

e Capela de fluxo laminar VECO, modelo JLF 912, série FL 5799;

e Chapa de aguecimento Laboratory Stirrer, modelo PC-320, série 440893;

e Colunas de vidros com diametro entre 1,5 e 7,0 cm e comprimentos entre
35,0 € 50,0 cm.

e Cromatografo Varian CP-3380, coluna DB-WAX (80 m x 0,25 mm d.i;;
J&W Scientific) J&W Scientific e detector de ionizacdo de chamas
(Departamento de Quimica — UFMG);

e Espectrometro BRUKER AVANCE DRX/400 e DRX/200 (Departamento de
Quimica, UFMG);

e Estufa de secagem Fanen Ltda, modelo 002 CB;

e Estufa para meio de cultura Quimis Q-316.12, série 807.131;

e Estufa para placa cromatografica Quimis G-317 8122;

e Mesa agitadora Tecnal, modelo TE-421;

e Microondas Master Cooking CCE M-500;

e Micropipeta automatica Digipet de 5-50puL, série 05012635;

e Micropipeta automatica Finnpipette Colour 4027, Lab systems de 200-
1000 pL, série E19971;

¢ Micropipeta automatica Kacil de 100 pL, série 0037201;

e Placas cromatograficas de silica—gel Merck;

e Placas de vidros com espessura de 0,25 mm.

e Ponto de fusdo Gehaka, modelo PF 1000, série 0530/06001020;

e Rotavapor Bichi Waterbath, modelo B-480;
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e Rotavapor Fisaton, modelo 802, série 531782;

e Termobmetro Incoterm, série 313675.
3.2.REAGENTES

e Agar bacteriolégico (Biobras S.A., lote: 1045564C);

e Agar batata dextrosado (Biobras S.A., lote: 1191737A);

e (Caldo de batata dextrosado (BD, lote: 6255266);

e (aldo infusdo de cérebro e coracdo — BHI (Biobras diagndsticos, lote:
1125610A);

e Cloranfenicol (Sigma-Aldrich, lote: 48H057025);

e Cloreto de sédio (Cromoline Quimica final, lote: 11534/07);

e Cuba saturada com iodo sublimado;

e D-Glicose (Synth, lote: 42768);

e Discos com cloranfenicol (30 pg/disco) (Laborclin — Produtos para
Laboratérios Ltda. lote: 51010022);

e Extrato de malte (Acumedia, lote: 02-02-YH);

e Fast Blue B Salt (Sigma—Aldrich, lote: 58096LJA);

e Fosfato de potassio dibasico P.A. (Synth, lote: 95707);

e Huperzina A (Biomol, lote: P92039);

e Meio antibiético n°1 (Difco, lote: 3014488);

e 1-Naftil acetato (Sigma—Aldrich, lote: 056K5306);

e Peptona bacteriolégica (Acumedia, lote: 100.633 C);

e Reagente de Dragendorff (Wagner e Blandt, 1996);

e Reagente de Vanilina-acido sulfurico (1g de vanilina dissolvida em 100 mL
de solugdo metanol:agua:acido sulfurico concentrado nas proporcoes de
45:45:10)

e Silica gel (Vetec 70-230 Mesh, lote: 960597) para CCS;

e Silica gel (Sigma 230-400 Mesh, lote: 10k3497) para CCS;

e Silica gel 60 G (Vetec, lote: 0507764) para CCD;

e Solventes P.A.: acetato de etila, dimetilsulféxido, hexano, alcool metilico,
diclorometano, acetona, éter etilico, cloroférmio, élcool etilico das marcas
Synth, CRQ, Quimex, Nuclear, Dinamica e Merck;

e Sulfato de magnésio heptaidratado (Synth, lote: 100550);
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e Tampéo Tris pH 8 (Sigma—Aldrich).
3.3.MEIOS DE CULTURA

3.3.1. MEIO DE CULTURA BHI
BHI (Brain heart infusion) ..... 37,0 g/L
Agua destilada gsp

3.3.2. SOLUCAO SALINA
NaCl ..... 9,0 g/L
MgSO4.7H20 ..... 0,5¢g/L
Agua destilada gsp

3.3.3. MEIO DE CULTURA SOLIDO ANTIBIOTICO N° 1
Meio antibiéticon®°1 ..... 30,5 g/L
Agua destilada gsp

3.3.4. MEIO DE CULTURA LiQUIDO COMPLEXO
Glicose .... 20 g/L
Peptona ...... 5¢g/L
KHaPO, ... 1 g/L
MgS04.7H;0 ..... 0,5 g/L
NaCl ..... 59/L
Agua destilada gsp

3.3.5. MEIO CALDO BATATA DEXTROSADO
Caldo de batata dextrosado ..... 24 g/L
Agua destilada gsp
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3.4.CULTIVO DO FUNGO CLONOSTACHYS ROSEA F CATENULATA

Todo o procedimento de obtencdo do pré-in6culo e in6culo do fungo foi
realizado em capela de fluxo laminar pr6ximo ao bico de Blinsen. Os materiais e

reagentes utilizados foram previamente autoclavados a 120°C durante 15 minutos.

- Preparo do pré-inéculo: com o auxilio de um alga de platina, foi realizada a
raspagem do microrganismo presente em tubo de ensaio. O microrganismo foi, em
seguida, inoculado em erlenmeyer contendo 200 mL de meio de cultura liquido
complexo. Fez-se a homogeneizacdo do meio. O fungo foi cultivado durante cinco
dias sob agitacdo a temperatura ambiente.

- Inoculacao do fungo: ap6s o crescimento do fungo, o mesmo foi inoculado
em erlenmeyers contendo meio de cultura liquido complexo. Em seguida, realizou-se
a homogeneizacdo do meio com o microrganismo. O fungo foi cultivado durante 40
dias, sem agitacao, a temperatura ambiente.

- Preparo do extrato fungico: apés o periodo de 40 dias, os meios de cultura
foram filtrados com auxilio de funil e gaze, separando-se o filtrado do micélio. O
micélio foi extraido com acetado de etila com auxilio do ultrasson durante 15
minutos. Em seguida, realizou-se a filtracdo do micélio e a concentracdo do extrato
em rotavapor a vacuo. O extrato obtido foi transferido para um frasco limpo
previamente pesado, sendo denominado ECr1. O filtrado foi também extraido com
acetato de etila utilizando-se funil de separacdo. O procedimento foi repetido 3
vezes. O extrato organico obtido foi concentrado em rotavapor a vacuo e transferido
para um frasco limpo e previamente pesado denominado ECr2. Os extratos, quando
analisados por CCD em silica utilizando-se eluentes de diferentes polaridades,
apresentaram um perfil de eluicao diferente e por essa razao nao foram combinados.

As massas dos extratos obtidos encontram-se na Tabela 1.

Tabela 28 — Massas dos extratos do fungo Clonostachys rosea f catenulata.

Cdédigo do Meio de cultura Massa do extrato

Extrato extrato (L) (mgq)
Extrato do micélio ECr1 75 804,2
Extrato do filtrado (meio) ECr2 ’ 264.,0
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3.5.CULTIVO DO FUNGO PENICILLIUM BRASILIANUM

O extrato do fungo Penicillium brasilianum foi anteriormente preparado pela
aluna Adriana de Almeida Bracarense. O extrato do fungo foi obtido conforme o
procedimento descrito a seguir. Todo o procedimento de obtencado do inéculo do
fungo foi realizado em capela de fluxo laminar préximo ao bico de binsen. Os
materiais e reagentes utilizados foram previamente autoclavados a 120°C durante

15 minutos.

- Preparo do pré-inéculo: com o auxilio de um alga de platina, foi realizada a
raspagem do microrganismo presente em tubo de ensaio. O microrganismo foi, em
seguida, inoculado em erlenmeyer contendo 200 mL de meio de cultura liquido
complexo. Fez-se a homogeneizacdo do meio. O fungo foi cultivado durante cinco
dias sob agitacdo a temperatura ambiente.

- Inoculacéo do fungo: ap6s o crescimento do fungo, o mesmo foi inoculado
em erlenmeyers contendo meio de cultura liquido complexo. Em seguida, realizou-se
a homogeneizagcdo do meio com o microrganismo. O fungo foi cultivado durante 25
dias, sem agitacéo, a temperatura ambiente.

- Preparo do extrato fungico: no vigésimo quinto dia, os meios de cultura
foram filtrados a vacuo, separando-se o filtrado do micélio. O filtrado foi extraido com
acetato de etila utilizando-se funil de separacdo. O procedimento foi repetido 3
vezes. O extrato orgéanico foi secado com sulfato de sddio anidro e, em seguida,
concentrado em rotavapor a vacuo. O micélio foi também extraido com acetado de
etila durante trés dias. Em seguida, realizou-se a filtracdo do micélio e a
concentracdo do extrato em rotavapor a vacuo. O extrato obtido do micélio foi
combinado com o extrato obtido do filtrado e transferido para um frasco limpo e
previamente pesado denominado EPb. A quantidade de extrato obtida encontra-se
na Tabela 2.

Tabela 29 — Massa do extrato do fungo Penicillium brasilianum.

Extrato Cddigo do Meio de cultura Massa do
extrato (L) extrato (g)
Extrato do micélio + meio EPb 6,0 17
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3.6.FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS DO FUNGO CLONOSTACHYS
ROSEA F CATENULATA

O extrato do micélio do fungo Clonostachys rosea f catenulata (ECr1, 748 mq)
foi fracionado empregando uma combinagcdo de técnicas cromatogréficas.
Inicialmente esse material foi fracionado em CCS utilizando-se n-hexano, acetato de
etila e metanol em polaridades crescentes. Foram coletadas 179 fragdes de 100 mL
que foram combinadas em 21 grupos de acordo com a revelagao para o reagente de
vanilina-acido sulfarico. As fracoes obtidas, massa e eluentes estdo apresentados na
Tabela 3.

Tabela 30 — Dados (fragdes, eluente e massa) da coluna cromatografica do extrato do fungo
Clonostachys rosea f catenulata (ECr1).

Cdédigo Fracoes Eluente Massa (mg)
1-14 Hexano 100% Fragoes
descartadas

BM-07-01 15-16 Hexano/AcOEt 95:05 19,38

BM-07-02 17 —-18 Hexano/AcOEt 95:05 347,35
Hexano/AcOEt 95:05

BM-07-03 19-31 Hexano/AcOEt 90:10 8,92

BM-07-04 32-35 Hexano/AcOEt 90:10 21,35
Hexano/AcOEt 90:10

BM-07-05 36 -40 Hexano/AcOEt 80:20 19,80

BM-07-06 41 — 45 Hexano/AcOEt 80:20 22,68
Hexano/AcOEt 80:20

BM-07-07 46 — 51 Hexano/AcOEt 70:30 22,76

BM-07-08 52 — 55 Hexano/AcOEt 70:30 17,44
Hexano/AcOEt 70:30

BM-07-09 56 -77 Hexano/AcOEt 60:40 20,27
Hexano/AcOEt 60:40

BM-07-10 78-87 Hexano/AcOEt 50:50 8,95

BM-07-11 88 — 97 Hexano/AcOEt 30:70 14,22
Hexano/AcOEt 30:70

BM-07-12 98 - 123 Hexano/AcOEt 10:90 15,34

AcOEt 100%

BM-07-13 124 — 141 ACOEYMeOH 95:05 17,03
AcOEt/MeOH 90:10

BM-07-14 142 — 145 ACOE/MeOH 80-20 18,27

BM-07-15 146 — 152 AcOEt/MeOH 80:20 13,05

BM-07-16 153 — 155 AcOEt/MeOH 80:20 20,36

BM-07-17 156 — 159 AcOEt/MeOH 80:20 9,92

BM-07-18 160 — 163 AcOEt/MeOH 70:30 18,95
AcOEt/MeOH 70:30

BM-07-19 164 — 168 ACOE/MeOH 50-50 24,48

BM-07-20 169 — 176 ACOEUMeEOH 50:50 45,52

AcOEt/MeOH 20:80
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BM-07-21 177 -179 MeOH 100% 31,03

A fracdo BM—07-02 (Cr1, 347,35 mg), caracterizada como um 6leo amarelo,
apresentou-se como uma mancha unica quando analisada por CCD e revelada com
vapores de iodo e foi enviada para a obtencdo dos espectros de RMN de 'H, de '°C
e DEPT.

A fracdo BM—-07-04 (21,35 mgq) foi fracionada por CCS "flash". Foi utilizada
como fase mével a mistura hexano/AcOEt 75:25. Foram coletadas 15 fracdes de 5
mL que foram agrupadas em 5 subgrupos apés revelagcdo com vapores de iodo. A
fracao BM—09-03 (Cr2, 16,14 mq) apresentou-se como um sélido branco que, apo6s
a analise por CCD e determinacao da faixa de fusdo, foi enviada para obtencédo dos
espectros de RMN de 1D e 2D. Os dados da coluna cromatografica da fragcdo BM—

07-04 encontram-se na Tabela 4.

Tabela 31 — Dados (fragdes, eluente e massa) da coluna cromatografica da fragdo BM—-07—

04.
Cddigo Fracoes Eluente Massa (mg)
1-4 Hexano/AcOEt 75:25 Fragoes
descartadas
BM—-09-01 5-6 Hexano/AcOEt 75:25 2,61
BM-09-02 7 Hexano/AcOEt 75:25 0,8
BM-09-03 8-13 Hexano/AcOEt 75:25 16,14
BM-09-04 14 -15 Hexano/AcOEt 75:25 0,9

A fracdo BM-07-07 (22,76 mg) foi fracionada por CCS utilizando-se os
eluentes hexano, acetato de etila e metanol em polaridades crescentes. Foram
obtidas 36 fragcbes de 10 mL que foram, apos revelagdo com reagente de vanilina-
acido sulfurico, agrupadas em 5 subgrupos. Os dados do fracionamento de BM—-07—-
07 estado apresentados na Tabela 5. A fragdo BM-11-03 (Cr3, 8 mg), isolada como
solido incolor, foi enviada para obtengdo dos espectros de RMN de 'H, de *C e
DEPT ap6s a analise da por CCD.

Tabela 32 — Dados (fragdes, eluente e massa) da coluna cromatogréfica da fracdo BM-07—

07.
Cddigo Fracoes Eluente Massa (mg)
BM-11-01 1-4 Hexano 100% 2.33
BM—-11-02 5-14 Hexano/AcOEt 80:20 4,83
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Hexano/AcOEt 80:20

BM-11-03 15-22 Hexano/AcOEt 50:50 8,00
Hexano/AcOEt 50:50

BM-11-04 23 - 28 ACOEL 100% 1,53

BM—11-05 29 — 36 AcOEt 100% 4,07

MeOH 100%

Outras fracoes obtidas do fracionamento do extrato ECr1 e o extrato obtido do
meio de cultura do fungo Clonostachys rosea f catenulata (ECr2) foram submetidas
a técnicas cromatograficas de fracionamento. Algumas substancias puras foram
isoladas, mas infelizmente nao foi possivel obter quantidades suficientes para a
realizacdo dos espectros de RMN de 1D e 2D que pudessem caracterizar essas

substancias.

