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RESUMO

Fungos endofiticos sdo aqueles que habitam espécies vegetais e estabelecem uma
relacdo de endossimbiose, na qual auxiliam a planta hospedeira quanto a patégenos,
doencas, e estresses abidticos em troca de nutrientes. Estes microrganismos sdo fontes
de metabdlitos secundarios, que sdo foco de estudo na ciéncia de produtos naturais
devido aos seus potenciais bioldgicos. O presente estudo realizou uma revisao
sistematica sobre fungos endofiticos do género Aspergillus sp, o qual apresentou um
grande nimero de metabolitos (230) com propriedades anti-inflamatéria descritos na
literatura. Dentre 0s compostos observados, quatro apresentaram inibicdo multialvo das
principais vias pro-inflamatorias. Um banco de dados com moléculas anti-inflamatorias
do género foi desenvolvido e um modelo de aprendizado de maquina QSAR para prever
a inibicdo do oxido nitrico (NO) na via inflamatoria foi criado. As folhas da espécie
Poincianella pluviosa (Sibipiruna) foram coletadas e extratos e fracGes de fungos
endofiticos, foram avaliados para a atividade anti-inflamatoria (ex vivo) e
antiparasitaria (in vivo) . Os extratos FPD4 e FPD13 apresentaram moderada atividade
anti-inflamatoria pela inibicdo de PGE, em 87.25% e 77.72%, respectivamente. Os
extratos FPD4 e FPD13 foram analisados em HPLC-MS, sendo possivel realizar a
anotacdo dos compostos através dos espectros MS1 e MS2. Um total de 81substancias
foram desreplicadas utilizando banco de dados internos e 3 substancias (Nigrosporolide,
tirosol e  decarestrictina A)  foram isoladas e caracterizadas por técnicas
espectroscopicas (RMN) e espectrométricas (UHPLC-MS/MS). Analises realizadas com
extrato bruto FPD13 mostraram que as concentracdes de 4 e 2 mg/mL do extrato,
inibiram a eclosdo larval dos ovos de Haemonchus contortus em 100% .A cepa de
FPD13 foi isolada e classificada como Nigrospora. Zirmmini através das caracteristicas
morfoldgicas e sequenciamento da regido ITS (“Internal Transcribed Spacer”) com
analise filogenética ( sequéncias de referéncia do GenBanK). Uma revisdo classica
sobre o género de fungo endofitico monofilético Nigrospora demonstrou a existéncia
de 271 metabodlitos bioativos descritos na literatura, sendo pertencentes a 21 diferentes
espécies/culturas do género. Além disso, os policetideos, alcaldides e butenolideos
demonstraram ser as principais classes de metabdlitos secundarios descritos em fungos
endofiticos.

Palavras-chave: desreplicacdo; produtos naturais; quimiometria; modelo QSAR;



fungos endofiticos.UHPLC-MS/MS; inflamag&o; antiparasitario.
ABSTRACT

Endophytic fungi are those that inhabit plant species and establish an endosymbiosis
relationship, in which they assist the host plant against pathogens, diseases, and abiotic
stresses in exchange for nutrients. These microorganisms are sources of secondary
metabolites, which are the focus of study in natural product science due to their
biological potentials. The present study performed a systematic review on endophytic
fungi of the genus Aspergillus sp., which presented a large number of metabolites (230)
with anti-inflammatory properties described in the literature. Among the compounds
observed, four showed multitarget inhibition of the main pro-inflammatory pathways. A
database of anti-inflammatory molecules from the genus was developed and a QSAR
machine learning model to predict nitric oxide (NO) inhibition of the inflammatory
pathway was created. Leaves of the species Poincianella pluviosa (Sibipiruna) were
collected and extracts and fractions of endophytic fungi, were evaluated for anti-
inflammatory (ex vivo) and antiparasitic (in vivo) activity . Extracts FPD4 and FPD13
showed moderate anti-inflammatory activity by inhibiting PGE, by 87.25% and
77.72%, respectively. FPD4 and FPD13 extracts were analyzed in HPLC-MS, and
compound annotation was possible by MS1 and MS2 spectra. A total of 81substances
were dereplicated using internal database and 3 substances (Nigrosporolide, tirosol and
decarestrictin  A) were isolated and characterized by spectroscopic (NMR) and
spectrometric (UHPLC-MS/MS) techniques. Analyses performed with crude extract
FPD13 showed that concentrations of 4 and 2 mg/mL of the extract, inhibited the larval
hatching of Haemonchus contortus eggs by 100% .The strain of FPD13 was isolated
and classified as Nigrospora. Zirmmini by morphological characteristics and sequencing
of the ITS (Internal Transcribed Spacer) region with phylogenetic analysis (GenBanK
reference sequences). A classical review on the monophyletic genus Nigrospora
demonstrated the existence of 271 bioactive metabolites described in the literature,
belonging to 21 different species/cultures of the genus. In addition, polyketides,
alkaloids and butenolides have been shown to be the main classes of natural products
described in endophytic fungi. Endophytic fungi are those that inhabit plant species and
establish an endosymbiosis relationship, in which they assist the host plant against
pathogens, diseases, and abiotic stresses in exchange for nutrients. These

microorganisms are sources of secondary metabolites, which are the focus of study in



natural product science due to their biological potentials. The present study performed a
systematic review on endophytic fungi of the genus Aspergillus sp., which presented a
large number of metabolites (230) with anti-inflammatory properties described in the
literature. Among the compounds observed, four showed multitarget inhibition of the
main pro-inflammatory pathways. A database of anti-inflammatory molecules from the
genus was developed and a QSAR machine learning model to predict nitric oxide (NO)
inhibition of the inflammatory pathway was created. Leaves of the species Poincianella
pluviosa (Sibipiruna) were collected and extracts and fractions of endophytic fungi,
were evaluated for anti-inflammatory (ex vivo) and antiparasitic (in vivo) activity .
Extracts FPD4 and FPD13 showed moderate anti-inflammatory activity by inhibiting
PGE; by 87.25% and 77.72%, respectively. FPD4 and FPD13 extracts were analyzed in
HPLC-MS, and compound annotation was possible by MS1 and MS2 spectra. A total of
81substances were dereplicated using internal database and 3 substances
(Nigrosporolide, tirosol and decarestrictin A) were isolated and characterized by
spectroscopic (NMR) and spectrometric (UHPLC-MS/MS) techniques. Analyses
performed with crude extract FPD13 showed that concentrations of 4 and 2 mg/mL of
the extract, inhibited the larval hatching of Haemonchus contortus eggs by 100% .The
strain of FPD13 was isolated and classified as Nigrospora. Zirmmini by morphological
characteristics and sequencing of the ITS (Internal Transcribed Spacer) region with
phylogenetic analysis (GenBanK reference sequences). A classical review on the
monophyletic genus Nigrospora demonstrated the existence of 271 bioactive
metabolites described in the literature, belonging to 21 different species/cultures of the
genus. In addition, polyketides, alkaloids and butenolides have been shown to be the

main classes of natural products described in endophytic fungi.

Keywords: dereplication; natural products; chemometrics; QSAR model; endophytic
fungi; UHPLC-MS/MS; inflammation; antiparasitic.
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1 INTRODUCAO

1.1 QUIMICA DE PRODUTOS NATURAIS

As Plantas sdo fontes abundantes de compostos bioativos que possuem perfis
quimicos caracteristicos, e sdo estruturalmente diferentes do ponto de vista molecular,
compondo uma vasta biodiversidade estrutural, o qual é objetivo de muitos estudos na
area de produtos naturais e nas pesquisas e desenvolvimentos de novos farmacos (MA
et al.,, 2022). No entanto, muitas plantas apresentam fatores limitantes para sua
escalabilidade, como por exemplo, localizacdo geogréafica pouco acessivel, habitats
incomuns; ameacgas ambientais, ataque de predadores e etc. No caso do cultivo das
plantas, uma baixa taxa de crescimento e maior tempo para a obtencdo, muitas vezes séo
os principais fatores limitantes. (DOMINGOS et al., 2019). Tentativas de se utilizar
estratégias de semi-sinteses, vem apresentando grande complexidade (WAN et al.,
2022). Nestes casos, a obtencdo de compostos ativos Unicos e seu desenvolvimento em
larga escala é de extrema dificuldade (DOMINGOS et al., 2019; WAN et al., 2022).
Uma alternativa para esta problematica € a obtencdo, isolamento e replicacdo de
microrganismos endofiticos em plantas medicinais (BIBI et al., 2020; FERREIRA et
al., 2021a; VASUNDHARA; SUDHAKARA REDDY; KUMAR, 2019).

Os diferentes microrganismos podem produzir uma variedade de constituintes
biologicos estruturalmente iguais ou derivativos dos produzidos por vias biossintéticas
em seus hospedeiros (SHAKOUR; FARAG, 2021). Neste sentido, tais constituintes
podem ser um excelente substituto para obtencdo de compostos naturais especificos
(DOMINGOS et al., 2019; FERREIRA et al., 2021b; SHAKOUR; FARAG, 2021;
WAN et al., 2022). A descoberta de medicamentos de fontes naturais esta passando por
um renascimento, tendo passado por muitas décadas a sombra de medicamentos
derivados de moléculas sintéticas.(MA et al., 2022; WAINWRIGHT et al., 2022). A
descoberta de novos alvos bioldgicos e o desenvolvimento de tecnologias de ponta
aplicadas a caracterizacdo de farmacos a partir de fontes naturais, vem crescendo cada
vez mais (WAINWRIGHT et al.,, 2022). Em estudos recentes, varios regimes
terapéuticos a base de plantas como Allium sativum, Camellia sinensis, Zingiber
officinale, Nigella sativa, Hypericum perforatum, Glycyrrhiza glabra e Scutellaria

baicalensis, foram explorados para aumentar a resposta imunoldgica de pacientes
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infectados com SARS-CoV-2, possuindo diferentes formas de terpendides
aparentemente com um efeito potencial na inibicdo da replicagdo viral, podendo ser
usado em futuras investigaces (RAMAN et al., 2022).

A exploracdo de produtos naturais como agentes bioativos tem levado ao
desenvolvimento de uma infinidade de medicamentos, como por exemplo, o
medicamento anticancerigeno vincristina de Vinca rosea, morfina analgésica narcotica
de Papaver somniferum, medicamento antimalérico artemisinina de Artemisia annua, o
anticancerigeno Taxol® da Taxus brevifolia e o antibiotico penicilina da Penicillium
chrysogenum sdo varios exemplos representativos (WAN et al., 2022). Os produtos
naturais sdo tipicamente classificados de acordo sua origem biossintética, possuindo
diversas rotas metabdlicas, muitas vezes chamadas de vias especializadas, sendo
elucidadas em grupos de organismos taxonomicamente restritos, (O’CONNOR, 2020).
Desde tempos imemoriais, plantas medicinais e compostos bioativos naturais tém se
mostrado potentes contra a maioria das doencas, incluindo as inflamatorias (DE
ALCANTARA et al., 2021; DOMINGOS et al., 2019). Numerosos pesquisadores tém
trabalhado incessantemente em extratos de plantas medicinais para explorar seus efeitos
biologicos, por meio de estudos in vitro e in vivo e na identificacdo e caracterizacdo dos
principais compostos naturais responsaveis pela bioatividade (BARMAN; NATH;
THAKUR, 2020; GANDHI et al., 2022; WAN et al., 2022).

Um grande numero de metabolitos secundarios encontrados em plantas
medicinais vem apresentando atividade analgésica e anti-inflamatéria atuando em
processos celulares que modulam a cascata inflamatéria (CHAGAS-PAULA et al.,
2015a; ROSA et al.,, 2021a). A maioria desses metabolitos atuam em processos
celulares que propagam a inflamacdo de maneira semelhante aos anti-inflamatérios
conhecidos (ROSA et al., 2021a) Estudos demonstraram que produtos fitoterapicos
manipulados para o tratamento de diferentes patologias como Inflamacdes e
cicatrizacdo em feridas, sdo de grande eficacia sendo adequados e acessiveis para uso
(NIGUSSIE et al., 2021). Apesar da eficAcia das drogas sintéticas convencionais
empregadas no tratamento da inflamacédo e outras patologias, diversos efeitos colaterais
a saude humana vem sendo apresentados (GANDHI et al., 2022) . Neste sentido, sdo
necessarias abordagens mais modernas como isolamento direcionado através de
métodos analiticos e computacionais em conjunto, para a descoberta de compostos
naturais com menores efeitos colaterais e maior eficacia, resultando assim em uma

maior rapidez e economia na busca e desenvolvimento de novos farmacos.
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1.2 AGENTES ANTI-INFLAMATORIOS, ANTIPARASITARIOS E FUNGOS
ENDOFITICOS.

A inflamacdo é coordenada por uma ampla gama de mediadores como éxido
nitrico (NO), interleucina-1p, interleucina-6, interleucina-9, fator de necrose tumoral-a
(TNF-a), e prostaglandinas (PGE;), que formam redes regulatérias complexas, algumas
delas envolvidas em vias pré-inflamat6rias, como aminas vasoativas, eicosandides,
citocinas, quimiocinas e fragmentos do complemento, que representam potenciais alvos
para o desenvolvimento de novos medicamentos anti-inflamatérios (MEDZHITOV,
2010; NIGUSSIE et al., 2021). Estudos demonstram que o nimero de publicacdes
relatando compostos ativos anti-inflamatorios isolados de endofiticos estdo cada vez
mais presentes na literatura (FERREIRA et al., 2021a; GAUTAM et al., 2022; OLA et
al., 2021; TOGHUEO, 2019). Por exemplo, Kuang et al. obtiveram e avaliaram 19
hidroantraquinonas de Nigrospora. Saphaedrica, isoladas da planta Cordyceps sinensis
para testar seu potencial anti-inflamatério. Nigroguinona D, exibiu atividade inibitoria
significativa de NO (ICsp = 7,2 uM) em um RAW induzido por LPS264.7 ensaio de
macrofagos. Além disso, efeitos inibitorios promissores sobre as vias de sinalizacdo de
NF-xB ja foram evidenciados por analise transcriptomica (KUANG et al., 2022).

Varios estudos in vitro reportados na literatura envolvendo extratos e substacias
isoladas de fungos endofiticos do género Aspergillus.sp, tém demonstrado atividade
anti-inflamatoria por mecanismos de inibicdo da via da cascata do acido araquidonico,
ativacdo de NF-kB, liberagdo de mediadores pro-inflamatorios, enzimas, citocinas e
diferentes interleucinas pré-inflamatdrias. por exemplo, IL-18 e IL-6 (Tian et al. 2015;
Kim et al. 2016; Kwon et al. 2017; Liao et al. 2018). Neste contexto, a inflamacao é
uma resposta fisiologica protetora para controlar possiveis agentes nocivos no
organismo (DOMINGOS et al., 2019; PURATCHIKODY; DOBLE, 2007; RHEN;
CIDLOWSKI, 2005). O processo inflamatorio geralmente é desencadeado por danos
iniciais em tecidos vivos que podem ser lesados pela presenca de microrganismos,
traumas, alguns tipos de neoplasias, toxinas, calor ou qualquer outra causa que possa
desencadear uma resposta fisiologica. (COUSSENS; WERB, 2002; DU et al., 2015;
FIORUCCI et al., 2001; LANDSKRON et al., 2014).

As células ativadas regulam a fisiopatologia celular e molecular da inflamacéo

através da producédo de citocinas e mediadores como NO, IL-1p, IL-6, IL-9, TNF-a e
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PGE;,), que sabidamente estdo envolvidas nos processos de doencas inflamatorias
agudas e cronicas (DA SILVA et al., 2020; EL-HAWARY et al., 2020). Além disso, a
cascata inflamatéria do &cido araquiddnico, que € mediada principalmente pelas
enzimas ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX), e também pelas enzimas sintases
terminais, desempenha um papel fundamental nas doencas inflamatérias (CHAGAS-
PAULA et al., 2015a; DING et al.,, 2018; FIORUCCI et al., 2001). Assim que
secretadas, as moléculas inflamatérias criam um desequilibrio no sistema imunoldgico
que leva a uma série de patologias, como a deformidade Gssea e a destruicdo de
cartilagem (GANDHI et al., 2022; NIEDBALA et al., 2014). A patologia do processo
inflamatorio esta associada a diversas doencas, como psoriase, gota, artrite, inflamacédo
aguda, doencas autoimunes, diabetes, doengas neurodegenerativas e diversos tipos de
cancer(CHAGAS-PAULA et al.,, 2015b; DOMINGOS et al., 2019; ROSA et al.,
2021a).

O oxido nitrico (NO) € um mediador crucial de uma serie de funcdes biologicas,
incluindo relaxamento vascular, agregacdo plaquetaria, neurotransmissora, atividades
tumoricidas e microbicidas, sendo associado a patologias imunoldgicas mais
importantes, incluindo artrite reumatdide, diabetes, l0pus eritematoso sistémico e
choque séptico (NIEDBALA et al., 2014). O o6xido nitrico (NO) atua agindo como uma
molécula de sinalizacdo biologica, sendo produzido a partir de L-arginina pela enzima
Oxido Nitrico Sintase (NOS), sendo identificada trés isoformas desta enzima, a forma
Neuronal (NNOS) responsavel pela melhora da neurotransmissdo nos neurénios , a
forma epitelial (eNOS) responsavel pela contracdo do musculo liso e ténus vascular e a
NOS induzivel (iNOS) ativado durante a resposta imunuldgica (LONG et al., 2013). A
forma induzivel por citocina (iNOS ou NOS) € ativada por uma série de estimulos
imunoldgicos, incluindo interferon-,(IFN-;), fator de necrose tumoral-a ¢ LPS gerado
durante a infeccdo, catalisando a alta producdo de NO, que pode ser citotdxico e matar
patogenos intracelulares.(NIEDBALA et al., 2014; TRUJILLO; TOVAR, 2008).
Alguns estudos demonstraram que a ativacdo de NF-xkB e liberacdo de NO
desempenham um papel crucial na inflamacdo das articulacbes e na progressdo da
artrite(GANDHI et al., 2022). Assim, o0 estudo de farmacos inibidores de NOS séo de
extrema necessidade para aprimorar o arsenal de tratamentos farmacoldgicos anti-
inflamatdrios com maior eficacia e menores efeitos colaterais(GANDHI et al., 2022;
LONG et al., 2013; NIEDBALA et al., 2014).
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As infecgdes parasitarias sdo um problema de saide mundial, infectando cerca
de um terco da populacdo do planeta, devido a resisténcia da cepa do parasita a
medicamentos disponiveis e os altos custos dos tratamentos (METTWALLY et al.,
2022). Mesmo com os avan¢os medicinais e tecnologicos das Ultimas décadas, doencas
parasitarias ainda colocam em risco a satde da populagdo (GONCALVES-SANTOS et
al., 2019; METTWALLY et al., 2022). As doencas parasitarias em regides tropicais e
subtropicais como maléria, leishmaniose, panossomiase (doenga de Chagas),
tripanossomiase africana, esquistossomose e outros sdo responsaveis pela morbidade e
mortalidade de milhGes de pessoas nestas regides, sendo a malaria responsavel por 94%
dos casos e mortes transmitida através das picadas de mosquitos fémeas infectados
Anopheles (MOSTAFA; AL-SHEHRI; MOUSTAFA, 2022). A doenca de Chagas é
outra doenca parasitaria generalizada ocorrendo em todo o mundo, causada pelo
Trypanosoma cruzi e afetando cerca de 10 milhdes de pessoas nas Américas , sendo
transmitidas por vetores — insetos hematdéfagos (triatomineos), transfusdo, congénita e
oral (GONGCALVES-SANTOS et al., 2019) A maioria dos casos é fatal, em decorréncia
de uma cardiomiopatia infecciosa grave associada a polarizacdo imunoldgica intensa e
desequilibrada (GONCALVES-SANTOS et al.,, 2019; MOSTAFA; AL-SHEHRI;
MOUSTAFA, 2022).

A leishmaniose € uma parasitose tropical cujo agente etiologico é o protozoario
flagelado do género Leishmania. Esses parasitas sdo transmitidos pela picada de
flebotomineos contaminados, tendo como principais reservatérios (hospedeiros)
humanos, mamiferos silvestres e cdes (DOS SANTOS VARJAQ et al., 2022). Cerca de
350 milhdes de pessoas em 98 paises estdo em risco, com 12 milhdes de casos
conhecidos, sendo os medicamentos disponiveis para o tratamento escassos, com alto
custo, alta toxicidade e ineficazes (BRAUN et al., 2021). Infeccbes intestinais por
nematoides (muitas vezes referidas como infec¢bes por helmintos) estdo entre as
infeccBes parasitarias mais comuns em humanos, afetando mais de um quarto da
populacdo mundial (MOSTAFA; AL-SHEHRI; MOUSTAFA, 2022).Estudos recentes
tém reafirmado a importancia dos nematoides, particularmente Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura e os ancilostomideos Necator americanus e Ancylostoma duodenale,
principalmente em salde e desenvolvimento infantil. (LOUKAS; MAIZELS; HOTEZ,
2021).A infeccdo intestinal por nematdides permanece uma das principais causas de
atraso no crescimento fisico, atraso cognitivo e desnutricdo em grande parte do mundo

em desenvolvimento, sendo as criangas as principais afetadas negativamente no
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desempenho e frequéncia escolar, bem como sobre a produtividade futura (COSTA-
JUNIOR et al., 2022; LOUKAS; MAIZELS; HOTEZ, 2021). Desta forma, é crucial
explorar a descoberta ou desenvolvimento de novos farmacos antiparasitarios de amplo
espectro com menores custos e cada vez mais eficazes.

Os microrganismos podem afetar a existéncia e o desenvolvimento da vida na
Terra, evocando caracteristicas mutualisticas ou patogénicas em seus respectivos
hospedeiros, contribuindo para a adaptacdo e evolucdo dos mesmos (FLANDROY et
al., 2018). Nesse contexto, os fungos sdo organismos eucarioticos com morfologias
variadas que variam de individuos eucariontes a procariontes com diferentes abordagens
ecoldgicas e de ciclo de vida (STAJICH et al., 2009). A maioria das espécies de fungos
sdo reconhecidas como agentes etiolégicos de um grande nimero de doengas humanas,
animais e vegetais. No campo de pesquisa de Produtos Naturais, eles sdo considerados
uma importante e promissora fonte de metabolitos bioativos para descoberta de
medicamentos (GUPTA et al.,, 2020; VASUNDHARA; SUDHAKARA REDDY:;
KUMAR, 2019; XU et al., 2019). O reino dos fungos é dividido em terrestres e
marinhos, que podem ser classificados em quatro divisdes principais: Chytridiomycota,
Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota. Dentre eles, os coprofilos sdo terrestres,
enquanto 0s micoparasitas, epifitos e endofiticos podem ser terrestres ou marinhos. O
interesse em fungos endofiticos esta aumentando cada vez mais, sendo conhecidos por
habitar partes internas de plantas por pelo menos parte de seu ciclo de vida sem causar
danos aparentes ao hospedeiro (FERREIRA et al., 2021a; GUBIANI et al., 2014; LI et
al., 2018b; SAFWAN et al., 2021).

Assim, fungos endofiticos sdo considerados nichos ecologicos importantes com
grande potencial para obtencdo de estruturas quimicas diversificadas em produtos
naturais (ABDEL-AZEEM; ABDEL-AZEEM; KHALIL, 2019; LI et al., 2018b;
MARINHO et al., 2005; SEGARAN; SATHIAVELU, 2019).Existe uma estimativa que
conta com a existéncia de milhdes de espécies de fungos desconhecidas, cujo nUmero
elevado corresponde a endofitos e que apenas aproximadamente 5% foram descritos na
literatura (PATIL; PATIL; MAHESHWARI, 2016; SEGARAN; SATHIAVELU,
2019). A maioria das espécies de fungos endofiticos pode potencializar a diversidade
quimica natural biossintética no respectivo metabolismo do hospedeiro, estabelecendo
uma relacdo mutualistica que pode conferir vantagens ao animal ou planta hospedeiro.
Essas interaces mutualisticas podem garantir protecdo extra contra patdgenos e

predadores externos, por exemplo, reduzindo o ataque de insetos, nematdides
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infectantes e aumentando a tolerancia a estresses bioticos e abidticos (HU et al., 2013;
RODRIGUES; DIAS-FILHO, 1996).

Como os fungos endofiticos estdo continuamente sujeitos a interacbes com
outros organismos, essas interagdes favorecem o aparecimento de grande diversidade
metabolica, levando a possibilidade de um maior nimero de substancias com potentes
atividades bioldgicas (RAI et al., 2014; VASUNDHARA; SUDHAKARA REDDY;
KUMAR, 2019). Em contrapartida, sdo poucos os casos em que fungos endofiticos
possam atuar como agentes infecciosos oportunistas no hospedeiro e, assim,
potencializar doencas. No entanto, também altera o metabolismo do hospedeiro na
producdo de metabdlitos bioativos, o que também pode ser relevante para triagens
farmacol6gicas (ABDEL-AZEEM; ABDEL-AZEEM; KHALIL, 2019; GUPTA et al.,
2020; VASUNDHARA; SUDHAKARA REDDY; KUMAR, 2019)

a) Descricdo do género Aspergillus sp.

Dentre os géneros de fungos endofiticos o mais difundidos, € o género
Aspergillus sp. apresentando um maior nimero de substancias bioativas isoladas
(FERREIRA et al., 2021a). O genero Aspergillus sp. é pertencente a classe
Ascomycota, e algumas espécies sdo bem conhecidas por causar infeccdes de origem
fangicas. Um exemplo, A. fumigatus, responsavel por uma infec¢do inflamatéria
pulmonar conhecida como aspergilose (LATGE, 1999; LI et al., 2018a; LIAO et al.,
2018). No entanto, outros sdo valorizados devido a sua importancia medicinal e de
fermentacdo microbiana. Recentemente, devido a relevancia médica e industrial, o
sequenciamento de genomas de Aspergillus sp. estdo sendo realizados para um melhor
entendimento do metabolismo desses microrganismos (GUPTA et al., 2020;
WORTMAN et al., 2009). Curiosamente, um grande nimero de metabdlitos isolados de
Aspergillus sp., endofiticos ou patogénicos, demonstraram relevantes atividades
biolégicas adequadas para a descoberta de drogas em biotecnologia farmacéutica
(HUANG et al.,, 2021), como antibacteriano proeminente (LIANG et al., 2015),
citotoxico (NORILER et al.,, 2018), anti-inflamatério (LIAO et al., 2018) e
antioxidante(MA et al., 2021). Nos ultimos vinte anos, metabdlitos isolados de
diferentes cepas de fungos endofiticos do género Aspergillus tém se mostrado
promissores em termos de atividade anti-inflamat6ria por diferentes mecanismos de
acoes e alvos (TOGHUEO, 2019; XU et al., 2019).
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b) Descricdo do género Nigrospora sp.

O segundo género de fungo endofitico mais relatado nos estudos com
substancias bioativas ja isoladas e testadas ¢ o género Nigrospora sp. Este género de
fungos sdo classificados como ascomicetos pertencentes a familia Apiosporaceae, da
ordem Xylariales e classe Sordariomycetes, comumente registrados como
fitopatdgenos, endofitos e saprofitos, sendo principalmente derivados de varios
hospedeiros distribuidos em ambientes terrestres e marinhos (XU et al., 2022). Efeitos,
como citotoxico, antifungico, antibacteriano, antiviral, antioxidante, anti-inflamatorio,
antimalarico, fitotdxico, inibidor de enzimas, etc. foram relatadas em diferentes espécies
do género Nigrospora. Em uma recente revisdo um total de 231 metabdlitos
secundarios isolados do género foram classificados como policetideos, terpendides,
esterdides, compostos nitrogenados e acidos graxos sendo a bioatividade de todos os
metabolitos isolados do género descritas (XU et al., 2022).Em relagdo a atividade
antiparasitaria de compostos isolados de Nigrospora sp., no estudo apresentado por
Metwaly e colaboradores, esterdis como ergosta-7,22-diene-3p-ol, ergosta-4,6,8(14),22-
tetraene-3p-ol e ergosta-5(6),7,22-triene-3p-ol apresentaram atividade antileishmania
moderada com valores de 1Cso de 30.2, 26.4 e 36.4 pg/mL, respectivamente ,
(METWALY et al., 2014). Ja em Varjdo et al 2022, antraquinonas Aphidicolin, 3-
deoxy-aphidicolin e 3-oxime-aphidicolin, apresentaram 1Cso de 0.37, 2.28 e 0.85M
respectivamente, para atividade antileishmania em formas promastigotas de cepas de
Leishmania brazilliensis  (DOS SANTOS VARJAO et al., 2022). Levando em
consideracdo que a maioria das moléculas isoladas do género Nigrospora ndo foram
testadas para nenhuma atividade bioldgica (XU et al., 2022), testes antiparasitarios
devem ser realizados com estes compostos para 0 auxilio na busca de novos
medicamentos mais eficientes.

Neste contexto diversos géneros de fungos endofiticos ainda ndo foram
estudados e seus metabolitos ainda permanecem desconhecidos. Dentro das espécies de
fungos endofiticos ndo identificados, as espécies presentes em Poincianella pluviosa
(Sibipiruna) podem apresentar uma grande variedade de microrganismos com potencial
biologico (MANDAL et al.,, 2011). Para a realizacdo da bioprospeccdo de
microrganismos, plantas e invertebrados marinhos, com maior rapidez e eficiéncia,

técnicas quimiomeétricas e de desreplicacdo podem ser aplicadas para criacdo de
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modelos preditivos e identificacdo de metabdlitos secundérios ja conhecidos e descritos
na literatura, que podem estar presentes em extratos brutos e posteriores
fracbes(BALDIM et al., 2017; CHAGAS-PAULA et al., 2014, 2015a).

1.3 ESTUDOS QUIMIOMETRICOS

O uso de métodos computacionais baseados em teorias quimicas tem sido
amplamente difundida na academia e na industria, devido a sua capacidade de reduzir
consideravelmente o tempo e custos envolvidos na descoberta de novos medicamentos
(BALDIM et al., 2017; SCOTTI et al., 2018). Estes métodos fornecem informacdes
Uteis sobre as naturezas estéricas, e as interagdes lipofilicas entre o farmaco e os alvos
biologicos, estabelecendo relagdes quantitativas entre suas estruturas quimicas e as
bioatividades para uma série de compostos em estudo, permitindo também descrever e
explicar resultados experimentais, mesmo antes da realizagdo de experimentos em
bancada (SCOTTI et al., 2018). Com o desenvolvimento da computagdo em nuvem, big
data e algoritmos computacionais, o potencial de aplicabilidade da inteligéncia artificial
em varios campos, como quimica e saude, foram aprimoradas destacando-se a
importancia e a necessidade de big data em diagndsticos de patologias (YU et al.,
2022). A inteligéncia artificial (1A) é a capacidade das maquinas para imitar o
comportamento humano, que é extremamente habil em lidar com grandes quantidades
de dados (XIE et al., 2021).

A inteligéncia artificial (IA) e outras abordagens baseadas em dados estdo
reformulando os processos de descoberta e design de medicamentos, principalmente em
tarefas com grandes quantidades de dados de treinamento, utilizando o aprendizado
supervisionado para mapear efetivamente a relacdo entre entradas e saidas de dados
quimicos e bioldgicos (YU; WANG; ZHENG, 2022). O aprendizado de maquina é a
aplicacdo da 1A, que permite que sistemas computacionais possam ser treinados
automaticamente a partir da experiéncia sem programacdo explicita, sendo
fundamentalmente utilizado para analisar dados com algoritmos que em seguida, fazem
uma previsdo ou decisdo sobre a situacdo futura de qualquer conjunto novo de dados
(ALI; TALHA; BERKOUK, 2020; XIE et al., 2021). Os modelos de aprendizado de
maquina podem ser vistos como uma abordagem de projetar o modelo, aprendendo com
a experiéncia e melhorando seu desempenho, visando conhecer as variaveis efetivas e a
relacdo entre elas. (XIE et al., 2021; YU et al., 2022).
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Na quimioinformdtica a previsdo da estrutura tridimensional de uma molécula é
definida pela eletrostatica intermolecular e outras propriedades orientadas pelas
conformagdes e distancias interatdmicas, sendo estas estruturas essenciais para tarefas
de modelagem molecular(WANG et al., 2019). Além disso, muitas simulacfes de
quimica computacional, incluindo dindmica molecular e a quimica quéantica requerem
estruturas tridimensionais completas para funcionar.(YOSHIKAWA; HUTCHISON,
2019). A primeira referéncia ao termo “quimiometria” apareceu nos anos 70 sendo
definida como uma disciplina quimica que usa matematica, estatistica e outros métodos
que empregam logica formal para design ou selecdo de experimentos de medicdo
promissores, para fornecer “o maximo de informacBes quimicas analisando dados
quimicos”” (ALEIXANDRE-TUDO et al., 2022). Estudos quimicos por meio de
métodos computacionais, como modelos in-silico, podem ser aplicados para prever
atividades biolégicas com base em dados como propriedades fisico-quimicas,
descritores moleculares, razdo de massa, tempo de retencdo, entre outros (BALDIM et
al., 2017; KATCHBORIAN-NETO et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2015).

Métodos de quimica computacional, como modelos quimiométricos de relacao
estrutura-atividade quantitativa (QSAR) visam correlacionar por um ou mais descritores
numéricos, as propriedades fisico-quimicas de compostos quimicos e sua resposta
biologica de interesse, combinados com a aplicagdo de abordagens de otimizacdo linear
e ndo linear e métodos de aprendizado de maquina (KOBAYASHI; YOSHIDA, 2021;
LONG et al., 2013) A modelagem QSAR é amplamente utilizada para orientar o projeto
e a modificacdo estrutural de compostos fornecendo novos derivados com bioatividade
melhorada, bem como propriedades farmacocinética desejaveis (PINGAEW et al.,
2022) Ja se passaram quase 40 anos desde que a modelagem QSAR foi usada pela
primeira vez na pratica de agroquimica, design de drogas, toxicologia, quimica
industrial e ambiental, sendo sua utilizacdo cada vez mais frequente por conta do amplo
desenvolvimento de metodologias e técnicas computacionais que permitiram delinear e
refinar as muitas variaveis usadas em abordagens de modelagem (KOBAYASHI;
YOSHIDA, 2021; LIU; PAPA; GRAMATICA, 2006; TODESCHINI; GRAMATICA,
1998).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi a caracterizacdo quimica e a avaliacdo bioldgica
dos extratos e compostos isolados produzidos por fungos endofiticos de Poincianella
pluviosa (Sibipiruna). E o desenvolvimento de um modelo QSAR para a predicdo de

atividade anti-inflamatoria.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

a) Coleta e isolamento de fungos endofiticos das folhas de Poincianella pluviosa;
Desenvolvimento de revisbes classicas e sistematicas sobre compostos
bioativos isolados dos principais géneros de fungos endofiticos reportados na
literatura;

b) Replicacdo dos fungos isolados para obtencdo dos extratos brutos;

¢) Quantificacdo da inibicdo de PGE, para perfil anti-inflamatorio dos extratos;

d) Desreplicacdo por espectrometria de massas de alta resolucdo utilizando banco
de dados Internos;

e) Isolamento das substancias produzidas pelos fungos selecionados;

f) Criacdo de um modelo de predicéo anti-inflamatorio QSAR.
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3 METODOLOGIA

3.1 REVISAO SISTEMATICA E CLASSICA

Inicialmente foi desenvolvida uma reviséo sistematica sobre o género de fungo
endofitico Aspergillus sp.,para a determinacdo das moléculas isoladas com atividade
anti-inflamatoria. O género Aspergillus foi escolhido inicialmente, pois 0 mesmo
apresentou maior nimero de substancias ativas anti-inflamatérias descritas na literatura
vigente. O presente estudo realizou uma revisdo sistematica, compilando as principais
classes de produtos naturais responsaveis por atividades anti-inflamatorias que podem
contribuir para a compreensdo do potencial uso de metabélitos de fungos endofiticos do
género Aspergillus sp. para candidatos terapéuticos anti-inflamatorios inovadores. Os
procedimentos de isolamento, caracterizacdo e bioensaios, bem como a poténcia dos
efeitos anti-inflamatdrios, a diversidade quimica e as vias anti-inflamatdrias envolvidas
foram analisados e discutidos de forma sistematica, através de analises estatisticas e
gréficos correspondentes. Durante o desenvolvimento do trabalho uma revisao classica
do género Nigrospora sp.,0 segundo género mais estudado de fungos endofiticos
descrito na literatura, foi realizada, abordando os principais compostos bioativos

descritos na literatura.

