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Resumo

Estudo quimico de fungos endofiticos associados a Duguetia stelechantha e Rollinia

sp. (Annonaceae)

As plantas dos géneros Duguetia e Rollinia pertencentes a familia Anonnaceae apresentam
varios relatos sobre sua composi¢ao quimica principalmente pela presenca de alcaldides e
acetogeninas. Esses compostos tém atividades biolégicas comprovadas como
antiparasitarios, antitumorais, inseticidas e antibacterianos. Porém, ndo ha muitas
informacBes quanto aos microorganismos endofiticos de plantas destes géneros. No
presente trabalho foi realizado o estudo quimico de duas linhagens de fungos endofiticos
de Duguetia stelechantha, e uma linhagem isolada de Rollinia sp. baseadas em resultados
de ensaios antimicrobianos dos extratos obtidos em pequena escala contra Candida
albicans, Penicillium avellani, Bacillus cereus e ensaios citotoxicos contra trés linhagens
de células tumorais. Baseados nos resultados destes testes foram selecionadas as linhagens
DgCr22.1b (resultado >90% contra linhagens tumorais) e DgC32.2 (melhor resultado
contra B. cereus) (Duguetia stelechantha) e AnspCrl1.1 (Rollinia sp.) para cultivo em
larga escala e estudo quimico. Foram obtidas duas substancias isoladas da linhagem
DgCr22.1b sendo um policetideo e uma xantona dimérica. Da linhagem DgC32.2 cinco
substancias foram isoladas e trés foram identificadas sendo dois corantes pertencentes a
classe de azafilonas e um esterdide. Foram isoladas e identificadas trés substancias da
linhagem AnspCr11.1 os quais S0 uma isocumarina, uma cromona e um acido alcenoico

conhecido como cordianidrido B.

Palavras-chave: Duguetia stelechantha, Rollinia sp. fungos endofiticos
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Abstract

Chemical studies of endophytic fungi associated with Duguetia stelechantha and

Rollinia sp. (Annonaceae).

The plants of the genera Duguetia and Rollinia belonging to the family Anonnaceae have
several reports on its composition mainly by the presence of alkaloids and acetogenins.
These compounds have proven biological activity as antiparasitic, antitumor, insecticides
and antibacterial. However, there is little information about the plant endophytic
microorganisms of these genres. In the present work it was presented the chemical study of
two strains  of endophytic microorganisms  from Duguetia  stelechantha, and a
strain isolated from Rollinia sp. based on results of antimicrobial assays of the extracts on a
pilot scale against Candida albicans, Penicillium avellani, Bacillus  cereus
and cytotoxic assays against three tumor cell lines. Based on the results of these tests were
selected strains DgCr22.1b (result> 90% against tumor cell lines) and DgC32.2 (best result
against B. cereus) (Duguetia stelechantha) and AnspCrl11.1 (Rollinia sp.) for large scale
cultivation and chemical study. Were obtained two substances isolated from a strain
DgCr22.1b being a polyketide and a xanthone. Strain DgC32.2 five substances have been
isolated and identified two of three dyes belonging to class azaphilone and a steroid. Were
isolated and identified three substances of lineage AnspCri11.1 which

are an isocoumarin, a chromone and an alkenoic acid known as cordyanhydride B.

Keywords: Duguetia stelechantha, Rollinia sp. endophytic fungi
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1.Introducéo

1.1 Produtos naturais

A busca por novos compostos com diversas aplicagdes, com destaque os farmacos, é
um processo que requer otimizagdo continua. Os produtos naturais representam uma
alternativa de grande sucesso para a descoberta de novos farmacos (STROBEL, DAISY &
CASTILHO, 2005). Em comparacdo com varias outras fontes de compostos de interesse
farmacol6gico como as sinteses organicas, a maior diversidade quimica é proveniente de
substancias oriundas da natureza (HARVEY, 2000; KOEHN & CARTER, 2005). Segundo
Harvey (2008) mais de 100 novos produtos estdo em desenvolvimento clinico,

principalmente como agentes anti-cancer e anti-infecciosos.

Historicamente, a mais importante fonte de produtos naturais tem sido as plantas, sendo
que a pesquisa progrediu em duas grandes linhas: a etnofarmacologia e a toxicologia
(HEINRICH & GIBBONS, 2001). A partir do século XX, o surgimento dos antibidticos
produzidos por fermentagdo microbiana, foi uma das causas marcantes no declinio do uso
de plantas medicinais (MONTANARI & BOLZANI, 2001). Apos a descoberta acidental
da penicilina G (Figura 1) por Flemming, a segunda fonte mais promissora de novas
drogas sdo os fungos. A partir desses organismos, 0s avancos na area de antibidticos,
imunossupressores e medicamentos antineoplasicos tém sido realizados (TULP &
BOHLIN, 2004).

Mais recentemente, tém sido explorados os organismos marinhos no qual esta linha de
pesquisa j& resultou em varios medicamentos comercializados e mais atualmente em
ensaios clinicos (KERR & KERR, 1999; HAEFNER, 2003).

