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Resumo

Os produtos naturais tém apresentado, ao longo do tempo, importancia significativa
para a salude humana e na indastria farmacéutica. Estes podem ser isolados de
diversas fontes. Entretanto, os produtos naturais isolados de organismos e
microrganismos marinhos tém atraido crescente interesse em pesquisas devido a sua
diversidade quimica e seu potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos.
Os produtos naturais marinhos tém sido encontrados em diferentes organismos
marinhos, como corais, esponjas, moluscos, crustaceos, entre outros, apresentando
uma ampla variedade de estruturas quimicas e atividades biolégicas. O extrato
organico do meio de crescimento do fungo Peroneutypa sp, isolado a partir de um
pepino-do-mar, exibiu atividade antiplasmodial. O fracionamento deste extrato
utilizando diversas técnicas cromatograficas levou ao isolamento de cinco compostos,
sendo dois deles conhecidos e os demais inéditos. Andlises espectroscopicas e
espectrométricas foram utilizadas para determinacdo estrutural dos compostos
isolados. Bioensaios especificos para atividade antiplasmodial foram realizados com
0s compostos isolados a fim de determinar suas atividades.

Palavras-chave: antimalérica, produtos naturais marinhos, fungo marinho



Abstract

Natural products have, over time, shown significant importance for human health and
in the pharmaceutical industry. These can be isolated from several sources. However,
natural products isolated from marine organisms and microorganisms have attracted
increasing interest in research due to their chemical diversity and their potential for the
development of new medicines. Marine natural products have been found in different
marine organisms, such as corals, sponges, molluscs, crustaceans, among others,
presenting a wide variety of chemical structures and biological activities. The organic
extract from the growth medium of the fungus Peroneutypa sp, associated with a sea
cucumber, exhibited antiplasmodial activity. Fractionation of this extract using various
chromatographic techniques led to the isolation of five compounds, two of which were
known and three were new. Spectroscopic and spectrometric analyzes were used to
assign the structure of the isolated compounds. Specific bioassays for antiplasmodial
activity were performed with the isolated compounds in order to determine their
activities.

Keywords: antimalarial, natural marine Products, marine fungus
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1. INTRODUCAO

Ao longo da historia, metabolitos secundarios de diferentes organismos tém
sido uma significativa fonte de inspiracao para o desenvolvimento de medicamentos,
sendo constituida a maioria dos farmacos atualmente utilizados. A natureza continua
sendo um reservatério inesgotavel de novas moléculas com potencial interesse
terapéutico.

De acordo com Newman e Gragg (2020), cerca de 45% de pequenas
moléculas, novas entidades quimicas, registradas como medicamentos em todo o
mundo durante o periodo de 1981 a 2019, eram metabdlitos secundéarios ou foram
nestes inspirados, sendo derivados por sinteses totais ou semi-sinteses.

Os metabdlitos secundarios podem ser isolados de diversas fontes, como
plantas, diferentes animais e microrganismos. Pode-se destacar trés metabdlitos
secundarios de muita importancia (Figura 1). A quinina (1), um alcaloide natural
encontrado na casca da arvore Cinchona sp. (ACHAN et al., 2011); a morfina (2), um
alcaloide extraido principalmente do latex da papoula (Papaver somniferum), (LAUX-
BIEHLMANN et al., 2013) e o taxol (3), um metabdlito de origem biossintética hibrida,
isolado da casca da arvore Taxus brevifolia (WANI et al., 1971). Estes sdo exemplos
de descobertas revolucionarias para o tratamento da malaria (1), como analgésico (2),
e para o tratamento do cancer de ovario (3).

Figura 1. Estruturas quimicas de importantes metabdlitos secundarios utilizados desde as suas
descobertas até os dias atuais

Fonte: Autoria propria

Os exemplos de metabdlitos secundarios da Figura 1 foram isolados de plantas.

Por muitos anos, os produtos derivados de vegetais foram a principal fonte de recursos
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medicinais, dominando as farmacopeias e oferecendo uma fonte inesgotavel de
compostos naturais com diversas atividades biologicas.

Contudo, inUmeros sdo 0s compostos bioativos produzidos em culturas de
microrganismos. Por exemplo a fusicocina A (4), um glicosideo diterpénico isolado de
culturas do fungo Fusicoccum amygdali, diminui a proliferacéo celular e a migracao
de linhas celulares de glioblastoma multiforme humano in vitro, um tumor cerebral
maligno (BURY et al., 2013). A ciclosporina A (5), um polipeptidio ciclico, atua como
imunossupressor e € produzido pelo fungo Tolypocladium inflatum (FALAH et al.,
2023). A lovastatina (6), um hipolipemiante produzido pelo fungo Aspergillus terreus
(FASELEH JAHROMI et al., 2012). A nistatina (7), um antifangico poliénico utilizado
em larga escala no tratamento de candidiases, € produzido pelo fungo Streptomyces
noursei. (BRAUTASET et al., 2000). A cefalimisina A (8), isolada de culturas de
Aspergillus fumigatus OPUST106B-5, apresenta atividade citotoxica significativa
contra a linhagem celular de leucemia murina P-388 e a linha celular de leucemia
humana HL-60, (HASAN et al., 2015). Estes sdo apenas alguns exemplos da enorme
variedade desses compostos bioativos (Figura 2).

Metabdlitos secundarios produzidos por fungos isolados de organismos
marinhos tém despertado especial interesse, devido a sua ampla diversidade de
estruturas quimicas e seu potencial para a descoberta de novos farmacos. Os fungos
de origem marinha que produzem metabdlitos secundarios bioativos séo usualmente
isolados de uma grande variedade de organismos marinhos, incluindo algas,

esponjas, corais, moluscos, tunicados e outros invertebrados marinhos.
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Figura 2. Exemplos de metabdlitos secundarios bioativos produzidos por fungos em meio de cultura.
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Fonte: Autoria propria

Recentemente, no Grupo de Quimica Orgéanica de Sistemas Biologicos
(QOSBI0), do Instituto de Quimica de S&o Carlos (IQSC-USP), sob responsabilidade
do Prof. Dr. Roberto G. S. Berlinck, foi isolado de um pepino-do-mar (ainda nao
identificado), o fungo Peroneutypa sp. M16. Na literatura, a pesquisa sobre fungos
deste género ainda € limitada. N&o existem muitos estudos que exploram seu
potencial para a producdo de compostos bioativos. Esta pesquisa foi motivada pela
andlise do metabolismo secundario do fungo Peroneutypa sp., associado a um
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pepino-do-mar ndo identificado. O extrato organico do meio de cultivo desta linhagem
fungica apresentou atividade antiplasmodial.

Continuando os trabalhos realizados no QOSBio que tem como objetivo
descobrir novos metabdlitos secundarios de origem marinha com atividade biolégica,
realizou-se o estudo quimico das fracBes obtidas do extrato do meio de cultura
produzido pelo fungo Peroneutypa sp. Objetivou-se realizar o isolamento e
purificacdo, monitorados por bioensaio, de substancias ativas contra P. falciparum,
bem como elucidar completamente as estruturas dos metabdlitos ativos isolados e

purificados, empregando-se técnicas espectroscopicas e espectrométricas.

2. JUSTIFICATIVA

2.1 A maléria

A malaria foi descoberta em meados do século 19, por um médico militar
francés chamado Charles Louis Alphonse Laveran. Presumia-se que a malaria, que
se traduz literalmente como ar sujo, € caracterizada por febres paroxisticas e
transmitida por fumacas nocivas emanadas dos péantanos (RICH; XU, 2011).
Posteriormente descobriu-se que Plasmodium sp. sdo os parasitas causadores da
malaria. Cinco espécies de Plasmodium sp. sdo conhecidas: P. falciparum, P. vivax,
P. ovale, P. malariae e P. knowlesi. A primeira variante é causadora da forma mais
grave da doenca e responsavel por 99% das mortes globais por malaria (WHO, 2020).

Além da crise febril, caracteristica da doenca, a malaria severa pode resultar
em hipoglicemia, complicacdes respiratorias, incluindo edema pulmonar, insuficiéncia
renal, acidose metabdlica, anemia severa e malaria cerebral. O conjunto deste quadro
clinico severo pode ser fatal (GOMES et al, 2011; GUTERRY et al, 2012).

Cerca de 3,2 bilhdes de pessoas estdo em risco de contrair esta doenga em
todo o mundo. Em 2020 foram reportados 241 milhdes de casos de malaria, resultando
em cerca de 627.000 mortes, a maioria na Africa Subsaariana, representando cerca
de 94% das mortes por malaria do mundo e afetando principalmente criangas com
menos de cinco anos de idade (OMS, 2021).

Embora a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) ndo mais classifique a malaria
e a tuberculose como doencas negligenciadas, essas enfermidades ainda

representam desafios a saude publica global, afetando uma grande parte da
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populacdo mundial, principalmente economicamente desfavorecidos. Além disso,
essas doencas enfrentam obstaculos semelhantes aos das doencas consideradas
negligenciadas como a complexidade do tratamento, toxicidade dos medicamentos e
resisténcia aos farmacos disponiveis (DE ARAUJO et al.,, 2020). Leishmaniose,
doenca do sono, malaria, doenca de Chagas, tripanossomiase africana,
esquistossomose, dengue e tuberculose sdo doencas tropicais associadas
diretamente a pobreza e a condi¢cdes de vida inadequadas, consideradas como
doencas negligenciadas (DE SOUZA et al., 2020).

No Brasil, aproximadamente 99,9% da transmisséo da malaria ocorre na regiao
amazobnica, sendo 33 municipios concentrando 80,0% dos 137.857 casos autoctones
da doenca relatados em 2021. (BRASIL, 2022).

A partir dos anos 90, houve um aumento dos gastos para combater o avanco
da doenca, condicdo resultou em uma diminuigdo progressiva do nimero de casos
registrados (BRASIL, 2010). Entretanto, os gastos ainda sao irrisérios quando se trata
de investimentos para promover pesquisas e estudos sobre a doenca, seus
mecanismos patogénicos, métodos de prevencao, diagnostico e tratamento eficaz, e
descoberta de novos farmacos com potencial antimalarico, com o objetivo de que 0s
nameros de casos, acima relatados, possam diminuir significativamente, e por
conseguinte, diminua seu impacto na saude publica.