3.6.1. CARACTERIZACAO DE Cr1

A anélise dos espectros de RMN de 'H, de °C e DEPT (Anexos 1.1.1, 1.1.2
e 1.1.3, pags. 96 e 97) da fracdo Cr1 revelou que a mesma era constituida por uma
mistura de triacilglicerdis. Para a caracterizacdo dos &cidos graxos presentes na
mistura foram realizadas reacdes quimicas para a obtencdo de derivados que
pudessem ser analisados por CG.

Inicialmente realizou-se a hidrélise seguida da reacado de metilacdo. A reacao
de hidrdlise foi realizada adicionando-se 100 uL de uma solucao 3,5 mol/L de NaOH
em etanol/agua 1:1 em um frasco contendo 10 mg da amostra. O frasco foi aquecido
por 2 minutos em microondas (poténcia 2) e, em seguida, foram adicionados 300 pL
de agua. A fracdo aquosa foi entdo acidificada com 100 uL de HCI concentrado e
particionada com acetato de etila (600 pL, 300 uL e 300 pL). Para a reacao de
metilagdo foram adicionados 100 pL de uma solugéo de BF3; em metanol (14% p/v)
em um tubo Eppendorf contendo 1 mg de amostra. O tubo foi fechado e colocado
em banho-maria a 80 °C por 10 minutos. Os ésteres metilicos formados foram
diluidos em MeOH na concentracao final de 100 ppm. Em seguida, foram retirados
1 uL de amostra e injetados em um cromatografo a gas, contendo nitrogénio como
gas de arraste. As temperaturas utilizadas na analise foram: temperatura da coluna:
100°C - 1 minuto, 7°C/ minuto até 240°C; temperatura do injetor: 260°C; Split 1/100;
detector FID a 260°C. O resultado obtido foi comparado com uma mistura de
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padrées de &cidos graxos livres (PADRAO SUPELCO37) injetada nas mesmas
condicoes.

3.6.2. CARACTERIZAGAO DE Cr3

O perfil apresentado pelos espectros de RMN de 'H, de °C e DEPT (Anexos
1.3.1, 1.3.2 e 1.3.3, pags. 105 e 106) da fracdo Cr3 mostrou que a mesma era
constituida por uma mistura de acidos graxos livres. Para a caracterizacao dos
acidos graxos presentes na mistura, foi realizada uma reacao de metilacdo conforme

o procedimento descrito no item 3.6.1.

3.7.FRACIONAMENTO DO EXTRATO DO FUNGO PENICILLIUM
BRASILIANUM

O extrato do fungo Penicillium brasilianum (EPb, 12 g) foi submetido a
técnicas cromatograficas para obtencdo de substancias puras. O extrato foi
inicialmente fracionado utilizando-se CCS eluida com polaridades crescentes de
hexano, acetato de etila e metanol. Foram coletadas 190 fracées de 125 mL que
foram combinadas, ap6s andlise por CCD, em 46 grupos de acordo com revelacéao
com o reagente de vanilina-acido sulfarico. As fragbes, massas e eluentes estao

apresentados na Tabela 6.

Tabela 33 — Dados (fracdes, eluente e massa) da coluna cromatografica do extrato do fungo
Penicillium brasilianum (EPDb).

Caédigo Fracoes Eluente Massa (mg)
Hexano 100%
BE-27-01 1-19 Hexano/AcOEt 90:10 31,09
BE—-27-02 20-23 Hexano/AcOEt 90:10 4,37
BE-27-03 24 Hexano/AcOEt 90:10 9,71
BE-27-04 25 - 27 Hexano/AcOEt 90:10 204,87
BE-27-05 28 — 30 Hexano/AcOEt 90:10 28,56
BE-27-06 31 -35 Hexano/AcOEt 80:20 100,40
BE-27-07 36 — 38 Hexano/AcOEt 80:20 88,06
Hexano/AcOEt 80:20
BE-27-08 39 -51 Hexano/AcOEt 70:30 176,55
BE—-27-09 52 Hexano/AcOEt 70:30 9,38
BE-27-10 53 -58 Hexano/AcOEt 70:30 70,89
BE-27-11 59 - 62 Hexano/AcOEt 70:30 61,17
BE-27-12 63 Hexano/AcOEt 70:30 7,20
BE-27-13 64 — 66 Hexano/AcOEt 70:30 36,73
BE-27-14 67 —-70 Hexano/AcOEt 70:30 50,43
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BE-27-15 71-73 Hexano/AcOEt 50:50 18,31
BE-27-16 74 -75 Hexano/AcOEt 50:50 53,42
BE-27-17 76 —-79 Hexano/AcOEt 50:50 80,12
BE-27-18 80 — 86 Hexano/AcOEt 50:50 687,90
Hexano/AcOEt 50:50
BE-27-19 87-95 Hexano/AcOEt 20:80 419,28
Hexano/AcOEt 20:80
BE—-27-20 96 — 102 ACOEL 100% 284,31
BE-27-21 103 - 104 AcOEt 100% 55,13
AcOEt 100%
BE-27-22 105-112 ACOEYMeOH 95:05 145,07
BE-27-23 113 AcOEt/MeOH 95:05 11,23
BE-27-24 114 -118 AcOEt/MeOH 95:05 85,05
BE-27-25 119 — 121 AcOEt/MeOH 95:05 188,25
BE-27-26 122 AcOEt/MeOH 95:05 31,32
BE-27-27 123 — 126 AcOEt/MeOH 95:05 136,76
AcOEt/MeOH 95:05
BE-27-28 127 — 128 ACOEYMeOH 8515 39,84
BE-27-29 129 - 130 AcOEt/MeOH 85:15 30,59
BE-27-30 131 - 134 AcOEt/MeOH 85:15 56,48
BE—27-31 135 AcOEt/MeOH 85:15 42 22
BE-27-32 136 — 138 AcOEt/MeOH 85:15 465,35
AcOEt/MeOH 85:15
BE-27-33 139 — 149 ACOEY/MeOH 70-30 633,90
BE-27-34 150 — 151 AcOEt/MeOH 70:30 180,26
AcOEt/MeOH 70:30
BE-27-35 152 — 155 ACOE/MeOH 50-50 234,47
BE-27-36 156 — 158 AcOEt/MeOH 50:50 231,70
BE-27-37 159 — 160 AcOEt/MeOH 50:50 86,55
BE-27-38 161 — 168 AcOEt/MeOH 50:50 1831,79
BE-27-39 169 — 173 AcOEt/MeOH 30:70 531,20
BE-27-40 174 — 175 AcOEt/MeOH 30:70 207,81
AcOEt/MeOH 30:70
BE—27-41 176 — 178 MeOH 100% 201,34
BE-27-42 179 - 180 MeOH 100% 179,91
BE-27-43 181 — 183 MeOH 100% 217,94
BE-27-44 184 — 185 MeOH 100% 525,03
BE-27-45 186 — 188 MeOH 100% 330,55
BE-27-46 189 — 190 MeOH 100% 257,64

Durante o fracionamento do extrato do fungo Penicillium brasilianum, um
sélido cristalino incolor precipitou, em grande quantidade, das fracdes 157 — 164,
logo apds estas serem eluidas da coluna mae. As fragbes foram filtradas antes da
concentracdo no rotavapor a vacuo e os cristais obtidos foram recristalizados em
metanol. O precipitado branco obtido foi analisado em CCD e apresentou, quando

revelado com reagente de vanilina-acido sulfarico, uma mancha unica de coloracao
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rosa clara. A fracao (Pb1, 56 mg) foi, apés determinacao da faixa de fusao, enviada
para obtencdo dos espectros de RMN de 'H, de '*C e DEPT.

A fracdo BE-27-18 (687,90 mgq) foi fracionada por CCS utilizando-se os
eluentes hexano, diclorometano e metanol em polaridades crescentes. Foram
coletadas 158 fragdes de 50 mL que foram, em seguida, combinas em 26 subgrupos
de acordo com o perfil de eluicdo em CCD de silica e revelagao com reagente de
vanilina-acido sulfarico. Os dados da coluna cromatografica da fracdo BE-27-18
encontram-se na Tabela 7. A fracao BG—41-16 (345 mg), obtida do fracionamento
de BE—27-18, foi submetida ao fracionamento em CC de alumina utilizando-se como
eluente misturas dos solventes hexano, acetato de etila e metanol em polaridades
crescentes. Foram coletadas 109 frac6es de 15 mL que foram agrupadas em 13
subgrupos de acordo com revelacdo em vapores de iodo quando analisadas em
CCD. As fragdes, massas e eluentes estdo apresentados na Tabela 8. A fracdo BG—
42-03 (67,70 mq), quando analisada em CCD de silica, eluente hexano, cloroférmio
e acetato de etila nas proporcdes 48:26:26, mostrou-se impura e foi submetida a um
novo fracionamento. A fracado BG—42-03 foi purificada por CCS "flash", utilizando-se
como eluente a mistura hexano, cloroférmio e acetato de etila nas proporcoes
48:26:26. Foram coletadas 37 fragdes que foram combinadas em 6 subgrupos apds
a analise das mesmas em CCD de silica utilizando-se como revelador o reagente de
vanilina-acido sulfurico. Os dados do fracionamento de BG—42-03 estao
apresentados na Tabela 9. A fracdo BM—43-04 (Pb2, 34 mg), quando analisada em
CCD utilizando-se como revelador o reagente de vanilina-acido sulfarico,
apresentou-se como uma mancha unica de coloracao azul escura. A fracdo BM—43—
04, caracterizada como um sélido branco, foi enviada para obtengcéo dos espectros
de RMN de 1D e 2D, apés a detereminagao da faixa de fusao.

Tabela 34 — Dados (fracdes, eluente e massa) da coluna cromatogréfica da fragcao BE—27—

18.

Cddigo Fracées Eluente Massa (mg)
BG—41-01 1-6 Hexano 100% 3,01
BG—41-01 7-10 Hexano/CH2Cl, 90:10 3,70
BG-41-03 11-13 Hexano/CH.Cl>90:10 3,26

Hexano/CH>Cl>,90:10

BG—41-04 14-20 Hexano/CH.Cl» 80:20 3,81

BG—41-05 21 -26 Hexano/CH>Cl, 80:20 3,84
Hexano/CH>Cl, 80:20

BG—41-06 27 —28 Hexano/CH.Cl, 70:30 2,98

BG—-41-07 29 - 33 Hexano/CH>Cl, 70:30 15,67

BG—41-08 34 - 43 Hexano/CH,Cl, 55:45 10,39
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Hexano/CH>Cl,> 40:60

BG—41-09
BG—41-10

BG-41-11

BG—41-12

BG—41-13
BG—41-14
BG—41-15
BG—41-16
BG—41-17
BG—41-18

BG—-41-19

BG-41-20

BG—41-21
BG—-41-22
BG—41-23
BG-41-24
BG—41-25

BG—41-26

44 — 45
46 — 47

48 - 57

58 — 62

63 — 69
70-74

75-85

86 — 88
89 -90
91-93

94 -100

101 - 103

104 - 105
106 — 109
110-115
116 — 131
132 — 140

141 — 158

Hexano/CH.Cl, 40:60
Hexano/CH.Cl, 40:60
Hexano/CH.Cl, 40:60
Hexano/CH.Cl, 30:70
Hexano/CH.Cl, 30:70
Hexano/CH.Cl, 15:85
Hexano/CH.Cl, 15:85
Hexano/CH.Cl, 05:95
Hexano/CH.Cl, 05:95
CH2C|2/MGOH 98:02
CH.Cl>/MeOH 98:02
CH2C|2/MGOH 98:02
CH.Cl>/MeOH 98:02
CH2C|2/MGOH 98:02
CH.Cl> /MeOH 95:05
CH2C|2/MGOH 95:05
CH.Cl>/MeOH 80:20
CH2C|2/MGOH 80:20
CH.Cl>/MeOH 80:20
CH2C|2/MGOH 80:20
CH.Cl>/MeOH 80:20
CH2C|2/MGOH 80:20
CH.Cl>/MeOH 80:20
MeOH 100%

2,01
3,55

6,10

4,77

6,29
3,42

5,46

345,0
22,44
5,51

31,89

7,32

4,30
20,11
13,23
19,50
15,00

38,41

Tabela 35 — Dados (fracdes, eluente e massa) da coluna cromatografica da fragcado BG—41—

16.

Cddigo Fracoes Eluente Massa (mg)
BG—42-01 1-13 Hexano/AcOEt 70:30 3,08
BG—-42-02 14 — 21 Hexano/AcOEt 50:50 2,89
BG—-42-03 22 — 33 Hexano/AcOEt 50:50 67,70
BG-42-04 34 — 41 Hexano/AcOEt 50:50 27,26
BG—42-05 42 — 44 Hexano/AcOEt 50:50 8,38
BG—42-06 45 — 49 Hexano/AcOEt 50:50 8,44

Hexano/AcOEt 50:50
BG-42-07 50-64 Hexano/AcOEt 30:70 7,89
BG—-42-08 65-73 Hexano/AcOEt 30:70 6,05
AcOEt 100%
BG-42-09 74-88 ACOEY/MeOH 955 3,52
BG—-42—-10 89 — 96 AcOEt/MeOH 95:5 3,10
BG—42-11 97 -98 AcOEt/MeOH 95:5 0,76
AcOEt/MeOH 95:5
BG—42-12 99 - 103 AcOEY/MeOH 70:30 21,22
BG-42-13 104 - 109 ACOEUMeOH 70:30 6,92

MeOH 100%
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Tabela 36 — Dados (fracoes, eluente e massa) da coluna cromatografica da fracao BG—42—

03.
Cddigo Fracoes Eluente Massa (mg)
1 Hexano/CHCIy/AcOEt 48:26:26 . Fragao

escartada
BM—-43-01 2-5 Hexano/CHCI3/AcOEt 48:26:26 6,17
BM—-43-02 6—11 Hexano/CHCIs/AcOEt 48:26:26 17,53
BM—-43-03 12 Hexano/CHCI3/AcOEt 48:26:26 4,29
BM—-43-04 13-24 Hexano/CHCIs/AcOEt 48:26:26 34,29
BM-43-05 25-28 Hexano/CHCIs/AcOEt 48:26:26 2,43
BM—-43-06 29 — 37 Hexano/CHCIs/AcOEt 48:26:26 1,22

Uma amostra da fracdo BE-27-19 (346,3 mg) foi fracionada por CC de
alumina, sendo utilizadas como fase mével misturas dos solventes hexano, acetato
de etila e metanol em polaridades crescentes. Foram coletadas 130 fragdes de 25
mL que foram agrupadas em 23 subgrupos apos revelacdo em vapor de iodo. Os
grupos de fracdes obtidos estdo apresentados na Tabela 10. A fracdo BE-37-09
(Pb3, 9,0 mg) quando analisada em CCD utilizando-se como revelador o reagente
de vanilina-acido sulfurico, apresentou-se como uma mancha Unica de coloracao
azul escura. A fragdo BE—37-09, caracterizada como um soélido branco, foi enviada
para obtencao dos espectros de RMN de 1D e 2D, apds a detereminacado da faixa
de fuséo.