3.1.1 Estratégias de busca e critérios padroes

A elaboracdo da revisdo sistematica foi realizada seguindo as declaracGes das
diretrizes PRISMA através dos critérios cochrane para revisdo sistematica e metanalise
(MOHER et al., 2015) . A presente revisao teve como objetivo responder a seguinte
questdo norteadora: “Quais sdo os metabolitos secundarios do género Aspergillus com
atividade anti-inflamatoria?”. A busca do estudo foi dividida em uma estratégia de dois
niveis. Primeiramente, a pesquisa avancada foi realizada diretamente nas seguintes
bases de dados online: SciFindern, Web of Science e PubMed. Em segundo lugar, uma
investigacdo indireta adicional foi conduzida para reunir registros mais relevantes,
explorando a lista de referéncias dos artigos incluidos, revisdes anteriores e Google
académico. Para a busca avancada, a combinacdo de palavras-chave foi a mais ampla
possivel para atingir o nimero maximo de estudos relatando metabdlitos secundarios de
espécies de fungos endofiticos do género Aspergillus apresentando propriedades anti-

inflamatorias. A pesquisa foi realizada com base em dois componentes (i) “atividade
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anti-inflamatoria” e (i) “Aspergillus” de acordo com seus respectivos termos MESH na
biblioteca PUBMED. Um filtro adicional foi incluido para eliminar as revisfes. A
estratégia de busca completa esta descrita no material complementar (Anexo 1 ).

3.1.2 Critérios de elegibilidade

Todos os artigos coletados das bases de dados foram extraidos para o software
Endnote como arquivos de citacdo bibliografica. O programa foi utilizado para
gerenciar citagOes e identificar duplicatas. Dois revisores independentes (AKN e KJN)
examinaram os titulos e resumos de todos os artigos. Os estudos potencialmente
relevantes foram avaliados no formulario de texto completo para verificar a
elegibilidade. Qualquer discordancia em relacdo a selecdo da bibliografia e critérios de
elegibilidade foi enderecada a um terceiro revisor (MSF). Os artigos foram selecionados
para a analise qualitativa se pelo menos um metabolito de Aspergillus com atividade
anti-inflamatoria pudesse ser identificado por métodos espectroscdpicos ou
espectrometricos de alta precisdo (Ressonancia Magnética Nuclear RMN ou
Espectrometria de Massa - MS). Os critérios de exclusdo incluiram: 1) dados
incompletos de identificacdo quimica, 2) testar substancias semissintéticas ou nao
previamente isoladas do género Aspergillus, 3) texto completo ou patentes
indisponiveis, 4) falta de estudos pré-clinicos in vivo, 5) artigos publicados que ndo sao
indexados ou submetidos a revisdo por pares, 6) publicacdo ndo inglesa. Nenhuma
restricdo de data e local foi aplicada. A concordancia interobservadores alcancada em
nossa estratégia de busca foi avaliada estatisticamente usando o coeficiente kappa de
Cohen’s (k), sendo o mesmo, usado para medir a confiabilidade interexaminador (e

também a confiabilidade intraexaminador) para itens qualitativos categoricos.

3.1.3 Extracdo de dados

Os dados coletados dos estudos foram reunidos de forma ordenada em uma
planilha Excel (Excel, Microsoft, Washington, EUA), e a tabela final foi verificada por
um quarto revisor (JCC). Os artigos foram descritos qualitativa e quantitativamente da
seguinte forma: (i) Caracteristicas da publicacdo: autores, data de publicacdo e pais; (ii)
Caracteristicas do metabdlito: massa molecular, massa monoisotopica, nome comum ou
quimico, classe NP; (iii) Fungos e caracteristicas do hospedeiro: Aspergillus sp./ estirpe,

parte vegetal ou localizagdo geografica da colegdo e meio de cultivo do fungo; (iv) Alvo
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principal: mediadores anti-inflamatdrios, enzimas ou tipo de cultura celular de
bioensaios (v); 1Csp, a concentracdo de inibicdo ou porcentagem de inibicdo. Os
resultados mais importantes e a descricdo detalhada sdo demonstrados na tabela
complementar (Anexo 1V).

3.1.4 Diagrama, mapa e gréaficos

O diagrama de Venn foi definido usando a ferramenta online Venny 2.1
(https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) para grupos de arranjo de acordo com 0s
diferentes mecanismos de a¢do anti-inflamatéria. O mapa geogréafico foi feito utilizando
a ferramenta online Mapchart (https://mapchart.net/world-advanced.html). Os graficos

foram criados usando ferramentas graficas do Excel.

3.1.5 Banco de dados quimico Aspergillus.sp

O banco de dados de produtos quimicos “Anti-inflamatérios Aspergillus
database (AADB)”, foi construido para esta revisdo com base em massas
monoisotopicas e férmulas moleculares obtidas da literatura e download usando o0s
bancos de dados quimicos online ChemSpider® e PubChem®. As estruturas coletadas
foram manipuladas com o software ChemDraw ultra 12.0 (Perkin Elmer Informatics,
Cambridge, Inglaterra) e salvas no formato .mol. Os bancos de dados digitais quimicos
on-line: DNP© (Dicionario de Produtos Naturais) e KNApSAcK (A Comprehensive
Species Metabolites Relationship Database) também foram usados para consulta de

dados quimicos (Anexo V).

3.2 REVISAO CLASSICA Nigrospora

3.2.1 Banco de dados quimico Nigrospora.sp

O banco de dados quimicos da revisao, foi montado com 271 metabdlitos
obtidos da literatura pertencentes a 21 diferentes espécies/culturas de fungos endofiticos
do género Nigrospora.sp (Anexo XIII). A pesquisa foi feita em lingua inglesa, nas
bases de dados bibliograficas abordadas como as plataformas Web of Science e Google

Scholar. Além disso, as palavras-chave “Género Nigrospora”, “fungos endofiticos AND
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Nigrospora”, “fitoquimica de Nigrospora”, “metabdlitos secundarios de Nigrospora” e
“bioatividades AND Nigrospora”, foram utilizadas para encontrar artigos publicados
(1991 e 2022), incluindo também a literatura 'cinzenta’. O presente banco de dados
quimico compreendeu os seguintes itens: nome do metabdlito, férmula molecular,
massa monoisotopica, classe de produto natural, bioatividade, valores de 1Cs/MIC
(quando aplicado), diferentes espécies do género Nigrospora, parte da planta hospedeira
e fonte da literatura. As estruturas foram desenhadas usando o software ChemDraw
ultra 12.0 (Perkin Elmer Informatics, Cambridge, Inglaterra).

3.3 FITOQUIMICA

3.3.2 Reagentes e Solventes

Dexametasona (Eurofarma), Indometacina (Farmacia UNIFAL), Cloranfenicol
(Farmacia UNIFAL), Gentamicina (Sigma Aldrich), PGE2 Padrdo (Sigma Aldrich), LPS-
Lipopolissacarideo (Sigma Aldrich), PBS (Sigma Aldrich), Nitrogénio Liquido (Linde),
hexano PA (Synth e Tedia), Metanol (Synth e Tedia), Etanol PA (Synth e Tedia), Acetato
de Etila PA (Synth e Tedia), Acido acético PA (Synth e Tedia), Agua (milli-Q), Agua
Deuterada (D20) (Sigma Aldrich), Metanol deuterado (CD3OD). Metanol (Synth e Tedia);
Acetonitrila  (Synth e Tedia); Acido acético (J.T Backer) e Acido formico

(ChemcoBrazil) com alto grau de pureza .

3.3.3 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados foram: a) PDA- Batata Dextrose Agar da (Sigma-
Aldrich), preparado na concentracdo de 39g/L de agua destilada e esterilizada (15 min a
121°C) e b) PD- Batata Dextrose (Sigma-Aldrich), preparado na concentracéo de 24g/L

de agua destilada e esterilizacdo (15 min a 121°C).

3.3.4 Material vegetal

As folhas e galhos da espécie P. pluviosa foram coletadas no campus da
Universidade federal de Alfenas (UNIFAL) no municipio de Alfenas- MG, Latitude
(21°42°09.6°°S) e longitude (45°94°86.07 ") a coleta foi realizada no dia 19/03/2018 no


https://www.googleadservices.com/pagead/aclk?sa=L&ai=DChcSEwjB5s22hKPuAhVOgJEKHQkdCakYABAAGgJjZQ&ae=2&ohost=www.google.com&cid=CAESQOD2ssNlHoLexUyPgvboSlmnEZLo0oufTv-MoO7byFTsytOHV6Qz-4KSlkG4pjB-k_TyTDmpkKnUexpnYlum-nI&sig=AOD64_0B7o4AE75Mce7q5MX1Ih0RVbeCOg&q&adurl&ved=2ahUKEwjLmMe2hKPuAhWmLLkGHb4pBQIQ0Qx6BAgDEAE
https://www.googleadservices.com/pagead/aclk?sa=L&ai=DChcSEwjB5s22hKPuAhVOgJEKHQkdCakYABAAGgJjZQ&ae=2&ohost=www.google.com&cid=CAESQOD2ssNlHoLexUyPgvboSlmnEZLo0oufTv-MoO7byFTsytOHV6Qz-4KSlkG4pjB-k_TyTDmpkKnUexpnYlum-nI&sig=AOD64_0B7o4AE75Mce7q5MX1Ih0RVbeCOg&q&adurl&ved=2ahUKEwjLmMe2hKPuAhWmLLkGHb4pBQIQ0Qx6BAgDEAE
https://www.googleadservices.com/pagead/aclk?sa=L&ai=DChcSEwjB5s22hKPuAhVOgJEKHQkdCakYABAAGgJjZQ&ae=2&ohost=www.google.com&cid=CAESQOD2ssNlHoLexUyPgvboSlmnEZLo0oufTv-MoO7byFTsytOHV6Qz-4KSlkG4pjB-k_TyTDmpkKnUexpnYlum-nI&sig=AOD64_0B7o4AE75Mce7q5MX1Ih0RVbeCOg&q&adurl&ved=2ahUKEwjLmMe2hKPuAhWmLLkGHb4pBQIQ0Qx6BAgDEAE
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periodo das 6:15h da manhd. As amostras foram assepticamente armazenadas em sacos
plasticos estéreis e transportadas para o laboratorio de Fitoquimica e Quimica Medicinal
no departamento de quimica da UNIFAL. A exsicata da espécie vegetal encontra-se
depositada no herbario da UNIFAL voucher (UALF-1634).

3.3.5 Isolamento e preservacgdo dos fungos endofiticos

As folhas foram lavadas duas vezes com EtOH 70%, H,O destilada estéril (15
min a 121°C) e imersas em solucdo de hipoclorito de Sodio (NaClO) a 2% por 5
minutos. Em seguida, transferidas para capela de fluxo laminar onde cortes
quadrangulares em diferentes partes de cada folha foram realizados, utilizando um
bisturi estéril. As partes cortadas foram transferidos para placas de Petri preenchidas
com meio de cultura batata dextrose adgar (PDA) e antibidtico (Sulfato de Gentamicina)
para evitar o crescimento bacteriano (Figura.1) por um periodo de sete dias.

Figura 1- Inoculagdo de cortes em formato quadrangular de diferentes partes de Folhas de P.pluviosa em
meio PDA.

FONTE : Do autor.

Em seguida, as colbnias selecionadas foram repicadas sucessivamente até a
obtencdo das linhagens puras. A pureza dos isolados foi determinada pela aparéncia

uniforme da col6nia na placa replicada em meio PDA (Figura 2).
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Figura 2- Coldnias de Fungos endofiticos isolados de P.pluviosa em meio PDA.

FONTE: Do autor

Depois de considerados puros, as cepas isoladas, foram armazenadas em frascos
de criopreservacdo e conservados em triplicatas em diferentes meios (Castellani e
glicerina ) e transferidos para criotubos previamente esterelizados de 2mL, os quais

foram lacrados, identificados e amarzenados em congelador a -5°C.

3.3.6 Classificacédo e anotacdo dos fungos

As linhagens consideradas puras apoOs replicacdo foram anotadas pelo
Laboratério de Ecologia e Sistematica de Fungos (LESF), da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Campus de Rio Claro. Para anotacdo das cepas isoladas, foram
observadas as caracteristicas morfologicas, o sequenciamento da regido ITS (“Internal
Transcribed Spacer”) e analise filogenética (utilizando sequéncias de referéncia do
GenBanK).

3.3.7 Obtencéo dos extratos brutos

Os fungos isolados foram primeiramente replicados em placas de petri contendo
PDA e incubados a 25°C por sete dias. Em seguida, os fungos incubados foram
transferidos e cultivadas em erlenmeyers de 500mL previamente limpos, autoclavados
com 250 mL de meio liquido PD. Apds o periodo de fermentacéo de 21 dias a 25°C, as
culturas de fungos (Micélios e caldo PD) foram homogeneizados em desintegrador e
emulsificador tipo TURRAX TE102. Apds homogeneizagdo as misturas foram filtradas
e submetidas & extracdo exaustiva, com solvente acetato de etila (ACOEt) e seco em
evaporador rotativo na temperatura de 54°C, resultando na elaboracdo dos Extratos
Brutos (EB).
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3.3.8 Sele¢do dos fungos endofiticos para estudo quimico

Para selecdo dos extratos de endofiticos para estudos quimicos, os extratos
seguiram trés principais critérios: 1) Avaliacdo dos perfis cromatograficos HPLC-UV-
DAD dos extratos brutos na busca de cromatogramas com substancias majoritérias. 2)
Maior rendimento em gramas em 250mL de PDA. 3) Presenga de atividade anti-
inflamatoria por quantificacdo da inibicdo de PGE; em experimento ex-vivo analisado

estatisticamente por matriz combinatéria .

3.3.9 Fracionamento dos extratos brutos (EB)

O extratos dos fungos selecionados foram fracionados utilizando “Extragdo em
Fase Sdlida (EFS)”, utilizando fase mével Metanol (Synth e Tedia) e agua ultra pura
(mili-Q) em Manifold (Supelco) acoplados a cartuchos (LC-18 EFS 500mg, #57012) e
bomba a vacuo (Figura. 3). De 20 a 150mg de amostras foram inseridas nos cartuchos
ja pré-condicionados com 2 mL de MeOH, seguido por 2 mL de agua ultrapura (mili-Q)
acidificada (0,1%) com acido acético. Para a extracdo utilizou método gradiente
MeOH/H,0 com eluicdo nas proporcdes de (30:70); (50:50); (75:25) e (100% MeOH)
com um volume total de 100mL de fase movel para cada proporcdo de solventes
aplicado, aonde ao final foram coletadas duas fracdes de 50mL para cada propor¢éo

(Figura 4). Todos os extratos secos foram pesados e seus rendimentos calculados.

Figura 3- Manifold LC-18 -SPE (Extragdo Fase Solida)

FONTE: Do Autor.
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Figura 4- Fracionamento de Extratos de fungos

Extrato de Fungo Selecionado

—1(1') 30:70 MeOH/H,0

__{(2") 50:50 MeOH/H,0

—(3") 75:25 MeOH/H,0

—(4") 100% MeOH

FONTE: Do Autor.

3.3.10 Técnicas cromatograficas

3.3.10.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As analises foram feitas em placas de silica gel 60 com indicador de
fluorescéncia UV2s4 da Merck. As revelagdes foram efetuadas com irradiacdes UV de

254nm e 360nm, e exposicdo a iodo sublimado.

3.3.10.2 Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

SeparacOes por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) em escala
analitica e semi-preparativa foram realizadas em equipamento analitico HPLC-UV
(Shimadzu®) com Detector Arranjo de Diodos (DAD), UV- DAD SPD-M20A, injetor
SIL-20AHT, forno para coluna CTO-20% com duas bombas LC-20AD, degaseificador
DGU-20A3 e coletor FRC-10A da Unifal-MG. As analises cromatograficas em HPLC-
DAD, utilizaram uma coluna de fase reversa C18 Shim-pack CLT-ODS (M) de 4,6 mm
de diametro interno, 250 mm de comprimento e particulas de 5 um. O método
cromatografico desenvolvido foi gradiente exploratdrio (gradiente de 5 a 100% de B em
A, durante 30 min em um fluxo de 1 mL/min, com fase mdvel de agua milli-Q
acidificada com 0,1% de acido acético (A) e ACN (B) para avaliagdo prévia dos

extratos.
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3.3.11 Técnicas espectroscopicas e espectrométricas

3.3.11.1 Ressonancia magnética nuclear (RMN de *H e *3C)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em espectrémetro
Bruker 7.05 Tesla, modelo AC-300 (Laboratorério de RMN da Unifal-MG). As
amostras foram analisadas em tubos de 5 mm , diluidas em Metanol deuterado
(CD30D) e Agua deuterada (D,0) da (Sigma-Aldrich). Experimentos bidimensionais
como HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation), HMBC (Heteronuclear
Multiple Bond Correlation) e COSY (Correlation Spectroscopy), também foram

realizados.

3.3.11.2 Espectrometria de massas (MS)

Para andlises de caracterizacdo quimica foram utilizadas espectrometro Waters
XEVO G2-XS Q-TOF (Cromatografia Liquida de Ultra Performance com analisador
por Tempo de V60). Todos os extratos foram anteriormente particionados com solvente
hexano grau HPLC para remover o material graxo (ceras, pigmentos lipofilicos, etc.),
logo apos os extratos foram filtrados com filtro de PTFE e submetidos para analises em
injetados na concentracdo de 1 mg/mL. A coluna utilizada para a separacdo foi C18
ultra-analitica com fase reversa ACQUITY UPLC®HSS T3 (1,8 pum, 100 x 2,1 mm). O
forno de coluna foi mantido a 40 °C. As fases mdveis usadas foram solvente A, dgua
MiliQ acidificada (&cido férmico a 1% v / v) e solvente B, ACN. O volume de injecédo
foi de 5 pL. O método de eluicdo foi gradiente de 10 min com 0,5 mL / min de taxa de
fluxo. O método usado foi de 1% ACN-99% H,0, em 0,1 min 85% H,0-15% ACN, em
7,5 min 20% H,0-80% ACN, em 8,5 min 1% H20 e 99% ACN, em 8,6 min 99% H20
1% ACN e até 10 min com 99% H,0 1% ACN.

Além disso, os espectros de massas foram obtidos utilizando o software
Masslynx (Waters Xevo-SQTOF/MS (Waters Corporation) e ionizacdo por eletrospray
(ESI) operados no modo de ionizacdo positivo e negativo. Os parametros dos
espectrometros de massa foram executados com varreduras alternativas de alta e baixa
energia, que sdo reconhecidas como modo de aquisicdo do MSE. Os parametros
operacionais do equipamento foram os seguintes: tensdo do cone, 40V; tensdo capilar,

3,0 kV; fluxo de gas do cone, 30 L / h; temperatura de dessolvatagdo, 300 °C;


https://www.googleadservices.com/pagead/aclk?sa=L&ai=DChcSEwjB5s22hKPuAhVOgJEKHQkdCakYABAAGgJjZQ&ae=2&ohost=www.google.com&cid=CAESQOD2ssNlHoLexUyPgvboSlmnEZLo0oufTv-MoO7byFTsytOHV6Qz-4KSlkG4pjB-k_TyTDmpkKnUexpnYlum-nI&sig=AOD64_0B7o4AE75Mce7q5MX1Ih0RVbeCOg&q&adurl&ved=2ahUKEwjLmMe2hKPuAhWmLLkGHb4pBQIQ0Qx6BAgDEAE
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temperatura da fonte, 120 °C; e fluxo de géas de dessolvatagcdo, 600 L/h. O intervalo de
varredura em massa foi definido como 100 a 1000 m/z. Os dados de EM foram
coletados em modo centroide, utilizando o spray lock para calibragdo do equipamento
MS para garantir a precisdo e reprodutibilidade das analises. Uma concentragdo de 200
pg/mL de leucina encefalina foi usado como Lock Mass, identificada por m/z 554,2622
(ESI") e m/z 556,2768 (ESI™). A frequéncia de pulverizagdo de bloqueio foi estabelecida
em 10 s.

3.3.16 Desreplicagéo dos extratos

A desreplicagdo foi auxiliada pelo banco de dados interno, construido com base
em periddicos experimentais e revisdes na literatura, bem como as plataformas online
Dicionario de Produtos Naturais© (DNP), SciFinder®,Web of Science e
PubMed.(Anexo XIII). Os dados de espectrometria de massas foram processados
separadamente para dados dos modos positivo e negativo, e 0s parametros do método
foram estabelecidos de acordo com os aspectos gerais do cromatograma de cada modo:
o limite de intensidade do marcador foi definido como = 10.000, a toler&ncia de massa
(janela XIC) foi = 0,03 Da , a janela de massa foi = 0,05 e a tolerancia da janela de
tempo de retencdo (RT) foi = 0,01. Os dados brutos de MS foram analisados usando o
software MZmine 2.53 para obter uma lista de picos de metabdlitos secundarios para
comparacdo e desreplicacdo de marcadores. As etapas de deconvolugdo incluidas
(limiar: 5%; RT: Intervalo 0,01 min; altura relativa minima: 15%), deisotoping
(tolerancia m/z: 0,003; tolerancia RT: 0,1 min), alinhamento (tolerdncia m/z do
alinhador de juncdo: 10 ppm; tolerancia RT: 0,1 min; peso para m/z: 15 e para RT: 0,1
min), preenchimento de lacunas (intensidade, m/z e tolerancia RT respectivamente:
10%; 10 ppm e 0,1 min) e anotacdo (m /z e tolerancia RT: 10 ppm e 10 min). O

software também foi aplicado para fins graficos de espectrogramas MS/MS.

3.3.17 Outros materiais

- Balanca Analitica —Schimadzu AW220

- Autoclave vertical — Prismatec CS

- Capela de Fluxo Laminar —Fulterflux FLV. 1266/4

- Speed Vacuum equipment —Thermofisher mod/SPD1030
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3.4 ENSAIOS BIOLOGICOS
3.4.1 Atividade anti-inflamatéria ex vivo

O procedimento experimental incluiu avaliagbes randomizadas avaliadas em
triplicatas. O sangue venoso periférico agrupado foi obtido de voluntéarios saudaveis do
sexo masculino e feminino com idades entre 20 e 35 anos. O sangue foi coletado de
doadores que relataram ndo ter usado anti-inflamatdrios ou CAP (padréo interno, IS)
pelo menos 15 dias antes da coleta de sangue. Os voluntarios assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido para participagdo na pesquisa autorizada pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alfenas N°89325818. 1.0000.5142.0
ensaio anti-inflamatorio foi realizado seguindo o protocolo desenvolvido por (ROSA et
al., 2021a). O sangue humano heparinizado (200 pL) foi utilizado para a avaliagdo
quantitativa de mediadores quimicos no plasma. As amostras de extratos secos foram
suspensas em uma proporcao de 8:2 (Agua Ultrapura: Etanol grau HPLC), para atingir a
concentracdo inicial de 1mg /mL. O preparo de amostra foi realizado através de com 2x
limpeza com hexano grau HPLC e filtracdo através de microfiltros PTFE 0.22um. As
substancias puras foram testadas na concentracdo de 1 pug/mL, enquanto os extratos, na
concentracdo de 10pg/mL. O lipopolissacarideo (LPS, E. coli 026:B6, 10 ug/mL) foi
utilizado como agente indutor da inflamacdo sanguinea. As amostras foram diluidas
com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS - pH 7,2; cloreto 0,15 M; fosfato 0,01
M) em placas de 96 pocos (25 pL da amostra, 200 pL de sangue em todos 0s pogos e 25
pL de solucdo LPS, com um volume total de 250 pL em cada pogo, sangue + amostras
+ LPS). As amostras foram controle negativo (PBS), controles positivos (medicamentos
de referéncia: dexametasona/indometacina - 1 ug/mL) e extratos de fungos (10 pg/mL).
A solucdo PBS 1x sempre foi utilizada, de acordo com as quantidades especificadas na
Tabela 1.
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Tabela 1 - Protocolo de preparacdo PBS (pH 7.2; 0,15 M cloreto;0.01 M fosfato).

Reagente Tipo 1x 10x
Na;HPO4 12 H,O 2,99 29,09
7H,0 2,79 21,7
Anidro 1,1369 11,369
KH,PO, . 0,279 2,79
NaCl . 8,89 889
H,0 . 1L 1L

FONTE: Do Autor.

As placas de 96 pogos foram incubadas por 24 horas em atmosfera de 5% CO; a
37 °C, centrifugou-se por 5 min a 1000 rpme 4 ° C. O plasma (100 pL) foi removido e
a precipitagdo de proteinas foi realizada adicionando 500 pl. de MeOH:ACN
refrigerado (1:1, v/v) as amostras de plasma e depois centrifugado (6000 rpm, 4°C) por
10 min . Os sobrenadantes foram coletados, diluidos em H,O destilada (4,5 mL),
carregados em Supelco (LC-18 SPE 100 mg), eluidos em tubos eppendorf pré-marcados
(1 mL de solugdo de &cido acético metandlico a 0,1%) e completamente secos e
armazenado a -20 °C para analise de quantificacdo de PGE,. Os materiais usados para
pipetagem e plagueamento das amostras de sangue foram anteriormente autoclavados
(pontas, eppendorfs, tubos falcon, bem como PBS 1x para diluicdo das amostras). Todo
0 material usado para o teste foi inserido na capela de fluxo laminar previamente para

esterilizacdo por UV com periodo de exposic¢do de 30min.

3.4.1.1 Quantificacdo de prostaglandina E; (PGE,)

As amostras obtidas no ensaio anti-inflamatério ex-vivo foram reconstituidas
com 100 puL de ACN (grau HPLC) para analise UPLC-MS/MS. O CAP foi utilizado
como padrdo interno (PI) na concentracdo de 25 ng/mL. As amostras foram submetidas
ao cromatografo liquido Shimadzu®, Kyoto, Japdo Prominence com duas bombas LC-
20 AD, um desgaseificador DGU-20A3, modos de operacdo de eletrospray (ESI)
positivo e negativo, amostrador automatico SIL-20A HT, forno CTO-20A e controlador
CBM-20A acoplado a um espectrometro de massa Shimadzu LC-8030 (analisador de

quadrupolo triplo). A separagdo cromatogréfica foi conduzida a 30°C em uma coluna de
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fase reversa Poroshell 120 EC-C18 (Agilent, Santa Clara, CA, EUA, 2,7 um, 3 x 100
mm) acoplada a uma pré-coluna de fase reversa Eclipse (Agilent , Santa Clara, CA,
EUA, 1,8 um, 2,1 x 5 mm) com um volume de injegdo de 20 pL. A fase movel incluiu:
H20 acidificada a 0,1% com acido formico (A) e ACN (B). O método cromatografico
gradiente de corrida total de 8,5 min e fluxo de 0,3 mL/min variou de 40% a 100% de B
em 3 min, mantido por 1 min a 100%, e depois retornou com 40% de B em 0,50 min.

Depois, para o recondicionamento da coluna, foi mantida por 4 min com 40% de
B. As configuracGes do espectrémetro de massa foram nitrogénio do gas de nebulizacéo
com fluxo de 2 L/min, nitrogénio do gas de secagem com fluxo de 15 L/min a 450 °C,
tensdo de interface 3,5 kV, temperatura DL 250 °C, voltagem do detector 2,44 kV e gas
de coliséo argbnio a 230 kPa. As transicdes das relagbes massa-carga (m/z) foram
monitoradas pelo monitoramento da reacdo selecionada (SRM) no modo negativo
[M—H] de acordo com o método validado descrito anteriormente por (ROSA et al.,
2021b) e baseado na resolucdo ANVISA RDC N° 27, 17/05/2012. A aquisi¢do e o
tratamento dos dados foram realizados no software LabSolutions®. Os resultados do
ensaio anti-inflamatorio ex-vivo foram analisados estatisticamente por meio de analise
de variancia unidirecional (ANOVA) seguida pelo teste de comparacdo maltipla de
Dunnett e sdo expressos como media £ desvio padrdo (SD) no GraphPad Prism® 9.1.2
(GraphPad Software®©, La Jolla, CA, EUA).

3.4.2 Atividade antiparasitaria

3.4.2.1 Teste de ecloséo larval (TEO OU EHT)

Para este teste e 0s outros testes anti-helminticos in vitro foram utilizadas ovinos
infectados artificialmente com uma cepa de Hamonchus contortus (Kokstad). O uso dos
ovinos para o teste anti-helminticos in vitro: teste de Inibicdo da eclosdo larval (TEO),
foi aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UNIFAL) da
Universidade Federal de Alfenas, com o registro n0 0053/2021, com vigéncia de
14/02/2022 a 25/04/2024. A técnica de eclosdo larval (TEO) ou “Egg Hatching test”
(EHT) esta sendo desenvolvida de acordo com a metodologia descrita por COLES et
al., (1992). Esta técnica consiste em incubar 250 pL de solugdo de ovos com 250 pL

das diluigdes do extrato em tubos de ensaio de 5 mL por 48 horas, a 25 °C. As
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concentragcdes utilizadas para extratos (FPD13) foram: 4, 2, 1, 0.5, 0.25 mg/ml.
Posteriormente se coloca lugol nos tubos com a solu¢cdo de ovos e extratos para
interrompera eclosdo das larvas de primeiro estadio (L1). As contagens de ovos e L1
sdo realizadas em microscopio 6tico (100x) para determinar a inibicdo da eclosdo larval
segundo caracteristicas morfoldgicas observadas. Utilizou-se um controle negativo com
DMSO ao 1%. O controle positivo foi thiabendazol na concentragdo 0.1 mg/mL. Séo
realizadas trés repeticGes dos testes com trés a cinco réplicas de cada tratamento e
concentracdo, assim como de cada um dos controles (positivo e negativo). O resultado é
expresso em porcentagem de inibi¢do (%) de ecloséo larval.

3.5 QUIMIOMETRIA

3.5.1 Banco de dados estrutural Aspergillus

O conjunto de dados foi construido com base na revisdo sistematica
(FERREIRA et al., 2021a) que abrangeu metabdlitos ativos de Aspergillus sob ensaio
anti-inflamatorio in vitro empregando diferentes alvos farmacologicos. Assim, a
modelagem do QSAR foi realizada exclusivamente para a via anti-inflamatoria do NO
devido a maior quantidade de dados relatados para a inibicdo da enzima iINOX e da
molécula sinalizadora do NO. Aqui, a inibicdo de NO de 60 entidades quimicas isoladas
de diferentes Aspergillus sp. foram extraidos para construir o conjunto de dados. As
informacGes da atividade anti-inflamatdria foram extraidas dos artigos originais, cujos
dados foram relatados como a concentracdo inibitéria média (valores de 1Csp) em

ensaios in vitro (células RAW167 induzidas por lipopolissacarideos bacterianos — LPS).

3.5.2 Calculo de descritores moleculares

Os 60 metabdlitos do conjunto de dados contendo diferentes classes metabdlicas
foram redesenhados e salvos como estruturas 2D (formato .mol) usando o software
ChemDraw ultra 12.0. As geometrias tridimensionais foram calculadas por meio de
mecanica molecular usando o software Avogrado versdo 1.2.0 parametros [Extensions-
Optimise Geometry-Molecular Mechanics-Setup force field (GAFF, 5000, Steepest

Descent, 10e-7)]. As estruturas foram salvas e exportadas (formato .mop) Referéncia (.
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Em seguida, as estruturas foram otimizadas utilizando o software de extenséo MOPAC
2016 (Molecular Orbital PACkage) pelo método de quimica quéntica semiempirica
PM7 e exportadas (formato .out) (BALDIM et al., 2017; CHAGAS-PAULA et al.,
2015a; J. J. P. STEWART, 2016). Cada molécula foi verificada manualmente (formato
.mol) usando Avogadro versdo 1.2.0. Os descritores moleculares foram calculados
utilizando o software alvaDesc versdo 2.0 (BALDIM et al., 2017; OLIVEIRA et al.,
2015).

3.5.3 Estudos de QSAR

Os valores de 1Csy foram obtidos em pg/mL e entdo convertidos para
micromolar (uM), e logaritmicos normalizados como valores de plCsy (—logICsp). O
valor mais alto de plCsp indica a atividade potencial de inibicdo de NO mais promissora,
que corresponde aos valores mais baixos de 1Cs,. Os dados do descritor foram
normalizados usando o software Weka 3.9.5 com escala 1 e traducéo 0 (Baldim et al.,
2017; 1. H. Witten, E. Frank, 2011). Apos a normalizacdo, para desenvolver um modelo
de previsdo de atividade e um estudo de QSAR, as estruturas foram divididas em dois
grupos, dois tercos para o conjunto de treinamento n = 46 (~77%) e um terco para 0
conjunto de teste n = 14 (~33 %). Para a selecdo inicial dos descritores, foram
realizados testes flutuando a porcentagem de treinamento de dados de 70 a 80%. Os
descritores importantes para os valores de plCsy foram classificados usando o avaliador
de subconjunto RandomForest (meétodosWeka: AttributeSelectedClassifier-
E".CorrelationAttributeEval”-S"weka.attributeSelection.Ranker-T
7976931348623157E308-N-1"-W.RandomForest- P 100 -1 100 -num-ranhuras 1 -K O -
M 1,0 -V 0,001 -S). A selecdo do ranking assumiu valores de correlagdo > 0,98 pelo
teste de correlacdo de Pearson (0,1 a 0,49). Assim, 366 dos 5.631 descritores foram
reunidos para selecdo de subconjuntos. Assim, os descritores com maior correlacdo
positiva foram agrupados e os descritores finais para o modelo foram selecionados
seguindo a regra de ouro da parcimdnia e da semelhanca entre as caracteristicas fisico-

quimicas dos descritores.
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3.5.4 Modelos de aprendizado de maquina

Os sete maiores descritores correlacionados previamente selecionados foram
usados para construir a Rede Neural Artificial (RNA) de aprendizado de maquina para o
modelo QSAR. Os algoritmos foram construidos no software Weka 3.9.5 usando os
dados normalizados e os valores de plCso (BALDIM et al., 2017; E. FRA2NK, M. A.
HALL, 2016). O classificador “Multilayer perceptron” foi inicialmente aplicado e
otimizado usando 4 de “Hidden layers” e 420 de “Training time” (L, 0,3; M, 0,2; N,
420; V, 0; S, 0; E, 20; e H, 4). O “Multilayer perceptron” aplica o0 método de
retropropagacdo para determinar as masssas, € também usa uma funcéo sigmoide para
cada n6 ou neurénio, e assim o peso de cada né pode ser calculado para cada instancia
de treinamento (BALDIM et al., 2017; E. FRANK, M. A. HALL, 2016; OLIVEIRA et
al., 2015). Os valores de R? (coeficiente de correlagdo ao quadrado) e Q? (coeficiente de
variacdo preditiva ao quadrado, “fold” de 10 vezes) foram calculados para medir a
qualidade do ajuste e para realizar a validagdo cruzada, respectivamente. Além disso,
para avaliar a robustez e garantir a validade dos modelos, os valores de P? (coeficiente
de correlacdo quadrado para conjunto de teste) foram determinados pelo conjunto de
teste fornecido. No presente estudo, 14 instancias foram selecionadas para o conjunto de
teste das 60 do conjunto de dados (~33%), das quais 46 (~77%) foram usadas para
treinar 0 modelo para corroborar e confirmar a adequacdo do modelo construido
(Tabela S5). O teste de “scramble” foi implementado com os valores de atividade NO

plCso misturados aleatoriamente para realizar validacao interna adicional.