A quimioterapia antimalaria teve inicio no século XVII, quando os jesuitas
notaram peruanos tratando doencas febris com ervas do género Cinchona spp.
(familia Rubiaceae). Na época, a planta curou a Condessa de Chinchoén, Francisca
Enriquez de Rivera, esposa do Vice-rei espanhol no Peru. Foi tratada com o cha de
uma arvore que os indigenas peruanos chamavam de 'kinakina.

O estudo realizado sobre esta espécie resultou na descoberta da quinina (1),
medicamento ainda hoje utilizado como tratamento de segunda linha para malaria
grave (ACHAN et al., 2011). Devido a toxicidade da quinina, novos antimalaricos
sintéticos foram colocados no mercado, incluindo a cloroquina (9) e a mefloquina (10)
(Figura 3). A cloroquina exibi vantagens sobre a quinina, incluindo custo mais baixo
e toxicidade reduzida, o que resulta em maior adeséo ao tratamento (FRANCA et al.,

2008), mas ha relatos de resisténcia dos parasitas Plasmodium spp. ao medicamento.

Figura 3. Estruturas quimicas da cloroquina e mefloquina, respectivamente.
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Fonte: Autoria propria

Outro farmaco também derivado de produtos naturais, mais recentemente
desenvolvido, é a artemisinina (11) (KLAYMAN, 1985), um sesquiterpeno produzido a
partir da planta Artemisia annua. Foi descoberta em 1972 oriunda da planta A. annua
utilizada na China por aproximadamente 2000 anos para tratar febres e como
esquizonticida sanguineo (WIESNER et al., 2003). O arteméter (12), o arteéter (13) e
o artesunato de sédio (14) sédo derivados semissintéticos das artemisinina que se
encontram atualmente em uso contra malaria (ALVAREZ-BARDON et al., 2020).
Devido a curta meia-vida desta classe de antimalaricos, seu uso deve ser
acompanhado de medidas extremas para erradicar completamente 0os mosquitos
(WIESNER et al., 2003).

Figura 4. Estruturas quimicas da artemisinina (11) e de seus derivados semissintéticos (12-14).

12 R=CH;
13 R=CsH>
14 R=COHCH,CO:Na

Fonte: autoria propria
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A quinina e a artemisinina sdo utlizadas no tratamento da malaria,
especialmente em combinagcdo com outros medicamentos, devido a sua eficacia no
combate a doenca, especialmente em regides onde a resisténcia aos medicamentos
€ um problema. No entanto, é importante ressaltar que a descoberta de metabdlitos
secundérios com atividade antiplasmodial é crucial para o desenvolvimento de novos
medicamentos antimalaricos e que este continua sendo uma prioridade para a saude
publica, considerando-se a ameaca crescente da resisténcia dos parasitas
Plasmodium spp. aos medicamentos existentes.

A infecgcédo por P. falciparum, que responde por cerca de 10% das doencas
infecciosas no Brasil, deve ser tratada com mais cuidado devido a gravidade da
doenca maléaria cerebral. A maléria cerebral é a patogenia mais resistente a
medicamentos. Devido ao fato de que a monoterapia nunca deve ser utilizada no
tratamento desta, o Ministério da Saude fornece um manual de tratamento que
aconselha artesunato e mefloquina para a causada por P. falciparum ndo complicada,
com artesunato mais mefloquina ou quinina mais doxicilina como segunda opcéao
(BRASIL, 2012).

Uma das complicagbes mais perigosas da malaria é a resisténcia do
protozoario a terapia. Embora P. falciparum néo seja a Unica espécie de Plasmodium
gue é resistente ao tratamento, a infec¢do por P. falciparum resulta em alta taxa de
mortalidade pela doenca. Isso implica que existe uma demanda real para a
identificacdo de novos farmacos para o tratamento da malaria.

Por um longo tempo, a cloroquina foi amplamente utilizada no tratamento da
maléria, devido a sua baixa toxicidade e viabilidade econdmica. Durante a Guerra do
Vietnd, os militares dos EUA descobriram que os parasitas da malaria haviam se
tornado resistentes a cloroquina. Como consequéncia, mais de 300.000 compostos
foram analisados como parte de um grande esfor¢o de pesquisa para identificar novos
agentes antimalaricos. Apenas dois compostos foram considerados eficazes contra
cepas resistentes ao P. falciparum: a mefloquina e a halofantrina (FOLEY e TILLEY,
1998). Dois farmacos mais recentemente desenvolvidos foram a artemisinina
(KLAYMAN, 1985) e o atovacone (BASCO, 2003).

A resisténcia € causada sobretudo por mudancas no DNA do protozoério, tais
como altera¢gdes na sequéncia de aminoécidos em diferentes codons e cromossomos.
A resisténcia pode ser desencadeada por administracdo farmacéutica inadequada,

caracteristicas farmacologicas do composto ativo, variaveis apresentadas pelos
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hospedeiros do parasita, fatores parasitarios ou fatores ambientais (WINSTANLEY,
2001).

A resisténcia do protozoario aos farmacos antimalaricos € um grande desafio
para o tratamento da doenca e pode levar a um aumento da morbidade e mortalidade.
Além disso, muitos dos medicamentos utilizados atualmente apresentam efeitos
colaterais graves e sao dificeis de administrar em areas com recursos limitados.
Portanto, a descoberta de novos agentes antimalaricos eficazes e seguros € crucial
para o controle e a erradicagdo da malaria. Estudos com metabdlitos secundérios de
fungos e outros organismos tém mostrado resultados promissores na descoberta de
agentes potenciais para o tratamento da malaria, abrindo caminho para o

desenvolvimento de novas terapias para a doenca.

2.2 Metabdlitos secundarios isolados de organismos e microrganismos

marinhos com atividade antiplasmodial

Os produtos naturais de organismos e microrganismos marinhos apresentam
grande potencial para serem desenvolvidos como farmacos para o tratamento de
muitas doencas, sobretudo doencgas negligenciadas para as quais existem poucos
tratamentos efetivos.

Numerosas substancias com atividades bioldgicas e terapéuticas relevantes
para o ser humano foram encontradas a partir de metabdlitos secundarios de origem
marinha. Algumas tornaram-se farmacos amplamente utilizados para o tratamento de
uma série de doencas, devido as suas propriedades antibacteriana, antidiabética,
anti-inflamatoria, antiprotozoaria, antifungica, antituberculose e antiviral (MAYER et
al., 2021).

Os fungos isolados de organismos marinhos tém sido uma fonte promissora de
metabdlitos secundarios com estruturas complexas e Unicas, incluindo alcaloides,
terpenodides, peptideos e polissacarideos. Fungos isolados de organismos marinhos
séo adaptados as condi¢des extremas do ambiente marinho, como alta presséo, baixa
luminosidade, variacdes de temperatura e salinidade (LAURITANO; IANORA, 2020).

Recente review sobre produtos naturais marinhos com atividade antiplasmodial
apresenta inUmeros compostos oriundos de fungos marinhos (NEGM, EZZAT e
ZAYED, 2023).
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A axisonitrila-3 (15), isolada da esponja Axinella cannabina, demonstrou ter
atividade antiplasmodial contra cepas de P. falciparum sensiveis a cloroquina. A
dorisenona D (16), isolada dos extratos de esponjas marinhas dos géneros Spongia e
Ircinia, apresentou atividade antiplasmodial com 1Cs0=1,3 pM. O laevigatol A (17),
isolado de extratos das algas Laurencia obtusa e Laurencia glandulifera, apresentou
atividade antiplasmodial moderada, com I1Cso < 5,0 pM. O bastimolideo B (18),
macrolideo polihidroxilado com um grupo tert-butila terminal, exibiu potente atividade
antimalarica contra a cepa HB3 de P. falciparum sensivel & cloroquina (ICso = 5,7 uM)
(Figura 5).

Figura 5. Exemplos de produtos naturais marinhos que apresentam atividade antiplasmodial.
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Fonte: autoria propria

Esses e demais exemplos apresentados no review citado, reforcam que a
busca por novos metabdlitos secundarios produzidos por organismos e
microrganismos marinhos com potentes e especificas atividades biolégicas continua
sendo um importante campo de pesquisa, com potencial para descoberta de novos
modelos de farmacos antimalaricos, ou para a abordagem de diversas outras

doencas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente estudo pretende descobrir compostos de origem fungica com acao

inibitoria contra Plasmodium falciparum, o parasita causador da malaria.

3.2 Objetivos Especificos

e Crescimento em escala ampliada (10 a 30 litros) de culturas de uma linhagem
fungica a fim de produzir quantidade suficiente de cultura visando o isolamento
de metabdlitos bioativos;

e Realizacdo do isolamento e purificacdo, monitorados por bioensaio, das
substancias ativas contra P. falciparum produzidas pela linhagem fangica
selecionada;

e Identificacdo estrutural integral dos metabdlitos ativos isolados e purificados,

empregando-se técnicas espectroscopicas e espectrométricas;

e Avaliacdo da atividade antiplasmodial das substancias puras e identificadas.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiais, equipamentos e técnicas utilizadas

4.1.1 Fracionamento por cromatografia de exclusdo por tamanho (CET)

Nas separacdes por cromatografia de exclusao por tamanho, foi usada uma
coluna de vidro com dimensfes de 170,0 cm de comprimento e 2,0 cm de didametro
interno. Como fase estacionaria, o material utilizado foi a Sephadex® LH-20

(Pharmacia Biotech®) e o MeOH grau cromatogréfico utilizado para elui¢éo.

4.1.2 Fracionamento por cromatografia em coluna pré-empacotada

De acordo com a polaridade das amostras em analise, separacdes
cromatograficas foram executadas em colunas pré-empacotadas (marca
Phenomenex®) de tamanho 5,0 g com silica-gel derivatizada com grupos

octadecilsilano — C1s como fase estacionéria.