H
: : S
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Figura 1: Penicilina G
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1.2 Potencial bioativo de produtos naturais de origem microbiana

Os microorganismos apresentam grande habilidade de produzir metabdlitos secundarios

de interesse a partir de vérios substratos como uma consequéncia de sua evolugdo
biologica e bioquimica (FERNANDES et al, 2009; FISHER, et al.,1992). Muitos

antibioticos descobertos até o inicio dos anos 1970 chegaram ao mercado e sua quimica

serviu como base para gerar novos antibioticos clinicamente Uteis por modificacdo quimica
como mostrado na Tabelal (PELAEZ, 2005).

Tabela 1: Exemplos de antibidticos comercializados de origem microbiana

Metabdlito original

Produtos comerciais

Organismo produtor

Penicilinas

Cefalosporinas

Tienamicinas

Eritromicinas

Vacomicina

Fosfomicina
Mupirocina
Acido fusidico

Estreptograminas

Daptomicina

Penicilina G, V, Ampicilina,
Meticilina,
Amoxicilina, Carbenicilina

MEFOXIN (Cefoxitina),
CECLOR (Cefaclor),
CLAFORAN (Cefotaxima),
ROCEPHIN (Ceftriaxona),
CEFTIN (Cefuroxima)

PRIMAXIN(Imipenem),
INVANZ (Ertapenem)

ERYTHROCIN, ZITHROMAX
(Azithromycin), BIAXIN
(Clarithromycin), KETEK
(Telithromycin)

VANCOCIN
MONURIL
BACTROBAN
FUSIDIN LEO

SYNERCID
(Dalfopristin/quinupristin)
CUBICIN

Penicillium spp., Aspergillus
spp.

Acremonium spp.,
Emericellopsis spp.,
Amycolatopsis lactamdurans,
Streptomyces clavuligerus

Streptomyces cattleya

Saccharopolyspora erythraea

Streptomyces orientalis

Streptomyces fradiae
Pseudomonas fluorescens
Fusidium griseum

Streptomyces pristinaespiralis

Streptomyces roseosporus
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Os microorganimos, particularmente os fungos, compreendem uma grande diversidade
de espécies com inumeras aplicacfes bidlogicas descritas na literatura dentre os quais a
producdo de substancias pertencentes a diversas classes de metabdlitos secundarios,
incluindo, alcaloides, peptideos, esteredides, terpendides, compostos fenolicos, quinonas e
flavondides (SCHULZ et al., 2002; ADRIO & DEMAIN, 2003; BORGES, 2008; QIN et
al., 2010). Entre os metabolitos secundarios de interesse farmacol6gico (Figura 2) que os
fungos sdo capazes de sintetizar podem ser destacados: antibidticos antibacterianos (-
lactdmicos, tetraciclinas, macrolideos e estreptograminas), antibidticos antitumorais
(antraciclinas, actinomicinas, bleomicinas e &cidos auredlicos), agentes redutores de
colesterol humano (estatinas), agentes imunossupressores (ciclosporina A) e outros
(NEWMAN, CRAGG, SNADER, 2000).
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Penicilina G (B-lactamico) Clortetraciclina (tetraciclina) Eritromicina (macrolideo)
(Penicillium sp.) (Streptomyces sp.) (Streptomyces erythraeus)

H,N

HsC

Dalfopristina (estreptogramina) Doxorubicina (antraciclina) ~ Mitomicina C (actinomicina)

(Streptomyces pristinaespiralis) (Streptomyces peucetius) (Streptomyces caespitosus)

Lovastatina (estatina) Ciclosporina A

(Aspergillus terreus) (Tolypocladium inflatum)

Figura 2: Metabolitos secundérios isolados de fungos
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Além da variedade de metabolitos que os microorganismos sdo capazes de produzir,
outra vantagem do seu uso é a possibilidade de controlar os processos operacionais de
maneira relativamente simples. Comparados as plantas, os fungos apresentam crescimento
mais rapido em termos de tempo e espaco, além de possibiltar o direcionamento da
producdo de metabdlitos de interesse através das condicdes de cultivo (pH, substrato,
temperatura e aeracdo) (BORGES, 2008).

1.3 Microrganismos endofiticos e suas interacdes com as plantas hospedeiras

Normalmente as plantas encontram-se associadas a outros tipos de organismos e este
fato tem despertado o interesse de bidlogos, bioquimicos e quimicos na tentativa de se
entender os mecanismos dessas interacfes. Microrganismos endofiticos s&o principalmente
fungos e bactérias que habitam o interior do tecido das plantas, habitando de modo geral
suas partes aéreas, como folhas e caules, sem lhe causar nenhum dano aparente (PETRINI,
1991). Eles distinguem-se dos patogénicos, que causam doencas nas plantas, e dos
epifiticos que vivem na superficie dos vegetais. Também séo endofiticos microrganismos
como os fungos micorrizicos e as bactérias que formam nddulos nas raizes de plantas;
estes, entretanto, sdo muito mais bem estudados e, por esta razdo, considerados
separadamente dos que habitam preferencialmente as partes aéreas dos vegetais (PETRINI,
1991). A capacidade de adaptacdo dos microrganismos ao interior das plantas é total, pois
tém sido isolados enddfitos de folhas, espinhos, epiderme caulinar, xilema, sementes,
peciolo, enfim, de todos os tecidos vegetais estudados (REDLIN et al., 1996).