3.5.5 Dominio de aplicabilidade

O Dominio de Aplicabilidade (DA) é simplesmente definido como “uma regido
fisico-quimica tedrica no espaco (0 espaco de resposta e a estrutura quimica) para a qual
um modelo QSAR deve fazer previsbes com certa confiabilidade”(PUZYN;
LESZCZYNSKI; CRONIN, 2010). A medida que construimos um modelo QSAR
robusto, significativo e validado, ndo podemos esperar que ele preveja de forma
confiavel a propriedade modelada para todo o amplo universo de produtos quimicos.
Assim, é exigida uma forte énfase na validagéo rigorosa dos modelos e, dependendo da

extensdo do conjunto de dados, uma determinacdo do dominio de aplicabilidade pode
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ser um pré-requisito, geralmente incluindo validagbes internas e ocasionalmente
externas(KEMSLEY; TAPP, 2009; KOBAYASHI; YOSHIDA, 2021; LONG et al.,
2013). Para aplicacdo do dominio de aplicabilidade foi utilizado o software KNIME
Analytics Platform (https://www.knime.com/getting-started-guide ) através do nodo

Domain —Similarity que € baseado nas distancias euclidianas.Neste né medidas de
similaridade sdo usadas para definir o dominio de aplicabilidade do modelo baseado nas
distancias euclidianas entre todos os compostos de treinamento e 0s compostos de teste
ou triagem virtual. A distancia de um composto de teste para seu vizinho mais préximo
no conjunto de treinamento é comparada com o limiar de dominio de aplicabilidade
(APD) predefinido. Se a semelhanga estiver além desse limite, a previsdo é considerada
nao confiavel (ZHANG et al., 2006).


https://www.knime.com/getting-started-guide
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4 RESULTADOS

4.1 REVISAO SISTEMATICA ASPERGILLUS

4.1.1 Estudos caracteristicos de busca em bancos de dados

A estratégia de busca identificou 1718 registros nas bases de dados (PubMed,
SciFindern e Web of Science) dos quais 687 eram duplicatas. Depois de verificar todos
os critérios de elegibilidade, 77 permaneceram e foram incluidos na analise qualitativa.
Esses estudos foram desde as datas de 2000-2021, exceto por um artigo de 1986. O
Anexo | representa o fluxograma PRISMA detalhado. O teste de concordancia entre
observadores para esta estratégia de busca alcangou um coeficiente kappa de 0,0838, o
que indica uma forte concordancia entre os avaliadores (AKN e KJN). Os estudos foram
conduzidos em diferentes paises (n = 12): China (67,53%, n = 52), Republica da Coreia
(12,98%, n = 10), india, Alemanha, Japdo, Arabia Saudita e Taiwan (2,59%, total de
12,98%, n = 2 cada), Australia, Brasil, Franca, Holanda, Sri Lanka (1,29%, total de
6,49%, n = 1 cada). Alem disso, os Aspergillus sp. foram obtidos de diferentes
localizagdes geograficas (n = 19) no globo (Anexo I1). Nos dltimos 10 anos, observou-
se um crescimento exponencial do numero de revisdes cientificas originais por pares de
publicacbes na literatura, relatando metabdlitos anti-inflamatérios de espécies de
Aspergillus.sp (Fig 5). De acordo com a pesquisa bibliografica realizada na presente
revisao sistematica, e considerando os critérios de elegibilidade aplicados, setenta e sete
artigos originais foram publicados de 1986 a 2021 investigando a atividade anti-
inflamatdria de metabdlitos de Aspergillus sp., de, onde 76 artigos (98,71%) foram

publicados entre os anos 2009-2021.

Figura 5 - O aumento do numero de publicagdes de de 1986 até 2021.

2025
2020
2015
2010
o 2005
Jaa References
1950
1965

1380
1 16 31 45 6l 76

FONTE: Do Autor.



50

Figura 6 - A porcentagem de metabolitos anti-inflamatdrios encontrados entre as diferentes espécies de
Aspergillus (n = 19)
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4.1.2 Cultivo e metabolitos de Aspergillus sp.

Em relacdo aos metabolitos de Aspergillus sp. (Figura 6), 34 foram isolados de
A. terreus (13%), 25 de A. niger (10%), 20 de A. fumigatus (8%), 20 de A. europaeus
(8%), 16 de A. flocculosus (6%), 10 de A. versicolor (4%), 10 de A. sidowii (4%), 10 de
A. falconensis (4%), 9 de A. flavus (3%), 8 de A. ochraceopetaliformis (3%), 7 de A.
ochraceus (3%), 4 de A. austroafricanus (2%), 3 de A. violaceofuscus (1%) e 3 de A.
sojae (1%). Dentro adicdo, 3 metabolitos de A. novofumigatus e 4 de A. flavipes, A.
nidulans (2 cada) e mais 1 de A. ruber sdo descritos juntos em outra categoria (3%).
Adicionalmente, 71 metabdlitos foram encontrados em regides desconhecidas ou nédo
identificadas. espécies de Aspergillus (28%). Para as etapas de fermentacao fungica dos
diferentes cepas de Aspergillus sp., a maioria dos autores (n = 44; 57,14%) cultivada em
agar batata dextrose ou meio liquido dextrose batata, enquanto outros usaram diferentes
tipos de meios, incluindo arroz e agua salinizada média ou malte e extrato de glicosideo
de levedura (n = 33; 42,85%). Dependendo da escolha do meio utilizado pelo autor, a
maioria empregou agua salina estéril e sais artificiais (por exemplo, KH,PO4,MgSO, e
NaCl) para suspensdes de cepas marinhas antes do cultivo de fungos. A incubagdo foi
realizada em placas de meio s6lido (por exemplo, Placas de Petri) por periodos que
variaram entre 3-7 dias para os diferentes (n = 77) artigos avaliados. Subsequentemente,
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fermentacdes em escala foram realizadas principalmente em glicosilados caldo de batata
ou uma mistura de arroz e estéril &gua salgada. Em geral, o periodo final de incubagéo
variou de 21 a 40 dias e as temperaturas variaram de 25 a 30 °C, antes da proxima etapa

de preparacédo de extratos brutos.

4.1.3 Metabolitos anti-inflamatorios de Aspergillus sp.

De todos os artigos submetidos a extracdo e revisdo de coleta de dados, 231
diferentes metabdlitos foram identificados a partir das diferentes espécies de Aspergillus
com acdo anti-inflamatdria. Esta atividade farmacoldgica foi relatada em um grande
nimero de compostos formados por diferentes classes estruturais (Anexo VI ). A
maioria das espécies de fungos foi de: origem marinha (56,1%) , endofitos (30,1%).
Outras eram de fontes ambientais divergentes (Anexo 1V), como solo e sedimentos
(13,7%). Do ponto de vista quimico (Fig 7), 11 compostos eram espécies de esteroides
(4,76%), 17 butenolideos (7,36%), 44 alcaldides (19,05%), 45 terpendides (19,48%), 91
policetideos (39,39%) e 23 eram de outras classes (compostos fendlicos, peptideos,
acidos organicos, polissacarideos, micotoxinas e pigmentos, 9,96%). Além disso, todos
esses metabdlitos de Aspergillus foram testados por experimentos in vitro (n = 77,
100%), e apenas trés artigos também realizaram uma avaliacéo in vivo (1,1.29%). De
acordo com a AADB criada (Anexo 1V), o agente indutor inflamatdério mais aplicado
nos estudos (54, 70,12%) foi o lipopolissacarideo (LPS), enquanto a N-formil-metionil-
leucil-fenilalanina e CuSO,4 foram menos usados (2, 2.59%).

Um estudo particular de El-Kashef et al. (2020) usaram a citocina TNF-a (1,
1,30%) para ativar a sinalizacdo NF-kB, enquanto 18 estudos ndo especificaram quais
foram os indutores inflamatorios, e alguns deles ndo foram apropriados para o ensaio;
assim foram classificados como ND* (ndo definido, 23,37%). Sobre os principais alvos
anti-inflamatorios detalhados na AADB (Anexo 1V), 134 metabdlitos diferentes
inibiram a sintese de Oxido nitrico induzivel via de oxido (iNOS-NO), 42 a via
COX/LOX, 65 diferentes interleucinas pro-inflamatorias (IL-1 e/ou IL-6) ou citocina
(TNF-a), e 40 inibiram a via NF-xB (Fig 8). Mais especificamente, 80 metabolitos
inibiram exclusivamente a iNOS-NO (37,7%), enquanto 22 inibiram a COX-PGE,ou
via LOX-LTB4 (10,4%); 48 a IL-1, IL-6 ou a citocina TNF-a (22,6%); e 9 apenas
promoveram inibicdo da via NF-kf (4,2%);. Outros mostraram ser capaz de inibir mais
de uma via, por exemplo 20 (9,4%) inibiram NF-kp ¢ iNOS-NO(Fig 8). Portanto, os
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metabdlitos anti-inflamatorios de Aspergillus representam uma rica fonte de compostos
anti-inflamatorios, que podem atuar por diferentes mecanismos de acbes anti-

inflamatorios.

Figura 7 - O nimero de metabélitos com atividade anti-inflamatdria em espécies de Aspergillus
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Figura 8 - O diagrama de Venn indica o ntimero total de substancias relatadas para Aspergillus sp. que
demonstraram ser capazes de atuar em alvos anti-inflamatérios. Quatro substancias
demonstraram ser capazes de atuar em todos esses alvos (iNOS-NO, COX/LOX, interle
interleucinas e citocina TNF-o e NF-xB).
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FONTE: Elaborada pelo autor (2021)
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Além disso, quatro das imagens das estruturas quimicas 1-12 podem ser do

mesmo tamanho. A imagem da substancia 12 € maior, as substéncias 1-4 tamanho

medio e 0 5-11 menor que os outros — um derivado fendlico, toluhidroquinona (1), dois

policetideos, TMC-256C1 (2) e asperlina (3), e um peptideo derivado, acetato de

aurantiamida (4) — merecem atengdo especial, pois podem inibir todos os alvos e

mecanismo

“scaffolds

anti-inflamatérios investigados nesta revisao (Figs. 8 e 9), e assim seus

quimicos”, podem ser considerados promissores para compostos anti-

inflamatoérios multialvos na descoberta de medicamentos.

Figura 9 - As principais vias afetados pelos compostos multi-alvos toluhidroquinona (1), TMC-256C1
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(2), asperlina (3), acetato de aurantiamida (4) e alcaldide circundatina D (12).
Ciclooxigenase (COX), proteina ativada por mitoégenoquinases (MAPK), quinase 1B
(IKK), Janus quinase (Jak), transcricdo da proteina ativadora 1 (AP-1) fator Ap-1, nuclear
fator kappa B NF-kB, STAT2, interleucina (IL), nitrico induzivel 6xido sintase (iNOS),
tumor fator de necrose-o. (TNF-a), 6xido nitrico (NO), c-Jun N-terminal quinase (JNK) é
da via MAPK (é omitido).
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4.1.4 Principais compostos anti-inflamarios

Os melhores valores de 1Csy para metabélitos em termos de inibicdo de iINOS-
NO foram fornecidos por alcaldides. Entre eles, asperimidas C (5) e D (6), 5-prenil-di-
hidrorrubrumazina A (7) e 5-prenil-dihidrovariecolorina F (8) exibiram as atividades
mais potentes com 1Cso de 0,78, 1,26, 2,8 e 4,2 uM, respectivamente (KWON et al.,
2017; LIAO et al., 2018). Os alcaldides também mostraram as atividades mais fortes na
inibicdo da liberacdo de interleucina pro-inflamatoria IL-6, como as preussinas G (9), |
(10) e J (11) apresentando valores de 1Cs50 0,11, 0,19 e 2,3 uM, respectivamente (GU et
al., 2018). Os esterdides ergosterdiacidos A e B com ICsy de 4,5 e 3,6 uM,
respectivamente, também mostraram uma forte inibicdode iINOS-NO (LIU et al., 2018).

H
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Alguns policetideos inibiram significativamente a ativagdo de NF-Kb, por
exemplo a yicatina B, metilemodina, eurobenzofenona B e dermoluteina que tém taxas
inibitorias de 81,2 + 8,3, 75,9 + 8,3, 74,9 £ 3,8 e 73,1 + 12,7%, respectivamente, na
melhor dose avaliada 10 uM; (DU et al., 2018). O composto fendlico 5-[(3E,5E)-3,5-
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nonadienil]-1,3-benzenodiol e o alcaléide circumdatina D (12) também inibiram a
ativacdo de NF-kB com ICsp de 6,0 £ 0,5 e 8,7 + 1,3 uM, respectivamente (WEN et al.,
2019; ZHANG et al., 2020).

12

Os policetideos também exibiram as atividades mais potentes na inibicdo de
COX-2, e. diorcinol, 5,5-oxibis(3-metilfenol), 6,8,1'-tri18-O-metilaverantina, 14,15—
secocurvularina, aurasperona C, aurasperona A, cordyol C e 3-(3-hidroxi-5-
metilfenoxi)-5-metilbenzeno-1,2-diol que exibiram o 1Csq valores de 2,4, 2,4, 2,6, 2,7,
4,2, 6,4, 7,1 ¢ 7,1 uM, respectivamente(FANG et al., 2016; KIM et al., 2018; TIAN et
al., 2015; YANG et al., 2017). No geral, notou-se que NO e IL-6 tiveram os melhores
inibicdes por alcaldides, enquanto as vias NF-kB ¢ COX-2 alcangcaram as melhores

taxas de inibicdo por estruturas policetidicas em estudos in vitro.

4.1.5 Compostos multi-alvos Aspergillus

Sendo assim, é relevante destacar os estudos dos compostos multi-alvos que se
mostraram capazes de atuar nos quatro alvos anti-inflamatorios (Figs. 8 e 9). Hwang et
al 2015, investigou o perfil anti-inflamatério dos compostos fendlicos toluhidroguinona
(1), que foi relatado com um efeito antioxidante, efeito anti-angiogénese sobre células
endoteliais de videira umbilical humana (KIM et al., 2015) e efeito antibacteriano
contra Staphylococcus multirresistente aureus (LEUTOU et al., 2012). O Composto (1)
mostrou ICsp de 4 uM e diminui¢do da liberacao de PGE, com dose dependente em
células RAW264.7 estimuladas por LPS. Além disso, diminuiu a expressdao pro-
inflamatoria, incluindo de TNF-a, IL-1f ¢ IL-6 em concentra¢Ges variando de 2 a 10
uM e inibiu a ativagdo de NF-«B e translocagédo do citosol dentro do nucleo das células
nas concentragdes 5 ¢ 10 uM (HWANG et al., 2015). Este composto suprimiu a
expressdo proteica de iINOS e COX-2, de forma dose-dependente, além de reduzir
fosforilagdo de fosfatidilinositol 3-quinase/proteina quinase B (PI3K/Akt), NF-xB e
proteina ativada por mitdgeno quinases (MAPK). NF-kB, Akt e MAPKs que sdo bem
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conhecidos com papéis centrais para respostas pré-inflamatérias (HWANG et al.,
2015). Assim, este composto de fato tem um potencial multialvo para agentes anti-
inflamatorios, como apontado anteriormente no diagrama de Venn junto com o0s
policetideos (2 e 3) e o derivado peptidico (4) (Fig.8 e 9).

O policetideo marinho TMC-256C1 (2) apresentou um efeito anti-
neuroinflamatério na microglia de células BV2 estimulada por LPS e preveniu a
neurotoxicidade estimulada pelo glutamato em células HT22 do hipocampo de
camundongos. Este policetideo parece ser capaz de estimular uma resisténcia celular ao
dano oxidativo desencadeado por citotoxicidade induzida de glutamato e geragdo de
espécies de oxigénio em células HT22. Esses neuroprotetores e efeitos anti-
neuroinflamatdrios foram associados com expressdao aumentada de heme oxigenase
(HO)-1 e translocacdo nuclear do fator 2 relacionado ao fator nuclear E2 (Nrf2) nas
células avaliadas (HT22 e BV2). A regulacédo positiva da expressao da proteina HO-1
provavelmente estd aumentando niveis nucleares de Nrf2 através da ativacdo do
PI3K/Akt e Vias MAPK (KIM et al., 2016). Tem sido relatado que HO-1 fornece a agéo
anti-inflamatoria suprimindo a producéo de fatores pré-inflamatorios como o TNF-a e
IL-1B e suprime a expressdo de mediadores pro-inflamatorios como INOS e COX-2
(KIM et al., 2016). Além disso, 2 inibiu a producdo de mediadores pro-inflamatdrios
induzida por LPS, como NO e PGE; via supressdo de iNOS e expressdo da proteina
COX-2, a translocacdo nuclear de NF-kB através da prevengdo da fosforilagao e
degradacéo de inibidor kappa B-o (IkB-a; Fig. 10; (KIM et al., 2016).

A asperlina (3) é outro policetideo marinho com atividades anti-inflamatdrias in
vitro, incluindo a inibicdo de COX-2, inibicdo da fosforilacdo e degradacdo de IkB-o da
via NF-kB, e diminuindo a expressdo de iNOS e os niveis de NO, PGE,, TNF-a e IL-1p
em RAW264.7 estimulado por LPS e células murinas peritoneais (LEE et al., 2011;
ZHOU et al., 2017). Este composto inibiu significativamente a formagdo de “foam
células”, induzidas por LPS e promoveu o efluxo de colesterol em células RAW264.7
(ZHOU et al., 2017). Os niveis de expressdo dos fatores pro-inflamatorios (iNOS, IL-1p
¢ TNFa) foram diminuidos, ¢ a expressdo de fatores anti-inflamatorios (IL-10 e IL-4)
foi aumentada, indicando uma mudanca na polarizacdo dos macréfagos M1/M2. Além
disso, experimentos in vivo usando administracdo oral deste policetideo (3) por 12
semanas em dieta rica em gordura (HFD) ApoE~~ camundongos mostraram supressao
significativa na formagdo de placa aterosclerose na aorta, reducéo da dilatacdo da aorta

e niveis séricos mais baixos de fatores pré-inflamatérios, mas mostraram pouco impacto
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sobre os lipidios do sangue. Esses resultados sugeriram que (3) é adequado para
prevenir a aterosclerose in vivo através efeitos anti-inflamatérios em vez de melhorar a
dislipidemia (ZHOU et al., 2017). Um exemplo recente da estratégia multi-alvo para a
pesquisa de novos anti-inflamatérios, (4), um peptideo com propriedades anti-artriticas
e analgésicas conhecidas, foi selecionado devido aos altos escores de correspondéncia
farmacoférica para direcionamento de proteinas, catepsina K (CTSK) e metalopeptidase
de matriz 9 (MMP9), de uma biblioteca de 2.241 proteinas humanas relacionadas a
doenca (YANG et al., 2020).

Os resultados mostraram que o composto (4) atua na catepsina K (CTSK) e
MMP9. A analise de docagem molecular mostrou que (4) e CTSK formaram ligacGes
de hidrogénio, interacGes hidrofobicas, e interagdes m—sigma ou n—alquil com os dois
fragmentos benzeno de anel. Por fim, por meio de experimentos in vitro, foi
demonstrado que (4) tem potencial para o tratamento de osteoporose, uma vez que
inibiu significativamente a diferenciacdo de osteoclastos e expressdo das proteinas
CTSK e MMP9 em osteoclastos (YANG et al., 2020). Este composto (4) também
demonstrou um efeito anti-neuroinflamatorio, como relatado no composto 3, inibindo a
producdo de NO e PGE; em células microgliais BV2 induzidas por LPS, aparentemente
diminuem a expressdo de iNOS, COX-2 e outras citocinas pré-inflamatorios, como IL-
1B ¢ TNF-a (YOON et al., 2014). Demonstrando também ser capaz de bloquear a
ativacdo de NF-kB inibindo a fosforilagdo do IkB-a. e inibi¢cdo das vias c-Jun N-
terminal kinase (JNK) e MAPKs também foram observadas (YOON et al., 2014) (Fig.
9). O alcaloide circumdatina D (12) inibiu a ativacdo de NF-xB com ICso de 8,7 = 1,3
uM, respectivamente (ZHANG et al., 2020), também demonstrou inibicdo da secrecao
de citocinas pré-inflamatérias em BV-2 induzido por LPS e células de microglia
(ZHANG et al., 2020). Este composto preveniu a neurotoxicidade induzida por LPS e a
modulacdo JAK/NF-kB mediada por “STAT” e “Toll-like receptor 4” (TLR4) e vias
inflamatérias MAPK (ZHANG et al., 2020). Desta forma, o composto (12) € um agente
potencial para efeitos neuroprotetores identificados pela estratégia multi-alvo (Fig.9).
Portanto, os metabdlitos anti-inflamatérios de Aspergillus representam uma rica fonte
de compostos bioativos, que podem atuar em diferentes mecanismos de acdo anti-

inflamatoria.
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4.1.6 Comparagdo com outros estudos

Além disso, tomando para comparacdo as outras revisdes da literatura sobre
metabdlitos bioativos de fungos endofiticos, observou-se que havia artigos de revisdo
sobre o0 assunto de compostos anti-inflamatérios do género Aspergillus. Embora a
literatura mais recente, como a abrangente revisdo de Xu et al. (2019) sobre metabdlitos
anti-inflamatorios de uma série de fungos marinhos endofiticos, relataram 55 compostos
de onze (n = 11) diferentes espécies marinhas de Aspergillus sp., cujas classes de
alcaldides, policetideos e terpendides foram os mais relevantes para o efeito anti-
inflamatorio, o que também foi apontado por nosso estudo. A recente revisdo de El-
hawary et al. (2020) sobre bioativos metabdlitos de espécies do género Aspergillus
descreveu 187 metabdlitos quimicos e padrdes com um espectro diversificado de
atividades biologicas, incluindo atividade anti-inflamatdria, enquanto nossa reviséo
sistematica incluiu mais substancias (n = 231). As espécies A. fumigatus, A. terreus e
uma espécie ndo identificada de Aspergillus foi revista principalmente por El-hawary et
al. (2020) e também relatado nesta revisdo. Vasundhara et al. (2019) revisaram 0s
principais bioativos metabolitos das mais conhecidas espécies de fungos endofiticos de
diferentes géneros que descrevem apenas 75 metabdlitos com bioatividade, apenas 24
eram agentes anti-inflamatérios. Os extensos estudos de Li et al. (2018), foram
centrados em metabolitos anticancerigenos e relataram 224 compostos de diferentes
classes quimicas de 109 cepas de diferentes fungos endofiticos, incluindo Aspergillus
sp.

Assim, a literatura recente corrobora com a significancia de compostos de
origem fangica e seu grande potencial para serem avaliados como novos candidatos a
farmacos no tratamento de diferentes doencas. Além disso, até onde sabemos, esta é a
primeira revisdo sobre produtos naturais anti-inflamatdrios de Aspergillus empregando
dados sistematicos de fungos como locais geograficos de coleta, organismos
hospedeiros, meios de cultura, agentes indutores inflamatérios, as principais classes de
produtos naturais responsaveis pela pronunciada atividade anti-inflamatéria e os alvos
anti-inflamatorios especificos envolvidos, bem como o respectivo 1Csp ou porcentagem
de inibicdo medida. Isso é importante destacar que esta revisdo sistematica acessou a
qualidade dos trabalhos e permitiu apontar quatro substancias com alto potencial para
atividade anti-inflamatéria multialvo e varios outros com inibi¢cdo dupla ou mecanismo

de acdo simultaneo. Além disso, 0 mais promissor dos compostos de baixo valor de 1Cs
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e/ou porcentagens de inibicdo também foram destacados. Portanto, os dados
apresentados e discutidos neste estudo podem orientar futuras investigagdes de
potenciais candidatos para atividade anti-inflamatéria, in vivo, QSAR, estudos de
docking molecular e também estudos clinicos subsequentes em humanos como ensaios

clinicos em caso de resultados pré-clinicos promissores.

4.1.7 Limitagdes

No presente estudo, foi descrito o maior nimero de metabdlitos com
propriedades anti-inflamatérias produzidos por Aspergillus da literatura, embora este
estudo apresente algumas limitacdes. Primeiramente, apenas revisdes de artigos
originais em inglés foram analisadas na lista bibliografica final, excluindo duas
publicagdes inglesas. Da mesma forma, a literatura “cinzenta” e registros de patentes
ndo foram incluidos; assim possiveis metabolitos bioativos com atividade anti-
inflamatdria que ndo foram relatados nas bases de dados indexadas investigadas podem
estar ausentes. Além disso, alguns autores ndo relataram a citotoxicidade dessas
substancias. Varios outros estudos e publicacfes cientificas isolaram metabdlitos de
Aspergillus sp., e a atividade anti-inflamatoria ndo foi avaliada, sendo assim, inUmeros
dados de atividade biolégica ainda podem ser desconhecidos. Esta hipdtese €é apoiado
pelo baixo nimero de espécies de Aspergillus acessados para triagem de atividade anti-
inflamatdria na literatura, como demonstrado pelos nossos resultados, menos de 3%
foram acessados quimicamente para bioatividade, 19 de 837 Aspergilus sp.
(HAWKSWORTH, 2011).

Desta forma, a maioria dos artigos investigados nesta revisao realizou ensaios in
vitro sistematicos e, portanto, a avaliacdo da qualidade e relevancia das metodologias in
vitro foi incluida pelos autores para garantir uma descri¢cdo imparcial e confiavel da
literatura. Embora a literatura ainda necessite de uma ferramenta especifica para relatar
0 risco de viés para a pesquisa in vitro, os autores desenvolveram critérios para
investigar a qualidade dos estudos incluidos. Esta revisdo realizou a descri¢cdo completa
dos resultados (incluindo compostos inativos e ativos, quando aplicados), especificacdo
do tipo de linhagem celular e relatorio claro sobre condi¢Ges do experimento (tempo de
incubacdo, temperatura e concentragdo de agente indutor inflamatorio) sendo
consideradas as caracteristicas mais relevantes do experimento in vitro para atribuir

qualidade do estudo com quatro autores (AKN, KJN, JCC e MSF). Essas caracteristicas
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foram consideradas cruciais pelos autores para aumentar a reproducdo e obter um
melhor controle de erros. Ao aplicar os critérios de qualidade nos 77 estudos
selecionados pelas diretrizes PRISMA, 17 realizaram todos os critérios (31,17%), 70
cumpriram pelo menos dois dos critérios (90,90%) e 77 (100%) pelo menos um critério.
Os documentos originais das quatro substancias indicadas pelo diagrama de Venn com
potencial de atividade anti-inflamat6ria multialvo adquiriu resultados interessantes uma

vez que todos o0s experimentos in vitro foram considerados bons.

4.1.8 Diregdes futuras

Os metabdlitos isolados de espécies de Aspergillus merecem atencdo devido ao
grande potencial anti-inflamatério, como demonstrado pelos artigos avaliados nesta
revisdo sistematica. No entanto, ainda existem varios metabdlitos descritos na literatura
produzidos por especies de Aspergillus que ndo foram avaliados em ensaios anti-
inflamatdrios. Além disso, a maioria desses metabdlitos foi avaliada apenas em alguns
alvos farmacologicos. Como informamos nesta revisdo existem pelo menos quatro dos
metabolitos de Aspergillus descritos na literatura que podem apresentar atividade com
acdo multi-alvo (diagrama de Venn, Fig.8). Assim, investigaces anti-inflamatorias
adicionais de metabdlitos especializados produzidos por espécies de Aspergillus sdo
extremamente importantes. Neste contexto, ensaios in vivo generalizados precisam ser
realizados para corroborar o potencial uso terapéutico destes metabolitos anti-

inflamatorios.

4.2 REVISAO CLASSICA NIGROSPORA

4.2.1 Atividade bioldgica Nigrospora

Os fungos do género Nigrospora tém sido extensivamente estudados nos
altimos trinta anos, sendo importantes recursos para a descoberta de novos produtos
naturais bioativos (XU et al., 2022). Até o momento, metabolitos secundarios com
diversos tipos de estrutura quimica e ricas bioatividades foram relatadas do género. As
hidroantraquinonas Nigrosporona A (13) e Nigrosporona B (14) isoladas de Nigrospora
sp. BCC 47789 mostram citotoxicidade seletiva para células de tecido pulmonar NCI-
H187 com valores de ICsp de 13,69 ¢ 0,25 uM, respectivamente (KORNSAKULKARN
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et al., 2018). Em outros estudos, 2,4-Di-terc-butilfenol (15) um fenol lipofilico relatado
em pelo menos 169 espécies de organismos, plantas, fontes termais, solos e alimentos,
mostrou citotoxicidade contra células HeLa com um valor de 1Cso de 10 pg/mL
exibindo também efeito na inducdo de genes apoptéticos em linhagens de células
cancerigenas, bem como a droga padrao Cisplatina (GAUTAM et al., 2022; ZHAO et
al., 2020). Aparentemente varias classes de metabdlitos secundarios com efeitos
citotoxicos foram encontrados em diferentes estudos, como em Metwaly et al, um
esterol (ergosta-7,9(14),22-trieno-3B-ol) (16) e duas lactonas 4-(hidroximetil)-3,5-
dimetil di-hidrofuran-2(3H)-ona (17) e 3-(1-hidroxietil)-4-metil di-hidrofuran-2(3H)-
ona) (18) inibiram o crescimento de células HL60 e K562 com valores de ICso
(0,39/0,35; 0,2/0,41 e 0,4/0,01 uM), respectivamente. Além disso, policetideos como
nigronaptafenil (19) e antraquinona bostricina (20) mostraram, respectivamente,
suprimir significativamente o crescimento de A549, Hep-2, Hep G2, KB, MCF-7 e
MCF-7/Adr e contra a linhagem celular de cancer de colon HCT 116 (UKWATTA,;
LAWRENCE; WIJAYARATHNA, 2019).
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Outra antraquinona 4-desidroxialtersolanol A (21) descrita por Zhang et al
mostrou efeitos inibitorios sobre o virus influenza A H1N1 e citotoxicidade em células
MDK. A desoxibostricina (22), uma fitotoxina previamente relatada de Alternaria
eichorniae, mostrou um crescimento diminuido de células de linfoma de camundongo
L5178Y em Kjer 2009. Além disso, em Xia et al, a desoxibostricina demonstrou
suprimir significativamente o crescimento de linhagens de células tumorais humanas
A549 e Hep G2 com valores I1Csp de 2,44 ¢ 4,41 pg-mL-1, respectivamente. Além da
atividade citotdxica, esta antraquinona mostrou diferentes propriedades bioldgicas,
incluindo antibacteriana, fitotoxica, antimalarica e antimicobacteriana (Wang et al

2013). Das classes de metabdlitos secundarios analisados na revisdo, podemos observar
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que aproximadamente (24%) sdo compostos por antraquinonas e que dentre as
propriedades bioldgicas observadas, a citotoxicidade é a mais proeminente (23%) entre
as moléculas analisadas. Deve ser estabelecida uma relacdo entre esta classe de
metabdlitos secundarios e sua atividade citotoxica, principalmente na inibicéo de células
epiteliais isoladas do tecido mamario de adenocarcinoma metastatico MCF-7, que se
mostrou mais comum entre os diferentes estudos analisados.

Aparentemente, a maioria compostos isolados nos estudos ndo foram testados ou
ndo apresentaram atividade significativa para os diferentes ensaios bioldgicos
realizados. Novos estudos devem ser iniciados para entender a aplicabilidade dessas
moléculas. Em (METWALY et al, 2014), analisaram as atividades in vitro
antileucémica, antileishmania, antifungica, antibacteriana e antimalarica de vinte
compostos isolados de N. sphaerica, obtidos das superficies esterilizadas de folhas
frescas de Vinca rosea (Apocynaceae). Dos compostos isolados (n=20), apenas 8 (40%)
apresentaram atividade estatisticamente significante para os testes aplicados. O conjunto
de compostos ndo ativos, consistiu em esterois, acidos graxos, nucleosideos, polifenois
e um derivado isocromeno caracterizado como Nigrospharearin A (23). Em um estudo
do potencial antioxidante e investigacdo quimica de compostos fendlicos caracterizados
de N. sphaerica (EHL2) obtidos de Euphorbia hirta (dudhi) L., (GAUTAM et al., 2022)
avaliaram o potencial antioxidante apenas do extrato bruto purificado. Compostos
isolados e caracterizados por GC-MS como hidrocarbonetos alifaticos insaturados 17-
Pentatriaconteno e 2,4-Di-terc-butilfenol possuem atividade antibacteriana e
anticancerigena descrita na literatura (GAUTAM et al., 2022). Em (ZHANG et al.,
2009), as substancias isoladas e caracterizadas nao foram testadas para qualquer
atividade bioldgica.

Dentre as substancias isoladas de espécies do género Nigrospora ,a harzialactona
A (24) apresentou atividade antileishmania contra Leishmania amazonenses descrita na
literatura (BRAUN et al., 2021; ZHANG et al., 2009). Huang et al. isolou e avaliou
novos compostos derivados de N. camelliae-sinensis S30 derivados do mangue
Lumnitzera littorea, dois deles inéditos, Nigrosporoamida A (25) e B(26). Nenhum dos
compostos apresentou atividade antimicrobiana ou neuroprotetora significativa
(HUANG et al., 2021). Nove compostos, incluindo 6 derivados de pirona, 2 lactonas
ciclicas e 1 composto fendlico sdo isolados de Nigrospora sp. PSU-F18 derivado de
Annella sp. por Trisuwan et al. As Nigrosporapironas A-D e cinco compostos

conhecidos foram testados quanto a atividade antibacteriana e entre eles, apenas um
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Nigrosporapirona A (27) exibiu alguma atividade satisfatéria (TRISUWAN et al.,
2009). Neste contexto, a avaliacdo biolégica de compostos isolados e caracterizados de
espécies do género Nigrospora sdao um auxilio para o desenvolvimento de novos

medicamentos no tratamento de diferentes patologias.

4.3 REPLICACOES, ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DAS COLONIAS DE
FUNGOS ENDOFITICOS E PREPARACAO DOS EXTRATOS BRUTOS.

A etapa priméria de isolamento das coldnias dos fungos endofiticos da espécie
vegetal P. pluviosa (Leguminosae) resultou na obtencdo de 12 linhagens puras. Apds
isolamento, os fungos foram incubados por 21dias a 26°C em 250mL de meio Agar
batata (PD). O rendimento em massa do extrato bruto apds extracdo com acetato de etila
foi avaliado (Tabela 2). O maior rendimento em massas nos extratos é um fator crucial
para 0 isolamentos e determinacdo estrutural por analises cromatograficas e
espectrometricas. Os extratos brutos (FPD4; FPD9; FPD10; FPD13; FPD14)
apresentaram maiores rendimentos, demonstrando serem potencialmente promissores

para as etapas de determinacéo, isolamento e identificagdo dos compostos ativos.

Tabela 2- Rendimento dos extratos de fungos endofiticos provenientes de extracido com solvente
acetato de etila.

Rendimento do Extrato Bruto (mg) Fungo Isolado
28,60 FPD1
53,80 FPD3
7,7 FPD4
17,30 FPD7
48,8 FPD8
91,7 FPD9
107,7 FPD10
16,8 FPD12
98,6 FPD13
59,9 FPD14
12,8 FPD18
14,8 FPD19

FONTE: Do Autor.
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Apos a elaboragdo dos extratos brutos através da extragdo em meios de cultivo
das linhagens dos fungos purificados, os mesmos foram submetidos a ensaios
bioldgicos. As cepas selecionadas foram fracionadas e direcionadas para analises de
HPLC-UV-DAD, RMN *H *3C e UPLC-ESI-QTOF-MS/MS. Todos 0s extratos gerados
no processo de extracdo das linhagens purificadas e isoladas (Tabela 2) foram enviados
para o teste anti-inflamatdrio. Das amostras enviadas, apenas os extratos das amostras
FPD4 e FPD13 apresentaram atividade anti-inflamatoria satisfatoria. Além disso, os
extratos selecionados apresentaram as maiores quantidades de massas obtidas quando
cultivados em 250 mL de meio de cultura Batata Dextrose (PD) se mostrando
promissores por seu maior rendimento. As cepas FPD4 e FPD13 foram posteriormente
replicadas em escala semi-preparativa (5 — 10 L) proporcionando maiores rendimentos
em massa do extrato bruto. ApoOs a preservacdo em crio tubos, as cepas de fungos
armazenados foram replicadas em meio de cultura especifico Agar Batata Dextorse
(PDA) e incubadas por sete dias a 21°C. Ap6s o periodo de incubagéo foi verificado que
apenas as FPD13 apresentou crescimento no meio especifico, este fato impossibilitou a
continuagcdo dos estudos com o restante das cepas isoladas. . Durante o processo de
replicacdo das amostras em triplicatas preservadas do extrato FPD4, diversas tentativas
foram realizadas para o crescimento das cepas em meio especifico PDA. Em nenhuma
das tentativas houve crescimento fungico, impossibilitando a continuacdo da pesquisa

com o extrato do fungo FPD4.