Tabela 37 — Dados (fragdes, eluente e massa) da coluna cromatografica da fracdo BE—27—

19.
Cddigo Fracoes Eluente Massa (mg)
Hexano 100%
BE-37-01 1-4 Hexano/AcOEt 75:25 2,04
Hexano/AcOEt 75:25
BE-37-02 5-11 Hexano/AcOEt 60:40 4,10
BE-37-03 12-13 Hexano/AcOEt 60:40 13,78
BE-37-04 14 -16 Hexano/AcOEt 60:40 12,26
BE-37-05 17 -20 Hexano/AcOEt 60:40 8,00
Hexano/AcOEt 60:40
BE-37-06 21-22 Hexano/AcOEt 40:60 325
BE-37-07 23 —-24 Hexano/AcOEt 40:60 1,38
BE-37-08 25-26 Hexano/AcOEt 40:60 1,40
BE-37-09 27 — 29 Hexano/AcOEt 40:60 9,00
BE-37-10 30 — 31 Hexano/AcOEt 40:60 3,33
BE-37-11 32 -36 Hexano/AcOEt 40:60 11,09
BE-37-12 37 Hexano/AcOEt 40:60 1,16
BE-37-13 38 -39 Hexano/AcOEt 40:60 3,00
BE_37_14 40 — 53 Hexano/AcOEt 40:60 468

Hexano/AcOEt 20:80
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BE-37-15 54 — 58 Hexano/AcOEt 20:80 2,68
Hexano/AcOEt 20:80

BE-37-16 59-68 Hexano/AcOEt 10:90 3,23
AcOEt 100%

BE-37-17 6977 AcOEYMeOH 90:10 340
ACOEt/MeOH 80:20

BE-37-18 78-85 ACOEYMeOH 70:30 7,62

BE—37-19 86 — 90 ACOEYMeOH 70:30 0,68
AcOEt/MeOH 70:30

BE-37-20 91-95 ACOEY/MeOH 50:50 3,50

BE—37-21 96 — 101 ACOEYMeOH 50:50 418
ACOEY/MeOH 50:50

BE—37-22 102 - 115 PRAEING 9.84

BE—37-23 116 — 130 MeOH 100% 13,96

A fracdo BE-27-33 (633,90 mg) foi submetida a CCS utilizando-se os
eluentes hexano, acetato de etila e metanol em polaridades crescentes. Foram
coletadas 75 fracbes de 100 mL. As fracbes foram concentradas no rotavapor e
analisadas por CCD. Apés revelacdo com o reagente de vanilina-acido sulfarico, as
fracoes foram combinadas em 12 subgrupos. Os dados da coluna cromatogréafica da
fracdo BE—27-33 encontram-se na Tabela 11. A fracdo BM-38-04 (Pb4, 12,56 mg),
isolada como sélido branco, e ap6s analise por CCD e determinacao da faixa de
fusido, foi enviada para obtencéo dos espectros de RMN de 'H, de '*C e DEPT.

Tabela 38 — Dados (fracdes, eluente e massa) da coluna cromatogréfica da fragcao BE-27—

33.

Caddigo Fracoes Eluente Massa (mg)
BM-38-01 1-2 Hexano 100% 1,38
BM-38-02 3 Hexano/AcOEt 75:25 16,53

Hexano/AcOEt 75:25
BM-38-03 4-5 Hexano/AcOEt 50:50 948
BM-38-04 6—-7 Hexano/AcOEt 50:50 12,56
BM-38-05 8—-11 Hexano/AcOEt 25:75 4,92
Hexano/AcOEt 25:75
BM-38-06 12-18 ACOEL 100% 6,91
AcOEt 100%
BM-38-07 19-25 ACOEY/MeOH 90:10 3,23
BM-38-08 26 — 30 AcOEt/MeOH 90:10 11,85
BM-38-09 31 -42 AcOEt/MeOH 90:10 79,72
BM-38-10 43 - 54 AcOEt/MeOH 50:50 52,36
AcOEt/MeOH 50:50
BM-38-11 55-64 AcOEt/MeOH 30.70 53,09
BM—38—12 65 — 75 AcOEt/MeOH 30.70 17.21

MeOH 100%
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Outras fracdes obtidas do fracionamento do extrato EPb foram submetidas a
técnicas cromatograficas de fracionamento, mas infelizmente ndo foi possivel o
isolamento de substancias puras. Entretanto, na fracdo BE-27-05 foi detectada,
através da analise em CCD utilizando-se padrdes, a presenca do esterol ergosterol.
A fragdo BE-27-38, que apresentou o maior rendimento em massa, foi avaliada por
CCD e constatou-se que a mesma era composta majoritariamente pela substancia
caracterizada como Pb1.

3.8. TESTES DE ATIVIDADE BIOLOGICA

3.8.1. TESTE DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA — TECNICA DE DIFUSAO
EM PLACA UTILIZANDO DISCOS DE PAPEL (BAUER et al., 1966)

Para a realizacdo do teste de atividade antibacteriana foram utilizados as
bactérias Gram positivas Staphylococcus aureus ATCC 29213, Listeria
monocytogenes ATCC 15313 e Bacillus cereus ATCC 1177 e as bactérias Gram
negativas Salmonela typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli ATCC 25922 e
Citrobacter freundii ATCC 8090. Discos de papel contendo 30 pg de cloranfenicol
foram utilizados como controle positivo e como controle negativo foram utilizados
discos de papel contendo o solvente usado na dissolu¢cao das amostras.

Todo o procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar pré6ximo ao bico
de Blnsen. Os materiais e reagentes utilizados foram previamente autoclavados a
120 °C durante 15 minutos.

- Preparo do pré-indculo bacteriano: as bactérias estocadas em tubos de
ensaio foram raspadas com o auxilio de uma alga de platina e inoculadas em tubos
de ensaio pequenos contendo 2,0 mL de meio de cultura BHI. Em seguida, os tubos
foram incubados em estufa a 37 °C durante 8—18 horas.

- Preparo do in6culo bacteriano: com o auxilio do uma micropipeta, 500 uL do
pré-inéculo bacteriano foram transferidos para tubos de ensaio contendo 4,5 mL de
solucdo salina estéril. Os tubos foram homogeneizados e a concentragdo foi
ajustada comparando-se com o tubo 0,5 da escala de McFarland de turbidez padrao
(10% UFC/mL).

- Preparo dos discos: a amostra a ser analisada foi dissolvida em solvente
organico volatil na concentracao final de 2 mg/mL. Em seguida, volumes de 10 pL da
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solucao foram aplicados em discos de papel esterilizados até a concentracao final
de 100 pg de amostra por disco.

Com o auxilio de uma micropipeta, foram transferidos 500 puL do inéculo
bacteriano para tubos de ensaio contendo 7,5 mL de meio de cultura antibiético. Em
seguida, os tubos foram agitados no vortex e o meio de cultura foi transferido para
placas de Petri previamente esterilizadas. Apos a solidificacdo do meio semi-sélido,
foram colocados, com o auxilio de uma pinca estéril, os discos de papel contendo
100 pg da amostra, o controle positivo e 0 negativo. As placas de Petri foram
incubadas em estufa a 37 °C. Apds 24 horas foi realizada a primeira leitura do teste
medindo-se o didametro dos halos de inibicdo e apds 48 horas foi realizada uma nova

leitura para a determinacao de cepas resistentes.

3.8.2. TESTE DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA — DETERMINACAO DA
CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA — CIM

Para a realizacdo do teste de atividade antibacteriana foram utilizados as
bactérias Gram positivas Staphylococcus aureus ATCC 29213, Listeria
monocytogenes ATCC 15313 e Bacillus cereus ATCC 1177 e as bactérias Gram
negativas Salmonela typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli ATCC 25922 e
Citrobacter freundii ATCC 8090 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. O
antibiotico cloranfenicol foi utilizado como controle positivo.

Todo o procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar préximo ao bico
de Blinsen. Os materiais e reagentes utilizados foram previamente autoclavados a
120 °C durante 15 minutos.

- Preparo do pré-indculo bacteriano: as bactérias estocadas em tubos de
ensaio foram raspadas com o auxilio de uma alga de platina e inoculadas em tubos
de ensaio pequenos contendo 2,0 mL de meio de cultura BHI. Em seguida, os tubos
foram incubados em estufa a 37 °C durante 8—18 horas.

- Preparo do inéculo bacteriano: com o auxilio do uma micropipeta, 500 uL do
pré-inéculo bacteriano foram transferidos para tubos de ensaio contendo 4,5 mL de
solucdo salina estéril. Os tubos foram homogeneizados e a concentragdo foi
ajustada comparando-se com o tubo 0,5 da escala de McFarland de turbidez padrao
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(10® UFC/mL). Porgées de 10 L do indculo bacteriano foram aplicadas nos tubos de
ensaio contendo as amostras.

- Preparo das amostras: as amostras foram solubilizadas em DMSO na
concentracdo de 20,48 mg/mL para os extratos brutos e 5,12 mg/mL para as
substancias puras. O antibiético cloranfenicol foi preparado seguindo o mesmo
procedimento, sendo que a concentracao foi de 1,28 mg/mL.

Para cada bactéria foram utilizados 10 tubos de ensaio. Com o auxilio de uma
micropipeta, foram adicionados, em cada tubo de ensaio, 1,0 mL de meio de cultura
BHI, com excecédo do primeiro tubo, onde foram adicionados 1,8 mL de meio. Em
seguida, 200 uL de cada amostra foram aplicados no primeiro tubo de cada série de
diluicao bacterina. Apds agitacdo no vortex, 1,0 mL da solugcao contida no primeiro
tubo foi tranferida para o segundo. O procedimento foi repetido para todos os tubos
até o décimo, onde 1,0 mL da solucao foi desprezada. Apds a etapa de diluicdo da
amostra, foram aplicados 10 pL do inéculo bacteriano em cada tubo de ensaio. O
controle negativo foi realizado utilizando-se somente o meio de cultura e o inéculo
bacteriano. Os tubos foram incubadas em estufa a 37 °C por 18 horas. A
concentragdo inibitéria minina foi considerada a menor concentragdo que inibiu

visivelmente o crescimento bacteriano.

3.8.3. TESTE DE ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA - ANALISE
QUALITATIVA POR BIOAUTOGRAFIA (GIOVANNI et al., 2008)

- Preparo das amostras: os extratos e substancias puras analisadas foram
diluidas em solvente organico na concentragdo de 1,0 mg/mL. O controle positivo
utilizado fai a huperzina A (0,001 pg).

- Preparo das solucbes reagentes: a enzima acetilcolinesterase foi
solubilizada em tampéao tris 0,1 M pH 8 na concentragao final de 5 U/mL, seguida da
adicdo de 0,05 mg de albumina (0,1 mg/mL). A solucéo reveladora foi preparada ao
misturar, nas proporcoes de 1:4, as solu¢des de 1-naftil (2,5 mg/mL) e de Fast Blue
B Salt (40 mg/mL).

As cromatoplacas de silica gel foram previamente eluidas com acetona. Em
seguida, 5,0 pL de amostra foram aplicados nas cromatoplacas, com o auxilio de

uma micropipeta. As cromatoplacas foram eluidas utilizando-se a mistura de
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solventes hexano/AcOEt 1:1. Apdés a evaporacdo do solvente, foi realizada a
aplicacao do controle positivo, seguida da borrifagcdo da solucdo contendo a enzima.
As cromatoplacas foram incubadas por 20 minutos a 37°C em estufa de atmosfera
umida. Em seguida, as mesmas foram retiradas da estufa e borrifadas com a
solucdo preparada de 1-naftil e Fast Blue B Salt e observadas por algumas horas. O
resultado positivo (inibicdo da enzima) foi observado pelo aparecimento de manchas

brancas.

3.9.AVALIAGAO DA VARIACAO NUTRICIONAL E A ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA DOS EXTRATOS DO FUNGO PENICILLIUM
BRASILIANUM

Para a realizagdo desse experimento o fungo Penicillium brasilianum foi
cultivado em pequena escala em trés diferentes meios de cultura: meio de cultura
liquido complexo, caldo batata dextrosado e arroz. Os experimentos foram
realizados em duplicata, sendo utilizadas duas condi¢cdes de cultivo: cultivo com
agitacao (em mesas agitadoras) e cultivo sem agitagao.

Todo o procedimento de obtencdo do pré-in6culo e in6culo do fungo foi
realizado em capela de fluxo laminar proximo ao bico de Blinsen. Os materiais e
reagentes utilizados foram previamente autoclavados a 120 °C durante 15 minutos,
com excegao para o meio de arroz que foi autoclavado a 120 °C durante 20 minutos

por duas vezes.

- Preparo do pré-in6culo: com o auxilio de um alca de platina, foi realizada a
raspagem do microrganismo presente em tubo de ensaio. O microrganismo foi, em
seguida, inoculado em erlenmeyer contendo meio de cultura liquido complexo. Fez-
se a homogeneizacao do meio. O fungo foi cultivado por cinco dias sob agitacdo a
temperatura ambiente.

- Cultivo em arroz: apés o crescimento do fungo, o mesmo foi inoculado em
erlenmeyers de 250 mL contendo 10 g de arroz (marca Prato Fino) e 150 mL de
agua destilada previamente autoclavados. Os fracos foram mantidos a temperatura
ambiente para o crescimento do fungo e foram extraidos nos seguintes tempos: 0, 5,
10, 15, 20, 25 e 30 dias. A biomassa fungica e o meio de cultivo foram extraidos com
acetato de etila com auxilio do ultrassom durante 15 minutos, sendo o procedimento

repetido trés vezes. O solvente orgéanico foi filtrado e concentrado no rotavapor a
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vacuo e os extratos obtidos foram transferidos para frascos previamente pesados e
rotulados. As massas dos extratos obtidos encontram-se na Tabela 12.

- Cultivo em meio de cultura liquido complexo: ap6s o crescimento do fungo, o
mesmo foi inoculado em erlenmeyers de 250 mL contendo 200 mL de meio de
cultura liquido complexo esterilizado para o crescimento com agitacao e em frascos
para cultivo de células contendo 100 mL de meio de cultura liquido complexo
esterilizado para o crescimento sem agitacdo. Os frascos foram mantidos a
temperatura ambiente para o crescimento do fungo e foram extraidos nos seguintes
tempos: 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias. A biomassa fungica e o meio de cultivo foram
extraidos com acetato de etila com auxilio do ultrasson durante 15 minutos, sendo o
procedimento repetido trés vezes. O solvente organico foi filtrado e concentrado no
rotavapor a vacuo. Os extratos obtidos foram transferidos para frascos previamente
pesados e rotulados. A biomassa fungica foi coletada e pesada. As massas dos
extratos obtidos e da biomassa fungica encontram-se na Tabela 13.

- Cultivo em caldo batata dextrosado: apds o crescimento do fungo, 0 mesmo
foi inoculado em erlenmeyers de 250 mL contendo 200 mL de caldo de batata
dextrosado esterilizado para o crescimento com agitacdo e em frascos para cultivo
de células contendo 100 mL de caldo de batata dextrosado esterilizado para o
crescimento sem agitacao. Os fracos foram mantidos a temperatura ambiente para o
crescimento do fungo e foram extraidos nos seguintes tempos: 0, 5, 10, 15, 20, 25 e
30 dias. A biomassa fungica e o meio de cultivo foram extraidos com acetato de etila
com auxilio do ultrassom durante 15 minutos, sendo o procedimento repetido trés
vezes. O solvente organico foi filtrado e concentrado no rotavapor a vacuo. Os
extratos obtidos foram transferidos para frascos previamente pesados e rotulados. A
biomassa fungica foi coletada e pesada. As massas dos extratos obtidos e da
biomassa fungica encontram-se na Tabela 14.