Entre os endofitos, os fungos sdo os mais frequentemente isolados (STROBEL,;
DAISY, 2003). Todos 0s vegetais superiores estudados até o momento apresentam
microrganismos endofiticos, sendo possivel o isolamento de um grande numero de
espécies a partir de um unico hospedeiro. Entretanto, somente algumas, normalmente as
espécies e/ou linhagens especificas do hospedeiro, estdo presentes em quantidades
significativas. As pesquisas desenvolvidas na area tém demonstrado que cada hospedeiro
abriga um conjunto caracteristico de endofiticos e que estes lIhes sdo geralmente
especificos. A composicdo e frequéncia, entretanto, podem ser significativamente

afetadas por fatores tais como: grau de umidade ambiental, distribuicdo geografica (tm
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sido observadas diferengas bastante significativas na microbiota endofitica de espécies
vegetais fora de seu habitat natural), posicdo relativa na planta (altura em relacdo ao
solo), idade da planta, 6érgdo da planta, entre outros (PETRINI et al., 1993).

A natureza das interacOes entre endofiticos e plantas, ainda ndo é muito bem
compreendida, podendo ser simbidtica, neutra ou antagbnica. Nas interagcdes simbidticas o0s
microrganismos produzem ou induzem a producdo de metabdlitos priméarios e secundarios
que podem conferir diversas vantagens a planta tais como: a diminuicao da herbivoria e do
ataque de insetos, 0 aumento da toleréncia a estresses abidticos e o controle de outros
microrganismos (CARROL, 1988; AZEVEDO et al., 2000; ARAUJO et al.,2001; SOUZA
et al., 2004). Em contrapartida, os endofitos podem receber protecdo e nutrientes do
hospedeiro (FISHER & PETRINI, 1992; STROBEL& DAISY, 2003; SELOSSE et al,
2004).

Pode-se ainda inferir que plantas medicinais contenham microrganismos que
mimetizem a quimica da hospedeira e que sejam capazes de produzir 0 mesmo produto
natural bioativo ou, até mesmo, derivados com maior bioatividade (STROBEL et al., 2002;
LI, 1998). Esta possibilidade permitiria a obtencdo destes compostos por processos
fermentativos, em contraposicdo aos processos extrativos tradicionais, com vantagens

relacionadas a regularidade e uniformidade de producdo e aos ganhos ambientais.

Um exemplo importante € o taxol (Figura 3), produzido também por plantas, um
potente antitumoral é encontrado em quantidades extremamente pequenas na casca interna
de espécies de Taxus, arvore de crescimento lento de regides da costa oeste dos Estados
Unidos. Foram isolados, a partir dessas espécies vegetais, fungos endofiticos capazes de
produzir o taxol, por exemplo, o Taxosmyces andreanae (Figura 3b) isolado de Taxus
brevifolia (Figura 3c), abrindo a possibilidade de sua obtencdo por via fermentativa, com
custos mais baixos e maior disponibilidade (WANG et al., 2000; LI et al., 1998; SU et al,
2001). Posteriormente, foram descobertos outros fungos endofiticos, isolados de plantas
que ndo Taxus sp., capazes de produzir o taxol, sugerindo que esta substancia, que é um
fungicida, teria a funcdo proteger a planta hospedeira de patdégenos como os fungos
aquaticos oomicetos (LI, SIDHU & STROBEL 1998; LI & STROBEL, 2001).
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Figura 3: a) Taxol, b) Taxosmyces andreanae, ¢) Taxus brevifolia.
Fonte: b) Chris Muller, ¢) http://www.cas.vanderbilt.edu/biocimages/species/tabr2.htm

Outra substancia bioativa extraida de plantas e que pode ser obtida por cultivo de
fungo endofitico é a podofilotoxina (Figura 4a), sintetizada pelas espécies vegetais em
extingdo Podophyllum spp. e com aplicagdo como anticancer, antiviral, antibacteriano,
imunoestimulador e antireumatico. Recentemente, foi reportado o isolamento do fungo
Trametes hirsuta a partir de Podophyllum hexandrum, espécie esta que produz
podofilotoxina e além de lignanas biologicamente ativas, com propriedades antioxidantes,

anticancer e radioprotetora (PURI et al., 2006).