4.3.1 Identificacao do extrato FPD13

A Colocacao filogenética e caracteristicas morfoldgicas do fungo isolado FPD13
sdo mostrados em vermelho na arvore filogenética Bayesiana baseada na regido ITS
(Anexo XII). A arvore foi reconstruida usando o modelo GTR com um milhdo de
geracbes da Rede Monte Carlo Markov. Os ndmeros nos ramos indicam as
probabilidades posteriores de Bl. O conjunto de dados para esta analise foi obtido de
Wang et al. (2017) e o NCBI-GenBank (Samuels et al. 2010), e Arthrinium
vietnamense IMI 99670 foi usado como o grupo externo. O isolado FPD13 é colocado
dentro do clado Nigrospora zimmermanii, préximo a N. zimmermanii 44An (pp = 0,8,
99,65% de identidade NCBI-Blastn). Para as observacGes morfologicas a colonia
FPD13 foi cultivada em PDA a 25°C por 30 dias. A presenca de micélio aéreos

juntamente com alguns conidios célios foram observadas. As caracteristicas
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morfologicas de FPD13 sdo semelhantes & cepa tipo Nigrospora zimmermanii CBS

290.62 (Wang et al. 2017), confirmando sua identificacdo filogenética.

4.4. FITOQUIMICA
4.4.1 Andlises, isolamento e caracterizacdo de metabolitos dos extratos

4.4.2.1 Extrato FPD4

A partir do cromatograma obtido em HPLC-UV-DAD (Figura 10) podemos
observar a presenca de compostos majoritarios (picos com maiores areas e
intensidades). A diversidade quimica do extrato € representada pelos diversos

compostos minoritarios, relacionados com os picos de menores intensidades.

Figura 10 - Cromatograma HPLC-UV-DAD do extrato do fungo FPD4 em 260 nm. Método: (5 a
100% de B 30 min em um fluxo de 1 mL/min, com fase movel de agua milli-Q
acidificada com 0.1% de &cido acético (A) e (B) ACN.
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FONTE: Do autor
Por meio das analises dos espectros de massas obtidos do extrato FPD4 foi
possivel realizar a desreplicacdo do extrato, sendo suas substancias majoritarias
detectadas nos modos positivo e negativo (Tabela 3). Quando analisamos o espectro de

massas de baixa energia no modo positivo, evidenciamos no tempo de retengdo de
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7.25min, o pico base com o ion precursor de m/z 600.4137 e formula molecular
C33Hs3NsOs (valor calculado m/z erro= 0.3 ppm) (Figura.11), ComparagOes realizadas
com o0 estudo de  Souza et al, 2016  disponivel  em

https://proceedings.science/cobeqg/cobeq-2016/papers/ciclopeptideos-de-

pseudofusicoccum-sp), foi possivel detectar no espectro de massas MS2, fragmentos

caracteristicos de aminoacidos com valores caracteristicos para lunidade de fenilalanina
(Phe), 3 unidades de leucina (Leu) e 1 unidade de leucina (lle), (Fig. 11). Atarvés
destes dados foi possivel caracterizar o composto Ciclopeptideo (Ciclo-Phe-Leu-Leu-
Leu-lle) (Figura.11). Este composto foi isolado pela primeira vez pelo pesquisador Li e
colaboradores a partir de um fungo endofitico (ndo identificado) associado a Avicennia
marina. O mesmo autor (LI et al., 2004) relatou que este composto exibiu atividade
inibitéria contra linhagem de célula cancerigena de hepatoma humano Bel7402.
Aparentemente podemos propor que FPD4 possa pertencer ao género
Pseudofusicoccum sp. uma vez que este género apresentou moléculas isoladas e
anotadas semelhantes as encontradas na desreplicacdo do extrato FPD4. Além Disso, 0
mesmo fungo endofitico do género Pseudofusicoccum sp. , ja havia sido encontrado em
territorio brasileiro. Outros quatro picos de alta intensidade (€°) no modo positivo e
outros dois no modo negativo, que estdo descritos na Tabela 3, foram caracterizados
por comparacdo dos espectros de massas MS1 com os bancos de dados disponiveis
(DNP) e (BDI).

Tabela 3 - .Desreplicacio dos compostos do extrato FPD4

(continua)

Rf Erro IFIT /7

m/z Composto FM ESI ) m/z
(min) (mDa) Norm
6004137 ooPheleu M+H® 725 21 0178

. + . . .
Leu-Leu-lle C33H53N505 487.3282/
2-(dec-5-en-1-

2842004 yhaquinolin-4(1H)-  CisHsNO — meH™ 649 o ooo

one

Acido
198.1119 Tenuazonico/ CioHisNO;  M+H" 370 1.1 0.074 -
Acido
Isotenuazonico

Epicoccamide D M+H*

586.3973 C31Hs5NOg 6.95 2.9 0.490



https://proceedings.science/cobeq/cobeq-2016/papers/ciclopeptideos-de-pseudofusicoccum-sp),
https://proceedings.science/cobeq/cobeq-2016/papers/ciclopeptideos-de-pseudofusicoccum-sp),
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Tabela 3 - .Desreplicacio dos compostos do extrato FPD4

(concluséo)

Rf Erro IFIT 2

m/z Composto FM ESI' (min) (mDa) Norm m/z

2,2'-Methylenebis(4- M-
339233 methyl-6-tert-butylphenol) ~ CzsHa®z . 9.05 0.1 0160 163.11/164.11

N-benzyl,N-butyl,N-
methyl-((S)-8-[(2’-O-p- M-
644.4014 glucopyranosyl-p- Cs3HssNOyy  H 7.18 1.0 0.124 -
glucopyranosyl)-
oxy])nonan

FONTE: Do Autor.

Figura 11 - Espectro UPLC-ESI-QTOF-MS1/MS2 evidenciando a presenca do ciclopeptideo Ciclo-
Phe-Leu-Leu-Leu-lle, com tempo de retencdo de 7.25min, ion precursor de m/z 600.4137,
férmula molecular CasHssNsOs Seus fragmentos caracteristicos, 1(uma) unidade de
fenilalanina (Phe), 3 unidades de leucina (Leu) e 1 unidade de Isoleucina (lle) também
580 mostrados.
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FONTE: Do Autor.
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Para o isolamento do composto caracterizado na desreplicagdo uma nova
producédo do Extrato bruto de FPD4 foi necesséria. Durante o processo de replicacdo das
amostras em triplicatas preservadas de FPD4, diversas tentativas foram realizadas para o
desenvolvimento das cepas em meio especifico PDA. Em nenhum dos procedimentos
houve crescimento fangico, impossibilitando a continuacdo da pesquisa com a cepa
FPDA.

4.4.3 Extrato FPD13

O cromatograma HPLC-DAD do extrato bruto FPD13 (Fig.12) foi observado
que devido a media complexicidade do perfil quimico do extrato, pode-se concluir que
a separacdo por método preparativo com sistema isocratico, ndo foi permitida, sendo
necessario para um melhor isolamento dos compostos, o fracionamento do extrato bruto
(Figura 4).

Figura 12 - Cromatograma HPLC-UV-DAD do extrato FPD13 em 254 nm. Método: (5 a 100% de B
30 min em um fluxo de 1 mL/min, com fase moével de 4gua milli-Q acidificada com 0,1%
de &cido acético (A) e (B) ACN.

mAU
254nm 4nm (1.00)
1300

12004
11004
10004

9004

800

7007

6004

5004

4007
3007
2007
100

0 S

T L T B e ey B T B B T O s B T B
75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 30.0 min

FONTE: Do autor

Apos o fracionamento, a fracdo Il (50:50 Metanol/H,0)(1mg/mL) juntamente
com o extrato FPD13 foram analisados em UPLC-ESI-QTOF-MS (Figura.13), os
espectros obtidos, foram desreplicados por comparacdo dos dados de massas com BDI.

O numero de hits encontrados na comparacdo identificou 75 compostos (Tabela 4).
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Dentre os compostos desreplicados trés foram isolados do extrato FPD13/Fracédo Il
(Figura 24). O espectro de massas obtido MS1/MS2 (Figura 14) mostra no tempo de
retencdo 3.17min, o ion precursor de m/z 251.1289 e seus respectivos fragmentos,
apresentando férmula molecular Cy4H2004 (erro m/z = 0.1  ppm). Através de
comparacdo dos dados com a literatura (BDI), foi possivel caracterizar o composto

como nigrosporolide (Figura. 24).

Tabela 4 - Desreplicacio de dados por comparagio com banco de dados interno (BDI)

(Continua)

[M-H] Compostos FM RT  hits Classes

(-)-phomalactone/ (+)- .
153.0553 C8H1003 2.24 3 terpendides
phomalactone/ 5(S)-[1-(1-
hydroxybut-2-enyl)]-furan-2-one
(-)-phomalactone/ (+)-
153.0556 phomalactone/ 5(S)-[1-(1- C8H1003 1.51 3 terpenodides
hydroxybut-2-enyl)]-furan-2-one
(-)-phomalactone/ (+)-
153.0556 phomalactone/ 5(S)-[1-(1- C8H1003 2.21 3 terpenodides
hydroxybut-2-enyl)]-furan-2-one

(-)-phomalactone/ (+)-

153.0562 .
phomalactone/ 5(S)-[1-(1- C8H1003 1.67 3 terpendides
hydroxybut-2-enyl)]-furan-2-one
(+)-abscisic acid/ (S)-abscisic .
263.1280 ] C15H2004 4.65 2 terpendides
acid
(+)-abscisic acid/ (S)-abscisic .
263.1287 ] C15H2004 3.98 2 terpendides
acid
(+)-abscisic acid/ (S)-abscisic .
263.1289 ] C15H2004 3.30 2 terpendides
acid
1, 3, 7-trihydroxy-6-
methylanthraquinone/ 1, 3, 6- .
269.0454 ) C15H1005 3.71 2 antraquinona
trihydroxy-8-
methylanthraquinone
144.0451 Indole-3-carboxaldehyde C9H7NO 2.68 1 alcaloide
144.0458 Indole-3-carboxaldehyde C9H7NO 1.62 1 alcaloide
2, 5, 7-trihydroxy-4-(30 -
301.0713  methylbut-20 -en-10 -yl) oxy-2H- C16H1406 3.71 1 terpendides

naphtho [1, 8-b c] furan-9- one
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Tabela 4 - Desreplicagio de dados por comparagio com banco de dados interno (BDI)

(continuagéo)

[M-H] Compostos FM RT  hits Classes

2, 5, 7-trihydroxy-4-(30 —
301.0717  methylbut-20 -en-10 -yl) oxy-2H- C16H1406 3.9 1 terpendides
naphtho [1, 8-b c] furan-9- one

2,3-didehydro19?-hydroxy-14- L
485.2525 ) o C28H3807 1 policetideo
epicochlioquinone B 4.37
2,3-didehydro19?-hydroxy-14- L
485.2531 ) o C28H3807 6.00 1 policetideo
epicochlioquinone B
2,3-didehydro19?-hydroxy-14- o
485.2536 ] o C28H3807 4.59 1 policetideo
epicochlioquinone B
2,3-didehydro19?-hydroxy-14- o
485.2542 ] o C28H3807 9.45 1 policetideo
epicochlioguinone B
2-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)
195.0660 propionic acid methyl ester, C10H1204 2.69 3 terpenodides
Clavatol, Hydroxipestalopyrone
2-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)
195.0660 propionic acid methyl ester, C10H1204 2.29 3 terpenodides
Clavatol, Hydroxipestalopyrone
2-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)
195.0661 propionic acid methyl ester, C10H1204 241 3 terpenodides
Clavatol, Hydroxipestalopyrone
2-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)
195.0664 propionic acid methyl ester, C10H1204 3.30 3 terpenodides
Clavatol, Hydroxipestalopyrone
3,4-dihydro-3,4,8-trihydroxy-
1[2H]-naphthalenone,4,6,8-
trihydroxy-3,4-dihydronaphthalen- .
193.0504 ] C10H1004 1.56 4 antraquinona
1(2H)-one (6-hydroxyisosclerone),
4-hydroximellein, 6-

hydroximellein
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Tabela 4 - Desreplicagio de dados por comparagio com banco de dados interno (BDI)

(continuagdo)

[M-H]

Compostos

FM

RT

hits

Classes

193.0505

193.0505

193.0505

193.0507

193.0508

3,4-dihydro-3,4,8-trihydroxy-
1[2H]-naphthalenone,4,6,8-
trihydroxy-3,4-dihydronaphthalen-
1(2H)-one (6-hydroxyisosclerone),
4-hydroximellein, 6-
hydroximellein
3,4-dihydro-3,4,8-trihydroxy-
1[2H]-naphthalenone,4,6,8-
trihydroxy-3,4-dihydronaphthalen-
1(2H)-one (6-hydroxyisosclerone),
4-hydroximellein, 6-
hydroximellein
3,4-dihydro-3,4,8-trihydroxy-
1[2H]-naphthalenone,4,6,8-
trihydroxy-3,4-dihydronaphthalen-
1(2H)-one (6-hydroxyisosclerone),
4-hydroximellein, 6-
hydroximellein
3,4-dihydro-3,4,8-trihydroxy-
1[2H]-naphthalenone,4,6,8-
trihydroxy-3,4-dihydronaphthalen-
1(2H)-one (6-hydroxyisosclerone),
4-hydroximellein, 6-
hydroximellein
3,4-dihydro-3,4,8-trihydroxy-
1[2H]-naphthalenone,4,6,8-
trihydroxy-3,4-dihydronaphthalen-
1(2H)-one (6-hydroxyisosclerone),
4-hydroximellein, 6-

hydroximellein

C10H1004

C10H1004

C10H1004

C10H1004

C10H1004

211

3.16

2.43

1.97

1.61

antraquinona

antraquinona

antraquinona

antraquinona

antraquinona
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Tabela 4 - Desreplicagio de dados por comparagio com banco de dados interno (BDI)

(continuagdo)

[M-H] Compostos FM RT  hits Classes
177.0554 3-,4-d|hydro-4,8- C10H1003 3.96 2 antraquinona, cromona
dihydroxy,1(2H)-
naphthalenone, mellein
3,4-dihydro-4,8-
177.0560 dihydroxy,1(2H)- C10H1003 2.82 2 antraquinona, cromona
naphthalenone, mellein
3,4-dihydro-4,8-
177.0560 dihydroxy,1(2H)- C10H1003 4.64 2 antraquinona, cromona
naphthalenone, mellein
3,4-dihydro-4,8-
177.0560 dihydroxy,1(2H)- C10H1003 4.62 2 antraguinona, cromona
naphthalenone, mellein
257.0456 3.6,8-trihydroxy-1- C14H1005 391 1 xantona
methylxanthone
rioery  Sodnvdroxy-emethoxyd- 05 as2 1 xantona
methylxanthone
123.0444 3-hydroxymethyl-phenol C7H802 2.18 1 terpenodides
123.0449 3-hydroxymethyl-phenol C7H802 2.29 1 terpenodides
123.0450 3-hydroxymethyl-phenol C7H802 1.69 1 terpenodides
123.0454 3-hydroxymethyl-phenol C7H802 1.60 1 terpenodides
147.0447 3-isochromanone C9HB802 2.35 1 cromona
4- deoxytetrahydrobostrycin/
323.1133 Xylantraquinone/ 9?- C16H2007 2.37 3 Xantona
hydroxydihydrodesoxybostrycin
299.2589 4-Hydroxy-18 carbonic acid C18H3603 7.97 1 acidos graxos
299.2591 4-Hydroxy-18 carbonic acid C18H3603 9.08 1 acidos graxos
299.2592 4-Hydroxy-18 carbonic acid C18H3603 9.31 1 acidos graxos
299.2594 4-Hydroxy-18 carbonic acid C18H3603 7.93 1 acidos graxos
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Tabela 4 - Desreplicagio de dados por comparagio com banco de dados interno (BDI)

(continuagdo)

[M-H] Compostos FM RT Classes
4-hydroxybenzoic acid/ p- . .
137.0243 o C7H603 1.93 acido henzoico
hydroxybenzoic acid
4-hydroxybenzoic acid/ p- . .
137.0244 o C7H603 1.74 acido henzoico
hydroxybenzoic acid
137.0244 4-hydroxybenzoic acid/ p- C7H603 2.85 2 acido benzoico
hydroxybenzoic acid
4-hydroxyphenethyl 2- .
209.0811 C11H1404 2.70 1 terpendides
hydroxypropanoate
4-hydroxyphenethyl 2- .
209.0813 C11H1404 2.43 1 terpendides
hydroxypropanoate
4-hydroxyphenethyl 2- .
209.0821 C11H1404 3.99 1 terpendides
hydroxypropanoate
4-hydroxyphenethyl 2- .
209.0824 C11H1404 1.67 1 terpendides
hydroxypropanoate
205.0620 5-(4'-hydroxybenzyl) hydantoin C10H10N203 1.54 1 alcaldide
205.0621 5-(4'-hydroxybenzyl) hydantoin C10H10N203 1.36 1 alcaldide
205.0623 5-(4'-hydroxybenzyl) hydantoin C10H10N203 2.64 1 alcaldide
5-(S)-[1-(1(S)-hydroxybut-2-
155.0711 enyl)]-dihydrofuran-2-one/ C8H1203 2.52 2 terpenodides
Nigrosporalactone
5-(S)-[1-(1(S)-hydroxybut-2-
155.0717 enyl)]-dihydrofuran-2-one/ C8H1203 2.23 2 terpendides
Nigrosporalactone
191.0343  5,8-dihydroxy-4-metrhyl-coumarin C10H804 2.89 1 cromona
191.0346  5,8-dihydroxy-4-metrhyl-coumarin C10H804 2.46 1 cromona
191.0349  5,8-dihydroxy-4-metrhyl-coumarin C10H804 3.55 1 cromona
134.0475 Adenine C5H5N5 0.64 1 nucleosideo
266.0882 Adenosine C10H13N504 0.45 1 nucleosideo
235.1337 aplysiopsene D C14H2003 3.26 1 pirona
235.1341 aplysiopsene D C14H2003 5.50 1 pirona
benzeneethanol 4-hydroxy-1- )
179.0715 C10H1203 3.21 2 pirona
acetate/ pestalopyrone
209.0446 cis-4-Hydroxyscytalone C10H1005 2.44 1 antraquinona
209.0455 cis-4-Hydroxyscytalone C10H1005 2.18 1 antraquinona
209.0458 cis-4-Hydroxyscytalone C10H1005 1.61 1 antraquinona
197.0819 decarestrictine A2 C10H1404 5.52 1 terpendides
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(continuagdo)

[M-H] Compostos FM RT  hits Classes
249.1498 Dendocarbin A C15H2203 4.33 1 terpendides
249.1500 Dendocarbin A C15H2203 6.01 1 terpendides
249.1501 Dendocarbin A C15H2203 5.47 1 terpendides
267.1601 Desuccinoylpunctaporonin C C15H2404 3.22 1 terpenoides
199.0969 Diplodialide D C10H1604 1.79 1 policetideo
199.0972 Diplodialide D C10H1604 3.55 1 policetideo
199.0975 Diplodialide D C10H1604 1.89 1 policetideo
199.0975 Diplodialide D C10H1604 3.06 1 policetideo
199.0977 Diplodialide D C10H1604 1.52 1 policetideo
199.0978 Diplodialide D C10H1604 2.99 1 policetideo
191.0706 harzialactone A C11H1203 2.87 1 terpendides
191.0712 harzialactone A C11H1203 2.40 1 terpendides
191.0713 harzialactone A C11H1203 3.76 1 terpendides
191.0716 harzialactone A C11H1203 2.10 1 terpendides
130.0860 Leucine C6H13NO2 2.15 1 aminoacido
130.0870 Leucine C6H13NO2 191 1 aminoacido
130.0874 Leucine C6H13NO2 1.24 1 aminodcido
151.0398 methyl 4-hydroxybenzoate C8H803 2.90 1 polifenol
151.0401 methyl 4-hydroxybenzoate C8H803 2.12 1 polifenol
151.0402 methyl 4-hydroxybenzoate C8H803 5.49 1 polifenol
151.0404 methyl 4-hydroxybenzoate C8H803 1.65 1 polifenol
151.0404 methyl 4-hydroxybenzoate C8H803 2.88 1 polifenol
227.2021 myristic acid C14H2802 8.64 1 acido graxo
361.1666 nigrospin B C20H2606 3.99 1 policetideo
253.1446  Nigrosporanene A,Nigrosporanene B C14H2204 3.06 2 policetideo
237.1493  Nigrosporanene C, Nigrosporanene D C14H2203 4.75 2 policetideo
167.0350 nigrosporapyrone D C8H804 2.29 1 terpenodides
167.0351 nigrosporapyrone D C8H804 1.91 1 terpenodides
185.0820 nigrosporione B/nigrosporione C C9H1404 2.15 2 policetideo
251.1285 Nigrosporolideo C14H2004 2.02 1 terpendides
251.1288 Nigrosporolideo C14H2004 491 1 terpendides
251.1288 Nigrosporolideo C14H2004 4.30 1 terpendides
251.1289 Nigrosporolideo C14H2004 3.17 1 terpendides
449.1818 nigrospoxydon B C23H3009 3.88 1 terpendides
255.2326 palmitic acid C16H3202 9.38 1 acido graxo
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Tabela 4 - Desreplicagio de dados por comparagio com banco de dados interno (BDI)

(concluséo)

[M-H] Compostos FM RT  hits Classes
195.1022 pestalafuranone G C11H1603 2.57 1 terpendides
195.1027 pestalafuranone G C11H1603 3.65 1 terpenoides
135.0448 Phenylacetic acid C8H802 1.94 1 terpenoides
135.0450 Phenylacetic acid C8H802 3.76 1 terpenoides
135.0451 Phenylacetic acid C8H802 3.51 1 terpenoides
135.0451 Phenylacetic acid C8H802 1.89 1 terpenoides
135.0452 Phenylacetic acid C8H802 3.16 1 terpenoides
135.0452 Phenylacetic acid C8H802 2.26 1 terpenoides
316.1557 solanapyrone N C18H23NO4  3.83 1 terpenoides
283.2641 stearic acid C18H3602 9.14 1 acido graxo
117.0180 Succinic acid C4H604 9.38 1 acido graxo
117.0194 Succinic acid C4H604 1.00 1 acido graxo
137.0606 Tirosol C8H1002 2.90 1 fenil propandide
243.0619 Uridine C9H12N206  0.63 1 nucleosideo

FONTE: Do autor
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Figura 13 - Cromatograma UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS fragdo 1l, primeiro composto a ser
desreplicado no tempo de retengdo de 3.17 min. Método de eluigdo gradiente com
fluxo de 0.5 mL / min e tempo de corrida 10 min. O gradiente de solventes utilizados
foi de 1% ACN-99% H,O, em 0.1 min 85% H,0-15% ACN, em 7.5 min 20% H,O-
80% ACN, em 8.5 min 1% H,0 e 99% ACN, em 8.6 min 99% H,0 1% ACN e até 10
min com 99% H,O 1% ACN.
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FONTE: Do autor
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Figura 14 - Espectro de massas fragio 1l UPLC-ESI-QTOF-MS1/MS2, do composto isolado
nigrosporolide, com tempo de retencdo de 4.87 min, ion precursor de m/z 251.1289,
formula molecular C;4H,004 € valor calculado m/z erro= 0.3 ppm.
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FONTE: Do autor

Os espectros de RMN de 'H e *C (Figs. 15 e 16) mostraram um sinal de
carbonila de éster em ¢ 166,6 (C-1), sinais de uma liga¢ao dupla a, B-insaturada em ¢
150,6 (C-3), 119,2 (C-2) e em 6y 6,83 (dd; 6,6 e 15,0 Hz; H-3), 5,90 (dd; 1,3 e 15,0 Hz;
H-2), trés grupos metinicos oxigenados em d¢c 72,7 (C-13), 66,7 (C-4), 62,5 (C-7), e
em oy 5,08 (m, H-13), 4,88(m, H-4) e 4,77 (m, H-7), e um grupo metila em é¢ 20,7 (C-
14) e o4 1,20 (d; 6,3; 3H- 14). Foi possivel também identificar mais duas ligacdes
duplas evidenciadas pelos carbonos em 6¢ 132,6 (C-5), 132,4 (C-7), 131,7 (C-8), 130,2
(C-6). Além disso também foi observado carbonos de trés grupos metilénicos alifaticos
em ¢ 34,4 (C-12), 29,6 (C-11), 25,7 (C-10), que foram confirmados pelo DEPT135
(Figura.16). As comparacGes dos dados obtidos por técnicas espectroscépicas e
espectrométricas com dados disponiveis na literatura permitiram confirmar a
identificacdo do composto como o macrolideo nigrosporolideo (HARWOOD;
CUTLER; JACYNO, 1995).
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Figura 15 - Os espectros de RMN de *H e **C com sinal de carbonila de éster em ¢ 166,6 (C-1),
sinais de uma ligacdo dupla a, B-insaturada em ¢ 150,6 (C-3), 119,2 (C-2) e em 4y
6,83 (dd; 6,6 e 15,0 Hz; H-3), 5,90 (dd; 1,3 e 15,0 Hz; H-2), trés grupos metilinicos
metilinicos oxigenados em &¢ 72,7 (C-13), 66,7 (C-4), 62,5 (C-7), e em 8y 5,08 ( m,
H-13), 4,88(m, H-4) e 4,77 (m, H-7), e um grupo metila em &¢ 20,7 (C-14) e 6y 1,20 (d;
6,3; 3H- 14). Foi possivel também identificar mais duas ligacbes duplas evidenciadas
pelos carbonos em 8¢ 132,6 (C-5), 132,4 (C-7), 131,7 (C-8), 130,2 (C-6).
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Figura 16 - Espectros de RMN de 3C DEPT135 mostrando a presenca de carbonos de trés grupos
metilénicos alifaticos em 6¢ 34,4 (C-12), 29,6 (C-11), 25,7 (C-10).
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FONTE: Do autor

Através do cromatograma UPLC-ESI-QTOF-MS/MS do extrato FPD13/Fragéo
Il podemos observar no tempo de retencdo de 2.92 min, o pico referente ao segundo
composto isolado tirosol (Figura. 17). Para a caracterizacdo utilizou-se dos dados
obtidos em espectro de massas MS1/MS2 (Figura.18) e de RMN (Figura. 19 e Tabela.
5). O ion precursor de m/z 137.0610 e formula molecular CgH100- (erro m/z = 0.3 ppm)
foram comparados com dados da literatura vigente, sendo 0 composto caracterizado
como tirosol (Figura. 24). O mesmo composto em outros estudos, ja havia sido
isolado de outras espécies do género Nigrospora sp. apresentando moderada atividade
antibacteriana (TRISUWAN et al., 2009). Os espectros de RMN de *H e **C auxiliaram
na etapa de identificacdo do composto isolado, pois através dos espectros obtidos, 0s
dados foram comparados com outros estudos (GUIMARAES et al., 2009), auxiliando

na caracterizacdo do composto.
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Figura 17 - Cromatograma UPLC-ESI-QTOF-MS/MS do extrato FPD13/Fragdo I, o composto
observado no tempo de retencdo de 2.92 min foi caracterizado e isolado. Método de
eluicéo gradiente com fluxo de 0,5 mL / min e tempo de corrida 10 min. O gradiente de
solventes utilizados foi de 1% ACN-99% H,O, em 0,1 min 85% H,0-15% ACN, em 7,5
min 20% H,0-80% ACN, em 8,5 min 1% H,0 e 99% ACN, em 8,6 min 99% H,0 1%
ACN e até 10 min com 99% H,O 1% ACN.
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Figura 18 - Espectro de massas UPLC-ESI-QTOF-MS1/MS2, FPD13/frago Il do composto isolado e
caracterizado tirosol , com tempo de retencdo de 2.92 min, ion precursor de m/z 137.0610,
com respectivos fragmentos, formula molecular C8H1002 e valor calculado m/z erro=0
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Figura 19 - Os espectros de RMN de *H e **C do composto caracterizado como tirosol com sinal em
d¢c 63,2 (C-1), 8¢ 129,6 (C-3), &¢ 38,0 (C-2) em oy 3,67 te 7,2 Hz; H-1), 314 2,72 t e 7,036
(8,5 Hz; H-4-8), ¢ 114.7 eem 3, 6.68d ( 8.5 Hz).
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Tabela 5 - Dados de RMN *H (300 MHz) e **C (75 MHz) do tirosol em DMSO.

No dc OH
1 63.2 3.67t (7.2 Hz)
2
38.0 2.72t (7.2 Hz)
3
129.6 -
4¢8
129.4 7.036 d (8.5 Hz)
5e7
114.7 6.68 d (8.5 H 2)
6 155.3 -

FONTE: Do autor

O composto decarestrictina A (Figura 24) foi o ultimo composto isolado e
caracterizado da fracdo Il (50:50 MeOH/H,0) A revisdo da literatura mostra que o
composto decarestrictina A, ja havia sido encontrada em outros géneros de fungos
endofiticos em plantas do territorio brasileiro (GRABLEY et al., 1992), sendo relatado
no género Nigrospora.zirmmini pela primeira vez neste estudo. Através do espectro de
massas MS1/modo negativo (ESI), podemos observar no tempo de retencdo de
5.52min, o ion precursor de m/z 197.0819 com formula molecular C1oH1404 (erro m/z
mDa = 0.3 ppm) (Figura 22). No espectro de massas MS1 modo positivo (ESIY)
encontramos os ions adultos de sdédio, potassio e agua (Figura.23) Os espectros de
RMN de 'H e *C auxiliaram na etapa de identificagdo do composto isolado, pois
através dos espectros obtidos (Figura 24 e Tabela 6), os dados foram comparados com

a literatura (GRABLEY et al., 1992), auxiliando na caracterizacdo do composto.
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Figura 20 - Cromatograma UPLC-ESI-QTOF-MS/MS Extrato FPD13 fragdo I, composto
decarestrictina A referente ao pico no tempo de retencdo de 2.15 min. Método de
eluicéo gradiente com fluxo de 0,5 mL / min e tempo de corrida 10 min. O gradiente
de solventes utilizados utilizados foi de 1% ACN-99% H,O, em 0,1 min 85% H,O-
15% ACN, em 7,5 min 20% H,0-80% ACN, em 8,5 min 1% H,0 e 99% ACN, em
8,6 min 99% H,0O 1% ACN e até 10 min com 99% H,0 1% ACN.
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Figura 21 - Espectro de massas UPLC-ESI-QTOF-MS1/modo negativo, fragio 11 ion precursor de m/z

197.0918 tempo de retencdo de 5.52 min, formula molecular C4oH;40, € valor calculado
m/z erro= 0.3 ppm.
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Figura 22 - Espectro de massas UPLC-ESI-QTOF-MS1/modo positivo, decarestrictina A , fons
adultos [M+K]+, [M+Na]+ e [M+H20]+ de m/z, 237.0528/ 221.0780/181.0855

respectivamente. Erro = 0,01ppm.

Fungo 13
UNIFAL_ESIp_a049 147 (2.151) 1: TOF MS ES+
230 1104 3233
1001
2351329
+
[M+K]
237.0528
, 2331186
= 2311028
269403
2301366 \ JE—
2311207
‘ ! ! 237.1855
! ! ! , 234.1207 B ] 26132 7
1 ! P | 2105 2330580 133 1484 ! Loes || 252017 235‘5705 7237;174
2305364 2309844 || 5aq594 2315939 2325187 i 2339823 ! 20982 || T I
~ H/ 7 ‘ T 12327193 |H| \ 234.4428 ‘ 2354288 ZSEBBET 2383538 2375671
[ S | A IHM\IU\ [T U i 171 uliy uh\‘h\lwl Ll uul“‘ TR 1 L LJUR Ll s
230 23 232 233 234 235 236 2237
Fungo 13
UNIFAL_ESIp_a049 147 (2.151) 1: TOF MS ES+
216.1225 32304
100+
2201071
[M+Na]
¥
| !
2210780
2171254 227,981
2301104
1 !
) ! | 2334156
2150820 \ I 2220822 2239873 \ | 2311028
7 217.1069 2181285 2230019 J 2059892 2289888 | 530 psgg i
220 1121 2249894 2274722 N 2309844
oLl T e mopet ] TP e mgm mim | R mespmed]  sows
215 216 o7 218 219 220 21 222 223 224 225 226 27 228 229 230 23 232 233
Fungo 13
UNIFAL_ESIp_a049 284 (4.148) + 1: TOF M3 ES+
1004 1810855 [M+H’)o] 2 06e5
2511274
455.2784 47320896
=
2670364
158.9510
23187 305.2470
- 4742926
1182 0885 4372673
11,0201
’ T30 o
oz 3903419 ( 4 5312447
566.2570
Al e l|u bl \M. i L8 | 6722034 7243472 340.3412 9124588 8876030
0 PR ey g HF e e T e 1z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

FONTE: Do autor
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Figura 23 - Os espectros de RMN de *H e **C do composto caracterizado como decarestrictina A com

sinal em 8¢ 170.9 (C-1), 8¢ 45.6 (C-2), 8¢ 72.1 (C-3), 8¢ 130.2 (C-4), 3¢ 71.3 (C-9), 5¢
20.2 (C-10) em 3 3.67 te 7.2 Hz; H-1), 8,4 2.72 t e 7.036 (8.5 Hz; H- H-4-8), 5 114.7 e
em 5y 6.68 d ( 8.5 Hz).

2R R R8I R Rl B R R AR RRaN 85 8RRRREBICEEHIARNINNANISEEE85a8IGERETIREILITINAR
PB 5 15 14 18 15 15 15 15 B R R R R R Rt D R R R R R R R R R R R R Re R RN RN R NE N PN PN PNPNPN PN PN PN RSENPNENEN RPN PR PAPNPHPNPN RNt s g g S -
LLLLLLLLL HI hEMSAEhEhERENES hEhEhEhEN hahahahahihe
h — e e e N N N
meod
|
| |
N\./\.LWLL |
|
I
|
|l
<
-
T T T T T T T T
6.5 6.0 55 5.0 4.5 1.0
f1 (ppm)
20210909 p2 a 3 2 s o o= < = 8
p2 & a8 e 22 fS 2 =2
2 [ o8 BN By f° £ bS]
meod [ N ~ |
|
|
|
| I I
I | I
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 (100) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
1 (ppm

FONTE: Do autor
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Tabela 6 - Dados de RMN *H (300 MHz) e **C (75 MHz) do composto decarestrictina A em CDCls.

Ne° dc OH
1 -
170.9
2 45.4
2.73 dd (12 e 10 Hz)
3
72.1 4.66 sexteto (7.0 Hz)
4 130.2 dd (16.0 e 9.0 Hz)
5
135.5 5.82dd (16.0e 9.0 H 2)
6 54.9 3.00 dd (10.0 e 5.0 Hz)
7 54.6 57 dd (7. e 4 Hz)
8 33.9 2.12 dd(7.2 Hz)
9 71.3 46 ddd(9.2 e 6.0 Hz)
10 20.2 1.45d(8.5H 2)

FONTE: Do autor
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Figura 24 - Compostos isolados e identificados do extrato FPD13/ (1)Nigrosporolide, (2) Tirosol e
Decarestrictina A (3)

FONTE: Do autor

4.5 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.5.1 Atividade anti-inflamatéria

O lipopolissacarideo (LPS) € um indutor inflamatorio que atua via receptor
(TLR-4). Este receptor € uma proteina codificada que desencadeia a liberacdo de
citocinas pro-inflamatdrias e regulam a expressdo génica de varios fatores no processo
inflamatério (WEI et al., 2022). Podem ser obtidos de patdégenos gram-negativos sendo
usados para ativar as células sanguineas do sistema imunologico e induzir a inflamacéo.
Assim, o LPS foi escolhido para ativar a expressdo de PGE, (DICKSON; LEHMANN,
2019). Neste ensaio, foi avaliada, a inibicdo de PGE; pela via de sinalizacdo induzida
por LPS medindo a concentracdo plasmatica de PGE, inflamatorio pelo método
desenvolvido utilizando SPE-UPLC-MS/MS. O método utilizado para quantificacdo foi
previamente validado pelo LFQM (ROSA et al., 2021a). Este método é linear a partir
do limite inferior de quantificacdo (LIQ) (6,25 ng.mL™) até o limite superior de
quantificacdo (LSQ) (400 ng.mL™). A curva do coeficiente de regresséo linear da curva
de calibracdo foi = 0,0351x + 0,5637, onde y é a area relativa de PGE,/(CAP e x é a
concentracdo de PGE, medida em ng.mL™. As informacdes relacionadas a PGE, como

quantificacédo e porcentagem de inibi¢do sdo mostradas na tabela 7.
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Tabela 7 - Porcentagem de inibicio de PGE, do ensaio anti-inflamatdrio avaliada pelo método de
quantificacdo SPE-UPLC-MS / MS-PGE,

Amostra [PGE, ng.mL™] (% de inibicdo PGE),)
FPD1 3.097795739 14.32%
FPD3 2.261227252 16.55%
FPD13 0.345258204 76.72%
FPD7 2.199021091 18.85%
FPDS8 1.18149 56.4%
FPD9 1.0508885 61.2%
FPD10 1.927422478 28.9%
FPD12 2.123108951 21.64%
FPD4 0.630735495 87.25%
FPD14 1.951056785 27.99%
FPD18 2.10451969 22.33%
FPD19 2.456474294 9.34%

FONTE: Do autor

4.5.2 Analise estatistica da atividade anti-inflamatéria

De acordo com testes de ANOVA one-way e teste de comparacGes multiplas de

Dunnett, dos 12 extratos de fungos avaliados, os extratos FPD4; FPD8; FPD9; FPD13;

foram estatisticamente diferentes quando comparados com o controle negativo *

(Grafico 1).