Os extratos obtidos foram analisados para a atividade antibacteriana através
da técnica de difusdo em placa utilizando-se discos de papel.
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Tabela 39 — Massas dos extratos obtidos do cultivo em arroz.

Caddigo Massa (mg)
Ar00-1 0,75
Ar00-2 1,57
Ar05-1 8,11
Ar05-2 14,41
Ar10-1 19,77
Ar10-2 20,10
Ar15-1 48,90
Ar15-2 36,55
Ar20-1 38,91
Ar20-2 39,29
Ar25-1 34,56
Ar25-2 19,15
Ar30-1 31,03
Ar30-2 37,18

Tabela 40 — Massas dos extratos obtidos do cultivo em meio de cultura liquido complexo e

biomassas.

e Massa (mg) i Massa (mg)
Codigo Extrato Biomassa Codigo Extrato Biomassa
McOOA-1 19,17 - McO00I-1 49,69 -
McO0A-2 29,48 - Mc00I-2 45,41 -
McO5A-1 35,12 404,72 McO05I-1 93,24 21,84
McO05A-2 39,76 453,80 Mc05I-2 97,09 28,25
Mc10A-1 19,96 2270,41 Mc10I-1 54,13 36,84
Mc10A-2 45,06 596,70 Mc10I-2 79,09 40,21
Mc15A-1 28,40 1912,49 Mc15I-1 124,23 1281,59
Mc15A-2 38,01 1773,19 Mc15I-2 115,17 1315,98
Mc20A-1 17,43 1719,32 Mc20I-1 98,15 1276,65
Mc20A-2 35,82 1756,98 Mc20I-2 109,62 1315,90
Mc25A-1 32,56 1749,97 Mc25I-1 114,80 1224,72
Mc25A-2 38,64 1730,98 Mc25I-2 71,22 1358,56
Mc30A-1 60,81 1399,62 Mc30I-1 156,52 1278,79
Mc30A-2 64,83 1424,25 Mc30I-2 154,51 1308,97
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Tabela 41 — Massas dos extratos obtidos do cultivo em caldo batata dextrosado e

bioamassas.
i Massa (mg) e Massa (mg)
Codigo Extrato Biomassa Codigo Extrato Biomassa

PDBOOA-1 34,27 - PDBOOI-1 22,13 -

PDBO00A-2 17,24 - PDBO0O0I-2 14,85 -

PDBO05A-1 51,90 37,01 PDBO05I-1 40,83 336,71
PDBO05A-2 38,85 29,94 PDBO05I-2 55,53 511,20
PDB10A-1 52,65 139,17 PDB10I-1 58,32 433,29
PDB10A-2 23,10 30,90 PDB10I-2 77,11 397,58
PDB15A-1 66,86 735,88 PDB15I-1 148,52 457,85
PDB15A-2 83,39 737,14 PDB15I-2 182,50 448,82
PDB20A-1 43,19 621,08 PDB20I-1 28,14 454,97
PDB20A-2 106,12 594,02 PDB20I-2 46,99 453,21
PDB25A-1 20,29 652,68 PDB25I-1 106,32 454,97
PDB25A-2 36,95 691,47 PDB25I-2 47,81 454,82
PDB30A-1 52,38 704,30 PDB30I-1 102,97 430,60
PDB30A-2 51,20 662,80 PDB30I-2 125,05 421,08
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CAPITULO 4

Resultados e Discussao
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.ELUCIDACAO ESTRUTURAL DOS METABOLITOS ISOLADOS DO FUNGO
CLONOSTACHYS ROSEA F CATENULATA

4.1.1. ELUCIDAGAO ESTRUTURAL DE Cr1

O espectro de RMN de 'H (Anexo 1.1.1, pag. 96) de Cr1 apresentou um
padrao caracteristico de triacilgliceréis evidenciado pelos sinais em 6 4,13 ppm (dd,
J=11,8 e 6,0 Hz) e 6 4,29 ppm (dd, J = 11,9 e 4,4 Hz) atribuiveis aos hidrogénios
dos grupos CH>O- (CHAVES et al., 2004; ZHANG; MILLS; NAIR, 2002) e em 6 1,28
— 1,29 ppm (m) atribuiveis aos hidrogénios dos grupos metilénicos. Nos espectros
de RMN de '*C (Anexo 1.1.2, pag. 96) e DEPT (Anexo 1.1.3, pag. 97) foram
observados em 6 173,4 ppm e 6 172,8 ppm deslocamentos caracteristicos aos
carbonos de carbonilas, em 6 68,8 ppm e 6 62,0 ppm deslocamentos caracteristicos
aos carbonos oxigenados e, em & 14,0 ppm, um sinal caracteristico de grupos
metilas terminais. Também foram observados deslocamentos na regidao entre &
127,8 — & 130,2 ppm correspondentes a carbonos olefinicos e entre 6 22,5 — & 34,1
ppm, correspondentes aos carbonos metilénicos.

A identificacdo dos &acidos graxos presentes na mistura de triacilglicerdis foi
realizada por CG. A fracao foi hidrolisada seguida por metilagdo para a obtencao de
derivados volateis. A andlise do cromatograma obtido (Anexo 1.1.4, pag. 97) em
comparacao com o espectro de padrdes de ésteres de acidos graxos revelou que a
fracao Cr1 era composta por uma mistura de triacilglicerdis formados principalmente
pelos acidos miristico (C14:0), palmitico (C1e:0), estedrico (Cig:o), oléico (Ca:1 22 cis) e

A9, 12
)

linoléico (C1g:2 . A Tabela 15 apresenta a composi¢ao dos acidos graxos e sua

porcentagem na fracéo Cr1.
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Tabela 42 — Composicao de acidos graxos na fracao Cr1.

% de acidos graxos em Cr1

Acidos graxos (Triacilglicerol)

C14.0 (&c. miristico) 0,52
Ci6:0 (ac. palmitico) 36,75
Cis (&c. estearico) 9,49
Cig:1 “° cis (&c. oléico) 2435
Cig2 % "2 (4c. linoléico) 23 57
NI 5,32

NI: &cidos graxos nao identificados na fragao Cr1 (triacilglicerol).

Os triacilgliceréis constituem-se na mais importante forma de armazenamento
de energia e acidos graxos em células eucaribticas, correspondendo a classe de
lipideos mais comumente isolada de fungos (SORGER; DAUM, 2002).

Analisando o cromatograma obtido (Anexo 1.1.4, pag. 97) pode-se observar
que o acido palmitico constitui-se no componente majoritario da mistura (cerca de
40%). Ja em relacao aos acidos graxos insaturados, foi observada uma equivaléncia
entre as proporcdes dos acidos oléico e linoléico que apresentaram cerca de 24%
cada na composi¢cao da mistura.

Nao foram encontrados relatos na literatura sobre a composicéo de lipideos
do fungo Clonostachys rosea f catenulata. Viccini (2004) relatou a composi¢do de
acidos graxos em uma mistura de triacilglicerdis isolada do fungo Clonostachys
rosea, espécie morfologicamente semelhante ao fungo Clonostachys rosea f
catenulata, cultivado em extrato de batata. Os acidos graxos relatos foram os acidos
palmitico (Cie:0), heptadecendico (Ci72) e (Ci72 % '), estearico (Cigo), eldidico
(C1g:1 2 ? trans), oléico (Cig:1 2 cis), linoléico (Cig2 & * '), linolénico (Cign * % 1> 1),
araquidico (Cao.0) e docosandico (Cazz:0), sendo que o &cido eldidico (Cis.1 2 ° trans) foi
0 mais abundante na mistura (cerca de 44% do total).

4.1.2. ELUCIDAGCAO ESTRUTURAL DE Cr2

A substancia Cr2 foi isolada como um sélido branco com faixa de fusédo ente
150°C - 155°C. Os espectros de RMN de 'H, de '*C e DEPT desta substancia sao
mostrados nos Anexos 1.2.1, 1.2.2 e 1.2.3 (P4gs. 98 e 99). No espectro de RMN de
'H foram observados trés sinais na regido de deslocamento de hidrogénios ligados a
carbonos insaturados entre & 5,1 e &6 55 ppm com integracdo para quatro
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hidrogénios e um sinal em é 3,5 — 3,6 ppm, com integracdo para um hidrogénio,
caracteristico de hidrogénio ligado a carbono ligado a heteroatomo.

Na regido entre 6 1,18 e 6 2,45 ppm foram observados varios sinais
sobrepostos correspondentes a hidrogénios de grupos metinicos e metilénicos e seis
sinais na regido de deslocamento de hidrogénios de grupos metilas foram
observados (entre 6 0,56 e 6 0,98 ppm), com integracao para 18 hidrogénios. Nos
espectros de RMN de '®C e DEPT foram observados 29 sinais, sendo que 25
correspondem a carbonos hidrogenados e quatro a carbonos quaternarios.

Os espectros de RMN de 'H e de *C da substancia Cr2 apresentaram um
perfil caracteristico dos esterdides (BROSS-WALCH et al., 2005) e a comparacao
dos dados de deslocamento quimico com os da literatura confirmou que a
substancia correspondia ao ergosterol. Os dados de RMN de 'H e de *C da
substancia Cr2, em comparacado com os dados da literatura para o ergosterol, estao

apresentados na Tabela 16.

Cr2
Ergosterol

Tabela 43 — Comparagao dos dados de RMN de ®*C e de 'H (CDCl;) da substancia Cr2 com
os dados da literatura para o ergosterol (CDCls).

Ergosterol Literatura (ZHZA(\)I\CI)S); MILLS; NAIR,
Carbono 5c 5. 5 5
1 37,38 38.3
2 31,01 31,9
3 69,47 70.4
4 39,80 40,8
5 140,35 141.4
5,55 (dd, 1H, J=5,7 e
6 118,59 5,5 (m, 1H) 119,6 3.4 Ha)
5,36 (dd, 1H, J: 5,7 e
7 115,29 5,3 (m, 1H) 116,3 3.7 H)
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8 138,78 139,8

9 45,26 46,2
10 36,03 37,0

11 20,12 21,0

12 38,09 39,1

13 41,83 42,8

14 53,56 54,5

15 21,99 23,0

16 27,27 28,3

17 54,75 55,7

18 11,04 0,56 (s, 3H) 12,0 0,61 (s, 3H)

19 15,28 0,88 (s, 3H) 16,3 0,92 (s, 3H)

20 39,40 2,02 40,4

21 20,09 0,96 (d,3H,J=6,6Hz) | 20,0 1,01 (d, 3H, J = 6,6 Hz)
22 | 134,56 135,6

3 |13099  510-514(m.2H) | ;220 5,17 (m, 2H)

24 41,82 42,8

25 32,09 33,1

26* 18,94 0,77 (d, 3H, J=2,8 Hz) 19,6 0,81 (d,3H,J=45H
27" 18,64 0,74 (d, 3H, J= 3,0 Hz) 19,6 0,80 (d, 3H, J=4,8 Hz)
28 16,59 0,84 (d, 3H, J=6,0 Hz) 17,6 0,89 (d,3H, J=6,9H

* as atribuicbes podem estar trocadas.

A analise do mapa de contornos HMQC (Anexos 1.2.5 — 1.2.9, pags. 101,
102 e 103) de Cr2 estabeleceu as correlacdes entre carbonos e hidrogénios que séo
apresentadas na Tabela 16. Os valores dos deslocamentos quimicos observados
para os hidrogénios de Cr2 estdo de acordo com os valores observados na literatura
para a parte aglicona (ergosterol) do B—D—glicosideo de ergosterol (PARK et al.,
2005). Através da analise do mapa de contornos HMBC (Anexos 1.2.10, 1.2.11 e
1.2.12, pags. 103 e 104) pdde-se estabelecer as correlagées entre H6 x C10, H22/23
x C20 e C24, H21 x C17, C20 e C22, H19 x C1, C8, C9 e C10, H28 x C23, C24 e
C25, H18 x C12, C13, C14 e C17 e H26/27 x C24 e C25, dados que confirmam a
estrutura proposta. A analise do mapa de contornos 'H-'H COSY (Anexo 1.2.4, pag.
100) permitiu estabelecer as correlacées entre os hidrogénios H6 x H7, H3 x H4,
H23 x H24, H20 x H22, H17 x H20, H20 x H21, H24 x H28, H25 x H26 e H25 x H27.
O sinal de carbono em 6 28,69 ppm nao apresentou correlacdes com os hidrogénios
e demais carbonos, sendo relacionado a grupos metilénicos de compostos graxos,
presentes como impureza.

Os esterdides sao lipideos estruturais presentes na membrana plasmatica da
maioria das células eucaribticas, sendo que, na maioria dos fungos, o ergosterol é o

esterol mais abundante. O ergosterol pode também ser encontrado em outros
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organismos como em algumas leveduras, microalgas e alguns protozoarios (ZHAO;
LINA; BROOKES, 2005). O ergosterol € o alvo de farmacos antifungicos como, por
exemplo, a anfotericina B que, através da ligacdo com esse esterol, forma poros na
membrana, permitindo o extravasamento de moléculas e os antifungicos azélicos,
gue agem inibindo a enzima 14-a-desmetilase e, conseqiientemente, a biossintese
do ergosterol (TKACZ; DIDOMENICO, 2001).

Em relacdo a atividade bioldgica, o ergosterol apresenta atividade antitumoral
relacionada a inibicao direta da inducao da angiogénese por tumores solidos, devido

N e

KIMURA; OKUDA, 2001; ZHANG; MILLS; NAIR, 2002).
4.1.3. ELUCIDAGCAO ESTRUTURAL DE Cr3

Os espectros de RMN de 'H (Anexo 1.3.1, pag. 105), de '*C e DEPT
(Anexos 1.3.2 e 1.3.3, pags. 105 e 106) de Cr3 apresentaram o padrdo
caracteristico de acidos graxos livres. No espectro de RMN de '3C pode-se observar,
em 6 179,4 ppm, o sinal correspondente a carbonos de carbonila, em 6 130,0 e &
129,7 ppm, deslocamentos caracteristicos de carbonos olefinicos, na regiao entre &
22,7 e 6 33,9 ppm sinais equivalentes aos carbonos metilénicos e, em 6 14,1 ppm,
um deslocamento caracteristico dos grupos metilas terminais.

A identificacdo dos acidos graxos presentes na fracao foi realizada por CG,
sendo necessaria a metilacdo dos acidos graxos livres para a obtencédo de derivados
volateis. A analise do cromatograma obtido (Anexo 1.3.4, pag. 106) em comparacao
com o cromatograma de padrdes de ésteres de acidos graxos revelou que a fracao
Cr3 é composta principalmente por uma mistura dos &cidos miristico (Ci4:),
palmitico (C1e0), estearico (Cigo), oléico (Cis.1 2 ° cis) e linoléico (Cig2 2 % '3). A
Tabela 17 apresenta a composi¢éo dos acidos graxos e sua porcentagem na fracao
Cr3.
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Tabela 44 — Composicao de acidos graxos na fracao Cr3.