Outro exemplo de substancias produzidas por fungos associados a plantas, sdo 0s
alcaldides “ergot”, os quais tem analogia estrutural com aminas enddgenas como a
noradrenalina, dopamina e serotonina e quando usados em baixas doses tem efeito como
vasoconstritor. Um exemplo € a ergotamina, (Figura 4) produzida pelo fungo Claviceps

purpurea, que atua como estimulador da contracdo uterina (BACON & HINTON, 1988).
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Figura 4: Metabolitos secundarios de fungos comuns em plantas

1.4 Fungos endofiticos como agente anticancer

O cancer ¢ o conjunto de mais de 100 doencas que invadem tecidos e 6rgaos e tém
em comum o crescimento desordenado de células. Estas células tendem a ser muito
agressivas e incontrolaveis e podem formar tumores malignos que podem espalhar-se para
outras regides do corpo (INCA, 2010). As causas de céncer sdo variadas e inter-
relacionadas como por exemplo as causas externas ao organismo que referem-se ao meio
ambiente e a habitos ou costumes, enguanto que as causas internas, na maioria das vezes,
sdo geneticamente pré-determinadas, e estdo ligadas a capacidade do organismo de se
defender de agressdes externas. Os tumores que comegam em tecidos epiteliais, como pele
ou mucosas, sdo denominados carcinomas e 0s que se iniciam nos tecidos conjuntivos,
como 0sso, musculo ou cartilagem, sdo chamados sarcomas. Entre 0s 6rgaos mais afetados
no corpo estdo pulmao, mama, colo do Gtero, prostata, colon e reto (intestino grosso), pele,
estdbmago, es6fago, medula 6ssea (leucemias) e cavidade oral (boca). Os tumores sdo de
tipos diferenciados, menos ou mais agressivos. O tratamento do cancer requer uma ou mais
modalidades combinadas, principalmente a cirurgia, que pode ser empregada em conjunto
com radioterapia, quimioterapia ou transplante de medula 6ssea. A quimioterapia, utilizada
em tratamento sistémico, é feita a base de farmacos que impedem a reproducdo celular e

consequentemente levam as células malignas a morte (SOUZA, 2004).

O combate ao céncer necessita cada vez mais solucbes pensadas, com a
participacdo de instituicdes governamentais e ndo-governamentais, universidades, centros
de pesquisa e formadores de opinido. Em 2020 o nimero de casos hovos anuais no mundo

é estimado na ordem de 15 milhdes, dos quais cerca de 60% em paises em
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desenvolvimento. Sabe-se que pelo menos um terco dos casos novos de cancer que
ocorrem anualmente poderiam ser prevenidos. No Brasil, estimou-se para 2008 e 2009 em
torno de 500 mil casos novos sendo que o cancer € a segunda causa de morte em nosso pais
(INCA, 2010). Em fevereiro de 2007 no evento Word Cancer Day, a Organizacao
Mundial de Saide (OMS) divulgou a estimativa de que cerca de 7,6 milhdes de pessoas no
mundo morreram de cancer em 2005 e que 84 milhGes irdo morrer entre 2005 e 2015
(WHO, 2006).

A histdria dos medicamentos anticancer esta intimamente relacionada aos produtos
naturais. Apesar da introducdo de novos farmacos no arsenal terapéutico do cancer, varios
tumores ainda ndo dispdem de tratamento adequado. As fontes naturais ainda estdo
disponiveis em abundancia e oferecem as melhores possibilidades de encontrar substancias
de interesse terapéutico (COSTA-LOTUFO et al, 2010).

Uma das maiores esperangas na solucdo de diversos problemas atuais, inclusive o
cancer sdo os fungos endofiticos, cujo potencial no combate a este tipo de doenca é
amplamente ilustrado na literatura e pode ser avaliado pelos dados de uma prospec¢do na
Tailandia em que foram obtidos 582 destes enddfitos a partir de 81 plantas medicinais. Os
extratos de 92 isolados inibiram a Mycobacterium turbeculosis, seis inibiram Plasmodium
falciparum, 40 apresentaram atividade anti-virulenta contra herpes, 60 contra cancer oral e
48 contra cancer de figado (WIYAKRUTTA et al., 2004).

Outro dado que ressalta a importancia dos fungos endofiticos no combate ao cancer
envolve a resisténcia de plantas aquéaticas ou de areas inundaveis, bem como plantas de
regides muito chuvosas a oomicetos, incluindo Pythium spp., Phytophthora spp. e
Aphanomyces spp., fungos extremamente fitopatogénicos. E muito provéavel que parte da
defesa dessas plantas seja ocasionada por seus endofitos, como os produtores de paclitaxel
(taxol) e a bactéria Serratia marcescens da planta aquatica Rhyncholacis penicillata, cujo
anti-oomiceto oocydina A, (Figura 5) também mata células cancerigenas (STROBEL &
DAISY, 2003). O mecanismo de agdo de metabdlitos como jesterona e hidroxigesterona
(Figura 5) contra os oomicetos seria 0 mesmo utilizado contra o céncer, o bloqueio da
divisdo celular. Uma consequéncia imediata, ratificada pela atividade anticancerigena de
varios metabdlitos anti-oomicetos, é a possibilidade de utilizar ensaios in vitro contra esses

patdgenos como uma metodologia préatica, rapida e efetiva de prospeccdo de novos
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anticancerigenos em produtos naturais (STROBEL, 2003). Através dela é possivel eliminar

abordagens randémicas, demoradas e caras nos passos iniciais de busca destes metabdlitos.