4.1.3 Analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada aos
detectores de arranjos de diodos e espalhamento de luz, e a espectrometria de
massas (HPLC-DAD-ELSD-MS)

As analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada aos detectores
de arranjos de diodos e espalhamento de luz, e a espectrometria de massas (HPLC-
DAD-ELSD-MS) foram obtidas em um sistema cromatografico Waters® constituido por
um sistema de controle Alliance, modelo Waters 2695, acoplado a um detector de
arranjo de fotodiodos (modelo 2696) e um detector de espectrometria de massas
(modelo Waters Micromass ZQ 2000), operado pelo software Empower. O detector de
UV teve seu ajuste para monitoramento na faixa compreendida entre Amax 200 — 400
nm. O espectrdmetro de massas foi ajustado de acordo com 0s seguintes critérios:
temperatura da fonte 100 °C, voltagem do capilar 3,00 kV temperatura de
dessolvatagédo 350 °C, ionizagédo por electrospray (ESI) variando entre os modos

positivo e negativo, e deteccao na faixa de 100 — 1200 Da. O fluxo de gas no cone foi
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conservado em 50 L/h e o fluxo de dessolvatacdo em 350 L/h. A cromatogréfica de
separacao foi realizada com uma coluna X-terra (Waters — Cis, 4,6 x 250 mm, 5 um),
com vazao de 1 mL/min da fase movel composta por H20 (0,1% acido férmico) e
MeOH/MeCN (1:1) (0,1% acido férmico). A eluicdo foi realizada variando-se a fase
organica de 10% a 100%, em 22 minutos. A inje¢ao foi de 10 puL de uma solucéo de
[2,0 mg/mL] para extratos e fracdes, enquanto para substancias isoladas de [0,5

mg/mL].

4.1.4 Analises por ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os dados de RMN foram adquiridos em um espectrémetro Bruker Avance Il
(600,13 MHz para 'H e 150,9 MHz para *3C), equipado com sonda criogénica TCI
(*H/*3C/*>N) de 5 mm. As amostras foram solubilizadas em solventes deuterados com
pureza = 99,9%, empregando-se como referéncia o sinal do residuo do solvente nao-
deuterado (CD3OD ou DMSO-ds, Cambridge Isotope Laboratories) e analisadas em
tubos de RMN de 3,0 ou 5,0 mm. Os dados foram processados com o software

TopSpin versdo 3.6.1 (Bruker Corporation).

4.1.5 Rotagao especifica [a]D

As medidas de rotacao especifica, para as substancias puras, foram obtidas
em um polarimetro digital P-2000 da Jasco, operando no comprimento de onda de

589 nm com uma lampada de soédio. As amostras foram analisadas em MeOH.

4.1.6 Espectroscopia no Infravermelho (V)

As andlises no infravermelho foram realizadas em um espectrofotbmetro de
infravermelho com transformada de Fourier (FITR) da marca Shimadzu, modelo
IRAffinity 1 e Bomem MB-102. Solubilizou-se as amostras em MeOH e aplicadas em

pastilha de silicio.
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4.2 Procedimentos experimentais

4.2.1 Procedimentos gerais para reativacao, cultivo e obtencao dos extratos da

linhagem fungica em escala ampliada

A linhagem fungica utilizada nesse estudo foi extraida de um pepino-do-mar
(holoturia) de espécie nao identificada. A holotaria foi coletada em 2017 na costa do
municipio de Guarapari, Espirito Santo.

As linhagens fungicas isoladas da mesma holotaria foram purificadas pela Dra.
Laura Pavan l6ca durante o seu doutoramento. As linhagens foram preservadas em
solugbes de glicerol (25%, v/v) em freezer a — 80 °C e depositadas na colecao de
linhagens do laboratério de Quimica Orgéanica de Sistemas Bioldgicos (QOSBIo),
Instituto de Quimica de S&o Carlos (IQSC), ficando disponiveis para estudos futuros.
Posteriormente, o Dr. Marcelo Rodrigues de Amorim, pos-doutorando no Grupo de
Quimica Organica de Sistemas Bioldgicos, realizou um screening quimico e biolégico
com as mesmas linhagens fungicas. Apds crescimento de todas as linhagens fangicas
isoladas a partir da mesma holoturia, obteve os extratos organicos e aquosos dos
meios de cultivo de cada uma das linhagens. Aliquotas destes extratos foram
encaminhadas para a avaliagdo em bioensaios de atividade antibacteriana,
antiplasmodial e citotoxica em células tumorais nos laboratérios de pesquisadores
colaboradores do prof. Roberto Berlinck.

O extrato do meio de cultivo da linhagem flngica codificada como M16,
posteriormente identificada como sendo do género Peroneutypa, apresentou, em
bioensaio de atividade antiplasmodial realizado pelo grupo do Prof. Rafael Guido —
IFSC/USP, atividade antiplasmodial significativa e foi selecionada para o
desenvolvimento dessa pesquisa.

Os procedimentos realizados para reativacao, cultivo e obtencéo dos extratos
da linhagem fungica Peroneutypa sp. M16 foram realizados em escala ampliada pelo
Dr. Marcelo Rodrigues de Amorim, antes do inicio desse projeto de mestrado. Para a
reativacdo da linhagem, foi realizado procedimento de inoculacdo em placas de Petri
contendo Marine Agar (MA) na auséncia de luz e conservadas em estufa incubadora
de demanda bioquimica de oxigénio (DBO) por 7 dias a 28 °C.
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4.2.2 Crescimento em escala ampliada da linhagem do fungo M16

Para o crescimento em escala ampliada, discos de agar, obtidos do pré-cultivo
em meio solido (Figura 6), contendo micélio (5 x 0.5 cm?), foram utilizados para
inocular 75 frascos Schott de 500 mL de capacidade contendo, em cada frasco, 200
mL de meio de cultivo Potato Dextrose Broth (PDB) com dgua marinha artificial (AMA:
NaCl 13,6 g/L; CaCl2.2H20 1,30 g/L; MgCl2.6H20 4,53 g/L; KCI 0,64 g/L; MgS0O4.7H20
5,94 g/L; Na2HPO4 10,0 mg/L; NH4NO3 2,1 mg/L). No total foram inoculados 15 litros
de meio de crescimento, cultivados em DBO em modo estatico e 28 °C. O nivel de
glicose no meio de cultivo liquido foi monitorado com tiras de medida de glicose
(Uriscan®). Constatada a auséncia de glicose no meio apés 22 dias, o crescimento foi

interrompido por meio de filtragdo com papel de filtro em funil de Buchner.

Figura 6. Placa de Petri inoculada com o fungo M16 (pré-cultivo em meio solido em Marine-Agar)

Fonte: autoria propria

4.2.3 Preparacéo dos extratos organico e aquoso do meio de crescimento do
fungo M16

O meio de crescimento filtrado foi particionado 3 x com AcOEt. A fracdo
organica foi evaporada em rotaevaporador produzindo o extrato bruto AcOEt. Utilizou-
se 150 mL MeOH para solubilizar o extrato AcOEt sendo depois particionado com
hexano (3 x 150 mL), objetivando-se remover compostos de carater lipidico (Figura
7). O extrato organico desengordurado (AcOEt-MeOH, de codigo M16A) foi transferido
para frascos, evaporados, secos, sua massa obtida, sendo armazenados em

geladeira a 4°C.
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Figura 7. Fluxograma de extracéo para obtencdo dos extratos aquoso e organico do fungo M16

FPeroneutypa sp.

1. Incubacao;
2. Filtrac&o;
3. Exfracdo com AcOEL (3x, 1:1, viv)

Fracdo Fracdo
Aguosa AcOEL

4. Evaporaco;
5. Solubilizacdo em MeOH:H-0 (9:1, viv);
6. Partico com hexano (3x, 1:1, viv);

Fracéo Fracio
Hexanica MeOH

7. Evaporacao;

Extrato

Organico
M16A

Analises por HPLC-UV-MS

Fonte: autoria propria

4.2.4 Fracionamento por cromatografia de exclusdo por tamanho (CET) do
extrato M16A

Para a realizacdo da cromatografia de exclusado por tamanho, o extrato M16A
(1,7 g) foi solubilizado em MeOH (8,0 mL), centrifugado por 10 minutos e um
precipitado foi separado por filtracdo (32 mg). O material solivel em MeOH foi aplicado
em uma coluna (200 x 2,5 cm d.i.) tendo Sephadex® LH-20 como fase estacionaria,
eluida com MeOH. Apés a eluicdo foram obtidas 167 fracdes de aproximadamente 13
mL cada uma, coletadas com o auxilio de um coletor automatico (GE Healthcare,

modelo Frac-920). Estas fragoes foram analisadas de 5 em 5 por HPLC-DAD-ELSD-
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MS. Fracdes de perfil quimico similar foram reunidas em 11 sub-fracdes finais (Figura
8 e Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo das massas das fracbes apds CPG do extrato M16A

FRACOES GRUPO MASSA (mg)
M16As1 01-37 125,1
M16As38 38-43 380,2
M16As44 44-50 147,7
M16As51 51-53 93,2
M16As54 54-59 188,0
M16As60 60-63 80,3
M16As64 64-73 88,2
M16As74 74-90 336,1
M16As91 91-121 50,7
M16As122 122-139 78,7
M16As140 140-167 20,3
Total 1588,5 mg

Figura 8. Esquema de fracionamento por cromatografia de permeacdo em gel (CPG) do extrato M16A

Extrato
M16
1.79

h 4 A 4 A 4 h 4

¥
M16As1 M16As44 M16As54 M16As64 M16As91 M16As140
125,1 mg 1477 mg 188,0 mg 88,2 mg 50,7 mg 20,3 mg
¥ v v ’ v
M16As38
M16As51 M16As60 M16As74
380,2mg 93,2 mg 80,3 mg { 336,1 mg ] [ M;g?ﬂgz J

Fonte: autoria propria
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4.3 Isolamento dos constituintes das fracdes bioativas M16As38, M16As44,
M16As51, M16As54 e M16As140

As fragbes obtidas por cromatografia de exclusao por tamanho oriundas do
extrato M16A proveniente do cultivo do fungo M16 em meio de cultivo liquido PDB +
AMA foram encaminhadas para avaliagdo da atividade antiplasmodial. Por
apresentarem boa atividade antiplasmodial, as fracbes M16As38, M16As44,
M16As51, M16As54 e M16As140 foram submetidas ao isolamento dos seus

constituintes principais.