Graéfico 1 - Avaliagio da atividade anti-inflamatéria dos extratos de fungos endofiticos

60

# p< 0.05 different compared to vehicle
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FONTE: Do autor

Tabela 8 - Teste de comparacdes maltiplas de Dunnett, dos 12 extratos de fungos avaliados

Teste Dunnett’'s Dif.Média  95.00% CI Signif. Sumar. P Val.

NEG vs. DEX 25.91 11.03t0 40.78  Yes falalel 0.0002
NEG vs. IND 23.09 8.209t037.96 Yes folalel 0.0008
NEG vs. FPD13 15.21 0.3364 t0 30.09 Yes * 0.0428
NEG vs. FPD12 -1.488 -16.36t0 13.39 No ns 0.9996
NEG vs. FPD4  25.82 10.94t0 40.69  Yes falalel 0.0002
NEG vs. FPD19 -6.608 -21.48108.269 No ns 0.8067
NEG vs. FPD9  14.98 0.1020t0 29.85 Yes * 0.0477
NEG vs. FPD8  15.31 0.4296 t0 30.18 Yes * 0.0410
NEG vs. FPD7  -2.654 -17.531t0 12.22 No Ns 0.9992
NEG vs. FPD18 -8.881 -23.76105.995 No Ns 0.4856
NEG vs. FPD14 1.154 -13.7210 16.03 No ns 0.9997
NEG vs. FPD3  -3.609 -18.491t0 11.27 No ns 0.9955
NEG vs. FPD10 1.517 -13.36t0 16.39 No ns 0.9996
NEG vs. FPD1  -8.283 -24.92108.350 No ns 0.6967

FONTE: Do autor
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Os dados estatisticos mostram a razdo PGE, / CAP obtida do espectrograma
UPLC/MS. Os extratos que foram estatisticamente semelhantes ou superiores ao
controle positivo séo representados com *. Os extratos estatisticamente diferentes do
controle negativo sdo representados com #. Os controles positivos DEX foram
considerados estatisticamente semelhantes entre si e diferentes do controle negativo
(NEG). Este resultado foi necessario para a confiangca dos resultados de atividade anti-
inflamatoria. As amostras FPD13; FPD4 foram estatisticamente diferentes ao controle
negativo demonstrando capacidade de inibicdo de PGE, de 76.72 e 87.25%. A fracéo Il
(50:50) Metanol/H,O obtida do extrato FPD13 foi novamente testada e compara ao
extrato pela avaliacdo da atividade anti-inflamatoria, demonstrando ser estatisticamente
mais ativa que o extrato FPD13 (Grafico 2 e tabela 9) Os dados mostram que
aparentemente 0s compostos isolados desta fracdo possam ser possiveis agentes anti-
inflamatarios.

Grafico 2 - Avaliacio da atividade anti-inflamatéria do extrato FDP13 e fragdo (50:50) Metanol/H,0,
os resultados foram analisados por ANOVA, seguido pelo teste de comparacdo multipla
de Dunnett’s.

60=

# p< 0.05 different compared to vehicle

[PGE2] ng/mL

FONTE: Do autor
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Tabela 9 - Teste de comparages multiplas de Dunnett, do extrato FPD13 fracéo |1 Metanol/H,0

Teste Dunnett's Dif.Média  95.00% ClI Signif.  Sumar P Val.
Veiculo vs. Dexametasona  37.97 27.84248.10 Yes falakalel 0.0002
Veiculo vs. Indometacina 39.76 29.63a49.89 Yes folakole 0.0002
Veiculo vs. Extrato FPD13  19.65 8.319a30.97 Yes kel 0.0430
Veiculo vs. Fragdo Il 27.75 17.62a37.88 Yes folakoe 0.0007

FONTE: Do autor

4.5.3 Atividade antielmintica

4.5.3.1 Teste de ecloséo larval (TEO OU EHT)

O teste de inibicdo da ecloséo larval (TEO) foi um teste preliminar, realizado em
triplicatas . As andlises realizadas com FPD13 mostraram que as concentracoes de 4 e 2
mg/mL do extrato, inibiram a eclosdo da primeira larva (L1) dos ovos de Haemonchus
contortus em 100% de inibicdo, sem diferenca estatistica (p < 0.05) quando comparado

com o controle positivo Thiabendazol a 0,1mg/mL.(Tabela 10)

Tabela 10- Media ( desvio Padrio) e intervalo de confianga (IC) 95% do teste de Inibigio da eclosio
larval do extrato FPD13 de Nigrospora zirmmini. a diferentes concentrages e com

controles negativo (CN) e positivo.

Concentracdo (mg/ml) Media (DP) IC 95%

2 100.0 (0.0)" 100.0 - 100.0
2 100.0 (0.0)* 100.0 — 100.0
1 44.79 (3.05)° 37.22-52.36

0,5 5.33 (0.73)° 353-7.14

0,25 6.77 (2.38)° 0.86—12.7

CN Tween 80 (1%) 2.24 (16)° 0.56 — 3.92
Thiabendazol 0,1 98.13 (1.19)" 96.65 — 99.61

FONTE: Do Autor

O gréfico 3 descreve o efeito antihelmintico in vitro promissor do extrato

FPD13 sobre ovos de H. contortus. As concentragdes de 0,5 e 0,25 mg/ml néo
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apresentaram diferenca estatistica (p < 0.05) entre elas. Novos testes sd0 necessarios
para avaliar as concentragdes intermediarias para a definicdo de uma curva de dose
resposta, para calcular a 1Cs (concentracdo de inbicdo da eclosédo larval de 50%). Neste
contexto, a aplicagdo de outros testes antihelminticos in vitro, avaliando o efeito do
extrato FPD13 em outros estagios evolutivos de H. Contortus (teste de desenvolvimento
larval, teste de motilidade do nematoide adulto), devem ser realizados para confirmar a
eficacia do efeito em todas as fases de crescimento do neomatoide. Assim sendo, o
extrato FDP13 apresentou uma promissora atividade antielmintica e novos estudos
devem ser realizados avaliando esta substancia como um forte candidato para o

desenvolvimento de antihelminticos naturais contra nematoides gastrointestinais.

Grafico 3 - Efeito anti-helmintico in vitro do extrato FPD13 sobre ovos de H. contortus. Nota: Os
resultados foram analisados por ANOVA, seguido pelo teste de comparacdo multipla de
Dunnett. (*) Indica que ha diferenca significativa em relacdo ao controle positivo
Tiabendazol (0,1mg/mL), onde p < 0,05.
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4.6 QUIMIOMETRICA “DATASET ASPERGILLUS”

4.6.1 Modelos de aprendizado de maquina e QSAR

Seguindo a regra da parcimdnia, foi possivel construir um modelo utilizando o
avaliador de subconjunto ranker que classificou sete descritores finais (nN(CO),; R5e+;
NArCHO; C-037; minssCH2; Gmin; e R5i+). Os descritores selecionados foram
utilizados para construir o modelo de RNAs com base no valor normalizado dos dados
do descritor e nos valores de plCsp. Camadas de nos de neurdnios representam 0s
modelos computacionais de dados de entrada e saida com a capacidade de aprender
mecanismos ndo lineares. Nesses casos, métodos estatisticos ndo lineares séo
considerados padrdes valiosos devido a sua alta capacidade preditiva (BALDIM et al.,
2017; CHAGAS-PAULA et al., 2015b). O modelo de aprendizado de maquina de
construgdo de RNA (corrobora com a relevancia dos descritores moleculares
selecionados para a atividade de previsdo na via de inibicdo de NO dentro de nosso
dominio de aplicabilidade. A tabela de dados original incluia uma matriz de dados de 60
instancias com a entrada ID/train-test tipo de dados, nome do metabolito, classe quimica
do NP, valores e tipo de 1Cso/pICs (Tabela 11).

Tabela 11 - Compostos Isolados do género Aspergillus , ICs, e plCs, Valores encontrados na literatura
para NO células RAW167

(continua)
ID/Tipo Nome NP Classe pICso I1Cs
. . Aryl C-
1-Train (10E,12Z)-carnemycin B T 4.85 14.00
glicosideos

) (3E,7E)-4,8-dimethyl- o
2-Train _ _ Poliketideos 4.73 18.60
undecane-3,7-diene-1,11-diol

) 2,4-dihydroxy-6-(3E,5E)-nona- o
3-Train ) o Resorcindis 5 9.90
3,5-dien-1-yl)-benzoicacid

) 5-(hydroxymethyl)-2- Acidos Organicos
4-Train o ] 4.84 14.50
furancarboxylic acid e Fendlicos
) 5-[(3E,5E)-3,5-nonadienyl]- o
5-Train Resorcindis 5.22 6.00

1,3-benzenediol

6-Train  5-prenyldihydrorubrumazine A Alkaloides 4.28 51.70
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Tabela 11 - Compostos Isolados do género Aspergillus , 1Cs, e plCs, Valores encontrados na literatura
para NO células RAW167

(continuagdo)

Tipo Nome NP Classe pICso I1Cso
7-Train 6,8,11-tri-O-methylaverantin Terpenoides 5.25 5.61
8-Train O-farmesyl-5.7-dinydroxy-4- Butenolideos 5.14 7.30

methylphthalide

9-Train aspermeroterpeneB Terpenoides 4.85 14.10
10-Train asperimide C Alkaloids 6.11 0.78
11-Train asperimide D Alkaloides 5.9 1.26
12-Train aspermeroterpene A Terpenoides 4.75 17.80
13-Train aspermeroterpene C Terpenoides 4.87 13.40
14-Train Aspernigin Alkaloides 4.25 56.00
15-Train aspernolide B Butenolides 4.17 67.13
16-Train asperophiobolin J Terpenoides 4.8 16.00
17-Train asperteretal A Butenolides 4.57 26.60
18-Train asperteretal B Butenolides 4.21 61.36
19-Train asperversiamide G Alkaloides 4.95 11.17
20-Train asperversiamide B Alkaloides 4.76 17.20
21-Train asperversiamide F Alkaloides 4.62 23.72
22-Train astellolide G Terpenoides 4.69 20.40
23-Train Asterrelenin Alkaloides 4.26 55.00
24-Train butyrolactone 11l Butenolides 4.69 20.60
25-Train carnemycin A Aryl C-glycosideos  4.82 15.00
26-Train carnemycin B Aryl C-glycosideos  4.85 14.00
27-Train carnemycin C Aryl C-glycosideos  4.72 19.00
28-Train ergosterdiacid A Esteroides 5.35 4.50
29-Train ergosterdiacid B Esteroides 5.44 3.61
30-Train Fonsecin Naftopiranonas 4.24 56.50
31-Train guanxidone A Poliketides 5.09 8.22
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Tabela 11 - Compostos Isolados do género Aspergillus , 1Cs, e plCs, Valores encontrados na literatura

para NO células RAW167

(concluséo)

ID/Tipo Nome NP Classe pICso I1Cs
32-Train gxsespeneA Terpenoides 4.79 16.15
33-Train lovastatin Polyketides 4.76 17.45
34-Train methyl-3,4,5trimethoxy Polyketides 5.26 5.48
35-Train nigerasperone C Polyketides 4.71 19.60
36-Train ochracene B Terpenoides 4.83 14.6
37-Train ochracene C Terpenoides 4.74 18.30
38-Train ophiobolin U Terpenoides 5.02 9.60
39-Train orlandin other classes 4.38 41.30
40-Train parasiticolide B Terpenoides 4.74 18.03
41-Train rubrofusarinB Polyketides 4.07 84.40
42-Train territrem A Mycotoxin 4.53 29.30
43-Train terrusnolide C Butenolides 4.71 19.3
44-Train TMC-256C1 Polyketides 5.68 2.10
45-Train toluhydroquinone Terpenoides 5.4 4.00
46-Train versicolactone G Butenolides 4.8 15.7

FONTE: Do autor

Os descritores moleculares foram calculados de acordo as caracteristicas fisico-
quimicas, geométricas e coordenadas espaciais das moléculas utilizadas no modelo anti-
inflamatério (Tabela 12). As “contagens de grupos funcionais” sao consideradas uma
classe de descritores moleculares baseados na contagem de grupos funcionais quimicos.
O nN(CO)2 e o nArCHO sao descritores moleculares de contagem de grupos
funcionais que descrevem o nimero de aldeidos aromaticos constituintes e de imidas (-

tio), respectivamente (VCCLAB, Virtual Computational Chemistry Laboratory,
http://www.vcclab.org, 2005 ). Os descritores R5e" / R5i", sdo descritores GETAWAY

que significam descritores de montagem de geometria, topologia e pesos atémicos,

sendo derivados da matriz de alavancagem, que é deduzida pela centralizagdo de todas
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as coordenadas atomicas. Portanto, esses descritores podem contribuir para a forma
ponderada do inibidor de NO pelas propriedades do conjunto de dados dos valores de
pICso.(ARAUJO et al., 2015). O descritor C-037 é um ACF*‘Atom-centred fragments”
-fragmentos centrados em &tomos, tem sido utilizados em outros estudos para construir
um modelo anti-inflamatdrio e representar o nimero de heterodtomos ligados a um
atomo de carbono sp2. (CRUZ-MONTEAGUDO; BORGES; CORDEIRO, 2008). O
método ACF decompde as moléculas em fragmentos estruturais constituidos por um
atomo central e vizinhos de ligagdo. Um ACF ¢ entdo definido através do tipo de atomo
e do nimero e tipo de vizinhos de ligacdo e tipos de ligacdo associados.(KUHNE;
EBERT; SCHUURMANN, 2009).

Além disso, entre todos os descritores, os topoldgicos constituem uma classe
essencial que codifica os fragmentos estruturais cruciais que governam as propriedades,
atividade ou dados de toxicidade das moléculas. Esses descritores sdo chamados de
indices topoldgicos e suas formulacdes sdo baseadas na caracterizagdo estrutural de
substancias quimicas pela teoria dos grafos (ROY; MITRA, 2012). Atuam tambem em
estudos QSAR (HALL; HALL, 2005). Em relacdo ao descritor 2D minssCH,
“Minimum atom-type E-State”: -CH2”- representa o estado do tipo (E)
Eletrotopologico atomo minimo: -CH2-. Em palavras simples, 'min’ representa o valor
minimo do estado Eletrotopoldgico de um grupo especifico, 'ss' representa as duas
ligacGes simples desse grupo e '‘CH2' representa o grupo hibrido. (KHAN; ROY, 2021).
O ultimo descritor incluido Gmin, considera o atomo eletrotopologico tipo E-State,
incluindo (Minimum E-State), este descritor define o valor minimo de “E-State” para
todos os atomos da molécula (SADGROVE et al., 2020).



Tabela 12 - Descritores selecionados e suas definiges.
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Descritores

Tipo

Definicdes

nArCHO

nN(CO)z

R5e+

R5i+

C-037

minssCH,

Gmin

Contagem de Grupos Funcionais

Descritores “GETAWAY ¢

Fragmentos Centrados em Atomos

Atomo tipo Estado

Eletrotopoldgico

Numero de aldeidos
(arométicos)

NUmero de imidas (-tio)

Autocorrelacdo méaxima R de
lag 5

R Autocorrelacdo maxima de
lag 5 /Ponderada pelo

potencial de ionizacéao

Ar-CH=X

Atomo-tipo E-Estado
Minimo: - CH;-

Atomo-tipo E-Estado

Minimo

FONTE: Do autor

Para modelagem, os 60 metabdlitos foram divididos aleatoriamente em um

conjunto de treinamento de 46 compostos e um conjunto de teste de 14 metabdlitos
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(Tabela 13-14, Anexo V). O modelo de RNA (Rede Neural Artificial) desenvolvido
foi capaz de predizer a atividade inflamatdria de inibicdo do NO com valores de R*=
0,65, Q%= 0,53 e P?= 0,56 (Tabela 15, Anexo V). Os valores do coeficiente de
determinagdo (R?), erro absoluto médio (MAE) e erro quadrético médio (RMSD) foram
avaliados para medir a qualidade de ajuste do modelo. Da mesma forma, os valores do
coeficiente de determinacdo para validacdo cruzada (Q?), MAE e RMSD foram
determinados para validacdo para avaliar a robustez, conhecida como qualidade do
modelo de predicdo (SADGROVE et al., 2020).

O embaralhamento “‘scramble” foi usado para detectar “overfitting” no modelo,
misturando aleatoriamente dados de atividade experimental de todos os compostos. O
conjunto de dados embaralhado resultante deve atingir um valor de coeficiente de
determinacgé@o quadrado abaixo de 0,5 (ROY; MITRA, 2012; SADGROVE et al., 2020)
. Isso € esperado para um bom modelo preditivo porque a mistura aleatéria de valores de
atividade bioldgica remove completamente a relacdo entre estrutura e atividade
(SADGROVE et al., 2020; VAIDYA et al., 2015), o teste realizado de “scramble”
apoiou a validacdo do modelo RNA indicando a auséncia de overfitting (Tabela 10).
Esses achados sugerem a existéncia de caracteristicas quimicas comuns entre as
diferentes classes de compostos isolados do género Aspergillus, que sd@o importantes

para a atividade anti-inflamatoria.

Tabela 13 - Calculo experimental de plICso, valores para o conjunto de teste fornecido de 14 (Test)
metabdlitos de Aspergillus usando ANN.

(continua)
ID Tipo Nome pICso pICso (ANN)  Erro (ANN)
1-Test aspergillusol A 4.38 4.743 0.363

3-[(1'E,3'E)-1',3"-
Heptadienyl]-6,8-
2-Test ) 4.76 5.24 0.48
dihydroxy-1',3'-
dienylisocoumarin

3-Test aspernolide D 4.09 4.789 0.699
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Tabela 13 - Calculo experimental de plCs, valores para o conjunto de teste fornecido de 14 (Test)
metabolitos de Aspergillus usando ANN.
(conclusdo)

ID Tipo Nome pICsy  pICso (ANN)  Erro (ANN)
4-Test asperteretal C 4.77 4.851 0.081
5-Test astellolide B 4.76 4.806 0.046
6-Test  5-prenyldihydrovariecolorin F 4.09 4.924 0.834
7-Test carnemycin G 4.52 4.724 0.204
8-Test ophiobolin Q 4.85 5.665 0.815
9-Test nigerasperone A 5.13 4.822 -0.308
10-Test pyranonigrin A 4.62 4.787 0.167
11-Test butyrolactone II 4.35 4.725 0.375
12-Test terrusnolide D 4.78 5.054 0.274
13-Test violaceol 11 4.14 4.847 0.707
14-Test asperanin A 6.04 6.113 0.073

FONTE: Do autor

Tabela 14 - Calculo experimental de plCso, Vvalores para o conjunto de treino fornecido por 46
metabdlitos (Train) de Aspergillus usando ANN.

(continua)
ID Tipo Nome pICso pICso (ANN)  Erro (ANN)
1-Train (10E,12Z)-carnemycin B 4.85 4.682 -0.168
] (3E,7E)-4,8-dimethyl-
2-Train _ _ 4.73 4.938 0.208
undecane-3,7-diene-1,11-diol
2,4-dihydroxy-6-(3E,5E)-
3-Train nona-3,5-dien-1-yl)- 5 5.193 0.193

benzoicacid

5-(hydroxymethyl)-2-
4-Train (ydroxy .y). 4.84 5.059 0.219
furancarboxylic acid
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Tabela 14 - Calculo experimental de plCso, Vvalores para o conjunto de treino fornecido por 46
metabolitos (Train) de Aspergillus usando ANN.

(continuagdo)
ID Tipo Nome pICso pICso (ANN)  Erro (ANN)
5-[(3E,5E)-3,5-nonadienyl]-

5-Train ) 5.22 5.423 0.203
1,3-benzenediol

5-prenyldihydrorubrumazine

6-Train 4.28 4.92 0.64
A
7-Train 6,8,11-tri-O-methylaverantin 5.25 5111 -0.139
g Train O anesylS Todinydroxy-4- 5.14 4.832 -0.308
methylphthalide
9-Train aspermeroterpeneB 4.85 4.788 -0.062
10-Train asperimide C 6.11 6.188 0.078
11- Treino asperimide D 5.9 5.847 -0.053
12-Train aspermeroterpene A 4.75 4.814 0.064
13-Train aspermeroterpene C 4.87 4.814 -0.056
14-Train Aspernigin 4.25 4.667 0.417
15-Train aspernolide B 4.17 4.791 0.621
16-Train asperophiobolin J 4.8 4.839 0.039
17-Train asperteretal A 4.57 4.795 0.225
18-Train asperteretal B 4.21 4.609 0.399
19-Train asperversiamide G 4.95 5.15 0.200
20-Train asperversiamide B 4.76 4.903 0.143
21-Train asperversiamide F 4.62 4.976 0.356
22-Train astellolide G 4.69 4.788 0.098
23-Train asterrelenin 4.26 4.76 0.5
24-Train butyrolactone 11l 4.69 4.77 0.08
25-Train carnemycin A 4.82 4.683 -0.137
26-Train carnemycin B 4.85 4.721 -0.129
27-Train carnemycin C 4.72 4.723 0.003
28-Train ergosterdiacid A 5.35 5.221 -0.129
29-Train ergosterdiacid B 5.44 5.216 -0.224

30-Train Fonsecin 4.24 4,558 0.318
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Tabela 14 - Calculo experimental de plCso, valores para o conjunto de treino fornecido por 46
metabolitos (Train) de Aspergillus usando ANN.

(conclusdo)

ID Tipo Nome pICso  pICso (ANN)  Erro (ANN)
31-Train guanxidone A 5.09 4.861 -0.229
32-Train gxsespeneA 4.79 4.994 0.204
33-Train Lovastatin 4.76 4.827 0.067
34-Train methyl-3,4,5 trimethoxy 2,2  5.26 4.807 -0.453
35-Train nigerasperone C 4.71 4.708 -0.002
36- Treino ochracene B 4.83 4.803 -0.027
37- Treino ochracene C 4.74 4.765 0.025
38- Treino ophiobolin U 5.02 4.952 -0.068
39- Treino orlandin 4.38 4.819 0.439
40- Treino parasiticolide B 4.74 4.788 0.048
41- Treino rubrofusarinB 4.07 4.878 0.808
42- Treino territrem A 4.53 4.684 0.154
43- Treino terrusnolide C 4.71 5.056 0.346
44- Treino TMC-256C1 5.68 5.662 -0.018
45- Treino toluhydroquinone 5.4 5.621 0.221
46-Treino versicolactone G 4.8 4,721 -0.079

FONTE: Do autor

Tabela 15- Valores de R? Q? and P? para o modelo de predicio ANN usando os descritores de
caracteristicas quimicas de metabdlitos isolados de Aspergillus.

) RMSE MAE
Passos Métricas RMSE MAE Scramble
(scramble) (scramble)
Train 0.65 0.276 0.208 0.293 0.385 0.273
CcVv 0.53 0.227 0.295 0.039 0.497 0.718
Test 0.56 0.387 0.471 0.00 0.495 0.352

FONTE: Do autor
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Figura 25 - Rede Neural Artificial (ANN) Treinado no Weka
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FONTE: Do autor

4.6.2 Dominio de aplicabilidade (DA)

O Padrao de dominio de aplicabilidade PDA é calculado da seguinte forma:

PDA ='d'+ Zo

Onde, o célculo de 'd' e o ¢ realizado da seguinte forma: Primeiro, a média das
distancias euclidianas (s) entre todos os pares de compostos de treinamento € calculada.
Em seguida, é formulado o conjunto de distancias que foram inferiores a média. 'd' e s
sdo finalmente calculados como a média e o desvio padrdo de todas as distancias
incluidas neste conjunto. Z é um valor de corte empirico e o valor padrdo é
0,5.(MELAGRAKI et al.,, 2010).0 presente estudo apresentou no dominio de
aplicabilidade valores de PDA acima dos padrbes. Sendo encontrado um Unico outlaier
com valores inferiores de PDA(Tabela. 16). Com base nos dados obtidos podemos
observar que o dominio de aplicabilidade para o0 modelo anti-inflamatério foi aprovado

guando comparado aos valores padroes.
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Tabela 16 - Dominio de Aplicabilidade com valores de APD, dominio e predigdo, calculados no
software KNIME 4.6.1 com nodo “Domain-Similarity”

ID Dominio PDA Predicéo
aspergillusol A 0.068 0.563 confiavel
3-[(1'E,3'E)-1',3'-Heptadienyl]-6,8- g
dihydroxy-1',3"-dienylisocoumarin 0.247 0.563 confiavel
aspernolide D 0.064 0.563 confiavel
asperteretal C 0.161 0.563 confiavel
astellolide B 0.137 0.563 confiavel
5-prenyldihydrovariecolorin F 0.040 0.563 confiavel
carnemycin G 0.091 0.563 confiavel
ophiobolin Q 0.179 0.563 confiavel
nigerasperone A 0.244 0.563 confiavel
pyranonigrin A 0.237 0.563 confiavel
butyrolactone 11 0.049 0.563 confiavel
terrusnolide D 0.101 0.563 confiavel
violaceol |1 0.056 0.563 confiavel
asperanin A 1.463 0.463 ndo confiavel

FONTE: Do autor
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5 CONCLUSAO

5.1 REVISAO SISTEMATICA ASPERGILLUS

A revisdo sistematica realizada no presente estudo, recapitulou o conhecimento
atual sobre o potencial anti-inflamatorio de metabdlitos de espécies de fungos
endofiticos do género Aspergillus, as diferentes classes de produtos naturais
responsaveis por essa atividade e as principais vias envolvidas na resposta anti-
inflamatdrias. Além disso, o banco de dados criado por esta revisao sistematica incluiu
informacdes quimicas detalhadas dos metabolitos relatados e suas informagfes mais
relevantes dos experimentos anti-inflamatorios. A anélise dos dados coletados permitiu
a observacdo de substancias com atividade anti-inflamatéria multialvos. Essas
substancias podem ser promissoras para novas etapas da descoberta de medicamentos
anti-inflamatorios. Além disso, dentre essas substancias com potencial anti-inflamatorio
multialvo, o estudo destaca substancias com valores baixos de ICso, relatados em
estudos considerados de boa qualidade, o que aumenta a confiabilidade dos achados. No
entanto, os estudos in vivo para metabolitos relatados mostraram-se escassos. Portanto,
considerando as limitacbes discutidas, os dados quimicos e farmacoldgicos
apresentados na revisdo sistematica realizada, podemos concluir que compostos
isocados de fungos endofiticos do género Aspergillus sp. sdo fortes candidatos a
medicamentos anti-inflamatérios multialvos sendo de grande importéncia para o estudo

e 0 desenvolvimento de novos farmacos.

5.2 REVISAO CLASSICA NIGROSPORA

Nas Gltimas décadas, metabdlitos secundarios de fungos endofiticos tém se
mostrado fontes promissoras na descoberta de novas substancias bioativas. Esta revisao
apresenta o0 progresso da pesquisa do fungo endofitico do género Nigrospora.sp
relacionada a fitopatdgenos, metabolitos secundarios e biossintese. Um total de 231
metabolitos secundarios de cinco espécies conhecidas e 21 cepas fungicas nédo

identificadas de Nigrospora sdo resumidos a partir de 50 referéncias. Mais da metade
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desses metabolitos séo obtidos de cinco espécies conhecidas, incluindo N. sphaerica, N.
sacchari, N. oryzae, N. aurantiaca e N. camelliae-sinensis. Entre todos 0s compostos
relatados, 105 (representando 45%) e 123 (representando 54%) compostos foram
derivados seletivamente de ambientes terrestres (principalmente plantas) e marinhos
(principalmente animais marinhos, manguezais e fungos epifitos marinhos),
respectivamente. Além disso, apenas trés compostos foram obtidos de ambos 0s
ambientes. Em resumo, esta revisdo pode ser uma ferramenta valiosa para ajudar
pesquisadores selecionar compostos interessantes para futuras pesquisas. Além disso, o
género Nigrospora sp. destacou-se como uma boa fonte de diversidade metabdlica e

merece ser explorada.

5.3 FITOQUIMICA E BIOATIVIDADE

O presente estudo € considerado o primeiro trabalho a relatar a bioatividade de
compostos isolados do fungo endofitico do género Nigrospora Zirmmini. Os compostos
isolados (Figura 25) e caracterizados por técnicas espctroscopicas e espectrométricas ,
da fracdo Il do extrato de N. zirmmini apresentaram atividade anti-nflamatoria referente
a inibicdo da concentracdo de PGE, em ensaio ex vivo.. No ensaio antiparasitario o
extrato bruto de N.zirmmini apresentou potente atividade contra neumatdides (99% de
inibicdo do crescimento larval). Novos estudos devem ser realizados com 0s compostos
isolados para a determinacdo dos principais candidatos a possiveis farmacos anti-

inflamatdrios e antiparasitarios de origens naturais.

5.4 MODELO QSAR ANTI-INFLAMATORIO

O presente estudo é baseado em modelos QSAR para prever o efeito inibitorio
do NO em diferentes classes de produtos naturais produzidos por espécies de fungos do
género Aspergillus. O modelo desenvolvido suporta uma descoberta mais rapida de
novos metabdlitos e extratos de fungos bioativos, melhorando a velocidade de
identificacdo de protdtipos moleculares para descoberta de novos farmacos. Os valores
dos resultados obtidos de R? Q? e P? precisdo, erro e uma dispersdo aleatéria
satisfatoria no dominio de aplicabilidade sugerem que o modelo é valido para prever

novos inibidores de NO. Portanto, 0 modelo desenvolvido no trabalho pode ser til para
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auxiliar na rapidez para descoberta dos potenciais compostos de Aspergillus, pois 0 uso
de um modelo de aprendizado de méaquina valido é uma forma computacional confiavel
de prever a bioatividade, como neste caso, sua atividade anti-inflamatdria do NO antes
da apliacagdo bioldgica. Além disso, pode auxiliar na reducdo de custos desnecessarios
com scaffolds de metabélitos de baixo potencial, elevando assim a chance de sucesso no

desenvolvimento de medicamentos.

5.5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho, consistiu de um estudo sustentavel e ético de amostras de
fungos endofiticos extraidas de Poincianella pluviosa, com uso de diferentes
metodologias e ferramentas para avaliagdo da atividade anti-inflamatoria e
antiparasitaria e do perfil quimico dos extratos , a fim de se buscar espécies e/ou
compostos com tais propriedades. Além disso, a criacdo de modelos QSAR anti-
inflamatorios auxiliardo na velocidade de descoberta de novos farmacos com
mecanismo de acdo dual .Por fim, o trabalho destaca a importancia dos estudos
realizados com fungos endofiticos como fontes ricas em compostos bioativos,
auxiliando na obtencdo de agentes fitoterapicos e/ou fitomedicamentos, e inspirando a

sintese de novos compostos.
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ANEXO A - Diagrama de fluxo Prisma da literatura de reviséo sistematica de metabdlitos secundarios
e resultados de atividade anti-inflamatéria de Aspergillus sp. com base na declaragdo
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA).

Identification ]

[

J

Eligibility Screening

Included
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: Do autor

Records identified through Pubmed
(n=412), SciFinder" (n=946), Science
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Records screened
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- Tests with extracts, enzymes or

new compounds (n=15)

- Reviews (n=3)
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ANEXO B - Distribuicio geografica e regido de coleta mundial Aspergillus sp. dos estudos incluidos
na revisao sistematica. China (n = 25); mar chinés (n = 22); Antértica (n = 5); Coreia, mar
da Coreia (n = 3 cada), India, Japdo, Arébia Saudita, Oceano Indico e Oceano Atlantico
Sul (n = 2 cada); Austrlia, Brasil, Franca, Alemanha, Holanda, Mar Vermelho, Nordeste
do Pacifico, Sri Lanka, Taiwan, Vietnd e EUA (n = 1 cada). As localizacbes geograficas
de ocorréncia dos estudos foram marcadas no mapa-mundi; as cores indicam o nimero de

estudos realizados com Aspergillus sp.

FONTE: Do autor

ANEXO C - Estratégia de busca detalhada contendo as bases de dados e o nimero de referéncias

extraidas

PubMed-MEDLINE — Search filters Records
#1 Pharmacological activity: “anti-inflammatory” [MeSH Terms]

277,080
#2 Endophytic fungal: “Aspergillus” [MeSH Terms] 52 380
#3 Combined search: (#1 AND #2) 412
#4 Research limit: (#3) AND #4 NOT Review[document type] 365
SCI-FINDER - Search filters Records
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#1 Pharmacological activity: “anti-inflammatory”

473,167
#2 Endophytic fungal: “Aspergillus” 146,658
#3 Combined search: “Aspergillus” AND “anti-inflammatory” 1405
#4 Research limit (Document type — Include only): References 946
WEB OF SCIENCE - Search filters Records
#1 Pharmacological activity: “anti-inflammatory” TOPIC (tittle, abstract, keywords) 177,328
#2 Endophytic fungal: “Aspergillus” TOPIC (tittle, abstract, keywords) 79 887
#3 Combined search: #1 AND #2 413
#4 Research limit (Document type — Exclude): Reviews 360

FONTE: Do autor

ANEXO D - Banco de dados de produtos quimicos anti-inflamatorios de Aspergillus (AACD) com a
descricdo de compostos quimicos isolados de Aspergillus sp., espécie, hospedeiro, partes
vegetais e efeitos anti-inflamatorios relatados.