Oocidina A Jesterona Hidroxijesterona

Figura 5: Metabolitos secundarios anti-oomicetos

1.5 A Familia Annonaceae

Em meio a diversidade Amazonica, um grupo de plantas pertencentes a familia
Annonaceae destaca-se pelo crescimento considerdvel de sua importancia econémica nas
ultimas décadas. A familia Annonaceae compreende aproximadamente 130 géneros e
2.300 espécies (MAAS, et al, 2001). Esta familia é constituida por arvores, arbustos, e
raramente por arbustos escandentes (PONTES, BARBOSA & MASS, 2004). Varias

espécies (Figura 6) tém sido utilizadas na medicina tradicional apresentando uma ampla

guantidade de metabdlitos secundarios com atividades bioldgicas comprovadas
(CHATROU, RAINER & MAAS, 2004).

Figura 6: a) Annona muricata b) Rollinia mucosa c) Xylopia peruviana.
Fonte :a) http://besthealtycare.com, b) http://www.kew.org. c)frutasraras.sites.uol.com.br

Entre as classes de metabdlitos secundarios isolados de espécies de Annonaceae
destacam-se alcaloides, acetogeninas, terpendides e lactonas. Esses compostos apresentam
atividades biologicas comprovadas como, por exemplo, os alcaloides benzilisoquinolinicos

(reticulina) e isoquinolinicos (liriodenina e lisicamina) (Figura 7), que apresentam
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inimeras  atividades bioldgicas como antiparasitaria, antitumoral, inseticida e
antibacteriana; acetogeninas com atividade antitumoral, antibacteriana, antiparasitéria e
inseticida (COSTA et al, 2006;).

MeO
‘ NMe
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MeO

Reticulina Liriodenina Lisicamina

Figura 7: Alcaloides isolados de espécies da familia Annonaceae
Apesar da importancia dos membros dessa familia na medicina popular, o nimero

de espécies que tém sido investigadas é extremamente reduzido. Dentre as 2.300 espécies
distribuidas em 130 géneros, apenas 150 espécies (cerca de 7%) em 41 géneros tém sido
investigadas (CASTEDO et al., 1991; MAAS et al., 2001), mostrando que muitas ainda
necessitam ser conhecidas e estudadas.

A escolha de plantas de Annonaceae para 0 estudo de Seus microrganismos
endofiticos, particularmente fungos, decorre da variedade de metabdlitos das espécies

dessa familia, tendo sido escolhidos os géneros Rollinia e Duguetia.

1.5.1 A hospedeira Duguetia stelechantha

O género Duguetia (Figura 8) compreende cerca de 80 espécies nativas na América
tropical. O centro de distribuicdo é a Bacia Amazonica e Guiana, mas 0 género esta

representado também no sul da América do Sul de Séo Paulo ao Paraguai.

{74 - : " E
e -
Figura 8: a) Duguetia furfuracea. b) Duguetia lanceolata.
Fonte: a) timblindim.wordpress. b) frutasraras.sites.uol.com.br
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Diversos alcaldides tém sido isolados de vérias espécies de Duguetia (CAVE;
LEBOEUF; WATERMAN, 1987), alguns pelo estudo fitoquimico biomonitorado de D.
panamensis por ensaio de toxidade frente a Artemia salina, e outros alcalGides
isoquinolinicos como a duguevalina (a), cleistofolina (b) , O-metil-moschatolina (c), (-)-
oliverolina (d) e (-)-oliveridina (e¢) de Duguetia vallicola (Figura 9) com atividade
antiplasmodica (PEREZ, et al., 2004).

As informacdes cientificas de D. stelechantha sdo na sua maioria taxonémicas
havendo ainda um grande vazio sobre a parte quimica e a microbiota associada. Com 0s
primeiros passos dados anteriormente pela coleta e ensaios bioldgicos e quimicos, este o

primeiro estudo relacionado a quimica dos microrganismos endofiticos de D. stelechantha.

OCH3

H:CO 2 <
/N

H,CO

Duguevallina  Cleistofolina  O-methylmoschatoline (-)-oliverolina  (-)-oliveridina

Figura 9: Alcaldides isolados de Duguetia vallicola.
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1.5.2 A hospedeira Rollinia sp.

O género Rollinia (Figura 10) é constituido por 65 espécies, que ocorrem
principalmente na América do Sul e com poucas espécies no México, Caribe e América
Central (LEBOUF et al., 1982). Existem relativamente poucos relatos de investigacdes
fitoquimicas sobre este género (KUO et al., 2001) quando comparado com outros géneros
da familia (Annona, por exemplo), o que torna o seu estudo altamente relevante.
Nascimento e colaboradores (2003) apresentaram resultados obtidos de estudo quimico das
folhas de Rollinia laurifolia que levou ao isolamento de trés acetogeninas (Figura 11) ja
descritas em outros géneros de Annonaceae, a uvariamicina-1 (a), a solamina (b) e a

gonionenina (c), mas relatadas pela primeira vez em Rollinia.