4.3.1 Isolamento dos constituintes da fracdo M16As38

Para a fracdo M16As38 (380,3 mg) foi executada uma extracdo em fase soélida
(SPE), empregando-se uma coluna pré-empacotada (Phenomenex®) com 5 g de
silica-gel derivatizada com grupos octadecilsilano-Cis e eluicdo com um gradiente
escalonado de polaridade, de maneira a fornecer cinco fragdes: fracdo A 100% H:20;
fracdo B H20/MeOH (3:1, v:v); fragdo C H20/MeOH (1:1, v/v); fragdo D H20/MeOH
(1:3, viv); fracdo E 100% MeOH). A fracdo 100% H20 foi descartada (Figura 9). As
fracBes obtidas foram avaliadas por HPLC-DAD-MS para analise de seus perfis

cromatograficos.

Figura 9. Esquema de fracionamento por extragao em fase solida da fracdo M16As38 e isolamento e

purificacdo da sub-fracdo M16As38A.
M16As38
380,3 mg

1

Y A 4 A A
[ M16As38A M16As38B M16As38C } [ M16As38D J

54,7 mg 0,2 mg 150,3 mg 5,7 mg

\.

A 4 A 4
M16As38A1 M16As38A2
0,5mg 0,5mg

Condigdes de fracionamento: 1- SPE Cis, eluicdo gradiente (100% H20; A: H20/MeOH (3:1, v:v); B: H2.O/MeOH
(2:1, viv); C: H2O/MeOH (1:3, v/v); e D: MeOH); 2- HPLC- UV, coluna X-terra (Waters — Cis, 7,8 X 150 mm, 5 pm),
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vazado de 1 mL/min e modo de eluicdo gradiente de 30-100% de MeOH (0,1% acido férmico) em &gua por 30
minutos monitorado em 254 e 221 nm.

Fonte: autoria propria

A fracdo M16As38A foi fracionada por HPLC-UV, utilizando-se uma coluna X-
terra (Waters — Cig, 7,8 x 150 mm, 5 pm), vazdo de 1 mL/min e modo de eluicéo
gradiente de 30-100% de MeOH (0,1% acido féormico) em agua por 30 minutos
monitorando-se em 254 e 221 nm. A partir da fracdo M16As38A obteu-se 0s
compostos M16As38A1 e M16As38A2 (Figura 10).

Figura 10. Cromatograma por HPLC-UV semipreparativo da amostra M16As38A que resultou no
isolamento dos compostos 38A1 e 38A2.
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Fonte: autoria propria

As fracdes M16As38A1 e M16As38A2 demonstraram um grau de pureza
satisfatorio e foram sujeitas a analises de RMN mono e bidimensionais.

4.3.2 Isolamento dos constituintes da fracdo M16As51

Para o fracionamento da fracdo M16As51 por HPLC-UV utilizou-se inicialmente
uma coluna X-terra (Waters ® C18, 7,8 x 150 mm, 5 um), com uma vazao de 2,5
mL/min de fase mével MeOH/MeCN 1:1 (0,1% &cido férmico) em modo gradiente. O
gradiente utilizado de 16-100% de MeOH: MeCN (1:1, v/v) em 30 minutos sendo

monitoradas em 221 e 315 nm. A partir deste fracionamento foram obtidas seis sub-
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fracoes (M16As51A, M16As51B, M16As51C, M16As51D, M16AsS51E e M16As51F)

(Figura 11 e Figura 12).

Figura 11. Esquema de isolamento por HPLC-UV-MS da fracdo M16As51 e da subfracdo M16As51F.
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coluna X-terra (Waters® C18, 7,8 x 150 mm, 5 um), com uma vaz&o de 2,5 mL/min de fase mével MeOH/MeCN

1:1 (0,1% &cido férmico) em modo gradiente. O gradiente utilizado de 16-100% de
minutos monitorado em 221 e 315 nm

Fonte: autoria propria

MeOH:MeCN (1:1, v/iv) em 30

Figura 12. Cromatograma por HPLC-UV semipreparativo da amostra M16As51.
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Fonte: autoria propria

Todas as sub-fracfes obtidas a partir do fracionamen
foram analisadas por HPLC-DAD-MS.
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A subfracdo M16As51F foi novamente submetida a um fracionamento por
HPLC-UV, utilizando-se uma coluna X-terra (Waters® C18, 7,8 x 150 mm, 5 pum), com
uma vazéo de 2,5 mL/min com elui¢do isocrética de 44% de MeOH: MeCN (1:1, v/v)
(0,1% &cido férmico) em 36 minutos sendo monitorada em 254 e 331 nm (Figura 13).
Foram obtidas trés sub-fragcbes M16As51F0, M16As51F1 e M16As51F2 (Figura 11),
as quais foram analisadas por HPLC-DAD-MS. A subfracdo M16As51F1 demonstrou

grau de pureza aceitavel e foi analisada por RMN mono e bidimensionais.

Figura 13. Cromatograma por HPLC-UV semipreparativo da amostra M16As51F.
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Fonte: autoria propria

4.3.3 Isolamento dos constituintes da fragdo M16As54

Para o fracionamento da fracdo M16As54 por HPLC-UV, utilizou-se uma coluna
X-terra (Waters® C18, 7,8 x 150 mm, 5 um), com uma vazao de 2,5 mL/min de fase
mével MeOH/MeCN 1:1 (0,1% &cido formico) utilizando-se eluicdo em modo gradiente
de 30-80% de MeOH: MeCN (1:1, v/v) em 30 minutos e verificando-se em 315 e 254
nm (Figura 15). A partir da fracdo M16As54 foram obtidas 14 sub-fracdes (Figura 14).



Figura 14. Esquema de isolamento por HPLC-UV da fracdo M16As54
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Condigdes de fracionamento: coluna X-terra (Waters® C18, 7,8 x 150 mm, 5 pm), com uma vazao de 2,5 mL/min
de fase moével MeOH/MeCN 1:1 (0,1% acido férmico) utilizando eluicdo em modo gradiente de 30-80% de
MeOH:MeCN (1:1, v/v) em 30 minutos monitorado em 315 e 254 nm;

Fonte: autoria propria

Todas as sub-fragdes adquiridas pelo fracionamento da fragdo M16As54 foram

examinadas por HPLC-DAD-MS. A subfracdo M16As54| apresentou grau de pureza

aceitavel e foi encaminhada para analise de RMN mono e bidimensionais.

Figura 15. Cromatograma por HPLC-UV semipreparativo da amostra M16As54.
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4.3.4 Isolamento dos constituintes da fragdo M16As140

Para o fracionamento da fracdo M16As140 por HPLC-UV utilizou-se uma
coluna X-terra (Waters® C18, 7,8 x 150 mm, 5 pm), com uma vazéo de 2,5 mL/min de
fase mével MeOH/MeCN 1:1 (0,1% éacido formico) eluida em modo gradiente de 10-
50% de MeOH/MeCN (1:1, v/v) em 25 minutos sendo monitorada nos comprimentos
de onda 254 e 265 nm (Figura 17). A partir da fracdo M16As140 foram obtidas quatro
sub-fragbes M16As140A, M16As140B, M16As140C e M16As140D. (Figura 16).

Figura 16. Esquema de isolamento da fracdo M16As140
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Condigdes de fracionamento: 1-coluna X-terra (Waters® C18, 7,8 x 150 mm, 5 pm), com uma vazéo de 2,5 mL/min
de fase mével MeOH/MeCN 1:1 (0,1% acido férmico) com eluicdo em modo gradiente de 10-50% de MeOH:MeCN
(2:1, viv) em 25 minutos monitorado nos comprimentos de onda 254 e 265 nm;

Fonte: autoria propria

Todas as sub-fracdes obtidas a partir do fracionamento da fracdo M16As140
foram examinadas por HPLC-DAD-MS. A subfracdo M16As140D apresentou grau de

pureza aceitavel e foi encaminhada para analise de RMN mono e bidimensionais.
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Figura 17. Cromatograma por HPLC-UV semipreparativo da amostra M16As140.
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Fonte: autoria propria

4.4 Determinagéo da atividade antiplasmodial in vitro

A avaliacdo da atividade antiplasmodial foi realizada no laboratério localizado
no Instituto de Fisica de S&o Carlos da Universidade de S&o Paulo, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Rafael V. C. Guido.

Para o preparo da solucdo estoque a 10 mg/mL (armazenada a -20 °C), as
amostras foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO).

As amostras foram investigadas quanto a atividade antiplasmodial contra a
cepa de P. falciparum 3D7 (sensivel a cloroquina) utilizando a técnica de SYBR Green
I. As amostras foram testadas na concentracao unica de 50 pg/mL. Neste ensaio, as
diluicdes dos compostos sao incubadas com o parasito por 72 h, e em seguida é
adicionado o reagente de SYBR Green e ocorre a marcacdo do DNA dos parasitos
viaveis. A reducdo de parasitemia em cada concentracdo é calculada em relagdo aos
controles de crescimento positivo (sem adicdo de compostos, 100% de viabilidade) e
negativo (hemacias nao-parasitadas, 0% de viabilidade). Os resultados séo

reportados como porcentagem de inibicao.
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5. Resultados e discusséo

A linhagem flungica, identificada como sendo do género Peroneutypa sp., foi
isolada de um pepino do mar (holotdria) ndo identificado, adquirido no litoral do
Espirito Santo em 2017. O cultivo da linhagem foi realizado utilizando-se meio de
cultura liguido Potato Dextrose Broth com agua marinha artificial. Passado o tempo
de cultivo, a cultura foi filtrada e particionada com AcOEt. O extrato AcOEt foi
evaporado. O residuo obtido foi dissolvido em MeOH/H20 95/5 e particionado com
hexano. Evaporou-se a fragdo polar até a secura, dando origem ao extrato organico
AcOEt-MeOH.