% de acidos graxos em Cr3

Acidos graxos " :
9 (acidos graxos livres)

C14:0 (&cC. miristico) 0,72
Ci6:0 (ac. palmitico) 64,21
Cis (&c. estearico) 3,59
C1g1 2% cis (4c. oléico) 22 71
Cig2 % "2 (4c. linoléico) 5.95
NI 2,82

NI: &cidos graxos nao identificados na fragdo Cr3 (acidos graxos livres).

A anadlise do cromatograma obtido revelou a mesma composicdo dos acidos
graxos livres quando comparado com a dos acidos graxos presentes na mistura de
triacilglicerol. O acido palmitico constitui-se no componente majoritdrio da mistura
representando mais de 60% dos acidos graxos presentes. Em relacdo aos acidos
graxos insaturados, o acido oléico representa cerca de 23% da mistura de acidos
graxos livres seguido do acido linoléico com cerca de 10%. Segundo Ruess et al.
(2002), os &cidos graxos mais comumente produzidos por fungos sdo os acidos

£9.12) "sendo

palmitico (C1e:0), estedrico (Cigy), oléico (Cg1 2 ° cis) e linoléico (Cis2
representativos em todas as espécies. Nao foram encontrados relatos na literatura

sobre a composicao de lipideos do fungo Clonostachys rosea f catenulata.

4.2. ELUCIDACAO ESTRUTURAL DOS METABOLITOS ISOLADOS DO FUNGO
PENICILLIUM BRASILIANUM

4.2.1. ELUCIDAGAO ESTRUTURAL DE Pbf1

A substancia Pb1 foi isolada como um sélido branco com faixa de fusao entre
162 °C — 164 °C (rec. metanol). O espectro de RMN de 'H (Anexo 2.1.2, pag. 107)
mostrou sinais na regidao entre 6 3,6 — 3,8 ppm com integracdo para quatro
hidrogénios. A anélise dos espectros de RNM de *C e DEPT (Anexo 2.1.3, pag.
108) revelou apenas trés sinais de carbonos, sendo um destes referente a carbono
metilénico; o espectro no infravermelho (Anexo 2.1.1, pag. 107) apresentou uma
banda larga em 3300 cm’, caracteristica de grupos hidroxilas (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2005). Com base nesses dados foi proposta, para essa
substancia, a estrutura de um poliol simétrico com seis atomos de carbono e a
comparacdo com dados da literatura (ICHIMURA; KOHATA; GOTO, 2000;
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HAGIWARA et al., 2005) confirmou que esse metabdlito correspondia ao manitol. Os
dados de RMN de *C da substancia Pb1 em comparacdo com os dados da
literatura estdo apresentados na Tabela 18.

Pbl
Manitol

Tabela 45 — Dados de RMN de °C (D,0) da substancia Pb1 em comparagdo com os dados
da literatura para o manitol (D,0O).

Manitol theratel:':l (I;G(()Esl\)NARA
Carbono 5c 5c
1e6 63,20 63,58
2eb5 70,83 71,19
3e4d 69,27 69,63

Poli6is aciclicos como o manitol, o eritritol, o arabitol, o inositol, o glicerol e o
hertitol sdo compostos normalmente produzidos por fungos pertencentes aos Filos
Ascomycota e Basidiomycota (FEOFILOVA, 2001). A real funcéo biolégica desses
polidis ainda ndo é conhecida, mas alguns autores sugerem que esses compostos
desempenham uma funcdo de reserva de energia e fonte de carbono, além da
funcdo protetora similar a do dissacarideo trealose, que € responsavel pela
germinacdo de esporos quando o fungo encontra-se em condi¢cdes de estresse
(SOLOMON; WATERS; OLIVER, 2007; FEOFILOVA, 2001). Segundo Feofilova
(2001), a sintese de polidis pode ser utilizada para caracterizar fungos de diferentes
espécies como um marcador quimiotaxonémico, similar ao sistema utilizado na
classificacao sistematica de plantas superiores.

O manitol foi isolado, pela primeira vez como metabdlito fungico, em 1811
pelo pesquisador Henri Braconnot e é geralmente o mais abundante dos
carboidratos soluveis encontrado em fungos (SOLOMON; WATERS; OLIVER, 2007).
O manitol apresenta diferentes aplicagcoes, sendo utilizado para os mais diversos
fins. Na industria farmacéutica é utilizado como excipientes em comprimidos, na

medicina como diurético osmoético e na industria alimenticia como edulcorante na
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fabricacdo de produtos dietéticos (DE OLIVEIRA; FERREIRA; DE SOUZA, 2009).
Recentemente foi relatado que o manitol apresenta atividade de inibicdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA) e atividade anti-hipertensiva (HAGIWARA et al.,
2005).

4.2.2. ELUCIDAGAO ESTRUTURAL DE Pb2

A substancia Pb2 foi isolada como um soélido branco com faixa de fuséo entre
296°C — 300°C. O espectro no infravermelho (Anexo 2.2.1, pag. 109) apresentou
uma banda fraca em 3487 cm™ indicativa de grupo hidroxila, bandas fracas de
absorcdo em 2991 e 2946 cm™ correspondente a grupos metilas e metilénicos de
compostos alifaticos e bandas fortes de absor¢cdo em 1773 cm™, em 1745 cm™ e em
1704 cm™ caracteristicas de grupos carbonilas de éster e de lactonas. Foram
observadas em 1226 e 1209 cm™ bandas fortes de absor¢éo do grupo —C(=0)-O—
de lactonas (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

No espectro de RMN de 'H (Anexo 2.2.2, pag. 110) foram encontrados sete
sinais caracteristicos de grupos metilas entre & 1,19 e 2,02 ppm, sendo seis
simpletos e um dupleto (J = 6,4 Hz) todos com integracao para trés hidrogénios. Na
regido entre 6 5,48 e 6,65 ppm foram observados cinco sinais, sendo quatro
referentes a hidrogénios ligados a carbonos insaturados. Foram observados também
um sinal em & 3,14 ppm (id, J = 14 e 3,2 Hz), um sinal em & 3,60 ppm (s) € um sinal
em 6 4,41 ppm (q, J = 6,4 Hz) todos com integracdo para um hidrogénio cada. No
espectro de RMN de '*C (Anexo 2.2.3, pag. 111) e DEPT (Anexo 2.2.4, pag. 111)
foram observados 27 sinais, sendo que 14 correspondem a carbonos hidrogenados
e 13 correspondem a carbonos quaternarios. Quatro sinais de grupos carbonilas
foram observados na regido entre 6 163,48 e 170,65 ppm e sete sinais de grupos
metilas foram observados na regiao entre 6 11,22 e 25,82 ppm. Sinais de trés
grupos metilénicos foram observados em 6 26,40, 6 26,86 € 6 117,89 ppm e quatro
sinais de grupos metinicos foram observados em & 74,55, 6 78,62, 6 120,06 e &
146,58 ppm.

Na tentativa de elucidagdo estrutural da substdncia, os carbonos foram
numerados em ordem decrescente de deslocamento quimico e, através do mapa de
contornos HMQC (Anexos 2.2.6 e 2.2.7, pags. 113 e 114), foram obtidas as
correlagdes entre carbonos e hidrogénios que participam da mesma ligacao quimica.
A andlise do mapa de contornos 'H-'H COSY (Anexos 2.2.5, pag. 112) permitiu
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correlacionar os hidrogénios acoplados e a analise do mapa de contornos HMIBC
(Anexos 2.2.8, 2.2.9 e 2.2.10, pags. 115, 116 e 117) permitiu estabelecer a
conectividade entre os carbonos da molécula e as correlagdes entre os carbonos
tetrassubstituidos e hidrogénios proximos. Os dados obtidos da numeracdo dos
carbonos e hidrogénios e as correlagdes estao representados na Tabela 19.

A andlise dos dados da Tabela 19 permitiu a montagem de quatro fragmentos
da molécula apresentados na Figura 8.

== Correlacfes 'Hx'H COSY

Figura 27 — Fragmentos propostos para Pb2 estabelecidos com base nas correlagdes dos
mapas de contornos 'Hx'H COSY e HMBC.
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Tabela 46 — Dados de RMN de 'H, de "*C, 'H-'"H COSY e HMBC para a substancia Pb2.

N° Carbono Tipo Oc (ppm) Ou (ppm) COSY HMBC
1 C=0 170,65
2 C=0 169,98
3 C=0 168,26
4 C=0 163,48
5 CH 146,29 6,64 (d, J=10 Hz) 6,09 (d, J= 10 Hz) H5 x C4, C11, C17, C19
6 C 143,65
7 C 137,36
8 C 132,45
9 CH 120,03 6,09 (d, J=10 Hz) 6,64 (d, J= 10 Hz) H9 x C4, C17
5,72 (d, J=1,2 Hz) 549 (d, J=1,2Hz
10 CH. 117,85 5.49 (d. J = 1.2 Hz) 572 (d. J=1.2 Hz H10 x C12, C16
11 C 85,34
12 C 83,99
13 C 80,46
14 CH 78,58 4,4 (q, J=6,4 Hz) 1,29 (d, J=6 Hz) H14 x C13
15 CH 74,51 6,03 (s) H15 x C3, C6, C7, C8, C12, C18
16 C 62,68
17 C 46,44
18 C 41,95
1,59 3,14

19 CH, 26,82 156 314
20 CH, 26,36 3,14 (id, J1_6174 e 3,2 Hz) 1,56, 13,5194e 1,67 H20a x C17, C18, C19, C22
21 CHs 25,78 1,38 (s) H21 x C11, C17, C23
22 CHs 23,37 1,54 (s) H22 x C8, C16, C18, C20
23 CHs 22,22 1,19 (s) H23 x C11, C17, C21
24 CHs 20,43 2,02 (s) H24 x C3
25 CHs 20,01 1,62 (s) H25 x C7, C12, C15
26 CHs 15,23 1,87 (s) H26 x C6, C8, C17
27 CHs 11,18 1,29 (d, J=6 Hz) 4.4 (q, J=6,4Hz) H27 x C13, C14

OH 3,60 (s) H(OH) x C1, C13, C16
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O fragmento A corresponde a uma o&-lactona a,B insaturada e apresenta
correlacdo com o fragmento B observada no mapa de contornos HMBC. O
fragmento C mostra a presenca de uma ligacdo dupla exociclica na molécula
correspondente ao carbono metileno C10, confirmado pelo acoplamento geminal
entre os hidrogénios em &6 5,72 e 6 5,49 ppm, ambos dupletos com constante de
acoplamento igual a 1,2 Hz. Os hidrogénios do grupo metila C27 apresentaram-se
como um dupleto com constante de acoplamento igual a 6 Hz. A analise do mapa de
contornos 'Hx'H COSY mostrou a correlagdo entre os hidrogénios da metila C27
com o hidrogénio do grupo metinico C14 que apresentou-se como um quarteto com
constante de acoplamento igual a 6,4 Hz. Esses dados, juntamente com as
informacgdes obtidas do mapa de contornos HMBC, possibilitaram a montagem do
fragmento D.

Andlise mais detalhada do espectro de RMN de '*C e DEPT mostrou a
presenca de seis carbonos olefinicos, indicando a existéncia de trés ligagdes duplas,
sendo uma delas do grupo metileno terminal (fragmento C). Foi observada também
a presenca de mais seis carbonos quaternarios, além das quatro carbonilas. As
poucas correlagdes observadas no mapa de contornos 'Hx'H COSY e as
correlacées observadas no mapa de contornos HMBC revelaram a complexidade
estrutural da Pb2, sugerindo uma estrutura policiclica. A pesquisa por dados da
literatura de estruturas que continham o anel de uma o&-lactona a,B insaturada
(fragmento A) ja isoladas de fungos, levou as estruturas de meroterpenos
relacionados isolados de Penicillium sp. por Santos; Rodrigues—Filho (2003b) e a
comparacdo dos dados espectrais dessas substancias possibilitou a elucidacéo
estrutural da Pb2 como sendo o meroterpendide austina. A Tabela 20 apresenta os
dados de RMN de 'H e de *C de Pb2 em comparacdo com dados da literatura
(HAYASHI et al., 1994) com a nova numeragdo para os carbonos de acordo com a
adotada para os meroterpenos.
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Tabela 47 — Dados de RMN de °C e de 'H (CDCl;) da substancia Pb2 em comparagao com

Pb2
Austina

10°

os dados da literatura para a austina (CDCl5).

Austina Literatura (HAYASHI et al., 1994)
Carbono oc OH oc OH

1 146,2 6,64 (d, J=10 Hz) 146,6 6,63 (d, J=9,9 Hz)
2 120,0 6,09 (d, J= 10 Hz) 120,3 6,08 (d, J=9,9 Hz)
3 163,4 163,8
4 85,3 85,6
5 46,4 46,7

a: 1,59 a:”
6 26,8 B: 1,56 27,0 B
a:3,14 (id, J=14 e a:3,13 (td, J=139 e
7 26,3 3,2 Hz) 26,6 3,8 Hz
B:1,67 B:*
8 41,9 42,2
9 132,4 132,7
10 143,6 143,9
11 74,5 6,03 (s) 74,7 6,01 (s)
12 23,3 1,54 (s) 23,6 1,18 (s)
13 15,2 1,87 (s) 15,5 1,85 (s)
14 25,7 1,38 (s) 22,5 1,52 (s)
15 22,2 1,19 (s) 26,0 1,36 (s)

. 5,72 (d, J=1,2 Hz) 5,47 (d, J=1,2 Hz)
1 78 549 J=12Hz) | 181 571 (d J=21Hz)
2 137,3 137,6
3 83,9 84,2
4 170,6 170,2
5 78,5 4,43 (q, J= 6,4 Hz) 78,8 4,41 (q, J=6,4 Hz)
6 80,4 80,7
7 62,6 62,9
8 169,9 170,9
9 20,0 1,62 (s) 20,3 1,60 (s)
10° 11,1 1,29 (d, J= 6,0 Hz) 11,4 1,28 (d, J=6,4 Hz)

11-CH3CO 168,2 168,5
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11-CH3CO 20,4 2,02 (s) 20,7 2,03 (s)
6 -OH 3,60 (s) 3,63 (s)
* Dados nao fornecidos pelo autor

Devido a grande complexidade estrutural dessa classe de metabdlitos, a
elucidacao estrutural dos compostos isolados foi realizada, na sua maioria, através
da analise por cristalografia de Raio X (SANTOS; RODRIGUES-FILHO, 2003b) e,
por isso, os valores de deslocamentos quimicos de alguns carbonos apresentam
contradicbes entre os autores. Hayashi et al. (1994) apresenta os valores mais
concordantes com os observados para a austina experimentalmente. Entretanto, a
atribuicao dos deslocamentos quimicos para as metilas C14 e C15 nao estdo de
acordo com o observado no mapa de contornos NOESY para Pb2. No mapa de
contornos NOESY (Anexos 2.2.11 e 2.2.12, pags. 118 e 119) foram observadas as
correlacdes espaciais entre os hidrogénios H1 x H2, H1 x H7a, H5" x H10", OH x
H10" e H13 x H15 como mostrado Figura 9. Esses dados estdo de acordo com as
correlagbes observadas no mapa de contornos NOESY para os meroterpenos
isolados por Santos; Rodrigues—Filho (2003b). Com base nesses dados foi adotada
a configuracdo B para o grupo metila C14 e a configuracdo a para o grupo metila
C15, discordando com a atribuicdo proposta para esses carbonos por Hayashi et al.
(1994).