ID MF mass class name

1 Cy5H,5,N,0, 414.1580 alkaloids asterriquinol E

2 Cy5H,,N,05 430.1529 alkaloids asterriquinol F

3 Cy6H24N,0, 428.1736 alkaloids asterriquinol D methyl ether

4 Cy4H3004 430.1992 terpenoids terretonin C

5 Cy6H3,04 488.2046 terpenoids terretonin

6 Cy6H3,04 472.2097 terpenoids terretonin A

7 Cy3H30N,0, 366.2307 alkaloids fumigaclavine C

8 Cy5H360, 368.2715 terpenoids 21—de0x0-21- hy(_jroxy—6—epi—
ophiobolin G

9 Cy5H350, 400.2613 terpenoids asperophiobolin H

10 Cy5H3404 382.2508 terpenoids asperophiobolin |

11 Cy5H3505 418.2719 terpenoids asperophiobolin J

12 Cy5H350, 400.2614 terpenoids ophiobolin Q

13 Cy5H3504 386.2821 terpenoids ophiobolin U

14 C11H1605S 260.0718 alkaloids varicuothiol A

15 C11H1605S 260.0718 alkaloids varicuothiol B

16 CisHpOs 2521725 nggscgﬁzsgi:;gmf (S)-(+)-sydonol

17 Ci5H,0, 234.1620 terpenoids aspergillusene A

18 C16H1407 318.0739 polyketides AGI-B4

19 Cy9H14,04 438.3134 other classes -steroids asperergoster A

20 Cy5H340, 366.2559 terpenoids 6-epi-ophiobolin G




122

21
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35

36
37
38
39
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41
42
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44
45
46
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48
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57
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60
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62
63
64
65

C25H3804

C25H3604
CZOHZOOH
C20H18010
C19H16010

C1oH1609

C16Hl4o7
CZOHlSOQ

C17H1607

Cl7HlGO7
Ci1gH1507
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Cl7Hl406

ClﬁHlZOG
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Cy3HzsBro;
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C21H3206

C1sH10N204
X

CasH1207

CasH3s03

Ca9H1209
Ca1Hs3sNO;
Ci9H3:NO;

402.2770

400.2614
436.1006
418.0900
404.0743

388.0794

318.0740
402.0951

332.0896

332.0896
346.1053
286.0477
300.0634
314.079041

300.0634

316.0583
346.1052
328.0583
422.0849
304.0582
284.0685
314.0790
498.2254
482.0899
400.1522
510.0848
442.1628
468.074249
464.0430
470.0899
478.0627
1060.5032
570.1526
592.1580
574.1475

396.2148

380.2199

318.0641
X

490.2931
386.2820
534.2829
347.2460
317.2719
305.2355

terpenoids

terpenoids
polyketides
polyketides
polyketides

polyketides

polyketides
polyketides

polyketides

polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides

polyketides

polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
butenolides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides

terpenoids

terpenoids

polyketides

other classes - others-
polysaccharides
other classes -steroids
other classes -steroids
other classes -steroids

alkaloids
alkaloids
alkaloids

(60)-18,19-O-tetrahydro-18,19-
dihydroxyophiobolins G
asperophiobolins G
eurobenzophenone B
euroanthone A
euroanthone B
(+)1-0O-
demethylvariecolorquinones A
14-O-demethylsulochrin
variecolorquinone A
14 -de-O-methyl-5-
methoxysulochrin
sulochrin
5-methoxysulochrin
calyxanthone
yicathin C
yicathin A
1-methoxy-14-
dehydroxywentiquinone C
wentiquinone C
3-de-O-methylsulochrin
dermolutein
eurobenzophenone A
eurobenzophenone C
methylemodin
yicathin B
aspernolide F
falconensin A
falconensin |
falconensin O
falconensin S
falconensin M
falconensin H
falconensin N
falconensin Q
falconensin R
aurasperone A
aurasperone C
aurasperone F
1,9,9-Trihydroxy-6,6,9-trimethyl-
1,3,5,54,6,7,8,9,9,9-
decahydronaphtho[1,2-c]furan5-yl
hexanoate
9,9-Dihydroxy-6,6,9-trimethyl-1-
oxo-1,3,5,5,6,7,8,9,9,9-
decahydronaphtho[1,2-c]furan-5-
yl hexanoate (2)
melanina

galactosaminogalactan

asperflosterol
aspersecosteroid A
aspersecosteroid B
preussin G
preussin |
preussin J
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C28H4008

C2sH2407

Ca4H2407
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C24H404
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C28H3806
C28H3806
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Cl6H2005
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C16H2006
ClSHlZOS

C20H1805
C20H1805
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C23H26O7
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C30H43N304
C29H40C| N3O

3
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C15H1805
C8H1203
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C8H1003
C14Hl403
ClOHlZOS
C26H29N303

263.1521
291.1834
305.1991
319.2148
333.2668
333.266785
488.2774
504.2723

424.1522

424.1522
380.1624
384.1573
356.0896
440.1471
372.0845

178.0630

184.0736
184.0736
202.0841
170.0579

124.0524

470.2668
470.2668
308.1259
424.1733
292.1310
306.1467
306.1467
308.1260
272.0685

338.1154

338.1154

338.1154
414.1679
124.0524

509.3254

513.2758
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278.1154
156.0786
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230.0943
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431.2209
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alkaloids
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alkaloids
alkaloids
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butenolides

butenolides
butenolides
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butenolides
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acids and phenolics
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polyketides
polyketides
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acids and phenolics
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polyketides
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polyketides
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polyketides
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polyketides
other classes-organic
acids and phenolics
alkaloids

alkaloids

polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides

preussin C
preussin D
preussin E
preussin F
preussin H
preussin K
asperfloroid
asperflotone

butyrolactone |

aspernolide A
asperteretal A
asperteretal C
butyrolactone I1
butyrolactone I11
guanxidone A

mellein

asperlactone
aspyrone
aspilactonol B
penicillic acid

toluhydroquinone

asperfloketal A
asperfloketal B
5’-hydroxyasperentin
cladosporin 8-O-a-ribofuranoside
cladosporin/asperentin
asperentin 6-O-methyl ether
cladosporin 8-O-methyl ether
4'-hydroxyasperentin
TMC-256C1

glyceollin |
glyceollin 111

glyceollin 11
6,8,1'-tri1l8 O-methylaverantin
3-hydroxybenzyl alcohol
5-prenyl-dihydrorubrumazine A
5-prenyl-dihydrovariecolorin F

asperanin A
asperanin B
asperanin C
dihydroterrein
dihydroterrein di-acetate
terrein
diorcinol
asperlin
asperversiamide G
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112
113
114
115
116
117
118

119
120
121

122
123
124

125
126
127
128
129

130

131

132

133
134
135
136
137
138

139

140

141

142

143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155

C17H14N204
C17H14N203
C22H24N2010
C1sH1:NOs
C22H21N05
C22H21N05
C27H3.07

C,4H,6CINOg
Ca4H41N6O4
C24H11N4Os

C24H36N4Os
C15H,0;3
C13H240,

C25H25N304
Cl7H20N203
C25H2807
C24H3605
C28H3009

C24H23N307

C13H24OZ

C28 H4003

C15H1603
Cl4Hl4OS
C32H36011
C32H4605
C32H4605
C13H22N20

CllH1804
C11H1606
C16H1809

CZOHZZO

Ca0H2003
Ci5H1407
CagH340g
Ca9H3209
C24H2407
Ca24H2609
Ci5H2,0;
Ci5H2005
C12H1403
C14H1804
Ci5H20;
CaoH2203
C23H2406

310.0954
294.1004
476.143097
253.0739
379.1421
379.1421
468.2148

507.1296
597.3189
481.3026

476.2635
250.1569
212.1776

431.1845
300.1474
440.1835
404.2563
510.1889

465.1536

212.1776

424.2977

244.1099
262.0841
596.2258
510.3345
510.3345
222.1732

214.1205

244.0947

354.0951

278.1671

308.1412
306.0739
498.2254
524.2046
424.1522
458.1577
234.1620
280.1311
206.0943
250.1205
234.1620
310.1569
396.1573

alkaloids
alkaloids
alkaloids
alkaloids
alkaloids
alkaloids
terpenoids
other classes - others-
mycotoxin
alkaloids
other classes- peptide
derivative
other classes- peptide
derivative
butenolides
other classes- others-
aliphatic alcohol
alkaloids
alkaloids
butenolides
polyketides
polyketides

polyketides

polyketides

other classes -steroids

polyketides
polyketides
terpenoids
other classes -steroids
other classes -steroids
alkaloids
other classes-organic
acids and phenolics
other classes-organic
acids and phenolics
other classes-organic
acids and phenolics
other classes - others-
pigment
polyketides
polyketides
butenolides
butenolides
butenolides
butenolides
terpenoids
terpenoids
terpenoids
terpenoids
terpenoids
butenolides
butenolides

ciclopenol
ciclopenin
decumbenone A
viridicatol
asperimide D
asperimide C
yaminterritrems B

ochratoxin Al
diketopiperazine dimer

sclerotiotide L

violaceomide A

versicolactone B
4,8-dimethyl-undecane-3,7-diene-
1,11-diol
asterrelenin
luteoride E
versicolactone G
lovastatin
territrem A
methyl 3,4,5-trimethoxy-2-(2-
(nicotinamido)benzamido)benzoat
e
(3E,7E)-4,8-dimethyl-undecane-
3,7-diene-1,11-diol
14 a-hydroxyergosta-4,7,22-
triene-3,6-dione
cordyol E
violaceol Il
1,2-dehydro-terredehydroaustin
ergosterdiacids A
ergosterdiacids B
nigragillin

hexylitaconic acid
tensyuic acid
chlorogenic acid

asperenone

asnipyrone B
fusarubin
aspernolides L
Aspernolides M
butyrolactone |
butyrolactone VI
7-deoxy-7,14-didehydrosydonol
asperbisabolane F
asperbisabolane L
aspercuparene B
aspergillusene A
terrusnolides A
terrusnolides B
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156
157
158
159
160
161
162

163

164

165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177

178

179

180

181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201

202

203

C24H2605
C23H2405
Ca7H31N30s
C22H24N2010
Ca1H26011
C14H1404
Ci10HgNOs

CeHsO4

CZZ H1808

C15H1406
Cl6Hl406
C31H26011
C:l6Hl4()5
ClSHlZOS
Cs1H24010
ClSHlZOS
C15H1406
C34H27N307
C22H25N()8
C28H32()10
C28H32()10
C28H34()10

Cl4HlZO3
Cl4HlZO3

Cl4Hl4O4

Ci14H1403
C14H1404
Ca24H2407
CgH1003
CsgHis04
Ci5H2403
Ci5H2204
Ca0H3204
Ca9H3607
Ci5H1504
Ci16H2204
C17H14N20;
C17H14N204
C16H13NO;
C16H13NO;
CasH29N304
C22H609
C22H2309
CasHazN304
CasH29N30;4
C27H31N305S

C26H38010

C21H3207

410.1729
396.1573
477.2264
476.1431
574.1475
246.0892
223.0481

142.0266

410.1002

290.0790
302.0790
574.1475
286.0841
272.0684
556.1370
272.0684
290.0790
589.1849
431.1581
528.1995
528.1995
530.2152

228.0786

228.0786

246.0892

230.0943
246.0892
424.1522
154.0630
568.3553
252.1725
266.1518
336.2301
496.2461
262.1205
278.1518
294.1004
310.0954
267.0895
267.0895
447.2158
434.1576
436.1733
451.2471
431.2209
509.1985

510.2465

396.2148

butenolides
butenolides
alkaloids
alkaloids
alkaloids
alkaloids
alkaloids
other classes-organic
acids and phenolics
other classes-organic
acids and phenolics
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
alkaloids
terpenoids
terpenoids
terpenoids

dibenzofurane
polyketides

polyketides

polyketides
polyketides
butenolides
polyketides
polyketides
terpenoids
terpenoids
terpenoids
terpenoids
terpenoids
terpenoids
alkaloids
alkaloids
alkaloids
alkaloids
alkaloids
terpenoids
terpenoids
alkaloids
alkaloids
alkaloids
other classes-organic
acids and phenolics

other classes-organic
acids and phenolics

terrusnolides C
terrusnolides D
varioxepine B
aspergillusol A
aspernigin
epi-aspergillusol
pyranonigrin A
5-(hydroxymethyl)-2-
furancarboxylic acid
orlandin

fonsecin
nigerasperone A
nigerasperone C
rubrofusarin B
TMC-256C1
asperpyrone A
TMC-256A1-C1
TMC-256B1
variecolortide B
pseurotin A
aspermeroterpene A
aspermeroterpene B
aspermeroterpene C
3,7-dihydroxy-1,9-
dimethyldibenzofuran
1,9-dimethyldibenzo[ [ [/ D]furan-
3,7-diol
3-(3-hydroxy-5-methylphenoxy)-
5-methylbenzene-1,2-diol
5,5'-0xyhis(3-methylphenol)
cordyol C
butyrolactone |
terrein
cowabenzophenone A
ochracene B
ochracene C
dihydrobipolaroxin
dihydrobipolaroxins C
dihydrobipolaroxins D
dihydrobipolaroxins B
cyclopenin
cyclopenol
3-O-methylviridicatol
6-hydroxy-3-methoxyviridicatin.
notoamide B
aspertetranone A
aspertetranone D
asperochramides A
stephacidin A
taichunamide D

carnemycin H

hydroxymethyl-6-(3-methylbut-2-
en-1-yl)-3-propylphenyl-O-1-D-
glucoside
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204

205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221

222
223
224

225

226
227
228
229
230
231

232

233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243

C15H2002

Ca6H320,
Ca6H3.0s
C26H340g
C26H340g
Ci5H2,0,
Ci5H2,0;
C16H1206
C2H1sN4O;4
Ci16H2205
Ci18H2606
Ci18H2606
C22H5,05
Ci1gH1507
C16H1405
C15H100s
Ci19H200s
C15H1004

C21H20()9
C15H10()5
CZlHZOOIO

C23H22010

CZlHZZOll
C22H24010
C22H24010
C16H1205
C16H1205
C18H16O7

C27H28N204

Ca23H30N20;
C21H19N30s
Ci5H2404
Ca6H3009
Ca24H2308
CaoHy607
Ca24H2308
CoH1404
Ca24H2308
Ci10H1205

C10H16C)5

232.1463

488.2046
472.2097
474.2254
474.2254
234.1619
234.1619
300.0633
402.1328
294.1467
338.1729
338.1729
366.1467
346.1053
286.0841
270.0528
376.1158
254.0579

416.1107
270.0528
432.1056

458.1213

450.1162
448.1369
448.1369
284.0685
284.0685
344.0896

444.2049

366.2307
393.1325
268.1675
486.1889
444.1784
402.1679
444.1784
186.0892
444.1784
212.068466

216.0998

other classes-organic

acids and phenolics
terpenoids
terpenoids
terpenoids
terpenoids
terpenoids
terpenoids
polyketides

alkaloids

polyketides
polyketides
polyketides
butenolides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides

polyketides
polyketides
polyketides

polyketides

polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
polyketides
other classes- peptide
derivative
alkaloids
alkaloids
terpenoids
terpenoids
terpenoids
terpenoids
terpenoids
polyketides
terpenoids
polyketide

polyketide

5-[(3E,5E)-3,5-Nonadienyl]-1,3-
benzenediol
terretonin
terretonin A
terretonin D
terretonin D1
brasilanone A
brasilanone E
aracarpene 1
isotryptoquivaline F
14,15-secocurvularin
dothiorelone B
dothiorelone C
asperteretal F
1,2 seco-trypacidin
1-O-methyl emodin
aloe emodin
asperfumin
chrysophanol
chrysophanol-8-O-3-D-
glucopyranoside
emodin
emodin-8-O-B-D-
glucopyranoside
emodin-8-O-B-D-O-acetyl
glucopyranoside
nepalenside A
patientoside A
patientoside B
physcion
guestin
trypacidin

aurantiamide acetate

fumigaclavine C
circumdatin D
gxsespene A
astellolide B
astellolide G
parasiticolide A
parasiticolide B
aspilactonol E
parasiticolide B
Asperlin

Asperochratide A
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specie

host

source
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Aspergillus sp. CBS-P-2
Aspergillus sp. CBS-P-2
Aspergillus sp. CBS-P-2
Aspergillus sp. CBS-P-2
Aspergillus sp. CBS-P-2
Aspergillus sp. CBS-P-2
A. fumigatus
Aspergillus sp. Z2J-68
Aspergillus sp. ZJ-68
Aspergillus sp. Z2J-68
Aspergillus sp. ZJ-68
Aspergillus sp. ZJ-68
Aspergillus sp. Z2J-68
A. versicolor
A. versicolor
A. sydowii
A. sydowii
A. sydowii
A. versicolor
Aspergillus sp
Aspergillus sp
Aspergillus sp
. europaeus WZXY-SX-4-
. europaeus WZXY-SX-4-
. europaeus WZXY-SX-4-
. europaeus WZXY-SX-4-
. europaeus WZXY-SX-4-
. europaeus WZXY-SX-4-
. europaeus WZXY-SX-4-
. europaeus WZXY-SX-4-
. europaeus WZXY-SX-4-
. europaeus WZXY-SX-4-
. europaeus WZXY-SX-4-
. europaeus WZXY-SX-4-
. europaeus WZXY-SX-4-
. europaeus WZXY-SX-4-
. europaeus WZXY-SX-4-
. europaeus WZXY-SX-4-
. europaeus WZXY-SX-4-
. europaeus WZXY-SX-4-
. europaeus WZXY-SX-4-
. europaeus WZXY-SX-4-
A. terreus
A. falconensis
A. falconensis
A. falconensis
A. falconensis
A. falconensis
A. falconensis
A. falconensis
A. falconensis
A. falconensis
A. niger SCSIO Jcsw6F30
A. niger SCSIO Jcsw6F30
A. niger SCSIO Jcsw6F30

X X X X X X X

Kandelia candel (L.) Druce
Kandelia candel (L.) Druce
Kandelia candel (L.) Druce
Kandelia candel (L.) Druce
Kandelia candel (L.) Druce
unidentified soft coral
unidentified soft coral
marine sediment
marine sediment
marine sediment

Anoectochilus roxburghii (Wall.) Lin

Soyabean seeds cultured

Soyabean seeds cultured

Soyabean seeds cultured
Xestospongia testudinaria
Xestospongia testudinaria
Xestospongia testudinaria
Xestospongia testudinaria
Xestospongia testudinaria
Xestospongia testudinaria
Xestospongia testudinaria
Xestospongia testudinaria
Xestospongia testudinaria
Xestospongia testudinaria
Xestospongia testudinaria
Xestospongia testudinaria
Xestospongia testudinaria
Xestospongia testudinaria
Xestospongia testudinaria
Xestospongia testudinaria
Xestospongia testudinaria
Xestospongia testudinaria
Xestospongia testudinaria
Xestospongia testudinaria

Carthamus lanatus L.
X

X X X X X X X

X
Scagassum sp.
Scagassum sp.
Scagassum sp.

volcanic soil sample
volcanic soil sample
volcanic soil sample
volcanic soil sample
volcanic soil sample
volcanic soil sample
cultivated strain
leaves of the mangrove plant
leaves of the mangrove plant
leaves of the mangrove plant
leaves of the mangrove plant
leaves of the mangrove plant
leaves of the mangrove plant
X

X X X X X X X X

marine sponge
marine sponge
marine sponge
marine sponge
marine sponge
marine sponge
marine sponge
marine sponge
marine sponge
marine sponge
marine sponge
marine sponge
marine sponge
marine sponge
marine sponge
marine sponge
marine sponge
marine sponge
marine sponge
marine sponge
roots
red sea sample
red sea sample
red sea sample
red sea sample
red sea sample
red sea sample
red sea sample
red sea sample
red sea sample
marine alga
marine alga
marine alga



58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

74

75

76

77

78

79

80
81
82
83
84
85
86
87
88

89

90

91

92

93

94

95

96
97

56
57

Aspergillus sp. strain IBWFOQO:
Aspergillus sp. strain IBWFOQO:

A. nidulans
A. fumigatus Af293
. flocculosus 16D-1
. flocculosus 16D-1
. flocculosus 16D-1
. flocculosus 16D-1
. flocculosus 16D-1
. flocculosus 16D-1
. flocculosus 16D-1
. flocculosus 16D-1
. flocculosus 16D-1
. flocculosus 16D-1
. flocculosus 16D-1
. flocculosus 16D-1
. flocculosus 16D-1
. flocculosus 16D-1

>rr>r2>rr>r>>>>

A. terreus

A. terreus

A. terreus

A. terreus

A. terreus

A. terreus

Aspergillus sp. GXNU-A9
A. ochraceopetaliformis
A. ochraceopetaliformis
A. ochraceopetaliformis
A. ochraceopetaliformis
A. ochraceopetaliformis

Aspergillus sp
A. flocculosus 16D-1
A. flocculosus 16D-1

Aspergillus sp. SF-5974/SF-

5974

Aspergillus sp. SF-5974/SF-

5975

Aspergillus sp. SF-5974/SF-

5976, A. flavus

Aspergillus sp. SF-5974/SF-

5976, A. flavus

Aspergillus sp. SF-5974/SF-

5976, A. flavus

Aspergillus sp. SF-5974/SF-

5976, A. flavus

Aspergillus sp. SF-5974/SF-

5976, A. flavus

Aspergillus sp. SF-5974/SF-

5976, A. flavus

Aspergillus sp. SF-5974/SF-

unidentified marine organism
unidentified marine organism
X
X
unidentified sponge
unidentified sponge
unidentified sponge
unidentified sponge
unidentified sponge
unidentified sponge
unidentified sponge
unidentified sponge
unidentified sponge
unidentified sponge
unidentified sponge
unidentified sponge
unidentified sponge
unidentified sponge
Suriana maritima L.,
Camellia sinensis var. assamica
(J.W.Mast.) Kitam.
Camellia sinensis var.
assamica (J.W.Mast.) Kitam.
Camellia sinensis var.
assamica (J.W.Mast.) Kitam.
Camellia sinensis var.
assamica (J.W.Mast.) Kitam.
Camellia sinensis var.
assamica (J.W.Mast.) Kitam.
Camellia sinensis var.
assamica (J.W.Mast.) Kitam.
Acanthus ilicifolius L.
sponge-derived
sponge-derived
sponge-derived
sponge-derived
sponge-derived
Soyabean seeds cultured
unidentified sponge
unidentified sponge

red macroalgae
red macroalgae
red macroalgae
red macroalgae
red macroalgae
red macroalgae
red macroalgae

red macroalgae

red macroalgae

X

X

cultivated strain

cultivated strain
X

X X X X X X X X X X X X X

leaves

leaves
leaves
leaves
leaves

leaves

Mangrove plant
X

X X X X X X

X

Surface

Surface

Surface

Surface

Surface

Surface

Surface

Surface

Surface

128



98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108

109

110

111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134

135

136
137
138
139
140
141
142
143
144
145

5976, A. flavus
Aspergillus sp. SF-5974/SF-
5976, A. flavus
Aspergillus sp. SF-5974/SF-
5976, A. flavus

A. nidulans KZR-132
Aspergillus sp. SF-5976
Aspergillus sp. SF-5976
Aspergillus sp. SF-5976
Aspergillus sp. SF-5976
Aspergillus sp. SF-5976

A. novofumigatus IFM 55215
A. novofumigatus IFM 55215
A. novofumigatus IFM 55215
Aspergillus sp. SCSIO
IndO9F01
Aspergillus sp. SF-5044, A.
versicolor LZD4403
A. versicolor
A. austroafricanus Y32-2
A. austroafricanus Y32-2
A. austroafricanus Y32-2
A. austroafricanus Y32-2
A. terreus
A. terreus
A. terreus
A. ochraceopetaliformis
A. violaceofuscus
A. violaceofuscus
A. violaceofuscus
A. terreus
A. terreus
A. terreus
A. terreus
A. terreus
A. terreus, A. niger
A. terreus
A. terreus
A. terreus
A. terreus
A. sydowii JO5B-7F-4
A. sydowii JO5B-7F-4

A. terreus

Aspergillus sp.
Aspergillus sp.
A. niger

A. niger
A. niger
A. niger
A. niger
A. niger
A. niger
A. versicolor

red macroalgae

red macroalgae

X
unidentified marine organism
unidentified marine organism
unidentified marine organism
unidentified marine organism
unidentified marine organism

strain collection
strain collection
strain collection

deep-sea sediment

isolated from an inter-tidal sediment,
gorgonian (Pseudopterogorgia sp.)
unidentified sponge
unknown seawater
unknown seawater
unknown seawater
unknown seawater
Suriana maritima L.
Suriana maritima L.
X
sponge-derived
Reniochalina sp.
Reniochalina sp.
Reniochalina sp.
Sarcophyton subviride
Sarcophyton subviride
Sarcophyton subviride
Sarcophyton subviride
Sarcophyton subviride
Sarcophyton subviride, Taxus baccata
Sarcophyton subviride
Sarcophyton subviride
Sarcophyton subviride
Sarcophyton subviride
Stelletta sp
Stelletta sp
Kandelia obovata Sheue, H.Y. Liu & J.
Yong
Aegiceras corniculatum (L.) Blanco
Aegiceras corniculatum (L.) Blanco

Mallotus floribundus (Blume) Mull.Arg.
Mallotus floribundus (Blume) Mull.Arg.
Mallotus floribundus (Blume) Mull.Arg.
Mallotus floribundus (Blume) Mull.Arg.
Mallotus floribundus (Blume) Mull.Arg.
Mallotus floribundus (Blume) Mull.Arg.
Mallotus floribundus (Blume) Mull.Arg.

Pulicaria crispa (Forssk.) Oliv.

Surface

Surface

forest soil sample

X X X X X X X

sea

X, marine

X X X X

X
leaves
leaves
hot spring zone soil
X
inner part of sponge
inner part of sponge
inner part of sponge
coral
coral
coral
coral
coral
coral
coral
coral
coral
coral
marine sponge
marine sponge

mangrove plant

soil of mangrove plant
soil of mangrove plant

all parts

all parts

all parts

all parts

all parts

all parts

all parts

roots

129



146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177

178

179

180

181

182

183
184
185

186

187

188
189
190
191
192
193
194

A. versicolor
A. versicolor
A. versicolor
A. sydowii MCCC 3A00324
A. sydowii MCCC 3A00324
A. sydowii MCCC 3A00324
A. sydowii MCCC 3A00324
A. sydowii MCCC 3A00324
Aspergillus sp.
Aspergillus sp.
Aspergillus sp.
Aspergillus sp.
A. terreus
. niger IMBC NMTPO1
. niger IMBC NMTPO1
. niger IMBC NMTPO1
. niger IMBC NMTPO01
. niger IMBC NMTPO1
. niger IMBC NMTPO01
. niger IMBC NMTPO1
. niger IMBC NMTPO01
. niger IMBC NMTPO01
. niger IMBC NMTPO01
. niger IMBC NMTPO1
. niger IMBC NMTP02
A. niger var niger TC 1629
A. niger var niger TC 1629
A. ruber WH4-1
A. fumigatus
A. terreus GZU31-1
A. terreus GZU31-1
A. terreus GZU31-1
Aspergillus sp. SCSIO
Ind09F02
Aspergillus sp. SCSIO
Ind09F01
Aspergillus sp. SCSIO
Ind09F01
Aspergillus sp. SCSIO
Ind09F01
Aspergillus sp. SCSIO
Ind09F01
A. flavipes (MTCC 5220)
A. flavipes (MTCC 5220)
A. terreus

>r>r>>>>>r>>>>

. ochraceopetaliformis SCSIO

05702

. ochraceopetaliformis SCSIO

05702
Aspergillus sp. SCSIOW?2
Aspergillus sp. SCSIOW?2
Aspergillus sp. SCSIOW2
Aspergillus sp. SCSIOW?2
Aspergillus sp. SCSIOW?2
Aspergillus sp. SCSIOW?2

Aspergillus sp.

Pulicaria crispa (Forssk.) Oliv.
Pulicaria crispa (Forssk.) Oliv.
Pulicaria crispa (Forssk.) Oliv.

X

X

X

X

X
Tripterygium wilfordii Hook. f.
Tripterygium wilfordii Hook. f.
Tripterygium wilfordii Hook. f.
Tripterygium wilfordii Hook. f.

Sarcophyton subviride
X

X X X X X X X X X X X X X

X
Erythrophloeum fordii Oliv.
Onchidium struma
Onchidium struma
Onchidium struma

deep-sea sediment
deep-sea sediment
deep-sea sediment
deep-sea sediment

deep-sea sediment

Acanthus ilicifolius L.
Acanthus ilicifolius L.

Bruguiera gymnorhiza (L.) Lam.

sponge-derived

sponge-derived

X X X X X

X
Trichocoleaceae sp

roots

roots

roots
deep-sea sediment
deep-sea sediment
deep-sea sediment
deep-sea sediment
deep-sea sediment

roots

roots

roots

roots

soft inner coral

x

X X X X X X X X X X

X
soil sample
soil sample

coastal sediment

stems
X
X
X

sea

sea

sea
X

sea

mangrove plant
mangrove plant
mangrove plant

X

Antarctic soil

deep marine sediment

deep marine sediment

deep marine sediment

deep marine sediment

deep marine sediment

deep marine sediment
X
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195
196

197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217

218

219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241

242
243

Aspergillus sp.
Aspergillus sp. , A. ochraceus
(CGMCC- 3.6281)
Aspergillus sp. ZL0-1b14
Aspergillus sp. ZL0-1b14
A. ochraceus (cgmcc 3.6281)
A. ochraceus (cgmcc 3.6281)
A. ochraceus (cgmcc 3.6281)
Aspergillus sp.
Aspergillus sp.

A. ochraceus
A. terreus ML-44
A. terreus ML-44
A. terreus ML-44
A. terreus ML-44
A. terreus CFCC 81836
A. terreus CFCC 81836
Aspergillus caelatus
Aspergillus sp. CM9a
Aspergillus sp. SCS1041002
Aspergillus sp. SCS1041002
Aspergillus sp. SCS1041002
A. terreus Y10
A. fumigatus

A. fumigatus

A. fumigatus

A. fumigatus

A. fumigatus

A. fumigatus

A. fumigatus

A. fumigatus

A. fumigatus

A. fumigatus

A. fumigatus

A. fumigatus

A. fumigatus

A. fumigatus

A. fumigatus

Aspergillus sp.
A. fumigatus CY018
A. ochraceus LZDX-32-15
Aspergillus sp. GXNU-MA1
Aspergillus sp. GXNU-MA1
Aspergillus sp. GXNU-MA1
Aspergillus sp. GXNU-MA1
Aspergillus sp. GXNU-MA1
Aspergillus sp. GXNU-MA1
Aspergillus sp. GXNU-MA1
Aspergillus versicolor
LZD4403
A. ochraceus

Trichocoleaceae sp
Trichocoleaceae sp

green marine algal
green marine algal
strain collection
strain collection
strain collection
Saccharina cichorioides f. sachalinensis
Saccharina cichorioides f. sachalinensis
Saccharina cichorioides f. sachalinensis
undentified pacific oyster
undentified pacific oyster
undentified pacific oyster
undentified pacific oyster
Onchidium struma
Onchidium struma
Arachis hypogaea L.
Cephalotaxus mannii Hook.f.
X
X
X
X
Rumex patientia L.
Rumex patientia L., Phragmites
communis Trin.
Rumex patientia L.
Rumex patientia L.
Rumex patientia L.
Rumex patientia L.
Rumex patientia L.
Rumex patientia L.
Rumex patientia L.
Rumex patientia L.
Rumex patientia L.
Rumex patientia L.
Rumex patientia L.
Rumex patientia L.
Rumex patientia L.
unidentified sponge
Cynodon dactylon (Poaceae)
X
Acanthus ilicifolius L.
Acanthus ilicifolius L.
Acanthus ilicifolius L.
Acanthus ilicifolius L.
Acanthus ilicifolius L.
Acanthus ilicifolius L.
Acanthus ilicifolius L

Pseudopterogorgia sp.

X

X

Antarctic soil

X X X X

X
brown alga
brown alga
brown alga
fresh gut
fresh gut
fresh gut
fresh gut
X
X
Peanut
stems
mangrove sediment sample
mangrove sediment sample
mangrove sediment sample
sediment of the coast
roots

roots

roots

roots

roots

roots

roots

roots

roots

roots

roots

roots

roots

roots

roots

X
leaves
X

leaves of a mangrove plant
leaves of a mangrove plant
leaves of a mangrove plant
leaves of a mangrove plant
leaves of a mangrove plant
leaves of a mangrove plant
leaves of a mangrove plant

Coral

deep-sea water
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23
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26

27

28

29

30

132

ref '”druce cell type TARGET  TESTTYPE  VALUE/[CONC.]
R1 LPS BV2 NO 1C50 49.7 yM
R1 LPS BV2 NO 1C50 11.3 uM
R1 LPS BV2 NO 1C50 17.1 uM
R1 LPS BV2 NO 1C50 21.4uM
R1 LPS BV2 NO 1C50 58.8 uM
R1 LPS BV2 NO 1C50 17.8 uM
R2 ND HMGB1 HMGB1 DOCKING ND
R3 LPS RAW 264.7 NO 1C50 21 uM
R3 LPS RAW 264.7 NO 1C50 24 uM
R3 LPS RAW 264.7 NO 1C50 16 uM
R3 LPS RAW 264.7 NO 1C50 25 uM
R3 LPS RAW 264.7 NO 1C50 14 uM
R3 LPS RAW 264.7 NO 1C50 9,6 UM
R4 LPS RAW 264.7 NO;II_’\E'SF‘“; IC50 (1 uM)
R4 LPS RAW 264.7 NO;II_’\G'SF'“; IC50 (1 uM)
superoxide
. anion .
R5 FMLP  human neutrophils inhibition and IC50 5.23; 16.39 (UM)
elastase release
superoxide
RS  FMLP human neutrophils . .2nion IC50 6.11: 8.80 (M)
P inhibition and AL eSU
elastase release
superoxide
R5 FMLP  human neutrophils anion IC50 6.0 ; 6.60 (UM)
P inhibition and 0, 000 H
elastase release
R6 LPS  RAW 2647 ”"IB;\IENF'“; IC50 35.5; 31.3 : 33.9 UM
R7 LPS RAW 264.7 NO; COX-2 1C50 10; 10 pM
R7 LPS RAW 264.7 COX-2 1C50 (10 uM)
R7 LPS RAW 264.7 COX-2 1C50 (10 uM)
BV2 cells
' ) . 17.4 +2.6% (10 Mm);
- - - 0
R8 LPS SW4?:2”|;IF B NO ; NF-xB % inhibition 74.9+ 3.8 % (10 Mm)
BV2 cells
' ) . 42.2 £2.3% (10 Mm);
- - - 0
R8 LPS SW42(3:2”|\SIF «B NO ; NF-xB % inhibition 68.8+ 7.0 % (10 M)
BV2 cells, 23.4 +3.3% (10 Mm);
R8 LPS SW480-NF-xB NO ; NF-xB % inhibition 52.3+10.6 % (10
cells Mm)
BV2 cells
' ) S 28.6 +£7.2% (10 Mm);
- - - 0
R8 LPS SW4?:2”|;|F B NO ; NF-xB % inhibition 23.646.5 % (10 M)
BV2 cells
' _ N 35.2+7.8% (10 Mm);
- - - 0
R8 LPS SW4?:2”|;|F B NO ; NF-xB % inhibition 31,0+ 4.2 % (10 M)
BV2 cells
' ) S 28.2 +£3.8% (10 Mm);
- - - 0
R8 LPS SW4%2“|:|F B NO ; NF-xB % inhibition 282+ 6.7 % (10 M)
BV2 cells, 39.4 +2.9% (10 Mm);
R8 LPS SW480-NF-xB NO ; NF-xB % inhibition 31.3+12.0% (10
cells Mm)
BV2 cells, NE. U 26.5 +3.2% (10 Mm);
R8 LPS  swago-NFxg ~ NO:NF-xB - 96inhibition 007 (70’ "0 Mm)



31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53
54
55

R8

R8

R8

R8

R8

R8

R8

R8

R8

R8

R8

R8

*R9

R10

R10

R10

R10

R10

R10

R10

R10

R10

R11
R11
R11

LPS

LPS

LPS

LPS

LPS

LPS

LPS

LPS

LPS

LPS

LPS

LPS

ND

TNFa

TNFa

TNFa

TNFa

TNFa

TNFa

TNFa

TNFa

TNFa

LPS
LPS
LPS

cells
BV?2 cells,
SW480-NF-xB
cells
BV2 cells,
SW480-NF-xB
cells
BV2 cells,
SW480-NF-xB
cells
BV2 cells,
SW480-NF-xB
cells
BV2 cells,
SW480-NF-xB
cells
BV2 cells,
SW480-NF-xB
cells
BV2 cells,
SW480-NF-xB
cells
BV?2 cells,
SW480-NF-xB
cells
BV2 cells,
SW480-NF-xB
cells
BV2 cells,
SW480-NF-xB
cells
BV2 cells,
SW480-NF-xB
cells
BV2 cells,
SW480-NF-xB
cells

ND

NFxB-MDA-MB-
231 cells
NFxB-MDA-MB-
231 cells
NFxB-MDA-MB-
231 cells
NFxB-MDA-MB-
231 cells
NFxB-MDA-MB-
231 cells
NFxB-MDA-MB-
231 cells
NFxB-MDA-MB-
231 cells
NFxB-MDA-MB-
231 cells
NFxB-MDA-MB-
231 cells
RAW 264.7
RAW 264.7

RAW 264.7

NO ; NF-xB

NO ; NF-xB

NO ; NF-xB

NO ; NF-xB

NO ; NF-xB

NO ; NF-xB

NO ; NF-xB

NO ; NF-xB

NO ; NF-«xB

NO ; NF-«xB

NO ; NF-xB

NO ; NF-xB

NF-xB, NO,
TNF-a, IL-6

NF-xB
NF-xB
NF-xB
NF-xB
NF-xB
NF-xB
NF-xB
NF-xB

NF-xB

COX-2
COX-2
COX-2

% inhibition

% inhibition

% inhibition

% inhibition

% inhibition

% inhibition

% inhibition

% inhibition

% inhibition

% inhibition

% inhibition

% inhibition

Concentration
(mg/kg)
IC50

IC50
IC50
IC50
IC50
IC50
IC50
IC50

1C50

1C50
1C50
1C50
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19.5 % 1.6% (10 Mm);
453+ 7.5 % (10 Mm)

17.6 + 5.1% (10 Mm);
63.7 % (10 Mm)