Figura 10: a) Rollinia sericea. b) Fruto de Rollinia mucosa
Fonte: a)sites.google.com b) fazendacitra.com.br

CH3(CH, )3 CH CH3(CHz2)n ] C
\[/ﬁzkj/( Ny ) \I/Q‘/{ Wz g {

OH OH OH OH

a) ? b) ©

OH H

CH,(CH,),, — . (CH ), / 5

OH OH g
c)

Figura 11: Acetogeninas isoladas de Rollinia laurifolia
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A Rollinia sp conhecida popularmente como Araticum (Figura 12) esta distribuida
no Brasil e este nome é utilizado para designar a maioria das anonaceas, araticum de folha
miuda, de terra fria. Os frutos ndo apresentam boas caracteristicas comerciais, mas tem

potencial farmacéutico, no melhoramento genético (SILVA, 2007).

Figura 12: Rollinia sp.
Fonte: frutasraras.sites.uol.com.br
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Contribuir para o conhecimento do potencial quimico e biol6gico de endofitos de

Duguetia stelechantha e Rollinia sp., com énfase na busca de moléculas com acédo

anticancerigena e antimicrobiana.

2.2- Objetivos especificos

Realizar estudos quimicos e bioldgicos de linhagens endofiticas de Duguetia
stelechantha e Rollinia sp., previamente selecionadas através de ensaios

antimicrobianos e citotdxicos;

Determinar atividades antimicrobianas e citotoxicas de extratos, fracdes e

substancias das linhagens selecionadas;

Obter metabdlitos secundarios puros ou em misturas das linhagens selecionadas,

através de técnicas de cromatografia e outras;

Determinar as estruturas dos metabdlitos secundarios obtidos, através de técnicas

espectrométricas;

Identificar o(s) principio(s) ativo(s) ou a(s) fracdo(des) ativa(s) relacionada(s) as
acOes anticancerigenas e/ou antimicrobianas das linhagens selecionadas.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais e Reagentes

3.1.1 Material para obtencéo, cultivo e conservacao dos fungos

e Agua destilada

e Glicerol P.A. - Nuclear®

e Dextrose — Nuclear®

e Extrato de levedura — Biosystems®
Extrato de malte — Biosystems®
Amido de milho - YOKI®

Aveia - QUAKER®

Batata

Alcool 70%

Hipoclorito de S6dio 3% - Nuclear®

3.1.2 Solventes

e Solventes de grau analitico Tedia, Merck e Sigma-Aldrich e de grau comercial
destilados: acetato de etila, acetona, dimetilsufoxido, etanol, isoprapanol, metanol
e hexano;

e Solventes grau HPLC Tedia, metanol e isopropanol;
e Solventes deuterados Sigma-Aldrich para as analises de RMN.

3.1.3 Fases estacionarias para cromatografia liquida

e Placa cromatografica de Silica gel 60 Merck para cromatografia de camada
delgada;

e Silica gel (Flash) 70-230 Mesh e 230-400 Mesh para cromatografia em coluna;

e Sephadex LH 20 Sigma-aldrich.

3.1.4 Equipamentos

e Camara de Fluxo Laminar — Tecnal®
e Estufa Incubadora — Tecnal®

e Autoclave Vertical — Stermax®

e Rotoevaporador —- MA120, Marconi
e Lampadade U.V. 254 e 396 nm
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e Estufa— TE-393/2, Tecnal
e Balanga analitica —AUY 220, Shimadzu
e Bomba a vacuo — v-500, Buchi
e Cromatografo Thermo LC10, com detector DAD Thermo SPD-6AV acoplado ao
espectrdmetro de massas LCQ-Fleet-Thermo, analisador do tipo triplo-quadrupdlo
e Cromatdgrafo Shimadzu®, com detector de UV.
e Colunas para cromatografia liquida
o Luna Phenyl Hexyl 10 u, dimensfes 150 x 200 mm-— Phenomenex.
o Luna Phenyl-hexyl 5u, dimensées 250 x 10,00 mm — Phenomenex.
o Luna C18 5u, tamanho 150 x 4,60 mm — Phenomenex.
o Luna C18 5u dimensdes 250 x 10,00 mm — Phenomenex.
e Espectrometros de RMN
o Brucker DXR 400;
o Varian Inova 500;
o Brucker AVANCE 400.
e Espectrometro de massas TSQ-Thermo, com analisador do tipo triplo-quadrupdlo;

e Espectrometro de massas LCQ-Fleet-Thermo, com analisador do tipo ion-trap.