Figura 28 — Correlagdes espaciais para Pb2 baseadas no mapa de
contornos NOESY.
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A austina é uma micotoxina pertencente a classe dos meroterpenos.
Meroterpenos sao definidos como metabdlitos secundarios que possuem origem
biossintética mista, sendo parcialmente derivados de terpenos. Entretanto, alguns
autores definem a classe como um grupo mais limitado de origem biossintética mista
policetideo-terpendide (SHIOMI et al., 1999). Segundo Santos; Rodrigues—Filho
(2002), a formacao dos meroterpenos pertencentes a classe da austina ocorre a
partir da C-alquilacao do acido 3,5-dimetil orselinico (51) pelo pirofosfato de farnesila
(52), seguida de reacbes de alquilacdo e ciclizacdo com a formacédo do composto
1,3-dicetona (53), que é o intermediario na formacado dos compostos pertencentes a
essa classe (Figura 10).

CHjy

CO.H

52 51

COLH

HO

53

Figura 29 — Esquema de biossintese dos meroterpenos pertencentes a classe
da austina.

Fonte: SANTOS; RODRIGUES-FILHO, 2002.

Metabdlitos secundarios pertencentes a classe dos meroterpenos ja foram
isolados de plantas, invertebrados marinhos e microrganismos (CUETO et al., 2006).
Entretanto, nos ultimos anos, essas substancias foram isoladas de uma grande
variedade de espécies fungicas e organismos marinhos (SANTOS; RODRIGUES-
FILHO, 2003a). Como exemplos de meroterpenos isolados de fungos, podem-se
citar as tropolactonas (54) isoladas do fungo Aspergillus sp., as miniolutelidas (55)
isoladas do fungo Penicillium minioluteum, as penisimplicinas (56) isoladas do fungo
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Penicillium simplicissimum e as citreohibridonas (57) isoladas do fungo Penicillium
citreo-viride (KOSEMURA, 2003; CUETO et al., 2006; LIDA et al., 2008; KOMAI et
al., 2005). Alguns meroterpenos isolados de fungos apresentam atividade biol6gica
como, por exemplo, os piripiropenos (58) isolados do fungo Aspergillus fumigatus
que apresentam atividade inibidora da enzima colesterol aciliransferase, as
arisugacinas (59) isoladas do fungo Penicillium sp. com atividade inibidora da
enzima acetilcolinesterase e as andrastinas (60) isoladas do fungo Penicillium sp.
que possuem a capacidade de inibir a farnesiltransferase protéica (SHIOMI et al.,
1999). As estruturas dessas substancias sdo apresentadas na Figura 11.

""////COZCHS

Tl

56 Penisimplicina B
55 Miniolutelida A

AcO

% 57 Citreohibridona C

Figura 30 — Estruturas quimicas de meroterpenos isolados de fungos.
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Recentemente foi relatado o isolamento de meroterpenos pertencentes a
classe da austina de um fungo endofito Penicillium sp. cultivado em meio arroz.
Foram isolados o0s meroterpenos preaustinbide A (61) e B (62), 7-B-
acetoxidehidroaustina (63), neoaustina (64), dehidroaustina (65), austinoneol (66),
preaustindide A1 (67), A2 (68) e B1 (69). As substancias preaustindide A (61),
preaustindide B (62), acetoxidehidroaustina (63) e neoaustina (64) apresentaram
atividade antibacteriana contra os microrganismos Escherichia coli, Bacillus sp e
Pseudomonas aureginosa (SANTOS; RODRIGUES-FILHO, 2002, 2003a, 2003b).

As estruturas quimicas desses meroterpenos sao apresentadas na Figura 12.

0]

Figura 31 — Estruturas quimicas de meroterpenos da classe da austina.
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A austina foi isolada pela primeira vez em 1976 por Chexal et al. de culturas
do fungo Aspergillus ustus e, devido a grande complexidade estrutural e a pequena
quantidade de material isolada, a elucidacao estrutural da mesma foi realizada por
cristalografia de Raio X (CHEXAL et al.,, 1976). Posteriormente, Simpson et al.
(1982) relataram dados de RMN de 'H e de '*C para a austina e outros trés
meroterpenos. Em 1994, Hayashi et al. isolaram a austina e outros cinco
meroterpenos de culturas do fungo Penicillium sp. e testaram a atividade convulsiva
dessas substancias contra larvas do bicho-da-seda, sendo que o meroterpeno
austina ndo se mostrou ativo. Apesar de ser relatado o isolamento dessa substancia
de espécies do género Penicillium, nao existe relato para o isolamento da austina do
fungo Penicillium brasilianum e de suas atividades bioldgicas.

4.2.3. ELUCIDAGCAO ESTRUTURAL DE Pb3

A substéancia Pb3 foi isolada como um sélido branco de faixa de fusdo entre
281 °C — 284 °C. Os espectros de RMN de 'H e de '*C para essa substancia
apresentaram grande similaridade com os espectros obtidos para a austina (Pb2).
Foram observados, no espectro de RMN de 'H (Anexo 2.3.1, pag. 120), seis sinais
na regiao entre 6 1,30 e 2,03 ppm caracteristicos de hidrogénios de grupos metilas.
O sinal da metila em & 1,65 ppm aparece como um dupleto resultante do
acoplamento com um hidrogénio bastante desblindado em & 5,29 ppm (q), ambos
com constante de acoplamento igual a 6,8 Hz. Na regido entre 6 5,63 e 6,85 ppm
foram observados sinais para outros sete hidrogénios. Nos espectros de RMN de
3C e DEPT (Anexos 2.3.2 e 2.3.3, pag. 121) foram observados 27 sinais, sendo
que 13 correspondem a carbonos quaternarios e 14 correspondem a carbonos
hidrogenados. Dentre os carbonos hidrogenados, quatro correspondem a carbonos
metinicos, quatro correspondem a carbonos metilénicos e seis correspondem a
carbonos de grupos metilas. Foram observados também quatro sinais de carbonos
de carbonila na regido entre 6 163,46 e 169,19 ppm. A comparacao dos dados
espectrais de Pb3 com dados da literatura possibilitou a elucidacao estrutural da
substancia como sendo o meroterpeno dehidroaustina (Tabela 21).
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Pb3
Dehidroaustina

Tabela 48 — Dados de RMN de °C e de 'H (CDCl;) da substancia Pb3 em comparagao com
os dados da literatura para a dehidroaustina (CDCls).

. . Literatura (SANTOS;
Carbono Dehidroaustina RODRIGUES—FILHO, 2003b)
Oc On Oc On
1 1511 6,82(d, J=9,8Hz) | 151,0 6,83 (d, J= 10 Hz)
2 116,6  589(d, J=9.4Hz) | 1159 5.89 (d, J = 10 Hz)
3 163.4 163.0
4 86,1 86,2
5 44.1 44,
) 1,72 (m)
6 27,0 26,9 {78(dd, J=14 e 4 Hz)
. 2,13 (dd, J=14 e 4 Hz)
7 26,5 27,0 137 m)
8 50,4 50,7
9 90,5 90.6
10 139,3 139,1
11 74,1 5,74 (s) 74,1 5,74 (s)
12 17.1 1,31 (s) 17.1 1,31 (s)
6,14 (d, J=1,8 Hz) 6,14 (d, J = 2 Hz)
13 125,6 5.74 (s) 125,6 5.74 (d. J = 2 Hz)
14 258 1,50 (s) 257 1,50 (s)
15 238 1,43 (s) 238 1,43 (s)
. 5,87 (s) 5,87 (sl)
1 114,9 565 @) 114,9 265 (@)
22 137,3 137,4
3 82,6 82,8
4 1675 170,7
5 764  529(q,J=68Hz) | 765 5,29 (q, J = 7 Hz)
6 84.9 85. 1
7 64.3 64.5
8 169,1 168,8
9 19,1 1,57 (s) 19,1 1,57 (s)
10 135  1,65(d, J=68Hz) | 135 1,65 (d, J = 7 Hz)
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11-CH;CO | 168,5 168,8
11-CH,CO | 20,7 2,03 (s) 20,8 2,03 (s)
* Nao foi possivel estabeler os valores de deslocamento quimico desses hidrogénios.

A dehidroaustina apresenta, em comparacdo com a austina, uma segunda
ligacdo dupla exociclica e a formacéao do éter ciclico entre o oxigénio da hidroxila em
C6 e o carbono C9, sendo, portanto, um derivado da austina (Figura 13). Os
valores de deslocamento quimico dos carbonos observados experimentalmente
estdo de acordo com os dados relatados na literatura (SANTOS; RODRIGUES-
FILHO, 2003b). Entretanto, a presente atribuicdo para os carbonos metilénicos C6 e
C7 (deslocamentos quimicos 6 27,0 e 6 26,5 ppm respectivamente), estd mais de
acordo com a atribuicdo de Hayashi et al. (1994) para a dehidroaustina e com os
dados observados para a austina. Na austina, a hidroxila ligada ao carbono C6" esta
muito préxima do hidrogénio 7a. Esse efeito leva a desblindagem do hidrogénio 7a
que aparece mais para a esquerda no espectro de RMN de 'H. A formagéo do anel
entre C9—0O-C6" na dehidroaustina altera a conformagcédo do anel D da molécula,
impedindo a interagdo entre o hidrogénio 7a e a hidroxila e, por isso, o hidrogénio
apresenta um deslocamento quimico mais préximo do TMS (Tetrametil-silano)
(SIMPSON et al.,, 1982). Esse efeito pode ser observado comparando-se 0s
espectros de RMN de 'H da austina (Anexo 2.2.2, pag. 110) e da dehidroaustina
(Anexo 2.3.1, pag. 120).

Pbg Pb3
Austina Dehidroaustina

Figura 32 — Comparagao entre as estruturas quimicas da austina e da
dehidroaustina.
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O isolamento da dehidroaustina foi inicialmente relatado de espécies fungicas
do género Aspergillus sp. (HAYASHI et al., 1994). Entretanto, esse metabdlito foi
isolado de diferentes espécies do género Penicillium sp. (HAYASHI et al., 1994;
SANTOS; RODRIGUES-FILHO 2003b; SIMPSON et al., 1982). A dehidroaustina foi
submetida aos testes de atividade antibacteriana e teste de atividade convulsiva
contra larvas do bicho-da-seda, mas ndo se mostrou ativa em nenhum dos testes
(HAYASHI et al., 1994; SANTOS; RODRIGUES-FILHO, 2003b). No trabalho
realizado por Santos (2003) a dehidroaustina apresentou atividade larvacida contra
Aedes aegyptii (CLsp = 5 ppm) mostrando-se como uma substancia bastante

promissora para ser utilizada como inseticida natural.
4.2.4. ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE Pb4

A substancia Pb4 foi isolada como um sélido branco com faixa de fusédo entre
81 °C — 84 °C. O espectro de RMN de 'H (Anexo 2.4.1, pag. 124) apresentou
deslocamentos quimicos correspondentes a grupo metila em & 1,76 ppm, um
simpleto em & 3,92 ppm correspondente a grupo metoxila, dois sinais em & 5,13 e
5,19 ppm relativos aos hidrogénios de grupo metilénico vinilico e em & 5,47 ppm, um
simpleto de grupo metinico. Nos espectros de RMN de °C (Anexo 2.4.2, pag. 124)
e DEPT (Anexo 2.4.3, pag. 125) foram observados oito sinais, sendo que quatro
correspondem a carbonos hidrogenados e quatro correspondem a carbonos
quaternarios. Foi observado um deslocamento em & 171,5 ppm correspondente a
carbono de carbonila, além de deslocamentos em & 89,2, 6 116,4 e 6 139,4 ppm,
correspondentes a carbonos olefinicos, um deslocamento em & 59,9 ppm,
correspondente a carbono de grupo metoxila e um deslocamento em 6 17,3 ppm,
correspondente a carbono de grupo metila. A comparagdo dos dados de RMN de 'H
e de *C de Pb4 com dados da literatura (Tabela 22) revelou que a substancia

tratava-se do &cido penicilico.
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Tabela 49 — Dados de RMN de 'H e de "*C (CDCl;) da substancia Pb4 em comparagéo com
os dados da literatura para o acido penicilico (CDClj).

Acido Penicilico Literatura (KANG; KIM, 2004)
Carbono oc OH Sc o

1 171,56 172,08

2 89,23 5,47 (s) 89,54 5,13 (s)

3 179,44 179,67

4 103,10 103,56

5 139,44 139,66

6 116,40 5,13 e 5,19 (s) 116,74 5,17 € 5,47 (s)

7 17,39 1,76 (s) 17,54 1,75 (s)

8 59,97 3,9 (s) 60,14 3,9 (s)

O acido penicilico, uma micotoxina produzida por fungos do género
Penicillium e Aspergillus (BACON et al., 1973), foi isolado pela primeira vez do fungo
Penicillium  puberulum pelos pesquisadores Alsberg e Black em 1913
(MURNAGHAN, 1946). No nosso grupo de pesquisa, o &cido penicilico foi
anteriormente isolado desse fungo e estudado pela aluna de mestrado Adriana de
Almeida Bracarense, que avaliou a atividade antibacteriana e antifingica desse
metabdlito e seus derivados sintéticos (BRACARENSE, 2008).

O 4&cido penicilico € uma y- lactona a,B insaturada cuja forma lactol (I)
apresenta-se em equilibrio tautomérico com a forma ceto-acida (ll), como
representado na Figura 14 (MURNAGHAN, 1964). Algumas atividades biolégicas ja
foram relatadas na literatura para essa substdncia como, por exemplo, atividade
antibiética, antiviral, antitumoral, citotoxica e carcinogénica (FRISVAD et al., 2004).
Murnaghan (1946) estudou a toxicidade do acido penicilico em ratos via subcutanea,
intravenosa e oral e Kang; Kim (2004) relataram a atividade antifungica in vitro do
acido penicilico contra Phytophthora spp.
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Figura 33 — Estruturas de equilibrio quimico do acido penicilico.
I: Forma lactol; II: Forma ceto—acida.

4.3. TESTES DE ATIVIDADE BIOLOGICA

4.3.1. TESTE DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA — TECNICA DE DIFUSAO
EM PLACA UTILIZANDO DISCOS DE PAPEL (BAUER et al., 1966)

Os extratos e as substdncias puras obtidas do cultivo dos fungos
Clonostachys rosea f catenulata e Penicillium brasilianum foram analisadas no teste
de atividade antibacteriana utilizado-se as bactérias Gram positivas Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes e Bacillus cereus e as bactérias Gram negativas
Salmonela typhimurium, Escherichia coli e Citrobacter freundii.

Para o fungo Clonostachys rosea f catenulata foram testados o extrato obtido
do micélio (ECr1), o extrato obtido do meio de cultura (ECr2) e a substancia pura
ergosterol. Os resultados obtidos no teste sdo apresentados na Tabela 23.