27.0£3.2% (10 Mm);
56.8+5.7 % (10 Mm)

23.7+4.8% (10 Mm);
13.0+ 9.8 % (10 Mm)

33.3+5.1% (10 Mm);
58.4+6.8 % (10 Mm)

38.4 +5.0% (10 Mm);
24.2 +7.9 % (10 Mm)

19.5 +5.0% (10 Mm);
71.0+ 10 % (10 Mm)

25.0£6.3% (10 Mm);
73.1+12.7% (10
Mm)

27.0 +5.5% (10 Mm);
31.6+7.9 % (10 Mm)

23.3+1.3% (10 Mm);
31.6+4.9 % (10 Mm)

20.0 +1.2% (10 Mm);
75.9+ 8.3 % (10 Mm)

35.3+3.9% (10 Mm);
81.2+ 8.3 % (10 Mm)

(10 and 20 mg/kg)
532+ puM
19.5 +2.5 uM
157 0.7 uM
20.1 + 5.6uM
56.5 + 8.3uM
72.0 + 28.1uM
71.0 + 7.3uM
119 + 2.1uM

14.6 + 1.7uM

5.35 UM
4.2 UM
11.1 uM



56

57

58

59

60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

74
75
76
77
78

79
80

81

82

83

84

85

86

87

88

R12

R12

R13

R14

R15
R15
R15
R16
R16
R16
R16
R16
R16
R16
R16
R16
R17
R17

R18, R32,
R74

R18
R18
R18
R18
R18
R19

R20

R20
R20
R20

R20

R21

*R22

*R22

ND

ND

LPS

LPS

LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS

LPS
LPS
LPS
LPS
LPS

LPS
LPS

FMLP

FMLP
FMLP
FMLP

FMLP

LPS

CuSO,

CuSO,

ND

ND

Griess reagent
medium, L929
mouse
fibrosarcoma cell
Macrophages and
neutrophils,
THP-1
THP-1
THP-1
THP-1
THP-1
THP-1
THP-1
THP-1
THP-1
THP-1
THP-1
THP-1
THP-1
THP-1

RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7

RAW 264.7
RAW 264.7

human neutrophils

human neutrophils
human neutrophils
human neutrophils

human neutrophils

RAW 264.7

ND

ND

TNF-o;1L-1p;
IFN-y ( NF-
Kb)
TNF-o;IL-1p;
IFN-y ( NF-
Kb)

NO; TNF-a

IL-1pB; IFN-y

TNF-o; IL-6

TNF-o; IL-6

TNF-q; IL-6
IL-6
IL-6
IL-6
IL-6
IL-6
IL-6
IL-6
IL-6
IL-6
IL-6
IL-6

NO

NO
NO
NO
NO
NO
NO
superoxide
anion
inhibition;
elastase release
inhibition
elastase release
elastase release
elastase release

elastase release

NO; COX-
2 TNF-o;IL-
1B;IL-6; NF-

Kb
number of
macrophages (
by a
fluorescent
microscope)
number of

Concentration
UM

Concentration
UM

% inhibition

Concentration
UM
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
IC50
IC50

1Cso

|C50
|C50
|C50
|C50
|C50
|C50

% inhibition

% superoxide
anion inhibition
% superoxide
anion inhibition
% superoxide
anion inhibition
% superoxide
anion inhibition

ICso

concentration
(Mg/mL)

concentration

134

27.5 UM

131.5 pM

(25.44 t0 82.29%);

(9.83 to 51.86%); (25,
50, and 100 pg /mL )

(10 pg/ml)

(28 pM); (24 uM)
(28 pM); (21 uM)
(31 pM); (26 uM)

0.11 uM

0.19 uM

2.3 UM

21 uM

22 uM

8.2 UM

9.9 uM

14 uM

16 uM

22 uM

22 uM

17.21+1.27

45.37 uM
26.64 UM
16.80 pM
44.37 uM
20.60 UM
8.22 UM

26 +12% and 34
9% (10 pM)

30 +9 % (10 uM)
29 +9 % (10 uM)
38 +8 % (10 uM)

25 +5 % (10 uM)

4; 6 uM

20 pg/mL

20 pg/mL



89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

R23

R23

R23

R23

R23

R23

R24

R25

R25

R25

R26

R27

R28

R28

R28

R28

R28

R55

R29

R30

*R31

*R31

*R31

LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS

LPS

LPS

LPS
LPS
LPS
LPS

LPS

ND

LPS

LPS

CuSO,

CuSO,

CuSO,

BV2 microglia
BV2 microglia
BV2 microglia
BV2 microglia
BV2 microglia
BV2 microglia
BV2
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7

RAW 264.7

RAW 264.7

RAW 264.7 ; BV2
RAW 264.7 ; BV2
RAW 264.7 ; BV2
RAW 264.7 ; BV2

RAW 264.7 ; BV2
COX (ovine)
inhibitor screening
kit
RAW 264.7

RAW 264.7

macrophages (
by a
fluorescent
microscope)

NO;PGE;
NO;PGE,
NO;PGE;
NO;PGE,
NO;PGE;
NO;PGE;
NO; COX;
NO; IL-6
NO; IL-6
NO; IL-6
NO; COX-2

NO; TNF-a;
IL-6

iNOS; COX-2;
COX; NO
iNOS; COX-2;
COX; NO
iNOS; COX-2;
COX; NO
iNOS; COX-2;
COX; NO
iNOS; COX-2;
COX; NO

COX-2

NO;COX-2;
TNF-o; IL-1B;
NF-Kb
NO
number of
macrophages (
by a
fluorescent
microscope)
number of
macrophages (
by a
fluorescent
microscope)
number of
macrophages (
by a
fluorescent

(Mg/mL)

1Cs
1Cs
1Cs
1Cs
1Cso

1Cso

Inibition (UM ;

pg/ml)
Inibition (UM ;

pg/ml)
Inibition (UM ;

pg/ml)
Inibition (UM ;

pg/ml)
ICSO

Concentration
UM

ICs0
ICs0
ICs0
ICs0

1Cso
ICso
Concentration
UM
ICs (HM)
concentration

(hg/mL)

concentration
(Mg/mL)

concentration
(Mg/mL)

135

(201 puM); (23+1
HM)
(33x1puM); (34«
2uUM)
24£1puM); (2721
HM)
21+1puM); (211
HM)

(28 £ 1 uM); (302
HM)
(65+1pM); (613
HM)

5.3 uM; 500 pg/ml
(40pM)
6.5ug; 1.500 pg/ml;
(3 pg/mL)
6.5ug; 1.500 pg/ml;
(3 pg/mL)
6.5ug; 1.500 pg/ml;
(3 pg/mL)
(5.62 £ 0.18 pM);
(2.59 £ 0.39 uM)
(20 and 50 pg/mL) ;
(20 and 40 pg/mL) ;
(20 and 50 pg/mL)
20.2;9.1;15.7; 2.8
uM
28.2;12.1; 22.0; 4.2
uM
25.3; 16.8; 20.5; 9.4
uM

80; 80; 69.8; 18.0 uM

51.7;66.8;16.7; 49.4
Mm

2.4 UM

40 uM
11.17 £0.54 Mm
(30, 70, and 120

Hg/mL)

(30, 70, and 120
Hg/mL)

(30, 70, and 120
Hg/mL)



112

113
114
115

116

117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134

135

136

137

138

139

140

141

142
143
144
145
146
147

148

149
150
151
152
153

*R31

R32
R32
R33

R34

R35
R35
R35
R36
R37
R37
R37
R37
R37
R37
R37
R37
R37
R38
R38
R39
R40
R40

R41

R41

R41

R41

R41

R41

R41

R42
R42
R42
R42
R43
R44

R45

R45
R45
R45
R45
R46

CuSO,

LPS
LPS
LPS

LPS

LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS

ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND

LPS
LPS

LPS
LPS
LPS
LPS
LPS

ND

RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7

THP-1

THP-1
THP-1
THP-1
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
COX1; COX2; 5-
LOX CELL KIT
COX1; COX2; 5-
LOX CELL KIT
COX1; COX2; 5-
LOX CELL KIT
COX1; COX2; 5-
LOX CELL KIT
COX1; COX2; 5-
LOX CELL KIT
COX1; COX2; 5-
LOX CELL KIT
COX1; COX2; 5-
LOX CELL KIT

BVv2
BVv2

BV2
BV2
BV2
BV2
RAW 264.7

microscope)
number of

macrophages (

by a
fluorescent
microscope)
NO
NO
COX-2

TNF-o; IL-6

IL-6; TNF-a
IL-6; TNF-a
IL-6; TNF-a

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

COX1; COX2;

5-LOX

COX1; COX2;

5-LOX

COX1; COX2;

5-LOX

COX1; COX2;

5-LOX

COX1; COX2;

5-LOX

COX1; COX2;

5-LOX

COX1; COX2;

5-LOX
CB1
CB1
CB1
CB1

NO
NO

NO
NO
NO
NO
NO

concentration
(Mg/mL)

1Cso
1Cso
ECs
% inhibition
% inhibition
% inhibition
% inhibition
1Cso
1Cso
1Cso
ICs0
ICs0
ICs0
ICs0
ICs0
ICs0
ICs0

% inhibition
% inhibition
% inhibition
% inhibition
% inhibition
% inhibition
% inhibition
% affinity
% affinity
% affinity
% affinity

% inhibition
% inhibition
% inhibition
% inhibition
% inhibition
% inhibition
1Cs

136

(30, 70, and 120
Hg/mL)

1.26 uM
0.78 uM
18.3 uM
74.4 and 67.7%
(10 uM)
51.2; 63.1%
28; 61.5%
45.9; 84.3; 64.2%
20 uM
18.62 uM
> 40 uM
24.65 pM
15.72 uM
17.45 uM
29.34 uM
5.48 uM
18.62 uM
26.83 uM
73 Mm
73 Mm
42.3 UM
4.5 uM
3.6 uM
67.31,58.11 and
73.21% (10 pM)
67.31,58.11 and
73.21% (10 pM)
67.31,58.11 and
73.21% (10 pM)
67.31,58.11 and
73.21% (10 pM)
67.31, 58.11 and
73.21% (10 pM)
67.31,58.11 and
73.21% (10 pM)
67.31, 58.11 and
73.21% (10 pM)
71.2,%
80.50%
69.80%
66.10%
0.3+ 1.2 (10 uM)
47.0+£1.8;% (10
nM)
46.4+2.0% (10 pM)
56.8+ 1.7 % ( 10 pM)

45.4+2.9 % ( 10 uM)

52.44 1.7 % ( 10 pM)
(19 pg/MI)



154

155

156

157

158

159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173

174

175

176
177
178

179

180

181

182

183

184

185

186

187
1888

189
190

R47

R47

R47

R47

R48

R49
R49
R49
R49
R49
R49
R49
R49
R49
R49
R49
R49
R50
R50
R51

R52

R53

R54
R54
R54

R55

R55

R55

R55

R55

R56

R56
R57
R58
R58

R59
R59

LPS

LPS

LPS

LPS

anti-
CDh3/C
D28
mADbs
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
ND
ND
LPS

LPS

LPS

LPS
LPS
LPS

ND

ND

ND

ND

ND

LPS

LPS
LPS
LPS
LPS

LPS
LPS

RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7

RAW 264.7

Mouse
splenocytes

RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7

ND

ND
RAW 264.7

C57BL6/J mouse

macrophages

BVv2

RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
COX (ovine)
inhibitor screening
kit
COX (ovine)
inhibitor screening
kit
COX (ovine)
inhibitor screening
kit
COX (ovine)
inhibitor screening
kit
COX (ovine)
inhibitor screening
kit
THP-1

THP-1
THP-1
RAW 264.7
RAW 264.7

RAW 264.7
RAW 264.7

IL-1B; TNF-a;
NO
IL-1B; TNF-a;
NO
IL-1B; TNF-a;
NO
IL-1B; TNF-a;
NO

IFN-y, TNF-a

NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO

IFN-y

IFN-y
NO

NO

NO;PGE;

NO
NO
NO

COX-2

COX-2

COX-2

COX-2

COX-2

IL-6 ;TNF-a

IL-6 ;TNF-a
IL-6
NO
NO

NO; INF-y

NO; INF-y

1Cs0
1Cs0
1Cs0

1Cs0

inhibition
(pg/mL)

ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
% inhibition
ICSO

1Cso

1Cso
1Cso
1Cso

1Cso

|C50

ICso

ICso

ICso

ICso

IC50
IC50
ICs
ICs
concentration
(uM)
concentration
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35.23; 42.57; 38.15
pM

17.89; 23.53; 21.45
pm

16.21; 20.45; 19.34
pM

21.16;19.83; 16.78
pM

0.2; 0.2 pg/mL
(10uM)

41.3a56 pM
41.3a56 pM
145a24 M
145a24 M
145a24 M
41.3a56 pM
145a24 uM
7.4 uM
145a24 uM
84.4 UM
21 uM
>100 uM
7.5uM
>100 uM

53.2 + 3.8% (30 mM)

5.20 uyM

5.62 +0.18;2.50 +
0.39 UM

17.8£1.0 uM
14.120.8 uM
13.4+1.6 uM

10.6 uM

10.6 uM

7.1 uM

2.4 uM

7.1 M

12.03 uM and 143.29

uM

8.5 uM and 15.76 yM

12.1 pg/mL.
14.6+£0.5 uM
183+ 1.7 pM

(12.5-100 pM)
(12.5-100 pM)



191

192

193

194

195
196

197

198

199

200
201
202
203
204

205

206
207
208
209
210
211

212

213

214

215

216
217

218

219

220

221

222

223

224
225

R59
R59
R60

R60

R61
R61

R61, R64
R62

R62

R64
R64
R64
R63
R63

R63

R65
R65
R65
R65
R66
R66

R67

R68

R68

R68

R69
R70

R70
R70
R70
R70
R70
R70

R70
R70

LPS

LPS

LPS

LPS

LPS
LPS

LPS

LPS

LPS

LPS
LPS
LPS
LPS
LPS

LPS

LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS

ND

ND

ND

ND

LPS
ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND
ND

RAW 264.7
RAW 264.7
microglial cell

microglial cell

RAW 264.7
RAW 264.7

RAW 264.7
RAW 264.7

RAW 264.7

RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7

RAW 264.7
RAW 264.7

RAW 264.7

RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
mouse fibroblast
cell line L929
COX (ovine)
inhibitor screening
kit
COX (ovine)
inhibitor screening
kit
COX (ovine)
inhibitor screening
kit
BV2

mesangial cells
mesangial cells
mesangial cells
mesangial cells
mesangial cells
mesangial cells
mesangial cells

mesangial cells

mesangial cells

NO; INF-y

NO; INF-y

NO ; IL-6 ;NF-

kB

NO ; IL-6 ;NF-

kB
NO
NO

NO; TNF-a
IL-6; IL-1B

IL-6; IL-1B

TNF-o;IL-1B
TNF-o;IL-1B
TNF-o;IL-1B
NO
NO

NO; NF-Kb

NO
NO
NO
NO
NO
NO

TNF-a

COX-2

COX-2

COX-2

TNF-a
IL-6

IL-6
IL-6
IL-6
IL-6
IL-6
IL-6

IL-6
IL-6

(UM)
concentration
(uM)
concentration
(UM)
Concentration
UM
Concentration
UM
1Cso
1Cso
1C50/%
inhibition
% inhibition
% inhibition
% inhibition
% inhibition
% inhibition
ICs0
ICs0
1C50/%
inhibition
% inhibition
% inhibition
% inhibition
% inhibition
% inhibition
% inhibition
ECSO/%
inhibition

1Cso

|C50

ICso

ICso
inhibition
(pg/mL)
inhibition
(pg/mL)
inhibition
(pg/mL)
inhibition
(pg/mL)
inhibition
(pg/mL)
inhibition
(pg/mL)
inhibition
(pg/mL)
inhibition
(pg/mL)
inhibition

138

(12.5-100 pM)

(12.5-100 pMm)
(10 to 100 pM); (50;
100 uM)

(10 to 100 pM); (50;
100 uM)

46.02 uM
22.14 uM
49.85 uM/40.6% (20
uMm)

43 +2;42+2 % (40
HM)
69+2;47+4% (80
HM)

41.6; 49,2% ( 20 pM)
32.6;46.5% (20 uM)
34.5; 38,9% (20 uM)
> 40uM
> 40uM

6.0+ 0.5 uM; 50%

34.00%
22.50%
23.50%
30.20%

47.7% ( 40 M)

37.3% (40 uM)

(8.7 uM)/(63.9%)

2.7 Mm

42.0 yM

58.6 uM

7.6 pg/mL.
400 pg/ml (10 uM)

450 pg/ml (10 uM)
365 pg/ml (10 uM )
485 pg/ml (10 uM )
400 pg/ml (10 uM )
400 pg/ml (10 uM )
400 pg/ml (10 uM )

400 pg/ml (10 uM )
400 pg/ml (10 uM )



226

227

228

229

230

231

232

233

234

235
236
237
238
239
240

241

242

*Estudos in vivo incluidos

R70

R70

R70

R70

R70

R70

R71

R72

R73

R74
R75
R75
R75
R75
R75

R76

R77

FONTE: Do autor

ND

ND

ND

ND

ND

ND

LPS

LPS

LPS

LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS

LPS

LPS

mesangial cells
mesangial cells
mesangial cells
mesangial cells
mesangial cells
mesangial cells
BV2 microglia

RAW?264.7

BV-2 C SW480-
NF-kB cells
BVv2
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7
RAW 264.7

RAW264.7

BVv2

IL-6
IL-6
IL-6
IL-6
IL-6

IL-6
NO;PGE,;IL-
1b; NF-xB
TNF-o;IL-
1B;IL-6;1FN-y
NO; TNF-a;
IL-1B; NF-Kb
NO
NO
NO
NO
NO
NO

NO; TNF-a;
IL-6

NO

(pg/mL)
inhibition
(pg/mL)
inhibition
(pg/mL)
inhibition
(pg/mL)
inhibition
(pg/mL)
inhibition
(pg/mL)
inhibition
(pg/mL)
1Cso

concentration
(um)
I1Cx
%inhibition
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
ICSO
Inhibition
(NmoL/L);(Ng/
mL)
% inhibition
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425 pg/ml (10 uM)
475 pg/ml (10 uM)
415 pg/ml (10 uM )
375 pg/ml (10 uM)
415 pg/ml (10 uM)

425 pg/ml (10 uM )

(49.70, 51.3,40.36
uM) ; (10-100 uM)

40 uM

(8.7 £1.3 uM); (<100
pg/mL); (20 uM)
(<50 uM)
16.15 uM
17.12 uM
20.43 uM
27.08 uM
18.03 uM
17.5 NmoL/L
;20.0;3.8 Ng/mL (10
uMm)
44.87% * 1.54%)



ANEXO E - Paises de obtencéo, estudos e localizagBes geograficas naturais de Aspergillus sp.
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Source Location - country Ref
Volcanic soil sample of the Changbai China R1
Mountain

Cultivated strain France R2
Kandelia candel plant China R3
Unidentified soft coral China sea R4
Marine sediment China R5
Anoectochilus roxburghii leaves China R6
Deep-sea south china Chinese sea - China R7
Marine sponge Xestospongia testudinaria ~ Chinese sea - China R8
Carthamus lanatus roots Saudi Arabia R9
Red sea Germany R10
Marine alga Scagassum sp. Chinese sea - China R11
Strain culture collection (IBWF e.V.) Germany R12
Cultivated strain Brazil R13
Commercial Netherlands R14
Marine sponge Phakellia fusca Chinese sea - China R15
Marine sponge Phakellia fusca Chinese sea - China R16
Sponge Phakellia fusca Chinese sea - China R17
Camellia sinensis var. assamica (Mast.) China R18
aerial parts

Mangrove Acanthus ilicifolius L. China R19
Anthurium brownii leaves China R20
Marine red algae Hypnea saidana Korea sea - Korea R21
Sponge Phakellia fusca Chinese sea - China R22
Red macroalgae Ross sea - Korea R23
Strain repository Korea R24
Soybean seeds cultured Korea R25
Soybean derivate Korea R26
Forest Soil Sample Idian R27
Ross sea Antarctic marine organism Korea R28
Cultivated strain Korea R29
Mud Chinese sea - China R30
Deep-sea sediment-derived Indian ocean - China R31
S. maritima L leaves China R32



Hot spring zones

Sponge Reniochalina sp
Sponge Reniochalina sp

Coral Sarcophyton subviride
Coral Sarcophyton subviride
Sponge Stelletta sp

Mangrove Kandelia obovata
Mangrove of Thailand
Elaeocarpus floribundus Blume
Pulicaria crispa (Asteraceae) roots
Strain repository

Deep ocean

Deep ocean

Arachis hypogaea L.
Tripterygium wilfordii root
Coral Sarcophyton subviride
Peanut-associated fungal strain
Soil sample

Coastal sediment

Erythrophloeum fordii Oliv stems

Marine organism

Marine-derived

Deep Ocean

Mangrove plant Acanthus ilicifolius
Mangrove plant Bruguiera gymnorrhyza
Soil sample

Deep marine sediment sample

Deep marine-derived fungal strain
Trichocoleaceae sp.

Green marine algal

Mycobiota of the brown alga

Soil sample

Pacific oyster

China Forestry Culture Collection Center

Leaves of Cephalotaxus mannii

Taiwan

Chinese sea - China

Chinese sea - China

Chinese sea - China

Chinese sea - China

Korea sea - Korea

China

China

Australia

Saudi arabia

Japan

South Atlantic ocean - China
South Atlantic ocean - China
USA

China

China

Vietnam

Japan

China

China

Korea

China

China

India

Sri Lanka
Antarctic - China
Chinese sea - China
Chinese sea - China
China

Chinese sea - China
Chinese sea - China
China

China

China

China

R33
R34
R35
R36
R37
R38
R39
R40
R41
R42
R43
RA44
R45
R46
R47
R48
R49
R50
R51
R52

R53
R54
R55
R56
R57
R58
R59
R60
R61
R62
R63
R64
R65
R66
R67
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Mangrove soil sample

Sediment coastal sample

Trifolium repens leaves

unidentified sponge Ross sea - Antarctic
Leaf of Cynodon dactylon (Poaceae)
Gorgonian coral (LZDX-32)

Coral Porites pukoensis

mangrove Acanthus ilicifolius L leaf
Gorgonian (Pseudopterogorgia sp.)

Northeastern Pacific

China
China
China
Korea
China
Chinese sea - China
Chinese sea - China
China
Chinese sea - China

Chinese sea - China

R68
R69
R70
R71
R72
R73
R74
R75
R76
R77

142

FONTE: Do autor



ANEXO F- Padrdes quimicos de alcaldides.
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3-O-methylviridicatol Ry OH R, CH; Ry H 5-prenyl-dihydrorubrumazine A R4-OCHj
6-hydroxy-3-methoxyviridicatin R;-H R, CH; Rz OH 5-prenyl-dihydrovariecolorin F R4-Cl
viridicatol RyOH RyH Ry H
OH
HO
HO.
5l s
| O/\./k/o R
= 1
N OH O =
“OH ° HN O
o} R2
OH
aspergillusol A asperimide C R= Ry= *1OH
o)
asperimide D R4=Ry= g
\ OH
0y (@)
=
O
N-— N OHNH

N
A\
N
H

asperochramide A asperversiamide G

asterriquinol E Ry-H asterriquinol F

asterriquinol D methyl ether R4- CHj3

)

Bl

asterrelenin

O\
0
5
N o)
N//HZN)
OH

circumdatin D
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cyclopenol R4-OH decumbenone A diketopiperazine dimer
cyclopenin Rq4-H

/
_ (0]
P 0
9 (@) \N/'\' \ HO

\ /N Y, O NS

\ k/N\n/\/\/ N~ HO el
: H

N — ERNe) /4 OH
H (6] o)

fumigaclavine C nigragillin luteoride E pyranonigrin A

preussin C R47(CH,),COOH
preussin D R4 (CH,),COOH

preussin E R4 (CH,)sCOOH
stephacidin A R4-H

taichunamide DR4-SO,CHj

preussin F R4 (CH,)¢COOH

preussin G R4 (CH,)gCOOH
OH
preussin H Ry Le?l/\/\/\/\

preussin | Ry’ E/\/\/\‘/\
OH

OH

preussinJ Ry %

/\/\)\/\ pseurotin A

preussin K Ry

NH OR;

varioxepine B variecolortide B varicuothiol ARy-COCH;  Ry-H
varicuothiol B Ry-H R,-COCHj

FONTE: Do autor
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ANEXO G - Padrdes quimicos de policetideos.

(0] (0) NN
o o T
AN
HO (0] OH
_O
HO OH
14,15-seco-curvularin 1,9-dimethyldibenzo[b,d]furan-3,7-diol asnipyrone B
OH O asperanin A R1- "Xy
Ry O Ry N ! OH
Rs .
O O asperanin B R1-W
OH
Rz 0 0 RG O/,‘
Rf R Ry asperaninC  R1- OH

1,2 seco-trypacidin  Rq=R; =R7-CH3 R;=R4-OH R,-COOCH; Rs-H
3-de-O-methylsulochrin R4=Rg-CH3 Ry - OCH3 R3-COOCH; R4-OH R5=R; -H
S5-methoxysulochrin ~ R1=Rg-CH3 R, -OCH3 R3-COOCH3 R4-OH Rs=R;-H \
asperfumin Ri=R,=R;-CH3 R3=Rg-OH R4-COOCH;3; R5-OCHj,3
eurobenzophenone A Ry=Rg=R;-H R,=R,- OH R;-COOH R5‘»..°O

eurobenzophenone B Ry=Rs=R;-H R,=R;- OH R,-COOCH, Rs- )OL OH
w0 OH
OH

eurobenzophenone C  Ry=Rs-H Ry- OH Rz~ COOH R,-OH Rg-H Rg- CHj
sulochrin Ry -CH3 Ry -OH R3-COOCH; R,-OH Rs=R;-H Rg-CHj

14-de-O-methyl-5-
e-C-methy’- R4=Rg-CHj R, -OCH3 R3-COOH  R4-OH Rs=R;-H
methoxysulochrin cowabenzophenone A

14-O-demethylsulochrin R;=Rg=R;-H R, -OCH; Ry-COOH R4-OH Rg-CHj

Rs HO OH
L L. o o)
(0]
cordyol C  R1=Ry=R3-OH R;=R;-CHs j
OH
cordyol E. R4-OCH3 Ry- OH Rj-H R4 = Rs- CHj dothiorelone B R, §~<

diorcinol R1=Rz-OH R;-H R,=Rs- CHj

5,5'-0xybis(3- dothiorelone C Ry g_\-—OH

R;-CH; R, -CH; R3-OH R,-OH Rs-OH
methylphenol) ! § T2t T 4 °

FONTE: Do autor
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\
(@]
HO
(0]
R4
Rs
O
questin Ry-OH R,-CHz R3-CH3 Rs-H Rs5- CH3
dermolutein Ri-OH  R;-CH; R3-H R4~ COOH Rs- CH3
1-O-methyl emodin R-OH R,-OH R3-CH3z R4-H Rs- CH3
aloe emodin R-OH Ry-H Rs-H R4-H R5-CH,OH
asperpyrone A
chrysophanol R«-H R,-H Rs-H R4-H R5-CH3 Perpy
-

6,8,11-tri-O-methylaverantin

emodin

emodin-8-0-B-D-O-
acetyl glucopyranoside

R;-OH Ry-H

variecolorquinone A R4-OH R,-CHj;

1-O-demethylvariecolorquinone A R4-OH R,-H

chrysophanol-8-O-3-D-
glucopyranoside

Rq- H

cladosporin

cladosporin 8-O-o.-
ribofuranoside

5-hydroxyasperentin

4-hydroxyasperentin

R4-OCH;3 R,-CH; Rs-H Ry

Ry-H Ry

Ry-H Ry

R,-glucose R3-H R4-H

Rs- OH
‘sl/ok/\)

Ry-H Ry;-H Rs-CHs

R4- OH R,- acetylglucose R3-H Ry-H R5-CHj

Rs- CH3

0

571)1\0/\(\0H
O  OH

“‘eL)J\O/Y\OH
OH

Rs- CHj

Rs-CHs

Ry-CH3R,-H Rg-H R4-H Rg-H

cladosporin 8-O-methyl ether R4-CH3R,-H R3-H R4- CH3Rj5-H

Ri-CH3R,-H Ry-H Ry- M@ OH Ry-h
Hoﬁ)

HO

R4-CH3z R;-OH R3-H R,- OH
R4-CH3 R;-H R3-OH R4-OH

asperentin 6-O-methyl ether R1-CH3R,-H R3-H R;- OCHj

FONTE: Do autor
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falconensin A Ry- OCHz Ry- CIRg- OCH; Ry- Cl Rs- CHg Rg- H

R R 0 AN X falconensin | R1- OCH3 R2 -H Rg- OH R4- H R5- CH3 RB- H
2 1
O o falconensin M R;- OCH3 Ry - CIR3- OH Ry- CI Rs- CHy  Rg-H
O

R3 < =
(o) “Re falconensin O R4- OCH3 R, - CIR3- OH Ry4- Cl Rs- CH3 Rg- (CO)CHj3
Rq Rs falconensin Q R;-OCH; R,-H R3-OH R,-Br Rs- CH3 Rg-H
falconensin R Ry- OCH3 Ry - H R3- OCHj3 R4- Br Rs- CH3 Rg- H
falconensin S R4- OCH3 R,-H R3- OH R4-H Rs-CH3  Rg- (CO)CHj3
Cl
cl HO o
HO (0] o
0 Cl
Cl (e} HO o
0 Z 0 (0]
0 HO
o NS I 0
falconensin H falconensin N guanxidone A
HO
OH o R
OH 0 OH O
Gl 908
Ry 0”7 "Ry
nepalenside A nigerasperone A Ry - ;\—OH Ry -CH3 R3-OCH,
(6]
HO
rubrofusarin B R, -CHj R -CH3 R3-OCH;
N patientoside A 10R
(0] OH O
patientoside B 10S
HO OO o oH
fonsecin

calyxanthone R;-OH R,-COOH Rj;- OH R,- CH; Rs-H

euroanthone A Ry- OH Ry~ OH Ry- COOCH; Ry-CHy Rg- Y[
R, O R, (o] OH

l l euroanthone B Ry- OH R,- OH Rg- COOH Ry-CHy Ry $a__O._J_OH
R1 (0] R4

phySCiOn R1- OCH3 R2 = R3- OH R4- CH3 R5' H (0]

yicathin A R4-OCHz Ry- OH Ry COOCH3 R4~ CHs Rg- H
yicathinB  Ry- COOCH; Ry-OCH; Rg- OH Ry~ CHs Rs-H

yicathin C R4- COOH R,- OCH; R3-OH R4-CH3 Rs-H

FONTE: Do autor
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ANEXO H - Padrdes quimicos de terpendides.

HQO O
4 (0] @] N
W HO B
\\“' O 0O
aspilactonol E aspyrone

O/
HO
= HO\/\/j\/\/L/\/OH
0
0]

terrein dihydroterrein  dihydroterrein acetate peniciliic acid (3E,7E)-4,8-dimethyl-undecane-3,7
-diene-1,11-diol

OMeg HO OH ©
Qv N o
HO o
O
o) OH O
1-methoxy-
14-dehydroxywentiquinone C AGI-B4 lovastatin fusarubin
~
~o o ©
SO0 OH 0 ~ HO
L, <
0
DO 8 ° 1o o
HO 0
HO OH o OH OH
\
TMC-256A1 TMC-256C1 trypacidin violaceol I1

FONTE: Do autor



o
R; OH

7-deoxy-7,14-
didehydrosydonol Ry - CH,OH
aspergillusene A Ry - CH,0OH
asperbisabolane L R{-CH;
5-(hydroxymethyl)-2- R, - CH,OH

furancarboxylic acid
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1,9,9B-trihydroxy- HO,
% )\/\/k 6,6,9a-trimethyl- Ry =Ry,- O
Ry- 0 1,3,5,50.,6,7,8,9,90,98-
decahydronaphthol[1,2- et
R, - WJ\OH cJfuran5-yl hexanoate i
- 9,9p-dihydroxy-6,6,9a-
e trimethyl-1- oxo- 0
Ry- )\/\)\ 1,3,5,50.,6,7,8,9,90,9p- Rq=Rop- o
decahydronaphtho[1,2- 12

c]furan-5-yl hexanoate

1,2-dehydro-terredehydroaustin

HO

asperbisabolane F

FONTE: Do autor

aspermeroterpene C R, = Ry-

aspermeroterpene A aspercuparene B

&

aspermeroterpene B Ry = R,-

(0]
Ry
X O
0]
— 0._0
O
OH
aspertetranone A Ry-=0 astellolide B R,- O(CO)CHs
aspertetranone D R{-OH

astellolide G R4- OH



R4

Rs asperophiobolin G-H

asperophiobolin |

asperophiobolin J

6-epi-ophiobolin G

21-deoxo-21- hydroxy-6-
epi-ophiobolin G

(6a)-18,19-O-tetrahydro-18,19-
dihydroxyophiobolins G

Ri
o
Ry
brasilanone A Rq-H

brasilanone E

R1=R2

R1=R2

R1=R2

R»]:RZ

R1=R2

R, - CH(CHj),0H
R;-OH R,- C(CHa),

R dihydrobipolaroxin B

R1

dihydrobipolaroxin C

dihydrobipolaroxin D

FONTE: Do autor

Ry-OH Ry-

Ry-OH R,- CHs

R»]- =0 R2- H
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H Ry — OH
Rs- COH e E
" * OH
G Ry — OH
AT
OH
R4~ COH R A\
—\ OH
OH
Rs- COH R4- Jwé:\_—:—_<
R~ CH,OH Ry- ,w[;\=<
R~ CH,OH Ry MOH
HO
O
HO OH OH
dihydrobipolaroxin
COOH
H OH
A

OH

gxsespene A



R4

Rs asperophiobolin G-H

asperophiobolin |

asperophiobolin J

6-epi-ophiobolin G

21-deoxo-21- hydroxy-6-
epi-ophiobolin G

(6a)-18,19-O-tetrahydro-18,19-
dihydroxyophiobolins G

Ri
o
Ry
brasilanone A Rq-H

brasilanone E

R1=R2

R1=R2

R1=R2

R»]:RZ

R1=R2

R, - CH(CHj),0H
R;-OH R,- C(CHa),

R dihydrobipolaroxin B

R1

dihydrobipolaroxin C

dihydrobipolaroxin D

FONTE: Do autor

Ry-OH Ry-

Ry-OH R,- CHs

R»]- =0 R2- H
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H Ry — OH
Rs- COH e E
" * OH
G Ry — OH
AT
OH
R4~ COH R A\
—\ OH
Rs- COH R- N
OH
Rs- COH R4- Jw{»:\:—<
R3- CH,0H Ry- ,w[;\=<
R~ CH,OH Ry MOH
HO
O
HO OH OH
dihydrobipolaroxin
COOH
H OH
A

OH

gxsespene A
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X
R
R 4
R, 3
R1 R2 X
Ri
M,
B . HO,
ochracene B R;”(CH,)30H R, COOH ophiobolin U~ Ry =R, - %
- - A
ochracene C Ry (CH,),COOH R, COOH R; COH R4 111‘/\(
HO
_OH
i, )
ophiobolinQ R;=R,- O R4 :l\
Ry COH $ OH

parasiticolide A R4 H terretonin R1- OH terretonin D 14-aH
parasiticolide B R4 (CO)CHj3 terretonin A R1-H terretonin D1 14-bH

territrem A yaminterritrems B yaminterritrems A

FONTE: Do autor
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ANEXO | - Padrdes quimicos de butenolideos.

aspernolide A R1-phenol R;-H Rj”

0}
butyrolactone | R1-

(6]
— R,-OH
>_Le z
S
aspernolide F R1-phenol R,-CH,CH3 Ry E OH butyrolactone Il R;-H R,-OH
— butyrolactone llI R1-31/_((l)/ R2-OH
aspernolide L R1-phenol Ry (CHa)sCH; Ry OH versicolactone G R1- /O>_L§ Ra-H
OH
% 0
0 HO fe)
aspernolide M R-H  R4=R3 \ OWOH
% OH
0" ™o

I
HO

butyrolactone VI

asperteretal C Ry -
e OH

asperteretal F R{;\/Y R-H RyH Ry4-H
OH
HO O OH HO O Q
g\

4 4
o)

OH

terrusnolides A

O\g
O-R, terrusnolide B R,-CHz Ry, R3 o % R4 -H
K (L 5
© O terrusnolide C ~ R,-CH R.=R jt/\g R, -CH
2 3 1 3 4 3
Ho

R
(e}
/ (0] O o /‘?2?.