3.2 Isolamento dos fungos

3.2.1 Coleta do material botanico

A coleta da planta Duguetia stelechantha foi realizada no dia 11 de outubro de
2007 em uma area catalogada pelo professor de Botanica Antonio Carlos Webber, na
Fazenda Experimental da UFAM, localizada no quilébmetro 38 da BR-174 por volta das
10h. Foi realizada a coleta da planta Rollinia sp. na manha do dia 14 de setembro de 2007
nas proximidades do Instituto de Ciéncias Humanas e Letras - ICHL do Campus
Universitario da UFAM. A identificagdo desta planta como Rollinia sp. foi feita pelo

mesmo botanico.
3.2.2 Material vegetal utilizado

Do espécime de D. stelecantha foram utilizados raiz, caule, folhas e fruto. Do
material vegetal da espécie Rollinia sp. foram usados casca do caule, caule, casca da raiz,

raiz, casca do galho, galho e folha.
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3.2.3 Desinfecgéo do material vegetal

Cada amostra vegetal foi lavada com detergente liquido e &gua de torneira. Em
fluxo laminar foi feita a desinfeccdo superficial para a remocdo dos microrganismos
epifiticos, com etanol 70% durante 1 minuto, seguido por hipoclorito de sédio 4% por 3
minutos e novamente etanol 70% por 30 segundos. Por fim, o material vegetal foi lavado

em agua destilada autoclavada.
3.2.4 Isolamento dos fungos

Apds a assepsia superficial, cada tecido foi cortado em pedacos de aproximadamente
3 x 3 mm que foram colocados em placas de Petri contendo os meios de cultura com

antibidticos descritos a seguir:

e BDA com 50 pL de Tetraciclina (50 pg/mL)- para o isolamento dos fungos.

e ISP, com 50 pL de Cetoconazol (20 pg/mL) — para o isolamento de bactérias e

actinomycetos.

e Aveia com 50 pL de Cetoconazol (20 pg/mL) — para isolamento de bactérias e

actinomycetos.

Cada tecido foi plagueado em 3 placas com BDA (4 fragmentos), 2 placas com
ISP2 (9 fragmentos) e 2 placas com Aveia (9 fragmentos), além de 2 placas de cada meio
para o caule ndo submetido a assepsia para epifiticos. Para cada tecido também foi feita
uma placa controle para cada meio de cultura empregado no isolamento, em cuja superficie
foi espalhada com alca de vidro (Drigalsky) uma aliquota de 50 pL da &gua destilada

utilizada no altimo passo da assepsia superficial das amostras vegetais.

O material inoculado foi incubado a temperaturas aumentadas periodicamente de 18
para 26 e 30 °C. Apos trés dias pequenos pedacos de &gar contendo hifas dos fungos que
originavam-se dos fragmentos foram transferidos para tubos de ensaio com meio de cultura

inclinado, 0 mesmo meio do isolamento porém sem antibidtico.

3.2.5 Purificacgéo, preservacao e identificacao.

Ap0s o crescimento dos microrganismos nos tubos, foi realizada a separagdo por

grupos de acordo com suas morfologias, como ilustrado na Figura 13. Deu-se entdo o
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procedimento de purificagdo das linhagens. Para as culturas mitosporicas foram realizadas
diluicGes seriadas para o cultivo monosporico em duas placas de Petri (Esquema 1). Depois
foi realizada a preservacdo das linhagens: pela metodologia de Castellani (1939) - cinco
fragmentos contendo a cultura monospédrica foram retirados da placa e colocados em
vidros de penicilina contendo agua destilada autoclavada; em 06leo mineral — tubos de
ensaio com o fungo crescido em meio de cultura inclinado e coberto com 6leo mineral; e
microtubos — suspensao dos esporos do fungo em 1 mL de solucdo de agua e glicerol 90/10
(Figura 14).

As linhagens ndo mitospdricas foram repicadas dos tubos para placas de Petri com
meios de cultura adequados a cada microrganismo e depois de incubadas a 26 °C foram
preservadas em 6leo mineral, solucdo de agua/glicerol e placas de Petri pequenas (Figura
15).

A identificacdo dos fungos endofiticos foi realizada pelas analises das estruturas
macroscopicas, observando-se a consisténcia, a coloracdo e a forma das colbnias e
microscopicas, em que foram observados os tipos de micélios e corpos de frutificacao.
Para vérias linhagens foram realizados micro-cultivos (Esquema 2) para a melhor
verificacdo das hifas, micélio e estruturas de reproducdo (sexuada e assexuada). As
laminulas com os fragmentos das linhagens foram coradas com lactofenol ou outro corante
a fim de facilitar a visualizacdo e a comparacdo com literatura de taxonomia especifica
para cada grupo. Os fungos dos grupos ndo mitosporicos (Esquema 3) foram analisados

apos fragmentos da cultura a fresco serem transferidos para laminas e corados.
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Figura 13: Fungos endofiticos de AnspCr11.1 em tubos com meio inclinado agrupados de
acordo com a morfologia.

* Cultura monospoérica

lelelelelelelelelelele

o TS

ween Solugiomie (9 mLde

Esquema 1: Diluicdo seriada para obtenc¢ao de cultura monosporica.
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Figura 14: Preservacdo de fungo mitosporicos, a) Castellani (1939); b) Microtubos de 2,0 mL
contendo agua e 10% de glicerol; ¢) Tubo com meio inclinado e dleo mineral.