Os extratos ECr1 e ECr2 apresentaram atividade seletiva ao inibirem somente
o crescimento das bactérias Gram positivas. O extrato ECr1 apresentou atividade
contra as bactérias Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Bacillus
cereus, enquanto que o extrato ECr2 foi ativo somente contra as bactérias Listeria
monocytogenes e Bacillus cereus. Considerando a bactéria Staphylococcus aureus,
o halo de inibicdo apresentado pelo extrato ECr1 foi menor que o halo apresentado
pelo controle positivo (cloranfenicol). Entretanto, pode-se perceber que o halo
correspondente ao extrato apresenta-se mais claro do que o halo correspondente ao
cloranfenicol, conforme observado na Figura 15. Esse fato indica a existéncia de
cepas resistentes ao antibiético controle e que o extrato testado possui substancias
capazes de inibirem o crescimento das bactérias resistentes. A substancia pura

ergosterol ndo apresentou atividade antibacteriana. A Figura 15 apresenta algumas
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fotografias do teste de atividade antibacteriana para os extratos do fungo
Clonostachys rosea f catenulata.

Tabela 50 — Halos de inibigdo do crescimento bacteriano (em cm) para os extratos e
substancia pura obtidos do fungo Clonostachys rosea f catenulata.

Extrato/ Substancia pura
Bactérias ECr1 ECr2 Ergosterol CpP CN
(100pg) (100pg) (100 pg)  (30ug)
S. aureus 1,1 0,0 0,0 1,7 0,0
L. monocytogenes 1,2 1,0 0,0 2,3 0,0
B. cereus 1,1 1,3 0,0 2,8 0,0
S. typhimurium 0,0 0,0 0,0 2,5 0,0
E. coli 0,0 0,0 0,0 1,5 0,0
C. freundii 0,0 0,0 0,0 2,0 0,0

CP: controle positivo (cloranfenicol); CN: controle negativo

Figura 34 — Fotografias do teste de atividade antibacteriana em placas utilizando discos
de papel. A: Staphylococcus aureus; B: Listeria monocytogenes; C: Bacillus cereus;
ECr1: extrato do fungo Clonostachys rosea f catenula; Cr2: ergosterol; CP: cloranfenicol.

Para o fungo Penicillium brasilianum foram testados o extrato (EPb) e as
substancias puras austina, dehidroausitna e acido penicilico. O resultado observado
no teste é apresentado na Tabela 24.

O extrato EPb apresentou pequena atividade somente contra a bactéria Gram
positiva Staphylococcus aureus. O acido penicilico apresentou atividade
antibacteriana contra todos os microrganismos testados, atividade ja relatada na
literatura (FRISVAD et al., 2004). As substancias puras austina e dehidroaustina nao
apresentaram atividade antibacteriana. Apesar de o extrato conter o &cido penicilico,

ele apresentou-se inativo contra a maioria das bactérias testadas na concentragdo
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utilizada (100 ug/disco). A auséncia de atividade do extrato pode ser justificada pela
pequena concentragdo da substancia ativa no extrato bruto (Figura 16).

Tabela 51 — Halos de inibi¢do do crescimento bacteriano (em cm) para o extrato e
substancias puras obtidos do fungo Penicillium brasilianum.

Extrato/ Substancias puras
EPb Austi ; ) Acido

ustina Dehidroaustina Penicilico CcpP CN

Bactérias (100 ug) (100 pg) (100 pg) (100 pg) (30 pg)
S. aureus 0,8 0,0 0,0 1,8 2,4 0,0
L. monocytogenes 0,0 0,0 0,0 2,6 2,8 0,0
B. cereus 0,0 0,0 0,0 1,5 1,7 0,0
S. typhimurium 0,0 0,0 0,0 1,5 2,8 0,0
E. coli 0,0 0,0 0,0 1,5 1,3 0,0
C. freundii 0,0 0,0 0,0 1,6 2,3 0,0

CP: controle positivo (cloranfenicol); CN: controle negativo

Figura 35 — Fotografias do teste de atividade antibacteriana em placas utilizando discos de
papel. A: Escherichia coli; B: Listeria monocytogenes; C: Staphylococcus aureus; EPb:
extrato do fungo Penicillium brasilianum; Pb2: austina; Pb3: dehidroaustina; Pb4: acido

penicilico; CP: cloranfenicol.

4.3.2. TESTE DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA — DETERMINACAO DA
CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA — CIM

O extrato e algumas substancias puras obtidas do cultivo do fungo Penicillium
brasilianum foram analisadas no teste de atividade antibacteriana utilizado-se as
bactérias Gram positivas Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Bacillus
cereus e as bactérias Gram negativas Salmonela typhimurium, Escherichia coli,

Citrobacter freundii e Pseudomonas aeruginosa.
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O extrato apresentou atividade inibitéria minima na concentragdo de 2 mg/mL
contra todos o0s microrganismos testados. A substancia pura acido penicilico
apresentou atividade inibitéria minima na concentracao de 512 ug/mL contra as
bactérias  Staphylococcus aureus, Salmonela typhimurium, Pseudomonas
aeruginosa e na concentracdo de 256 pg/mL contra as bactérias Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Escherichia coli e Citrobacter freundii, atividade ja
descrita na literatura (FRISVAD et al., 2004).

A substancia pura austina nao apresentou atividade antibacteriana na
concentragao testada (a partir de 512 pg/mL). Nao existem relatos na literatura de
atividades biologicas para essa substancia. A substancia pura dehidroaustina nao foi
submetida ao teste de atividade antibacteriana devido a pequena quantidade de
material obtida. Entretanto, no trabalho realizado por Santos; Rodrigues—Filho,
2003b, a dehidroaustina foi submetida ao teste de atividade antibacteriana para a
determinacao da concentracao inibitdria minima contra as bactérias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus sp. e ndo se mostrou
ativa contra nenhum dos microrganismos testados.

A atividade antibacteriana apresentada pelo extrato é, provavelmente, devido
a presenca da micotoxina acido penicilico. A Tabela 25 apresenta os valores da
concentragao inibitéria minima para o extrato e substancias puras obtidos do fungo

Penicillium brasilianum.

Tabela 52 — Valores da concentragéo inibitéria minima para o extrato e substancias puras
obtidos do fungo Penicillium brasilianum.

Extrato/ Substancias puras
Bactérias EPb Austina p A?'q(.) Cloranfenicol
enicilico
S. aureus 2 mg/mL 0,0 512 pg/mL 4 ug/mL
L. monocytogenes 2 mg/mL 0,0 256 pg/mL 8 pg/mL
B. cereus 2 mg/mL 0,0 256 pg/mL 8 pg/mL
S. typhimurium 2 mg/mL 0,0 512 pg/mL 8 pg/mL
E. coli 2 mg/mL 0,0 256 pg/mL 8 pg/mL
C. freundii 2 mg/mL 0,0 256 pg/mL 4 pg/mL
P. aeruginosa 2 mg/mL 0,0 512 pg/mL 8 pg/mL
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4.3.3. TESTE DE ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA - ANALISE
QUALITATIVA POR BIOAUTOGRAFIA (GIOVANNI et al., 2008)

O extrato e as substancias puras obtidas do cultivo do fungo Penicillium
brasilianum foram analisadas no teste de atividade anticolinesterasica. A atividade
de inibicdo da enzima acetilcolinesterase é avalida a partir da formacao de manchas
brancas. Entre as substancias puras testadas, somente o &cido penicilico
apresentou atividade (mancha branca), sendo esta ainda nao relatada na literatura.
O extrato nao apresentou atividade devido, provavelmente, a pequena concentracao
do acido penicilico no extrato bruto. A cromatoplaca correspondente ao teste é

apresentada na Figura 17.

Pb1 EPb PbZ Pb3 Pbd CP

Pb2 Pb3

Pbd

Figura 36 — Cromatoplacas do teste de atividade anticolinestarasica. A: placa apos a
eluicao; B: Placa apds a aplicagao dos reagentes; C: Placa ap6s 2 horas; D: placa apés 6,5
horas; Pb1: manitol, EPb: extrato bruto do fungo Penicillium brasilianum; Pb2: austina; Pb3:

dehidroaustina; Pb4: acido penicilico; CP: controe positivo (huperzina A).
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4.4.AVALIAGAO DA VARIACAO NUTRICIONAL E A ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA DOS EXTRATOS DO FUNGO PENICILLIUM
BRASILIANUM

O fungo Penicillium brasilianum foi cultivado em diferentes meios de cultura e
condicdes de cultivo com o objetivo de avaliar a melhor condigéo para a obtencao de
substancias com atividade antibacteriana, ja que a producdo de metabdlitos
secundarios depende ndo somente da capacidade biossintética do organismo como
também das condicoes de fermentacao (TAKAHASHI; LUCAS, 2008).

A Figura 18 apresenta os graficos com os valores de extratos fungicos
obtidos nos diferentes meios de cultura e condi¢cdes de cultivo. Como o volume de
meio de cultura utilizado foi diferente para cada condicdo, os valores de extratos
obtidos foram corrigidos para 100 mL de meio de cultura para a construgdo do
grafico. Como observado na Figura 18, os exiratos obtidos da condicdo com
agitacao apresentaram um maior rendimento em relagdo aos outros extratos.

A Figura 19 apresenta graficos da quantidade de biomassa fungica e da
massa dos extratos obtidos na condigao inerte (no meio de cultura liquido complexo
e no caldo de batata dextrosado). Os gréaficos da quantidade de biomassa fungica e
da massa dos respectivos extratos obtidos na condicdo com agitacdo (no meio de
cultura liquido complexo e no caldo de batata dextrosado) estdo apresentados na
Figura 20.

Em relacdo a condicdo de cultivo inerte, pdde-se observar que o meio de
cultura liquido complexo apresentou um maior rendimento em relagdo a biomassa
fungica produzida quando comparado ao caldo de batata dextrosado. O mesmo fato
foi observado na condicéo de cultivo com agitacao.

Segundo Takahashi; Lucas (2008), a biossintese de metabdlitos secundarios
€ ativada, geralmente, na fase final do crescimento logaritmico ou na fase
estacionaria de fermentacdo, quando ocorre a diminuicdo na divisdo celular e
producdo de biomassa. Esse fato pode ser observado no aumento, na maioria das
condicbes, na massa dos extratos no tempo de 15 dias, quando o crescimento
fungico atingiu a fase estacionaria (Figuras 18, 19 e 20).
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Figura 37 - Grafico comparativo das massas dos extratos do fungo Penicillium brasilianum

obtidos em condicbes diversas.
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Figura 38 — Graficos dos valores de biomassa fungica e respectivos extratos obtidos na
condicao inerte no meio de cultura liquido complexo e no caldo de batata dextrosado.
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Figura 39 — Graficos dos valores de biomassa fungica e respectivos extratos obtidos na
condi¢cdo com agitacao no meio de cultura liquido complexo e no caldo de batata
dextrosado.

Alguns extratos foram submetidos a um teste preliminar de atividade

antibacteriana contra as bactérias Gram positivas Staphylococcus aureus, Listeria

monocytogenes e Bacillus cereus e as bactérias Gram negativas Escherichia coli e

Citrobacter freundii. O resultado do teste € apresentado na Tabela 26.

Tabela 53 — Halos de inibicao do crescimento bacteriano (em cm) para os extratos Ar30-2,
Mc301-2, PDB15A-2 e PDB30I-2 obtidos do fungo Penicillium brasilianum.

Extrato/ Substancias puras
(. Ar30-2 Mc30l-2 PDB15A-2 PDB30I-2 CP

Bacterlas | (100pg) (100pg)  (100ug)  (100ug) (30pg) N

S. aureus 1,6 1,2 1,9 1,0 1,9 0,0

L. monocytogenes 1,0 0,9 1,8 1,0 2,5 0,0
B. cereus 0,0 0,0 0,0 0,0 2,1 0,0

E. coli 0,0 0,0 1,2 0,8 1,3 0,0

C. freundii 0,0 0,0 1,4 1,1 2,2 0,0

Ar30-2: cultivo em meio arroz (30 dias); Mc30I-2: cultivo em meio liquido complexo na

condicéo inerte (30 dias); PDB15A-2: cultivo em caldo batata dextrosado na condigdo com
agitacao (15 dias); PDB30I-2: cultivo em caldo batata dextrosado na condicao inerte (30

dias); CP: controle positivo (cloranfenicol); CN: controle negativo.
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A andlise dos dados apresentados na Tabela 26 mostrou que os extratos
obtidos do caldo de batata dextrosado apresentaram atividade contra todas as
bactérias testadas com excecao da bactéria Bacillus cereus. Ja os extratos obtidos
do cultivo em arroz e do meio de cultura liqguido complexo apresentaram atividade
somente contra 0s microrganismos Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes.

Em seguida, duas bactérias foram escolhidas para a realizagdo do teste de
atividade antibacteriana utilizando-se todos os extratos. A Tabela 27 apresenta os
resultados do teste para a bactéria Listeria monocytogenes e a Tabela 28 apresenta
os resultados contra a bactéria Escherichia coli.

Analisando os resultados apresentados nas Tabelas 27 e 28 pdde-se
observar que os extratos obtidos do cultivo em caldo de batata dextrosado
apresentaram-se mais ativos que os demais extratos (halos de inibicado maiores).
Considerando-se as condi¢cbes de cultivo inerte e com agitacdo, nao foi observada
diferenga significativa em relacdo a ativiade bioldgica dos extratos.

Apesar de os extratos obtidos do meio de cultura liquido complexo terem
apresentado um maior rendimento em relacdo a massa obtida, eles nao se
mostraram mais ativos no teste de atividade antibacteriana do que os extratos
obtidos do caldo de batata dextrosado.

Nesse contexto, pode-se considerar que, em relacdo a atividade
antibacteriana, a melhor condicdo de preparo do extrato do fungo Penicillium

brasilianum seria o cultivo em caldo batata dextrosado.
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Tabela 54 — Halos de inibigao do crescimento bacteriano (em cm) contra a bactéria Listeria monocytogenes dos extratos obtidos do
fungo Penicillium brasilianum.

Meio de cultura liquido complexo

Caldo batata dextrosado

Meio arroz - ey
Agitacao Inerte Agitacao Inerte

Extrato Halo(cm) | Extrato Halo(cm) | Extrato Halo(cm)| Extrato Halo(cm) | Extrato Halo (cm)
Ar00-1 0,0 McOOA-1 0,0 McOO0l-1 0,0 PDBOO0A-1 0,0 PDBO0OI-1 0,0
Ar00-2 0,0 McO0A-2 0,0 Mc00I-2 0,0 PDBO00A-2 0,0 PDBO00I-2 0,0
Ar05-1 0,8 McO5A-1 0,0 McO5I-1 0,0 PDBO05A-1 1,1 PDBO05I-1 1,3
Ar05-2 0,9 McO5A-2 0,0 Mc05I-2 0,0 PDB05A-2 1,1 PDBO05I-2 1,1
Ar10-1 0,8 Mc10A-1 0,0 Mc10I-1 1,4 PDB10A-1 1,8 PDB10I-1 1,3
Ar10-2 0,8 Mc10A-2 0,8 Mc10I-2 1,2 PDB10A-2 1,6 PDB10I-2 1,4
Ar15-1 1,0 Mc15A-1 1,2 Mc15I-1 1,6 PDB15A-1 1,7 PDB15I-1 1,1
Ar15-2 0,8 Mc15A-2 0,9 Mc15I-2 1,6 PDB15A-2 1,8 PDB15I-2 0,9
Ar20-1 0,9 Mc20A-1 0,8 Mc20I-1 0,9 PDB20A-1 2,5 PDB20I-1 1,8
Ar20-2 1,1 Mc20A-2 0,8 Mc201-2 1,0 PDB20A-2 1,5 PDB20I-2 1,8
Ar25-1 1,1 Mc25A-1 0 Mc25I-1 0,8 PDB25A-1 1,6 PDB25I-1 1,8
Ar25-2 1,3 Mc25A-2 0 Mc251-2 1,0 PDB25A-2 1,1 PDB25I-2 1,8
Ar30-1 1,1 Mc30A-1 0,9 Mc30I-1 0,8 PDB30A-1 1,1 PDB30I-1 2,1
Ar30-2 1,0 Mc30A-2 1,0 Mc30I-2 1,1 PDB30A-2 2,3 PDB30I-2 1,3

CP 2,3 CP 2,8 CP 2,5 CP 2,3 CP 2,1

CN 0,0 CN 0,0 CN 0,0 CN 0,0 CN 0,0

CP: controle positivo (cloranfenicol); CN: controle negativo
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Tabela 55 — Halos de inibigao do crescimento bacteriano (em cm) contra a bactéria Escherichia coli dos extratos obtidos do fungo
Penicillium brasilianum.