O extrato organico AcOEt-MeOH foi submetido a fracionamentos por
cromatografia em coluna de permeacdo em gel contendo Sephadex® LH-20, por
cromatografia em coluna pré-empacotada e por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a detector UV.

Foram realizadas etapas de separacdo e purificacdo nas fragcbes obtidas,
descritas na Secdo 4.3. O isolamento e andlise por técnicas espectroscopicas dos
metabdlitos puros produzidos no meio de cultura da linhagem Peroneutypa sp.
possibilitou a identificacdo de trés compostos inéditos e dois ja reportados na
literatura.

A contribuigdo do Dr. Marcelo Amorim na supervisdo da analise estrutural dos
compostos isolados foi essencial na caracterizacdo das substancias aqui
investigadas.

Dos compostos isolados, trés sdo analogos da classe das solanapironas, sendo
dois deles considerados inéditos. Um composto inédito pertencente a classe dos
diterpenos e um composto conhecido da classe das isoflavonas, também foram

identificados.

5.1 Identificagdo estrutural da substancia M16As54I

A substancia M16As54l, revelou-se como um solido branco amorfo, com
rotacdo especifica de [a]3? — 173 (c 0,1; MeOH). O espectro de massas de alta
resolucdo (HRMS) deste composto revelou a formula molecular C20H27NO4, com um

indice de deficiéncia de hidrogénio igual a oito. Observou-se um pico no espectro de
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massas de alta resolucdo da molécula protonada em m/z 346,2014 [M + H]* , outro
sinal em m/z 369,1832 correspondente ao aduto de sddio [M+Na]* bem como pico em
m/z 713,3787, correspondente ao dimero de sodio [2M + Na]* do mesmo composto
(Apéndice 41).

O espectro no infravermelho (Apéndice 42), exibiu bandas de estiramento C=0
em 1720 cm™ e em 1600 cm™, sugerindo a presenca de carboxila conjugada a dupla
ligacéo entre carbonos, além de bandas de estiramento C-H em 2915 cm™ e O-H em
3249 cm.

A andlise conjunta dos espectros de RMN de 'H e HSQC do composto
M16As54| (Apéndices 32, 33 e 35) permitiu identificar: a) dois sinais caracteristicos
de hidrogénios olefinicos ou arométicos isolados em é+ 6,63 (1H, s, H-12), 6+ 8,14
(1H, s, H-16); b) dois sinais de hidrogénios olefinicos acoplados vicinalmente em on
5,56 (1H, ddd 10,0; 4,7; 2,4 Hz, H-3) e éu 5,40 (1H, dd 10,0; 1,6 Hz, H-4); c) dois
dubletos em 6+ 0,65 (3H, d 6,9 Hz, H3-19) e 6+ 0,84 (3H, d 7,1 Hz, H3-17), além de um
singleto on 1,38 (3H, s, H3-18), referentes a trés grupos metila. Pdde-se observar de
sinais de hidrogénios multipletos referentes a grupos metileno entre o+ 1,27 e 61 1,86,
bem como sinais referentes a grupos metino em éx 1,50 (1H, m), én 1,91 (1H, t, 9,7)
e Ox 2,00 (1H, m) (Tabela 4).

Os dados observados nos espectros RMN de 3C revelaram a existéncia de
20 sinais, sendo estas atribuidas a: a) oito carbonos metinos, dos quais quatro sao de
dupla ligagdo ( C-3 em 6c 131,0,C-4 em 6¢c 130,5, C-12 em &6c 94,9 e C-16 em oc
143,6); b) trés metilenos (C-7 em o6c 35,6, C-7 em &c 28,2, C-8 em &c 39,1); c) trés
metilas (C-17 em dc 20,3, C-18 em 6c 18,9, C-19 em &c 21,2); d) uma metoxila (C-20
em Oc 58,1); e) cinco carbonos quaternarios, incluindo uma carbonila de um grupo
carboxila (C-15 em 6c 163,2) (Tabela 4).

As andlises dos espectros de COSY (Apéndice 37), HSQC-TOCSY (Apéndice
38) e HMBC (Apéndice 36) permitiram identificar a presenca de uma porcao decalina
com insaturacdo nos carbonos C-3 e C-4 e posicionar as metilas Hz-19 e Hs-17 aos

carbonos C-9 e C-2, respectivamente.
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Figura 18. Correlacdes observadas no mapa de contorno COSY para a por¢ao decalina presente no
composto M16As54I

COSY

Fonte: autoria propria

Correlacdes observadas no espectro de HMBC dos hidrogénios H-12 e H-16,
juntamente com a informagéo do numero de a4tomos de oxigénio e nitrogénio a partir
da férmula molecular, permitiram deduzir a existéncia de uma por¢do pirano
trissubstituida com o0s grupos metoxi e oxima posicionados em C-13 e C-14,
respectivamente.

Considerando-se correlagfes observadas no espectro HMBC de H-10 e H-18
com C-11 (¢ 177,3), e de H-12 com C-11, foi possivel definir a conectividade das
porcdes de decalina e pirano. Portanto, a estrutura planar do composto M16As511 foi

determinada como sendo um novo analogo das solanapironas (Figura 21).

Figura 19. Correlacdes observadas no mapa de contorno HMBC do composto M16As54I

HMBC
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Fonte: autoria propria

A configuracéo relativa da porcdo de decalina do composto M16As54! foi
estabelecida a partir das analises dos dados do espectro NOESY ( Apéndices 39 e
40) e comparacao com os dados da literatura. A interacdo de H-10 com Hz-17 e Hs-
19 estabeleceu orientages pseudoaxiais para CHs-17 e H-10, e orientacdo equatorial
para CHs-19. O acoplamento de H-10 com H-5 e H-6ax, com multiplicidade de tripleto
e constante de acoplamento de 9,7 Hz, confirmou que H-5 apresenta orientacao trans-
axial com H-10, indicando uma fusao do anel trans dos anéis A e B da porcao decalina.
A interagdo NOESY de H-5 com Hs-18 também corroborou para estabelecer a

orientacdo de CHzs-18 como pseudoaxial do mesmo lado do plano que H-5.

Figura 20. Interag6es NOE observadas no espectro NOESY para determinagéo da configuracao
relativa da porgéo trans-decalina presente no composto M16As54I

Fonte: autoria propria

Uma vez que néo foi possivel observar no espectro de RMN de *H em CD30D
0 pico referente ao hidrogénio do grupo oxima, devido a troca isotopica entre 0s
atomos de deutério (D) do solvente e dos hidrogénios (H) dos grupos oxima, foi
necessario realizar a re-aquisicdo dos dados de RMN-'H da amostra em DMSO-ds,
para determinar a configuragéo (se E ou Z) desse grupo oxima. O espectro de RMN-
'H indicou a presenca do hidrogénio da hidroxila da oxima em 64 11,11.

Pelas correlacdes observadas no espectro NOESY, foi possivel visualizar a
interacdo de H-16 em 61 7,95 no espectro adquirido em DMSO-ds com a hidroxila da
oximaem én 11,11, o que permitiu estabelecer a configuragdo da oxima como E. Estes
dados permitiram a atribuicdo da configuracdo relativa de M16As54l como ilustrado

na Figura 21.



Figura 21. Configuracdo relativa estabelecida para o composto M16As54l a partir das correlacfes

observadas no NOESY.

Fonte: autoria propria
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Tabela 2. Dados de RMN de 'H e **C (600 MHz, CDs0D) para a substancia M16As54l.

40

M16ASs54I
PosICAO ou(J in H2) Oc
1 - 46,2
2 2,00 (1H, m) 46,7
3 5,56 (1H, ddd 10,0; 4,7; 2,4) 131,0
4 5,40 (1H, dd 10,0; 1,6) 130,5
5 1,88 (1H, m) 41,9
6 1,27 (1H, m) 35,6
1,86 (1H, m)
7 1,50 (1H, m) 28,2
1,79 (1H, m)
8 1,31 (1H, m) 39,1
1,69 (1H, m)
9 1,50 (1H, m) 38,0
10 1,91 (1H,t9,7) 45,8
11 - 177,3
12 6,63 (1H, s) 94,9
13 - 171,7
14 - 98,1
15 - 163,2
16 8,14 (1H, s) 143,6
17 0,84 (3H,d 7,1) 20,3
18 1,38 (3H, s) 18,9
19 0,65 (3H, d 6,9) 21,2
20 4,06 (3H, s) 58,1
OH” 11,11 (1H, s) -

ASinal observado em DMSO-ds.
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A configuracdo absoluta do composto M16AS54I, foi estabelecida por uma
analise comparativa dos espectros de dicroismo circular eletrénico (ECD)
experimental e simulado. O espectro de ECD médio de Boltzmann de (-E-)-(1-R, 2-R,
5-S, 9-S, 10-R ) do composto isolado (Apéndice 43) apresentou excelente correlagao
com o espectro de ECD experimental, os quais apresentam efeito Cotton positivo em
215 e 250 nm e um efeito Cotton negativo em torno de 263 e 330 nm. Este resultado
definiu inequivocamente a configuracéo absoluta de M16AS54l.

A presenca do grupo oxima ligado ao C-16 torna esta substancia inédita na

literatura, tendo sido atribuido o nome solanapirona S.

5.2 Identificacdo estrutural da substancia M16As38A2

A substancia M16As38A2 revelou-se como um Oleo amarelo, com rotacéo
especifica [a]3® — 37 (c 0.1; MeOH). A andlise por espectrometria de massas de alta
resolucdo em modo positivo de ionizacdo, indicou a formula C21H29NOg,
correspondendo a um indice de deficiéncia de hidrogénio de 8. No espectro de massas
de alta resolucéo observou-se um sinal em m/z 360,2164, correspondendo a molécula
protonada [M + H]* e um outro sinal em m/z 719,4406, correspondente ao dimero
protonado [2M + H]* (Apéndice 13).