R
terrusnolide D RyCH;  R,=R, H\O\/l\/“‘b

asperteretal A

R, -H

FONTE: Do autor
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ANEXO J - Outros padrdes quimicos de metabdlitos secundarios (esterdides)

asperfloketal A R4- OH Ry-H,

asperfloketal B R4-H, Ry-OH

OH

asperfloroid asperflosterol asperergoster A

aspersecosteroid A R¢- OH

HO “'OH

aspersecosteroid B R4- =0

L
ergosterdiacids A Ry~

“, R
. . R_
., _OH ergosterdiacids B 1
HO '/n/
o) $ /
O~ "OH

FONTE: Do autor

asperflotone
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ANEXO L - Outros padres quimicos de metabdlitos secundarios (acidos organicos e fendlicos).

HO__O |
(6]
HO 0 0 o Y 0
W,
OH ~
(6] OH
O~ "OH
5-(hydroxymethyl)-2-furancarboxylic acid hexylitaconic acid tensyuic acid
OH
OH :
HO,
/©\/ L.
HO o OH
HO oH X770 s
AN OH oMy
HO
3-hydroxybenzy! alcohol 5-[(3E,5E)-3,5-nonadienyl]-1,3-benzenediol chlorogenic acid
HO HO
OH
e e
O \/©>M
(0] (0]
OH O Vi \ V2N HO
OH
o O
mellein orlandin toluhydroquinone sydonol
| OH
H A
| © SOH
O _OH
HO HO
OH e)
1, O W (0)
HO™ " S \rk P
- H
HO' OHO ©
OH
carnemycin H hydroxymethyl-6-(3-methylbut-2-en-1-

yl)-3-propylphenyl-O--D-glucoside

FONTE: Do autor



156

sclerotiotide L violaceomide A

o~
/O (e}
o NH
0]
o OxNoy - o)t©
HN
o™
P
N
aurantiamide acetate methyl 3,4,5-trimethoxy-2-(2-(nicotinamido)benzamido)benzoate

FONTE: Do autor
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ANEXO M - Arvore filogenética e caracteristicas morfoldgicas do isolado FPD13 (em vermelho na
arvore). A: Arvore filogenética Bayesiana baseada na regido ITS. B: Col6nia cultivada
em PDA a 25°C por 30 dias. C: Micélio aéreo com alguns e conidios. D, E: Conidios
em micélios aéreos. As caracteristicas morfoldgicas de FPD13 sdo semelhantes a cepa
tipo Nigrospora zimmermanii CBS 290.62 (Wang et al. 2017).

Phylogenetic placement and morphological features of the isolate F13 (in red on the tree). A: Bayesian phylogenetic tree based on the ITS region. The tree was reconstructed using the GTR model with one million generations of the Markov
Chain Monte Carlo. Numbers on branches indicate BI posterior probabilities. The dataset for this analysis was obtained from Wang et al. (2017) and the NCBI-GenBank (Samuels et al. 2010), and Arthrinium vietmamense IM1 99670 was used
as the outgroup. The isolate F13 is placed within Nigrospora zimmermanii clade, close to N. zimmermanii 44An (pp = 0.8, 99.65% NCBI-Blastn identity). B: Colony F13 grown on PDA at 25 ° C for 30 days. C: Aerial mycelia with some
conidia. D, E: Conidia in aerial mycelia. The morphological features of F13 are similar to Nigrospora zimmermanii ex-type strain CBS 290.62 (Wang et al. 2017).
Ngrospor yzoe L2
A Nigrospora oryzae LCT307

Ngrospora oryzae LC2744
Nrospor oyzan LCAZ81

x)gro&mva g:mbmae |[c71 14; -
gmmra mbusae LC
ra bambusae

LC7245
rgmspomwlenkoana CBS 480.73% v e
thmsponmusaaCBS 319.34
Igro:

oot Fspons COMGG & 181260mchn
figrospora hainanensis LCE979
jgrospora hainanensis LCT031

gosors hananerss(CT042

haerica LC4303
ica LC4174

LCA;
LC4?74
9 LC4278
- p; ey
" Nigrospora sphaerica
aswrasphaencaLC?&S
R e i

BS 290,62 o
C2710
C3287
06984

6684

para camellige-sinensis LOGIBY
e C34%6

C6992
pora camelliae-sinensis LCT018

LC7044

lacticolonia LC4487
@ la:vwlonmCGM%C 3.18126m vemserm

MNigrospor
Nigrospora vesiculans LY
a vesicularis CGMCC 3.18128 o~
jro:
P s :rgzcmg%ggwcc 31g124mman
gmpom aurantiaca
Nigrospora chinen |.<:3 I

pora chinensis LC4463

FONTE: Do autor
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Fonte Bioldgica m/z férmula Nome Quimico Rt
N. sphaerica 111.0195 C4H4N202 Uracil 10
N. sphaerica 117.0188 C4H604 Succinic acid 10
Nigrospora sp.
123.044629 C7H802 3-hydroxymethyl-phenol 10
PSUF5
N. sphaerica 125.0239 C6H603 5-(Hydroxymethyl) furan-2-carbaldehyde 10
N. sphaerica 125.0351 C5H6N202 Thymine 10
N. sphaerica 130.0868 C6H13NO2 Leucine 10
N. sphaerica 134.0467 C5H5N5 Adenine 10
N. sphaerica 135.0446 C8H802 Phenylacetic acid 10
Nigrospora sp. -
137.0239 C7H603 4-hydroxybenzoic acid 10
PSU-F11
Nigrospora oryzae 137.0239 C7H603 p-hydroxybenzoic acid 10
Nigrospora oryzae 137.0603 C8H1002 tirosol 10
) 3,6-Dimethylpiperazine-2,5-dione[cyclo-
N. sphaerica 141.0664 C6H10N202 10
(Ala-Ala)]
Nigrospora sp.Z18—
17 142.0504 C6HINO3 Methyl pyroglutamate 10
Nigrospora 3-(1-hydroxyethyl)-4-methyl
: p 143.0722 C7H1203 ( _ ydroxyethy) Y 10
sphaerica dihydrofuran-2(3H)-one
Nigrospora 4-(hydroxymethyl)-3,5-dimethyl
: p 143.0722 C7H1203 ( y. Y ¥ Y 10
sphaerica dihydrofuran-2(3H)-one
Nigrospora sp. 144.04496 C9H7NO indole-3-carbaldehyde 10
Nigrospora sp. BM-
) 144.045 C9H7NO 1H-Indole-3-carboxaldehyde 10
Nigrospora sp. _
147.0446 C9HBO2 3-isochromanone 10
PSUF12
Nigrospora
) 151.03954 C8H803 methyl 4-hydroxybenzoate 10
sphaerica
Nigrospora sp.
153.055188 C8H1003 (+)- phomalactone 10
PSU-F18
N. sphaerica 153.0552 C8H1003 (-)-phomalactone 10
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Nigrospora .
Sacchari

N. sphaerica

Nigrospora sp.
PSUF5
Nigrospora .
Sacchari
Nigrospora sp.
PSU-F18
Nigrospora sp.
PSU-F18
Nigrospora
sphaerica ZMT05
Nigrospora
sphaerica ZMT05
Nigrospora
sphaerica
Nigrospora
sphaerica
Nigrospora sp.
PSUF5
Nigrospora oryzae
SCSGAF 0111
Nigrospora
sphaerica
Nigrospora
sphaerica
Nigrospora
sphaerica
Nigrospora sp
Nigrospora sp. BM-
2

153.0552

153.0664

155.0345

155.0708

155.070844

167.0344

167.0708

167.0708

167.0822

167.3022

169.0501

169.0501

169.2422

171.2922

177.0552

177.0552

177.0916

C8H1003

C7H10N202

C7H804

C8H1203

C8H1203

C8H804

C9H1203

C9H1203

C8H12N202

C12H24

C8H1004

C8H1004

C10H1802

C11H240

C10H1003

C10H1003

C11H1402

5(S)-[1-(1-hydroxybut-2-enyl)]-furan-2-

one

Pyrrolopiperazine-2,5-dione[cyclo-(Pro-

Gly)]

(+)-epoxydon

nigrosporalactone

5-(S)-[1-(1(S)-hydroxybut-2-enyl)]-

dihydrofuran-2-one

nigrosporapyrone D

(-)-nigrosporione D

(+)-nigrosporione D

3-methylhexahydropyrrolo[1,2-

a]pyrazine-1,4-dione

6-dodecene

nigrosporapyrone

phenol A

vinyl 2-ethylhexanoate

1-undecanol

3,4-dihydro-4,8-dihydroxy,1(2H)-

naphthalenone

mellein

pestalafuranone F

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
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Nigrospora
sphaerica
Nigrospora oryzae
Nigrospora
aurantiaca TMU062
Nigrospora
sphaerica
Nigrospora
sphaerica ZMT05
Nigrospora
sphaerica ZMT05
Nigrospora
sphaerica ZMT05
Nigrospora sp
Nigrospora
sphaerica ZMT05
Nigrospora
sphaerica ZMT05
N. oryzae
Nigrospora sp. BM-
2

Nigrospora
sphaerica
Nigrospora sp.
PSUF5

Nigrospora oryzae

Nigrospora sp. BM-
2

Nigrospora sp. BM-
2

Nigrospora oryzae

Nigrospora sp. BM-

179.0708

179.0708442

181.1303

181.3422

183.0658

183.0658

183.0658

183.1021

185.0814

185.0814

188.951

191.0345

191.07084

193.0501

193.0501

193.0501

193.0501

193.0501
193.0865

C10H1203

C10H1203

C11H1802

C13H26

C9H1204

C9H1204

CI9H1204

C10H1603

C9H1404

C9H1404

C7H4CI202

C10H804

C11H1203

C10H1004

C10H1004

C10H1004

C10H1004

C10H1004
C11H1403

benzeneethanol 4-hydroxy-1-acetate
pestalopyrone

nigaurdiol

cyclotridecane

(-)-nigrosporione A

(+)-nigrosporione A

nigrosporione A
8-dihydroramulosin

nigrosporione B

nigrosporione C
2,4-Dichlorobenzoic acid

5,8-dihydroxy-4-metrhyl-coumarin

harzialactone A

3,4-dihydro-3,4,8-trihydroxy-1[2H]-
naphthalenone
4,6,8-trihydroxy-3,4-dihydronaphthalen-
1(2H)-one (6-hydroxyisosclerone)

4-hydroxymellein

6-hydroxymellein

scytalone

pestalafuranone A

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
10
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2

Nigrospora sp. BM-

2

Nigrospora sp. BM-

2

Nigrospora sp. BM-

2
N. camelliae-

sinensis S30

Nigrospora sp.Z18—

17

Nigrospora sp.
PSU-F5
Nigrospora sp.
PSUF5

Nigrospora sp. BM-

2

Nigrospora

camelliae-sinensis

S30

Nigrospora sp.Z18—

17
Nigrospora sp.
Nigrospora

Zarmmini

Nigrospora oryzae

S4
N. sphaerica

Nigrospora
sp.YE3033

Nigrospora

camelliae-sinensis

193.0865

193.0865

193.0865

193.0977

195.0658

195.0658

195.0658

195.1021

195.113385

195.1134

196.09739

197.0819

199.0971

203.0821

205.0501

205.0622

C11H1403

C11H1403

C11H1403

C10H14N202

C10H1204

C10H1204

C10H1204

C11H1603

C10H16N202

C10H16N202

C10H15NO3

C10H1404

C10H1604

C11H12N202

C11H1004

C10H10N203

pestalafuranone B

pestalafuranone H

pestalafuranone J

Cyclo-(Pro-Pro)

2-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl) propionic
acid methyl ester

clavatol

hydroxypestalopyrone

pestalafuranone G

cyclo-(L-Val-L-Pro)

Cyclo-(Pro-Val)
tenuazonic acid

decarestrictine A

Diplodialide D

3-Benzylpiperazine-2,5-dione[cyclo-(Gly-
Phe)]
(7S)-7-hydroxy-3,7-dimethyl-

isochromene-6,8-dione

5-(4'-hydroxybenzyl) hydantoin

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
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S30

Nigrospora
sphaerica
Nigrospora sp. YE
3033

Nigrospora sp.Z18—
17

Nigrospora. oryzae
N. camelliae-
sinensis S30
Nigrospora
camelliae-sinensis
S30

Nigrospora
camelliae-sinensis
S30

Nigrospora
camelliae-sinensis
S30

Nigrospora sp. BM-
2

Nigrospora sp.
Nigrospora
sphaerica (No.83-1-
1-2)

Nigrospora
sphaerica
Nigrospora sp.
PSUF12

N. oryzae

N. oryzae

N. camelliae-

sinensis S30

205.3122

209.045

209.0814

209.129

209.129

209.1322

209.1322

209.1322

211.0971

213.2522

215.0708

216.1236

219.1385

222.0668
223.0508

223.1447

C14H220

C10H1005

C11H1404

C11H18N202

C11H18N202

C11H18N202

C11H18N202

C11H18N202

C11H1604

C10H18N203

C13H1203

C10H19NO4

C14H2002

C13HIN3O
C13H8N202

C12H20N202

2,4-Di-tert-butylphenol

cis-4-Hydroxyscytalone

Cyclo-(Pro-lle)

Cyclo-(R-Leu-R-Pro)

cyclo-(L-Ile-L-Pro)

cyclo-(L-leucine-L-proline)

cyclo-(L-Leu-L-Pro)

pestalafuranone |

cyclo(threonylisoleucinyl)

alternariol

(2S)-5-acetamidopentyl-2-

hydroxypropanoate

(-)-Drimenin

Phenazine-1-carboxamide

Phenazine-1-carboxylic acid

4-hydroxyphenethyl 2-hydroxypropanoate

Cyclo-(4-methyl-R-Pro-S-Nva)

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
10
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Nigrospora
camelliae-sinensis
S30

N. sphaerica

Nigrospora
sphaerica
Nigrospora
sphaerica (No.83-1-
1-2)

Nigrospora sp. BCC

Nigrospora sp.
Nigrospora sp.
PSUF12
Nigrospora.

sphaerica #003
N. sphaerica ZMT05

Nigrospora oryzae
S4

Nigrospora oryzae
S4

Nigrospora.
sphaerica #003
Nigrospora.
sphaerica #003
Nigrospora oryzae
A8

Nigrospora

sphaerica.

N. sphaerica

225.1222

225.1239

227.20112

229.0865

233.0814

233.0814

235.1334

235.1698

237.1127

237.1491

237.1491

237.1855

237.1855

237.1855

238.1192

241.0726

C11H18N203

C11H18N203

C14H2802

C14H1403

C13H1404

C13H1404

C14H2003

C15H2402

C13H1804

C14H2203

C14H2203

C15H2602

C15H2602

C15H2602

C13H1904

C12H10N402

cyclo[L-(4-hydroxyprolinyl)-L-Leu]

3-Isobutyl-7-hydroxy-pyrrolopiperazine-

1,4-dione

myristic acid

alternariol-9-methyl ether

7-hydroxy-3-(2-hydroxy-propyl)-5-
methylisochromen-1-one

aloesol

aplysiopsene D

Isodrimenilol

ethyl 4-ethoxy-2-hydroxy-3,6-

dimethylbenzoate

Nigrosporanene C

Nigrosporanene D

11,12-Trihydrooxydrimene

Bisaboiol oxide B

Capitulatin B

3-hydroxybutan-2-yl 2-hydroxy-3-
phenylpropanoate
7,8-Dimethyl,benzo(g)pteridine-
2,4(1H,3H)-dione

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
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Nigrospora
) 243.06173
sphaerica
Nigrospora
camelliae-sinensis 243.113385
S30
N. camelliae-
o 243.1134
sinensis S30
Nigrospora
: p 243.2722
sphaerica
Nigrospora
sphaerica (No.83-1- 245.0814
1-2)
N. sphaerica
245.0814
(No.83-1-1-2)
Nigrospora sp.
ISP P 247.1334
PSUF5
N. sphaerica ZMT05  247.1334
Nigrospora
: p 248.1043
sphaerica.
Nigrospora
: p 249.09158
sphaerica
Nigrospora.
: p 249.1491
sphaerica #003
N. oryzae SCSGAF 251.0821
Nigrospora
sphaerica 251.1284
UK181RRC
Nigrospora.
: p 251.1647
sphaerica #003
Nigrospora sp. 251.1647
Nigrospora sp. 251.1647
Nigrospora sp. 251.1647

CI9H12N206

C14H16N202

C14H16N202

C14 H16 N2 O2

C14H1404

C14H1404

C15H2003

C15H2003

C14H1704

C17H1402

C15H2203

C15H12N202

C14H2004

C15H2403

C15H2403
C15H2403
C15H2403

uridine

cyclo-(L-Pro-L-Phe)

Cyclo-(Phe-Pro)
3-benzylhexahydropyrrolo[1,2-a]pyrazine-
1,4-dione
4-hydroxyalternariol-9-methyl ether
5?-methoxy-6-methyl-biphenyl-3,4,3? -
triol
(+)-deoxyabscisic acid

4-prenyloxyclavatol
1-(5-oxotetrahydrofuran-2-yl) ethyl 2-

phenylacetate

gymnoascolide A

Dendocarbin A
2-(4-Hydroxybenzyl)quinazolin-4(3H)-

one

nigrosporolideo

Danilol

Punctaporonin D
Punctaporonin E

Punctaporonin F

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
10
10




165

Nigrospora sp.
YE3033
Nigrospora sp.
YE3033
Nigrospora sp.
PSUF11
Nigrospora sp.
PSUF11
Nigrospora oryzae
A8

Nigrospora sp.
YE3033
Nigrospora sp.
YE3033
Nigrospora.
sphaerica #003
Nigrospora
sphaerica
Nigrospora
aurantiaca TMU062
N. oryzae (ZJ-
2008005)
Nigrospora sp.
MA75

Nigrospora. oryzae
Nigrospora oryzae
Nigrospora sp.
PSUF5
Nigrospora.
sphaerica #003
Nigrospora
sphaerica

Nigrospora

253.0501

253.0501

253.144

253.144

253.1804

255.0294

255.0294

255.196

255.23243

256.1072

256.1086

257.04502

259.1083
263.128369

263.1284

265.144

266.08894

266.1422

C15H1004

C15H1004

C14H2204

C14H2204

C15H2603

C14H805

C14H805

C15H2803

C16H3202

C14H1803

C14H15N302

C14H1005

C14H16N203

C15H2004

C15H2004

C15H2204

C10H13N504

C14H21INO4

aloesaponarin 11

Isozyganein

Nigrosporanene A

Nigrosporanene B

11-Hydroxycapitulatin B

1,2,8-trihydroxyanthraquinone

1,3,8-trihydroxyanthraquinone

(3R,6E,10S)-2,6,10-Trimethyl-3-
hydroxydodeca-6,11-diene-2,10-diol

palmitic acid

xyloketal k

L-Alanyl-L-tryptophan anhydride

3,6,8-trinydroxy-1-methylxanthone

Cyclo-(Pro-Tyr)

(S)-abscisic acid

(+)-abscisic acid

3?-OH-Dendocarbin A

adenosine

nigrosporamide B

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
10

10

10

10

10
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camelliae-sinensis
S30

Nigrospora sp.
Nigrospora sp.
YE3033
Nigrospora sp.
YE3033
Nigrospora sp.
YE3033
Nigrospora sp.
MAT75

N. camelliae-
sinensis S30
Nigrospora. oryzae
Nigrospora. oryzae
SCSGAF
Nigrospora oryzae
Nigrospora sp.
PSUF5

Nigrospora
sphaerica
Nigrospora sp.
YE3033
Nigrospora sp.
YE3033
Nigrospora
sphaerica
Nigrospora.
sphaerica
Nigrospora sp. YS7
Nigrospora sp. BCC
47789

Nigrospora

267.1597

269.045

269.045

271.0243

271.0607

275.1032

275.1396

276.0872

279.12327

279.1233

281.24809

283.0607

283.0607

283.26371

285.0763

286.14433

291.0822

291.0869

C15H2404

C15H1005

C15H1005

C14H806

C15H1205

C14H16N204

C15H20N203

C14H15NO5

C15H2005

C15H2005

C18H3402

C16H1205

C16H1205

C18H3602

C16H1405

C17H2INO3

C15H1606

C15H1606

Desuccinoylpunctaporonin C

1, 3, 7-trihydroxy-6-methylanthraquinone

1,3,6-trihydroxy-8-methylanthraquinone

rheoemodin

3,8-dihydroxy-6-methoxy-1-
methylxanthone

Cyclo-(Tyr-Hyp)
Cyclo-(Leu-Tyr)
nigrospin A
(S)-7?-hydroxyabscisic acid

(+)-phaseic acid

oleic acid

1-acetyl-4,5-dihydroxyanthraquinone

macrosporin

stearic acid

5,8-Dihydroxy-7-methoxy-2-phenyl,4H-1-
benzopyran-4-one

solanapyrone G
nigrosporone B

(-)-(2R,3R,4aR)-altenuene

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
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sphaerica (No.83-1-
1-2)

Nigrospora
sphaerica (No.83-1-
1-2)

Nigrospora
sphaerica (No.83-1-
1-2)

Nigrospora
sphaerica (No.83-1-
1-2)

Nigrospora sp.Z18—
17

Nigrospora sp.
PSU-F5

Nigrospora sp. BCC
47789

Nigrospora
sphaerica
Nigrospora sp. (ZJ-
2010006)
Nigrospora
sp.HPFJ3

Nigrospora

sphaerica

Nigrospora
camelliae-sinensis
S30

Nigrospora sp.
PSU-F18
Nigrospora sp. YS7

Nigrospora sp.

291.0869

291.0869

291.0869

292.1185

293.0662

293.1022

295.0922

299.0556

299.2586

301.0712

301.1222

301.14399

302.1352
303.0822

C15H1606

C15H1606

C15H1606

C15H19NO5

C14H1407

C15H1806

C18H1604

C16H1206

C18H3603

C16H1406

C16H18N204

C18H2204

C17H21INO4
C16H1606

(-)-(2S,3S,4aR)-isoaltenuene

(+)-(2R,3R,4aS)-isoaltenuene

(+)-(2S,3S,4aS)-altenuene
Methyl 5-acetamido-6-(4-hydroxyphenyl)-
4-oxohexanoate

nigrospoxydon C

nigrosporone A

1,4-dioxane-2,5-dione-3,6-
bis(penylmethyl)-homopolymer
3,5,8-trihydroxy-7-methoxy-2-

methylanthracene-9,10-dione
4-Hydroxy-18 carbonic acid

2, 5, 7-trinydroxy-4-(30 -methylbut-20 -
en-10 -yl) oxy-2H-naphtho [1, 8-b ]

furan-9- one

nigrosporamide A

solanapyrone A

solanapyrone E

6-0O-desmethyldechlorogriseofulvin

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
10
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MA75
Nigrospora sp.

grosp P 303.086896
YE3033
Nigrospora sp.

grosp P 303.0869
MA75
Nigrospora oryzae 303.0869
Nigrospora oryzae 303.0869
Nigrospora sp.

grosp P 305.0622
YE3033
Nigrospora sp. BCC

grosp P 305.1022
47789
Nigrospora

grosp 313.1076
sp.YE3033
Nigrospora sp. YB-

grosp P 314.1756
141
Nigrospora sp.Z18—

grosp P 315.0829
17
Nigrospora sp.

grosp P 315.1233
YE3033
Nigrospora sp. YB-

grosp P 316.1549
141
Nigrospora sp 317.1025
Nigrospora sp.

grosp P 317.138929
PSU-F18
Nigrospora sp. (ZJ-

grosp P- ( 319.0818
2010006)
Nigrospora sp.

grosp P 319.0818
YE3033
Nigrospora sp. (ZJ-

grosp P-( 319.0818
2010006)
Nigrospora sp DBR-

grosp P 319.0818
5
Nigrospora sp DBR-  319.0819

C16H1606

C16H1606

C16H1606
C16H1606

C15H1407

C16H1806

C18H1805

C19H25N0O3

C12H16N208

C18H2005

C18H23NO4

C17H1806

C8H2205

C16H1607

C16H1607

C16H1607

C16H1607

C16H1608

altersolanol B

griseophenone C

nigrosporin A
nigrosporin B

6-O-demethyl-4-dehydroxyaltersolanol A

fusaquinon A

8,11-didehydrochermesinone B

solanapyrone O

Uridine-5"?-hydroxypropanoate

chermesinone B

solanapyrone N
dechlorogriseofulvin

nigrosporapyrone A

10-deoxybostrycin

4- dehydroxyaltersolanol A

4-deoxybostrycin

deoxybostrycin

austrocortirubin

10

10

10
10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
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5

Nigrospora
sphaerica
Nigrospora
sphaerica.
Nigrospora. oryzae
SCSGAF
Nigrospora
sphaerica.
Nigrospora
sphaerica.

N. oryzae (ZJ-
2008005)
Nigrospora oryzae
Nigrospora sp.
MAT75

Nigrospora sp.
PSU-N24
Nigrospora
aurantiaca TMU062
Nigrospora sp.

N. oryzae (ZJ-
2008005)
Nigrospora sp. YB-
141

Nigrospora. oryzae

Nigrospora sp.

Nigrospora sp.
Nigrospora sp.
Nigrospora. oryzae
SCSGAF

319.3922

321.1122

321.1338

321.2429

321.242994

322.1556

323.055585

323.1122

323.1131

323.1131

323.1209

324.1712

330.1706

331.2273

333.1022

335.0767
335.076703

335.1859

C19H2804

C20H1804

C17H2206

C20H3403

C20H3403

C19H21IN302

C18H1206

C16H2007

C16H2007

C16H2007

C16H2007

C19H23N302

C19H25N0O4

C21H3203

C17H1807

C16H1608
C16H1608

C19H2805

phthalic acid, 5-methylhex-2-yl isobutyl

ester

nigronapthaphenyl

1-acetonyl-7-carboxyl-6,8-dihydroxy-

3,4,5-trimethylisochroman

3-oxoaphidicolin

3-deoxyaphidicolin

neoechinulin A
sterigmatocystin

4- deoxytetrahydrobostrycin

9?-hydroxydihydrodesoxybostrycin

xylanthraquinone
8-hydroxytetrahydroaltersolanol B

Preechinulin

solanapyrone C

Demethylincisterol A3

(2S,57R,E)-7-hydroxy-4,6-diethoxy-2-(1-
methoxy-3-0xo 5-methylhex-1-enyl)-

benzofuran-3(2H)-one
bostrycin

bostrycin

nigrospin C

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
10

10
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Nigrospora sp. (ZJ-
2010006)
Nigrospora
sphaerica.
Nigrospora
sphaerica.
Nigrospora sp.
MAT75

Nigrospora sp.
PSU-F18
Nigrospora sp.
PSU-F18
Nigrospora sp DBR-
5 and Nigrospora sp
LLGLMO03
Nigrospora
sphaerica.
Nigrospora
sphaerica
Nigrospora. oryzae
SCSGAF
Nigrospora
sphaerica
Nigrospora. oryzae
SCSGAF
Nigrospora sp.
MA75

Nigrospora sp.

Nigrospora

sphaerica

Nigrospora

337.1288

337.2372

338.0922

339.108014

346.1654

346.1655

351.0636

351.2404

353.6922

361.1651

363.6922

366.1553

367.058484

367.0622

369.6522

377.6922

C17H2207

C20H3404

C16H2008

C16H2008

C19H25N0O5

C19H25N0O5

C17H17CIO6

C20H33NO4

C24H500

C20H2606

C26H52

C18H25N0O7

C17H17CIO7

C17H1707Cl

C16H3004Si3

C27H54

4a-epi-9?-Methoxydihydrodeoxybostrycin

aphidicolin

nigroquinone D

tetrahydrobostrycin

nigrosporapyrone B

nigrosporapyrone C

griseofulvin

3-oxime-aphidicolin

n-tetracosanol-1

nigrospin B

9-hexacosene

nigrospine

6’-hydroxygriseofulvin

methyl 3-chloro-6-hydroxy-2-(4-hydroxy-
2-methoxy-6-methylphenoxy)-4-

methoxybenzoate
2,4-dihydroxybenzoic acid

heptacos-1-ene

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
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sphaerica
Nigrospora sp.
PSUF12

N. sphaerica
N. oryzae (ZJ-
2008005)
Nigrospora
sphaerica

N. oryzae (ZJ-
2008005)
Nigrospora
sphaerica
Nigrospora
aurantiaca TMU062
Nigrospora
sphaerica
Nigrospora
sphaerica
Nigrospora
sphaerica
Nigrospora sp.
Nigrospora sp.
Nigrospora. oryzae
Nigrospora sp.
PSUF5

N. oryzae (ZJ-
2008005)

Nigrospora sp.

Nigrospora. oryzae

Nigrospora. oryzae

379.115

385.3471

390.2182

391.3022

392.2338

393.3122

395.3314

395.3322

395.3322

397.3422

399.1808
401.1601
411.3263

419.1706

424.2237

425.3056

425.3056

427.3212

C18H24N203S2

C27H460

C24H29N302

C28H400

C24H31N302

C28H420

C28H440

C28H440

C28H440

C28H460

C23H2806
C22H2607
C28H4402

C22H2808

C24H31IN304

C28H4203

C28H4203

C28H4403

Sch 54796
Cholesterol

Isoechinulin A

ergosta-4,6,8(14),22-tetraene-3one

Tardioxopiperazine A

ergosta-4,6,8(14),22-tetraene-3?-ol

ergosterol

ergosta-5(6),7,22-triene-3?-ol

ergosta-7,9(14),22-triene-3?-ol

ergosta-7,22-diene-3?-ol

Vermixocin B
Tenellic acid A

6?,9?-Epoxyergosta-7,22-dien-3-?-ol

nigrospoxydon A

Dihydroxyisoechinulin A

3?-Hydroxy-5?,9?-epoxy-(22E,24R)-
ergosta-7,22-dien-6-one
57,8?-Epidioxy-(22E,24R)-ergosta-
6,9,22E-triere-3?-ol

(22E,24R)-5?,67-Epoxyergosta-8(14),22-

diene-3?,7?-diol

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
10
10

10

10

10

10

10
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Nigrospora. oryzae

N. sphaerica

Nigrospora
sphaerica
Nigrospora
sphaerica
Nigrospora. oryzae
Nigrospora oryzae
Nigrospora sp.
Nigrospora. oryzae

Nigrospora. oryzae

Nigrospora
sphaerica.UK181
N. sphaerica
Nigrospora sp.
PSU-F5

N. oryzae (ZJ-
2008005)
Nigrospora oryzae
Nigrospora
sphaerica
Nigrospora oryzae
Nigrospora sp.
MA75

Nigrospora

sphaerica

Nigrospora

sphaerica

Nigrospora sp.(ZJ-

427.3212

427.3212

427.3222

429.3322

429.3369
433.0771
443.3525
443.3525

445.3318

449.0841

449.0841

449.1812

460.2964

463.08769

463.08769

463.0877

485.2522

489.8922

576.1922

595.1816

C28H4403

C28H4403

C28H4403

C28H4603

C28H4603
C20H18011
C29H4803
C29H4803

C28H4604

C20H22N206S2

C20H22N206S2

C23H3009

C29H39N302

C21H20012

C21H20012

C21H20012

C28H3807

C35H70

C18H5207Si7

C31H32012

(22E,24R)-5?,6?-Epoxyergosta-8,22-
diene-3?,7?-diol
57,8?-Epidioxy-(22E, 24R)-ergosta-
6,22Edien-3?-ol

ergosta-7,22-epidioxy-3?-ol

ergosta-6,22-diene-3?,5?,8?-triol

Cerevisterol
guaijaverin
Ergost-7,22-dien-6?-methoxy-3?,5?-diol
Globosterol
(22E)-Ergosta-7,22-diene-3?,5?,6?,97-

tetrol
epoxyexserohilone
Exserohilone

nigrospoxydon B

Variecolorin L
hyperin
nigrosphaerin A

isoquercitrin
2,3-didehydro19?-hydroxy-14-

epicochlioguinone B
17-pentatriacontene

3-isopropoxy-1,1,1,7,7,7-
hexamethyl-3,5,5-
tris(trimethylsiloxy)tetrasiloxane

nigrodiquinone A

10

10

10

10

10
10
10
10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
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2010006)

. oryzae PF18
. oryzae PF18
. oryzae PF18
. oryzae PF18
. oryzae PF18

z Z2 Z2 Z2 Z2 Z2

. oryzae CF-
298113
N. oryzae PF18

Nigrospora sp. YE

3033
Nigrospora
sphaerica

636.4336
654.3901
670.385
670.385
670.418

676.3823

686.4129

712.5364

809.41254

C33H59N507
C32H57N507S
C32H57N508S
C32H57N508S

C36H57N507

C36H51N706

C36H57N508

C40H75NO9

C46H58N409

Oryzamide A
Oryzamide C
Oryzamide D
Oryzamide E
Scopularide A

Pipecolisporin
Oryzamide B

Cerebroside B

vinblastine

10
10
10
10
10

10

10

10

10

FONTE: Do autor
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ANEXO O - Cromatogramas de HPLC-UV-DAD dos extratos de fungos endofiticos isolados de
Poincianella pluviosa método gradiente de 5 a 100% (ACN:H,0) corrida de 30 min.

1) Extrato Fungo 1

m
200+

AU
254nm,4nm (1.00)

175+
150
125
100
754
50+

25+

L B s 5 e B ey B s B By BB By B B B A
7.5 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 30.0 325 min

FONTE: Do autor

2) Extrato Fungo 3

mAU
250254nm 4nm (1.00)

225
200
1759
1507
125]
100]
75
50-]
25] L—/(
o

-251

B B B B B B e L T By B B B B B B B B B By e By B B B
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 30.0 325 35.0 375 min

FONTE: Do autor
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3) Extrato Fungo 4

12@2A5;Linm,4nm (1.00)
1104
1004
907
804
709
60
50

407

S
o T ] 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 30.0 325 35.0 min

FONTE: Do autor

4) Extrato Fungo 7

mAU
254nm.4nm (1.00)
55+

50-]
457
40
35
30
25
20

15+

104

FONTE: Do autor



5) Extrato Fungo 8

AU

176

m
700-p524nm 4nm (1.00)

6504

6004

5504

5004

4504

4004

3504

300+

250+

2004

150

100

-100+

0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 175 20.0

FONTE: Do autor

6) Extrato Fungo 9

mAU

4000+

3500+

3000+

2500+

2000+

1500+

1000+

500+

225

25.0

275

30.0

325

35.0

375

min

254nm 4nm (1.00)

-500+

0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 175 20.0

FONTE: Do autor

225

25.0

275

30.0

325

35.0

375

min
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7) Extrato Fungo 10

mAU
254nm,4nm (1.00)
7004

650+
600+
550+
5004

4004
3504
300+

250+

150+
1004

504

FONTE: Do autor

8) Extrato Fungo 12

AU
80-254nm 4nm (1.00)
70+
60
50+
40

30+

N B B e Bt e Bt S By B B S s R s
5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 30.0 325 min

FONTE: Do autor



9) Extrato Fungo 13

m

178

AU
254nm,4nm (1.00)
275

250
225
200+
175

150+

1259

100+

75

50

259

0

5.0 75 10.0

125

FONTE: Do autor

10) Extrato Fungo 13*

AU
254nm,4nm (1.00)
13004

12004
11004
10004
900
800
7004

600

5004

400

3004

2004

1004

FONTE: Do autor



11) Extrato Fungo 14

179

40(*nzgljtnm ,4nm (1.00)
350+
3004
250+

200+

150

100+

FONTE: Do autor

12) Extrato Fungo 16

AU
650-254nm ,4nm (1.00)
6007
5507
500]
450
4004
350
3009
2509
2004
1504
1004

504

507

FONTE: Do autor
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13) Extrato Fungo 18

AU
254nm,4nm (1.00)

70+

50+

40

304

20+

10+

L e B T B B By e B By By B B B R B B
75 100 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 30.0 325 35.0 min

FONTE: Do autor

14) Extrato Fungo 19

mAU
254nm,4nm (1.00)
70

60+

40
304

20+

104

[

-0+

FONTE: Do autor