Meio de cultura liquido complexo

Caldo batata dextrosado

Meio arroz - ey
Agitacao Inerte Agitacao Inerte

Extrato Halo(cm) | Extrato Halo(cm) | Extrato Halo(cm)| Extrato Halo(cm) | Extrato Halo (cm)
Ar00-1 0,0 McOOA-1 0,0 McOO0l-1 0,0 PDBOO0A-1 0,0 PDBO0OI-1 0,0
Ar00-2 0,0 McO0A-2 0,0 Mc00I-2 0,0 PDBO00A-2 0,0 PDBO00I-2 0,0
Ar05-1 0,0 McO5A-1 0,0 McO5I-1 0,0 PDBO05A-1 1,1 PDBO05I-1 0,0
Ar05-2 0,0 McO5A-2 1,3 Mc05I-2 0,0 PDB05A-2 1,0 PDBO05I-2 1,1
Ar10-1 0,0 Mc10A-1 0,0 Mc10l-1 0,0 PDB10A-1 0,0 PDB10I-1 1,4
Ar10-2 0,0 Mc10A-2 0,0 Mc10I-2 0,0 PDB10A-2 0,0 PDB10I-2 1,0
Ar15-1 0,0 Mc15A-1 0,0 Mc15I-1 1,4 PDB15A-1 1,3 PDB15I-1 0,0
Ar15-2 0,0 Mc15A-2 0,0 Mc15I-2 1,4 PDB15A-2 1,3 PDB15I-2 0,0
Ar20-1 0,0 Mc20A-1 0,0 Mc20I-1 0,0 PDB20A-1 0,0 PDB20I-1 1,4
Ar20-2 0,0 Mc20A-2 0,0 Mc20I-2 0,0 PDB20A-2 1,2 PDB20I-2 1,4
Ar25-1 0,0 Mc25A-1 0,0 Mc25I-1 0,0 PDB25A-1 1,0 PDB25I-1 1,3
Ar25-2 0,0 Mc25A-2 0,0 Mc25I-2 1,0 PDB25A-2 1,0 PDB25I-2 0,0
Ar30-1 0,0 Mc30A-1 0,0 Mc30I-1 0,0 PDB30A-1 1,4 PDB30I-1 0,0
Ar30-2 0,0 Mc30A-2 0,0 Mc30I-2 0,0 PDB30A-2 1,4 PDB30I-2 0,0

CP 1,4 CP 1,3 CP 1,5 CP 1,5 CP 1,4

CN 0,0 CN 0,0 CN 0,0 CN 0,0 CN 0,0

CP: controle positivo (cloranfenicol); CN: controle negativo
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CONCLUSAO

Nesse trabalho foi realizado o estudo de bioprospecccdo de metabdlitos
secundarios dos fungos filamentosos Clonostachys rosea f catenulata e Penicillium
brasilianum.

Os extratos do fungo Clonostachys rosea f catenulata apresentaram atividade
antibacteriana seletiva, sendo ativos somente contra as bactérias Gram positivas. Do
fracionamento cromatografico desses extratos foram isolados uma mistura de
triacilglicerdis, o ergosterol e uma mistura de acidos graxos livres, que nao
apresentaram atividade antibacteriana. Essas substancias correspondem a
diferentes classes de lipideos produzidas por fungos, sendo o ergosterol o esterdide
mais abundante da membrana celular de fungos.

O extrato do fungo Penicilllum brasilianum apresentou atividade
antibacteriana no teste de determinacdo da concentracdo inibitéria minima contra
todos os microrganismos testados. Do fracionamento cromatografico desse extrato
foram isolados o poliol manitol, os meroterpenos austina e dehidroaustina e o acido
penicilico. O manitol corresponde ao carboidrato mais comumente isolado de fungos
e 0s meroterpenos da classe da austina sdo metabdlitos secundarios produzidos por
espécies de fungos do género Penicillium e Aspergillus. As substancias purificadas
foram submetidas ao teste de atividade antibacteriana. Os meroterpenos austina e
dehidroaustina ndo apresentaram atividade antibacteriana. J& o &cido penicilico
apresentou atividade contra todos os microrganismos testados, atividade ja relatada
na literatura. O extrato e substancias puras obtidos do fungo Penicillium brasilianum
também foram submetidos ao teste de atividade anticolinesterarica, sendo que
somente o acido penicilico apresentou—se ativo. Apesar de ja relatado na literatura o
isolamento da austina, essa substancia apresenta-se muito promissora na area
farmacéutica devido a caréncia de atividades biologicas descritas para a mesma.

O fungo Penicillium brasilianum foi submentido a avaliacdo da variacado
nutricional e atividade antibacteriana dos extratos obtidos. Das condicdes
analisadas, o cultivo em caldo batata dextrosado mostrou-se o0 mais promissor para
a obtencado de substancias com atividade antibacteriana. Em relacdo a quantidade
de extrato produzida, a condicdo com agitacdo apresentou maior redimento tanto
para o meio de cultura liquido complexo quanto para o caldo de batata dextrosado.
Ja em relacdo a producdo de biomassa, o meio de cultura liquido complexo

apresentou-se como o mais promissor.
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ANEXO 1. ESPECTROS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DO FUNGO
CLONOSTACHYS ROSEA F CATENULATA
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Anexo 1.1.4 — Cromatograma de Cr1 obtido por CG em comparagao com padrdes de

ésteres de 4cidos graxos.
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1.3. Cr3 (Mistura de acidos graxos)
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Anexo 1.3.1 — Espectro de RMN de 'H (200MHz, CDCls, ) de Cr3.
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Anexo 1.3.2 — Espectro de RMN de '*C (50MHz, CDCl;, &) de Cr3.
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ANEXO 2. ESPECTROS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DO FUNGO
PENICILLIUM BRASILIANUM

2.1. Pb1 (Manitol)
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Anexo 2.1.1 — Espectro de absor¢do no infravermelho de Pb1.
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Anexo 2.1 2 — Espectro de RMN de 'H (400MHz, D,0, &) de Pb1.
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Anexo 2.1.3 — Espectro de RMN de *C e sub—espectro de DEPT (100MHz, D,0, d) de
Pb1.
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2.2. Pb2 (Austina)
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Anexo 2.2.1 — Espectro de absorc¢ao no infravermelho de Pb2.

109



600°0-
100°0- W-
L00'0

861°1
W'l
SSTL
{341
LOEL
08¢€°1
9I5°I
ShS'I
195'1
695°1
S65°1
$09°1
1291 — &
6£9'1
819'l
659'1
899'1
9Ly’
£69'1
WLl
L1
£L8'1
LT

LIr'e
PI'E W
ste
$09'¢ ——

Sop'y

1y V
ey —7
1934 7

(7% o f—

L.

0.0

LS
S|
==
Slen
1.0

Lre—

wr'e —
wre —-

ppm

3.20 3.18 3.16 3.14 3.12 3.10 3.08

3.22

/|
Navial

S
g

|

Anexo 2.2.2 — Espectro de RMN de H (400MHz, CDCls, 6) de Pb2.

/

\ﬁ
-3
he] o] s hor
slen

£
2|8
o
=

j(ewﬁ
| e ==
S|
3 s | edlen | <
1.5

=~
=N
=
-

T
2.0

f

2.5

3.0

|

£66°

=

;7

et}

=
3.5

f

4.0

5.0

N
=3
S
—
5.5

) |

:

6.5

7.0

110



6670- ——

10v'67

wely—
SHh 9 ——

68979 ——

oIS'%L
6T79L /
A
056°9L
P90LL
i~
<9108
9668 x
bhES8

6S8°LI ——
0£0°07) ——

SYTEl —
WELE ——

1§9°¢p] ——
96T 9Pl ——

98pE9T ——

197891 ~_
836691 ——
590 —""

6811 ——

SETSE ———

01007 ——
PEPor ——

YW~
$EW—"
U —

68L'ST —
99€°97 ——
ST§9T —

28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 ppm

LA

=]

T T T
100 95

T T T T
130 125

165

|

o pd

5

10

90

110 105

120 115

160 155 150 145 140 135

170

Anexo 2.2.3 — Espectro de RMN de *C (100MHz, CDCls, 6) de Pb2.

9rr——

T —
LTSI~
b0

uror /
19070~
60pE ——
92857 ——

wrr—>7"
098'92 .\

9’67 v

886'TF ———

6LY'Ip ——

Wy —-

WS ——
¥86'9L ———
1798, —

808 ——

868°LIf ——
L90°0TF ——

SEE9pI
08P —>

T T T T T T T
135 130 125 120 115 110 105

140

145

92

100 95

Anexo 2.2.4 — Sub—espectro de DEPT (100MHz, CDClj;, 6) de Pb2.

111



=} <> v i (o} (o] e [og] A - w w N & o~ o~
] | 1 | | I A I i I | | | I | |
i " V T T v i ) ¥ ¥ v ¥ I ) ) I
A ' ' ' h ' I I ' ) ) ) ' . ' L
' 1 ' ' ' 1 | ) ' ) ) | : ' |
# - A o Am----- ro---- J----- o To---- a------ r—
d ' ' ' ' ' ‘ ) ' v
Ve ' ' ' 1 ' i h I L
I ) ' ' ' ' 1 1 I I
i I ' ' ' ' ' 1 I Vb
I ) ' ' ' ' V I I vt
\ ' ! ' ' ' . : ' .
4 [ S ARSI JE b [
' ' ' I ' ' ) I S
' ' ' ' ' ' ) ' L
) ' ' ' ' ' I I I
' ' ' ' ' ' 1 ' CF
' ' ' ' ' ' i ' " b
2 [ [, | IR Il (SRR SR MO, [N
1 T 0 i i f i d i
' . ' I ' ' ‘ . o
' ' 1 I . ' I ' I
' . I ' I 1 ' I
1 H ﬁ | 1 ) h h ;
. ' ' I ' I ' :
J R dooeoo L 4 L 3
1 ' 1 I i I 1
' ' ' ' ' I '
' ' ' . . i
' ' ‘ ' . s
. I I ' I '
I ¢ ' ' 1 '
- [ P L 4 i -+
) 1 h " ) i
1 ' ' ' ) '
¥ 1 ' ' ' ) '
1 ) ' ' ' 1 '
I . ' ' ' \ '
h . ' ' ' | '
4 PR [P v H I a
I i ' v 1 ! '
I . ' ' ' . '
: i ' ' ' '
i I ' ' . '
i 1 ' ' ' .
1 i ' . . .
4 PO [ IO v H <
1 ! o I ' |
\ I ' ' . I
1 i ' ' . I
: ' ' ' . '
1 . ' ' . '
I I ' . . i
- [YS— Ammmm—— - + -
1 1 1 . i i
. ' i ' ' i
. ' ' ' . '
1 ¢ ‘ ' ' .
' : . s s i
' ' ' ) ) '
- rm---- B r + -
' j i 1 ) |
) \ 1 | . \
) ) ) 1 1 )
I ) i i : 1
) . \ 1 H )
) : 1 ) i
. SR - S - 1 4
h 1 \ i h )
I I I 1 \ 1
I i \ 1 1 1
) 1 I I I )
1 \ \ I ) '
) ) ) | 1 \
) To i b r hl nl
) | h 1 h h
I I I I 1 )
I \ I i . i
\ \ I 1 | |
1 . I 1 | |
I : . |
- | S - r
i 1 . h .
I I I 1 ‘
' I I I 1
i I I I I
I i I : I
............. L T SOV EOUUUURY S (U S
\ b i i v { b
' ) 1 . \ ' h
. ' ' ' . i i
' ) ' ' I ' i
' ' ' ' ' 1 |
1 ) ' ' 1 I s
(R Lol [ N I, L
b i | h d i T { v
' 1 ' I ' ) : | )
| \ ' ) ' ' ' I i
| | ' ) ' ' : ) )
' | I 1 ' ' I ) )
I i ' I ' I ) I I
S T 1 [ P, [ I O P Lemecn Jmmmme e L
v I ) h | v ) \ I
' i I | ' I | ) |
I i IR i ' ' \ | I
' . ' I ' ' ) \ 1
' . I | ' I . i I
. i ' | . ' ) ) |
O T M Deees Locean e e O deccon L
h L ) h r ) N ) h
e — T

112

1.0 05 0.0 ppm

1.5

— Mapa de contornos H-H COSY de Pb2.

75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 2.0
Anexo 2.2.5




I il | n N ppm

L

= 30

40

50

60

70
C11 xH11
C5' x HE

i

80

90

100

110

C1" xH1"
C2xH2

120

130

140
C1xH1

150

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Anexo 2.2.6 — Mapa de contornos HMQC de Pb2.

113



- ULJM
T T T I'\L w ppm
C11 x H11
— 75
6 C10° x H10® 10
; 80
C5 x H5 —
12
9 ) 8s
oy
R ] 20 o xH13 1
o 7
10 95 16
Nl
100
18
: 105 Co x Ho
BNt —J 20
. — C11 (Ac) x H11 (Ac) .01 ¢
110 §
22 .
15 3 C12xH
C1 xH1"
9 24
-
o 120 )
C2x H2 s
125 26
C14x H14
130 28
135
30
140
32
C1x H1
1“1 x 145
q‘ ! 34
6.8 6.6 6.4 62 6.0 58 56 54 52 5.0 48 4.6 4.4  ppm
34 33 32 3.1 3.0 29 28 2.7 26 2.5 2.4 23 22 21 20 19 1.8 L7 1.6 1.5 1.4 1.3 12 1.1 ppm
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Anexo 2.2.11 — Mapa de contornos NOESY de Pb2.
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2.3. Pb3 (Dehidroaustina)
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Anexo 2.3.2 — Espectro de RMN de '*C (50MHz, CDCl;, 5) de Pb3.
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2.4. Pb4 (Acido penicilico)
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Anexo 2.4.1 — Espectro de RMN de 'H (200MHz, CDCls, 6) de Pb4.
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Anexo 2.4.3 — Sub—espectro de DEPT (50MHz, CDCl;, ) de Pb4.
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