Os dados analisados a partir do espectro de RMN 'H (Apéndice 5) do composto
M16As38A2 e a comparacdo com o espectro de RMN H da amostra M16As54l,
apresentada na Secao 5.1, permitiram observar sinais caracteristicos de compostos
da classe das solanapironas, sendo possivel inferir que ele se tratava de um analogo
desta classe de compostos.

As diferencas observadas foram a auséncia dos substituintes metoxila e oxima
em C-13 e C-14, respectivamente. Os dados de RMN 'H, RMN 3C (Apéndice 7) e
HSQC (Apéndice 8) revelaram a presenca de um grupo aldeido (6n-16 9,91, Oc-16
191,6) e de um grupo hidroxietilamino (dn-20 3,58, 0c-20 46,2; On-21 3,75, dc-21 61,4),
ambos grupos também observados na estrutura da solanapirona C (ICHIHARA;
TAZAKI; SAKAMURA, 1983). A diferenca em relacéo a solanapirona C € a presenca
de grupos metila em C-1 e C-9 com ou 1.35 (6c 19,0) e ou 0.77 (6c 21,0),
respectivamente. A confirmac¢éo da hipotese estrutural foi realizada por uma analise
detalhada dos espectros COSY e HMBC, que apresentaram as correlagdes indicadas

na Figura 22.
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Figura 22. Correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC que estabelecem a
estrutura do composto M16As38A2
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Fonte: autoria propria

As interacbes NOE observadas no espectro NOESY foram entre H3-18 e H-5 e
Hs-19, e entre Hs3-17 e H-10 (Apéndice 11). Desta forma, foi possivel estabelecer a
configuracéo relativa do composto da amostra M16As38A2 como sendo 1R*, 2R*
5S*, 9R*, 10R*. Sugere-se para 0 composto da amostra M16As38A2 o nome

solanapirona T.

Figura 23. Configuracao relativa estabelecida para o composto M16As38A2 a partir das correlacdes
observadas no NOESY.

Fonte: autoria propria

Tabela 3. Dados de RMN de 'H e 3C (600 MHz; CDsOD) de M16As38A2 comparado com M16As54l.

M16AS38A2 M16ASs54|
Ne. OH (J in HZ) Oc OH (J in HZ) Oc
1 - 46,2 - 46.2
2 1,97 (1H, m) 46,6 2.00 (1H, m) 46.7
3 5,56 (1H, ddd 10,0; 4,7; 2,4) | 130,9 | 5.56 (1H, ddd 10.0,4.7,2.4) | 131.0
4 5,39 (1H, dt 10,0; 1,5) 130,5 5.40 (1H, dd 10.0, 1.6) 130.5
5 1,86 (1H, m) 41,8 1.88 (1H, m) 41.9
6 1,26 (1H, m) 35,6 1.27 (1H, m) 35.6
1,85 (1H, m) 1.86 (1H, m)
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7 1,49 (1H, m) 28,2 1.50 (1H, m) 28.2
1,79 (1H, m) 1.79 (1H, m)
8 1,32 (1H, m) 39,1 1.31 (1H, m) 39.1
1,69 (1H, m) 1.69 (1H, m)
9 1,49 (1H, m) 38,2 1.50 (1H, m) 38.0
10 1,89 (1H,19,3) 45,5 1.91 (1H, 1 9.7) 45.8
11 - 179,0 - 177.3
12 6,42 (1H, s) 94,7 6.63 (1H, s) 94.9
13 - 162,4 - 171.7
14 - 95,8 - 98.1
15 - 166,1 - 163.2
16 9,91 (1H, sl) 191,6 8.14 (1H, s) 143.6
17 0,90 (3H, d 7,1) 20,3 0.84 (3H,d 7.1) 20.3
18 1,35 (3H, s) 19,0 1.38 (3H, s) 18.9
19 0,77 (3H, d 6,9) 21,0 0.65 (3H, d 6.9) 21.2
20 3,58 (2H, dt 5,2; 1,0) 46,2 4.06 (3H, s) 58.1
21 3,76 (2H, t5,2) 61,4

5.3 Identificacdo estrutural da substancia M16As38A1

A andlise do espectro de RMN de 'H da amostra M16As38A1 também
possibilitou a identificacdo de sinais caracteristicos da classe das solanapironas. A
analise desta amostra por HPLC-MS permitiu observar no espectro de massas sinais
dos ions m/z 333 [M+H]* correspondente a molécula protonada e m/z 315 [M-H20+H]*
correspondente a molécula protonada com perda de uma molécula de agua (Apéndice
2). Em comparacdo com dados da literatura referente a classe desses compostos, foi
possivel supor a identidade da substancia como sendo a solanapirona M (Figura 18),
com [a]3* —52,7 (c 0,08; MeOH).(SCHMIDT; GLOER; WICKLOW, 2007).

Figura 24. Estrutura quimica da solanapirona M ( suposto composto M16As38A1).
OH
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Fonte: autoria propria

O espectro de RMN *H do composto M16As38A1 (Apéndice 3) indicou: a) a
presenca de um metino vinilico em én 6,56 (1H, s); b) hidrogénios alilicos em n 5,56
(1H, ddd 10,4; 4,8; 2,4 Hz) e 61 5,39 (1H, dd 9,9; 1,5 Hz); ¢) um grupo metoxila em &n
4,0 (3H, s); d) um grupo metileno proximo a um elemento eletronegativo em 6n 4,4
(2H, s), e; e) trés grupos de metilas em 6x 0,64 (3H, d 6,9 Hz), én 0,83 (3H, d 7,1 Hz)
e On 1,37 (3H, s), além de sinais de hidrogénios multipletos referentes a grupos
metileno e metino entre éu 1,28 e o1 1,98. Estes sinais sdo muito similares aos sinais
de RMN !H, encontrados na literatura, da solanapirona M (SCHMIDT; GLOER;
WICKLOW, 2007).

5.4 ldentificacdo estrutural da substancia M16As51F1

A elucidacéo estrutural da substancia M16As51F1, pertencente a classe dos
diterpenos, foi possivel pela anélise dos dados de RMN *H, RMN *3C, HSQC, COSY,
HMBC, TOCSY e NOESY, infravermelho, rotacdo éptica e espectrometria de massas.

A substancia M16As51F1 revelou-se como um soélido amorfo branco com
rotacdo especifica de [a]3® + 16,5 (c 0,08; MeOH). A analise dos dados obtidos por
espectrometria de massas de alta resolucdo, em modo positivo de ionizacdo
(Apéndice 28), exibiu sinal em m/z 319,2281 [M + H]* correspondente a molécula
protonada, e em m/z 301,2173 correspondente a molécula protonada com perda de
uma molécula de agua [M-H20 + H]*. Os dados obtidos indicaram uma formula
molecular de C20H3003, com um indice de deficiéncia de hidrogénio de 6.

No espectro de absor¢cdo no infravermelho (Apéndice 29) observam-se: a)
banda larga de estiramento O-H em 3408 cm; b) banda intensa de estiramento C-H
em 2924 cml, e; c) banda de estiramento C=0 caracteristica de cetona conjugada
com ligacéo dupla entre carbonos, em 1676 cm™.

As andlises dos espectros de RMN de *H (Apéndice 14) e HSQC (Apéndice 19)
do composto M16As51F1 permitiram a identificacdo de sinais caracteristicos de: a)
metinos alifaticos em 6n 2,08 (1H, s) e on 2,47 (1H, m); b) metinos olefinicos em on
6,16 (1H, t 2,6 Hz, H-7) e én 5,93 (1H, dd 17,9 e 10,9 Hz, H-15), e; ¢) metinos
oxigenados em on 4,31 (1H, m, H-11) e em 61 4,82 (1H, t 2,2 Hz, H-14). Pode-se
observar também sinais referentes a grupos metileno em 61 5,02 (1H, dd 17,9 e 1,2,
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H-16a) e on 5,09 (1H, dd 10,9 e 1,2, H-16b), bem como de quatro grupos metila em
o1 1,24 (3H, H3-17), 61 1,11 (3H, H3-18), 6+ 1,17 (3H, H3-19) e &u 1,14 (3H, s, H3-20),
além de sinais de grupos metilenos entre on 1,22 — 2,22 (Tabela 3).

Os dados verificados no espectro de RMN de 13C (Apéndice 17 e Apéndice 18)
revelaram a existéncia de 20 sinais, sendo estas atribuidas a: a) um carbono
carbonilico ( C-6, 6c 203,7); b) quatro carbonos olefinicos (C-7, 6c125,8; C-8, 6c165,4;
C-15, 6c145,1; C-16, 6c113,5), dois carbonos hidroxilados (C-11, 6c 64,9; C-14, oc
75,3), além de sinais de carbonos de grupos metino, metileno e metila entre 6c 16,8 e
Oc 66,7.

Considerando o numero de sinais no espectro de RMN 3C, o nimero de
carbonos de grupos metila e a multiplicidade destes no espectro de RMN !H, aliado
as informacdes de levantamentos bibliograficos, péde-se assumir que o composto em
guestao apresentava um esqueleto diterpénico. A partir das correlagbes observadas
no espectro HMBC foi possivel posicionar os grupos substituintes e confirmar que tal
substancia era de fato um diterpeno (Figura 20).

As correlagdes verificadas no espectro de HMBC (Apéndice 20) de H3-18 e Hs-
19 com C-3, C-4 e C-5 permitiram o posicionamento das metilas CHz-18 e CH3-19 em
C-4. J4 as correlagbes de H3-20 com H-1, H-9 e H-10 permitiram posicionar a metila
CH3-20 em C-10. A metila CHs-17 foi posicionada em C-13 observando-se suas
correlagdbes HMBC com C-12, C-13, C-14 e C-15. O grupo vinila foi posicionado em
C-13 a partir das correlagbes HMBC de H-15 com Hs-17, C-12, C-13 e C-14, e de H2-
16 com C-13 e C-15.

Outras correlagdes observadas no HMBC de H-5 com C-6, e de H-7 com C-5,
C-9 e C-14 permitiram posicionar a carbonila em C-6 e a insaturacdo nas posicoes C-
7/C-8. O carbono quaternério (6c 165,4, C-8) teve sua posi¢cdo confirmada por meio
das correlagbes HMBC de H-11 e H-9 com C-8.

Figura 25. Correlacdes de HMBC, COSY e TOCSY observadas no composto M16As51F1.

¥ N HMBC
- COSY e
TOCSY

Fonte: autoria propria
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A analise das correlacdes observadas no espectro de COSY (Apéndices 22 e

23) permitiu observar acoplamentos a longa distancia entre H-7 com H-9 e H-14. O

experimento de TOCSY ( Apéndice 24) também corroborou para identificar os

sistemas de spin presentes na estrutura quimica.

Pela analise dos dados do espectro de NOESY ( Apéndices 25, 26 e 27) foi
atribuida a configuracdo relativa de M16As51F1. Importantes interacbes NOESY
observadas entre H-9 com H-1a, H-5 e H-11, e entre H-5 com H-9, H-18, H-1a, H-2q,

e H-3a indicaram a orientacéo co-facial desses grupos.

Figura 26. Correlacdes NOESY observadas no composto M16As51F1.

Fonte: autoria propria

»—x NOESY

Tabela 4. Dados de RMN de 'H e *C (600 MHz, CD30D) para a substancia M16As51F1.

M16As51F1
Posicéo ™, (J in Hz) ™c HMBC
1a 1,34 (1H, m) 39,9 16,8; 19,2; 44,4; 45,5
18 1,94 (1H, m)
2a 1,69 (1H, m) 19,2 33,5;39,9; 44,4; 45,5
2B 1,50 (1H, m)
3a 1,38 (1H, m) 44.4 19,2; 22,2; 33,5; 39,9
3B 1,22 (1H, m)
4 - 33,5 =
5 2,08 (1H, s) 66,7 | 16,8; 22,2; 33,5; 45,5; 57,7; 203,7
6 - 203,7 -
7 6,16 (1H, t 2,6) 125,8 57,7, 66,7; 75,3
8 - 165,4 -
9 2,47 (1H, m) 57,7 | 16,8;45,5; 64,9w; 125,8w; 165,4
10 - 45,5 -
11 4,31 (1H, m) 64,9 41,1;165,4




a7

12a 2,22 (1H, dd 15,1 e 5,3) 46,5 | 41,1;455w;57,7; 75,3; 145,1
12 1,75 (1H, ddd 15,1, 2,1 e 1,0)

13 - 41,1 -

14 4,82 (1H, t 2,2 Hz) 75,3 -

15 5,93 (1H, dd 17,9 e 10,9) 145,1 28,8; 41,1; 46,5; 75,3
16a 5,02 (1H,dd 17,9 e 1,2) 113,5 41,1; 145,1

16b 5,09 (1H, dd 10,9 e 1,2)

17 1,24 (3H, s) 28,8 41,1; 46,5; 75,3; 145,1
18 1,11 (3H, s) 34,3 22,2: 33,5; 44,4; 66,7
19 1,17 (3H, s) 22,2 33,5; 34,3; 44,4; 66,7
20 1,14 (3H, s) 16,8 39,9; 45,5; 57,7, 66,7

A configuracdo absoluta do composto M16As51F1 foi obtida pela andlise
comparativa dos espectros experimental e simulado de dicroismo circular eletrénico
(ECD) (Apéndice 31). Conforme as configuracOes relativas obtidas, o espectro de
ECD de Boltzmann médio para (5S, 9R, 10R, 11S, 13S, 14S) do composto
M16As51F1 combinou muito bem com o espectro de ECD experimental, com efeito
Cotton positivo em torno de 245 nm e efeito Cotton negativo em torno de 215 nm. Este
resultado demonstrou inequivocamente a configuracdo absoluta do composto
M16As51F1 como (5S, 9R, 10R, 11S, 13S, 14S).

A substancia M16As51F1 apresenta o esqueleto de carbonos caracteristicos
dos diterpenos, e diferencia-se das demais, sobretudo pela posicédo da carbonila,

sendo inédita na literatura.

5.5 Identificagcao estrutural da substancia M16As140D

A substancia M16140D foi obtida na forma de um 6leo amarelo. A andlise por
espectrometria de massas de alta resolucéo (Apéndice 55) deste composto exibiu um
ion em m/z 255,0662 [M+H]*, revelando a férmula molecular de CisH1004, com um
indice de deficiéncia de hidrogénio de 11.

O espectro no infravermelho (Apéndice 56), mostrou bandas de estiramento em
3246 cm™, caracteristicas de grupos hidroxila, em 2918 cm de carbonos sp? e em

1674, caracteristica de carbonila conjugada a anel aromatico.
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Os dados observados no espectro de absor¢éo na regido do UV ( Apéndice 57)
permitiu observar bandas com comprimento de onda maximo em 249 e 300 nm,
caracteristico de carbonila a,8-insaturada.

A andlise dos espectros de RMN de 'H do composto M16As140D (Apéndices
45 e 46) possibilitaram a identificacdo de sinais caracteristicos de anel benzeno para-
dissubstituido com simetria em én 6,80 (2H, dd 6,7 e 2,1 Hz, H-2’ e H-6’) e on 7,37
(2H, dd 6,7 e 2,1 Hz, H-3' e H-5’), hidrogénios aromaticos em én 6,86 (1H, dd 8,8 e
2,2 Hz, H-5), 61 6,92 (1H, dd 8,8 € 2,2 Hz, H-7) e 61 7,95 (1H, dd 8,8 e 2,2 Hz, H-8)
evidenciando outro anel benzeno trissubstituido e um sinal de hidrogénio olefinico em
OH 8,27 (1H, s, H-3). O hidrogénio H-3 apresentou sinal no espectro de RMN de H
caracteristico de carbono sp? ligado a oxigénio (6c 152,8). O sinal em on 8,35 foi
atribuido a residuo de &cido férmico utilizado na fase movel durante a etapa
cromatografica de isolamento da substancia.

As 15 ressonancias observadas pela andlise do espectro de RMN de 3C (
Apéndice 47 e Apéndice 48) revelaram a existéncia de oito carbonos metinos e sete
carbonos quaternarios sendo um deles de grupo carbonila (C-1 em 61 174,7 ) (Tabela
5). Os sinais observados em oc 115,0 e ¢ 130,0 correspondem a dois carbonos cada
devido a simetria do anel benzeno para H-2’, H-3’, H-5" e H-6’, confirmado pelas
correlagdes observadas no espectro de HSQC (Apéndice 49).

As correlagdes vistas no espectro de HMBC (Apéndice 50) de H-3 com C-4a e
C-1, juntamente com as correlacbes de H-8 com C-1 e de H-5 com C-8a e C-4a,
evidenciaram a presenca de uma porg¢ao de cromenona com substituicdo em C-2 e
uma carbonila a, B-insaturada ligada em C-8a. A conectividade da porcdo aromatica
com simetria em C-2 da porcao de cromenona foi possivel observando-se correlacdes
HMBC de H-5" e H-3’ com C-2 e de H-3 com C-2 e C-4’ (Figura 22).

Figura 27. Substancia M16As140D e correla¢gbes chaves HMBC.
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Fonte: autoria propria

Pela comparacdo dos dados espectroscopicos da literatura e dos dados
experimentais obtidos foi possivel identificar o composto M16As140D como sendo a
daidzeina ( HAZATO et al., 1979; RONG et al., 1998 ; PRASAD et al., 2023)

Tabela 5. Dados de RMN de *H e *C (600 MHz, DMSO-ds) para a substincia M16As140D.

M16As140D
Posicéo ™, (J in Hz) e HMBC
1 - 1747
2 - 123,5
3 8,27 (1H, s) 152,8 | 174,7; 157,5; 122,6; 123,5
AA o 157,5
5 6,86 (1H, dd 8,8 € 2,2 Hz) 102,1 | 115,3;116,5; 157,5; 162,9
6 - 162,9
7 6,92 (1H, dd 8,8 e 2,2 H2) 115,3 102,1; 116,5
8 7,95 (1H, dd 8,8 e 2,2 Hz) 127,2 174,7; 162,9; 157,5
8a - 116,5
1’ - 157,2
2 6,80 (1H, dd 6,7 e 2,1 Hz) 115,0 115,0; 122,6; 157,2
3 7,37 (1H,dd 6,7 e 2,1 Hz) 130,0 157,2; 123,5; 130,0
4 - 122,6
5 7,37 (1H, dd 6,7 e 2,1 Hz) 130,0 157,2; 123,5; 130,0
6’ 6,80 (1H, dd 6,7 e 2,1 Hz) 115,0 115,0; 122,6; 157,2

5.6 Avaliacédo da atividade antiplasmodial dos compostos isolados

Todos os compostos isolados acima relatados, foram submetidos a bioensaios
para que fossem avaliadas suas atividades antiplasmodial frente a linhagem de
Plasmodium falciparum 3D7. Os bioensaios foram realizados pelo laboratério
coordenado pelo Prof. Dr. Rafael Guido — IFSC/USP.

Apenas o0 composto M16As140D, a daidzeina, apresentou a atividade
antiplasmodial mais potente, além de auséncia de efeito citotoxico quando testada em
uma concentracdo tdo alta quanto 100 uM (IC so "ePS2> 100 uM).

A daidzeina apresentou atividades inibitérias similares quando testada em um
painel de cepas de P. falciparum resistentes, incluindo Dd2 [resistente a cloroquina
(CQ), sulfadoxina (SDX), pirimetamina (PYR), mefloquina (MQ), cicloguanil (CYC)],
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TM90CG6B [resistente a CQ, PYR, atovaquona (ATO)] e 3D7r_MMV848 (resistente a
MMV848) proporcionando valores de indices de resisténcia (RI) mais baixos de 2. Nao
foi observada resisténcia cruzada aos antimalaricos padrao-ouro, sugerindo assim
gue a atividade antiplasmodial dos metabdlitos ocorre por meio de um mecanismo de
acao distinto.

A daidzeina € um flavondide, da classe das isoflavonas, encontrado
principalmente na soja e em produtos de soja, e tem sido objeto de estudos devido as
suas potenciais atividades bioldgicas (SINGH et al., 2023; LADDHA; KULKARNI,
2023).

As principais atividades biolégicas associadas a daidzeina sdo especialmente
aguelas associadas ao controle do estrogénio, como cancer de mama, diabetes,
osteoporose e doencas cardiovasculares e além de atuar como antioxidante,
antialérgico e antiinflamatorio (ALSHEHRI et al., 2021).

N&o ha relatos de associacao de atividade antiplasmodial com a daidzeina. Tal
dado ilustra a necessidade e importancia da realizacdo de estudos que possam
ampliar as possibilidades de atividades biolégicas de metabdlitos secundarios ja
conhecidos ou ndo, como potencialmente interessantes para o desenvolvimento de

novos agentes antiplasmodiais.
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6. Concluséao e perspectivas futuras

A investigacdo do extrato metandlico derivado do meio de cultivo da linhagem
fungica Peroneutypa sp., que apresentou atividade antiplasmodial, possibilitou o
isolamento e a identificacdo de cinco compostos.

Trés dos compostos isolados sdo da classe das solanapironas. O composto
M16As38A1 mostrou ser a solanapirona M, apds comparacéo dos dados obtidos por
RMN !H e espectrometria de massas com os dados encontrados na literatura. Os
compostos M16As38A2 e M16As54]1 mostraram ser derivados inéditos das
solanapironas. O primeiro composto tem a presenca de dois grupos metilas em C-3 e
C-9, o que o diferencia da solanapirona C e o segundo tem a presenca de um grupo
oxima ligado ao C-14.

O composto M16As51F1 foi identificado como sendo um diterpeno, e o
composto M16As140D identificado como a daidzeina.

A daidzeina apresentou atividade antiplasmodial moderada contra P.
falciparum resistente a cloroquina. Embora ainda ndo amplamente documentada
como uma de suas principais atividades biolégicas, destaca o potencial deste
composto como agente antiplasmodial.

Baseando-se nos resultados deste estudo, € possivel inferir que os fungos
marinhos continuam a ser uma fonte valiosa e promissora de compostos quimicos de
interesse biolégico e farmacoldgico. A obtencdo de trés compostos inéditos,
juntamente com os dois ja reportados, ressalta a diversidade quimica associada a
esses microrganismos marinhos, além de enfatizar a importancia da investigacéo e
preservacdo da biodiversidade marinha, ja que esta tem se revelado um importante

arcabouco para a obtencédo de novos compostos naturais bioativos.
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Apéndice 1. Espectro de absorc¢do na regido do UV por HPLC-DAD de M16As38A1.
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Apéndice 2. Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizagdo de M16As38A1
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Apéndice 3. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD30D) do composto M16As38AL.
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Apéndice 4. Espectro de RMN de *H (600 MHz, CD30OD) do composto M16As38A2
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Apéndice 5. Expans&o do espectro de RMN de *H (600 MHz, CDs0D) do composto M16As38A2
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Apéndice 6. Expans&o do espectro de Espectro de RMN de *H (600 MHz, CD30D) do composto M16As38A2.

OO~ OWNSt T —OOoD N——OoO®H O
............... DN <
—TrrrTrrTTTTTTTTTTTTT T T —_rTT T

o
)3y 3) 3 00 00 00 Q0 00 00 Q0 00 00 ™~ I~ [~
—

)

—168

BN

@O M- W~ DD~ LD —
SRR QO NNNNNN 0@

e SRR ¥

MWULJUL

_—0.7
— 0.7

Ll -

1.6

S N |

1.0

0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 [rel]

0.1

-0.0

65



Apéndice 7. Espectro de RMN de *C (150 MHz, CD30OD) do composto M16As38A2
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Apéndice 8. Espectro de RMN de HSQC (600 MHz, CD30D) do composto M16As38A2
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Apéndice 9. Espectro de RMN de HMBC do composto M16As38A2 (600 MHz, CD30D).
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Apéndice 10. Espectro de RMN de COSY do composto M16As38A2
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Apéndice 11. Espectro de RMN de NOESY (600 MHz, CD30OD) do composto M16As38A2
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Apéndice 12. Espectro de absorc¢éo na regido do UV por HPLC-DAD de M16As38A2
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Apéndice 13.Espectro de ESI-MS em modo positivo de ionizacdo de M16As38A2.

13901 Peak 1- 7Q F1 Sran 10000-100000 FS+ Cantrad CY =31

360.1
3611
382.1

157.2 199.7200.4220 1268.8 %21 3831308 14931 551.1359 05669

7195
741.5

7018 |"*%772.7820 491839190

72



Apéndice 14.Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD30D) do composto M16As51F1
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Apéndice 15. Expanséo do espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD30D) do composto M16As51F1.
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Apéndice 16.Expansao do espectro de RMN de 1H (600 MHz, CD30D) do composto M16As51F1.
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Apéndice 17. Espectro de RMN de *3C (150 MHz, CDs0D) do composto M16As1F1
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Apéndice 18. Expanséo do espectro de RMN de *3C (150 MHz, CDsOD) do composto M16As51F1.
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Apéndice 19. Espectro de RMN de HSQC (600 MHz, CD30D) do composto M16As51F1
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Apéndice 20. Espectro de RMN de HMBC (600 MHz, CD30D) do composto M16As51F1.
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Apéndice 21. Espectro de RMN de COSY (600 MHz, CD30D) do composto M16As51F1.
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Apéndice 22. Expansao do espectro de RMN de COSY (600 MHz, CD30D) do composto M16As51F1.
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Apéndice 23. Expansao do espectro de RMN de COSY (600 MHz, CD30D) do composto M16As51F1.
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Apéndice 24. Espectro de RMN de TOCSY (600 MHz, CD30D) do composto M16As51F1. Espectro de RMN de *H (A), irradiagdo em &+ 1,94 (B) e irradiagéo

em &+ 4,31 (C).
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Apéndice 25. Espectro de RMN de NOESY (600 MHz, CD30D) do composto M16As51F1.
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Apéndice 26. Expansao do espectro de RMN de NOESY (600 MHz, CD30D) do composto M16As51F1.
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Apéndice 27. Expansao do espectro de RMN de NOESY (600 MHz, CD30D) do composto M16As51F1.
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Apéndice 28. Espectro de HRESIMS da amostra M16As51F1.
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Apéndice 29. Espectro de IV (ATR) de M16As51F1.
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Apéndice 30. Espectro de absorcéo na regido do UV (60 pg/mL; MeOH) de M16As51F1.
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Apéndice 31. (Esquerda) Comparacgéo dos espectros de ECD e UV observados de (+)-M16As51F1 (120 pg/mL; MeOH) (traco preto) com os espectros de
ECD e UV calculados em [PCM(MeOH)-CAM-B3LYP/TZVP//PCM(MeOH)-wB97X-D/6-31G+(d,p)] da média de Boltzmann dos conférmeros de menor energia
identificados para (5S, 9R, 10R, 11S, 13S, 14S) (traco azul). (Direita acima) Ampliacdo do espectros de ECD. (Direita abaixo) Estrutura, energia livre de
Gibbs relativa e populacdo de Boltzmann (%) dos conférmeros de energia mais baixa de (5S, 9R, 10R, 11S, 13S, 14S)-M16As51F1.
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Apéndice 32. Espectro de RMN de 1H (600 MHz, CD30D) do composto M16As54l.
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Apéndice 33. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) do composto M16As541.
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Apéndice 34.Espectro de RMN de 13C (150 MHz, CD30D) do composto M16As54l.
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Apéndice 35.Espectro de RMN de HSQC (600 MHz, CD3z0D) do composto M16As54l.
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Apéndice 36. Espectro de RMN de HMBC (600 MHz, CD30D) do composto M16As541.
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Apéndice 37. Espectro de RMN de COSY (600 MHz, CD30D) do composto M16As54I
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Apéndice 38. Espectro de RMN de HSQC-TOCSY (600 MHz, CD30D) do composto M16As54|
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Apéndice 39. Espectro de 2D-NOESY (600 MHz, CD30D) do composto M16As54l.
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Apéndice 40. Espectro de 1D-NOESY (600 MHz, DMSO-ds) do composto M16As54I. Espectro de RMN de 'H (A) e irradiagdo em &+ 11,11 (B).
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Apéndice 41. Espectro de HRESIMS da amostra M16As54I.
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Apéndice 42 .Espectro de infravermelho (ATR) do composto M16As54I.
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Apéndice 43. Espectro de absor¢do na regido do UV (15 pug/mL; MeOH) da amostra M16As54I.
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Apéndice 44. (Esquerda) Comparacgéo dos espectros de ECD observados de (+)-M16As541d (50 pg/mL; MeOH) (traco preto) com o espectro de ECD
calculado em [PCM(MeOH)-CAM-B3LYP/TZVP//PCM(MeOH)-wB97X-D/6-31G+(d,p)] da média de Boltzmann dos conférmeros de menor energia (Direita)
Estruturas, energias livres Gibbs relativas e populacdo de Boltzmann (%) dos conférmeros de energia mais baixa de (E)-(1R, 2R, 5S, 9S, 10R)-M16As54Id.
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Apéndice 45. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) do composto M16As140D.
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Apéndice 46. Expansio do espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) do composto M16As140D.
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Apéndice 47. Espectro de RMN de *3C (150 MHz, DMSO-ds) do composto M16As140D.
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Apéndice 48.Expanséo do espectro de RMN de *3C (150 MHz, DMSO-ds) do composto M16As140D.
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Apéndice 49.Espectro de RMN de HSQC (600 MHz, DMSO-ds) do composto M16As140D.
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Apéndice 50. Espectro de RMN de HMBC (600 MHz, DMSO-des) do composto M16As140D.
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Apéndice 51.Espectro de HRESIMS da amostra M16As140D.
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Apéndice 52. Espectro de infravermelho (pastilha de Si) do composto M16As140D.
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Apéndice 53. Espectro de absorcéo na regido do UV (10 pg/mL; MeOH) do composto M16As140D.
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