Figura 15: Culturas ndo mitospérica (Oleo mineral, placa pequena e microtubos).
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Com alga foi raspado um pouco de Foram colocadas laminulas em Ap0s o crescimento foi
esporos e colocado em trés pontos dois pontos retirada uma laminula e

da placa corada com lactofenol.

Corada com lactofenol

. x . Identificagcdo morfoldgica
Apos a esporulagdo retirou-se
outra laminula, e o terceiro

ponto foi s6 para comparar o
crescimento.

Esquema 2: Microcultivo dos fungos mitosporicos

Azul de metileno e lactofenol

|
< '

Esquema 3: Lamina a fresco
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3.3 Cultivo dos fungos em escala analitica

3.3.1 Preparo dos meios de cultura

e BD (Batata + dextrose)

Foram cozidas 200g de batatas para cada litro de meio em microondas com &gua
destilada por 20 minutos em poténcia alta. O caldo foi filtrado e o volume completado com
agua destilada. Foram acrescentados 20 g de dextrose seguido pela esterilizagdo do meio
em autoclave a 121 °C por 15 mim. Para o cultivo dos fungos isolados de Rollinia sp,
foram adicionados 2 g de extrato de levedura.

o [SP2

Foram pesados 10 g de amido de milho, 4 g de extrato de levedura, 10 g de malte e 15
g de dextrose para cada litro de meio de cultura. A mistura foi transferida para erlenmeyers
de 500 mL e autoclavados a 121°C por 15 minutos para sua esterilizacgéo.

e AVEIA

Para cada litro de meio de aveia liquido, foram pesados 10 g de aveia, 4 g de extrato de
levedura, 10 g de malte e 4 g de dextrose. Foi adicionada agua destilada e o meio foi
distribuido em erlenmeyers de 500 mL e esterilizado em autoclave a 121°C por 15

minutos.

3.3.2 Condicdes de cultivo
3.3.2a Fungos isolados de Duguetia stelechantha

Foram selecionadas 15 linhagens de fungos isolados de D. stelechantha (Tabela 2)
fermentados em meio liquido, estatico, a temperatura ambiente, por 19 dias em garrafas de
plastico (Figura 16). Cada linhagem foi cultivada em triplicata nos meios de cultura de

composicao semelhante aos das placas de isolamento em que foram obtidos.
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Tabela 2: Fungos cultivados em pequena escala de fungos de Duguetia stelechantha

Meio BD Meio ISP2 Meio Aveia

DgC32.2 DgC21.2 s/assp* DgR22.1

DgCr31.1 DgCC 12.1c DgG23.2b
DgCr22.1b DgC11.1 s/assp
DgC12.3 DgC12.3 s/assp
DgG23.22 DgCr13.3
DgC12.1 s/assp DgC23.1
DgC21.3

Figura 16: Cultivo em pequena escala de endofitos isolados de Duguetia stelechanta.

3.3.2b Fungos isolados de Rollinia sp.

Apbs o isolamento, os fungos foram preservados em agua glicerol 10% e 21
linhagens foram selecionadas e cultivadas nos respectivos meios de cultura como descrito
na tabela 3. A fermentacdo (Figura 17) ocorreu sob agitacdo a 120 rpm, a 26°C, durante 15
dias. Apos o periodo de incubacéo foi efetuada a filtragdo a vacuo para separagcdo do meio

fermentado e do micélio seguida pela obtencdo dos extratos.

37



Tabela 3: Isolados de Rollinia sp. em seus respectivo meios cultivados em pequena escala

Meio BD + extrato de levedura

Meio ISP2

Meio Aveia

Ansp C31.2 c (Trichoderma)

Ansp R21.1 (ndo identificado)

AnspC22.1 (Penicillium)

AnspCr 12.1 (ndo identificado)

AnspC31.1b (Trichoderma)

AnspCr11.1( ndo identificado)

Ansp £32.2 (Colletotrichum)

Ansp Cg 11.3a( Pestalotiopsis)

Ansp Cgl2.1 ( Pestalotiopsis)

Ansp C23.1 (Penicillium)

Ansp Cg 11.3a ( Pestalotiopsis)

Ansp Cg12.1( Pestalotiopsis)

Ansp R12.1(Trichoderma)

Ansp CC 21.2 (Trichoderma)

Ansp CC 21.2 (Trichoderma)

Ansp C23.1 (Penicillium)

Ansp 11.3 g4 (ndo identificado)

Ansp cg21.22 (ndo identificado)

Ansp 11.2 (ndo identificado)

Ansp 32.1b (Colletotricum

Ansp R12.1(Trichoderma)

Ansp CC 21.2(Trichoderma)

Ansp R12.3b (Penicillium)

Ansp R12.3b (Penicillium)

Ansp C23.1 (Penicillium)

Ansp cg22.1b (ndo identificado)

Ansp CC12.1 g1 (ndo identificado)

Ansp ¢g13.2 (ndo identificado)

Ansp 32.2 (Colletotricum)

Figura 17: Fermentacdo dos fungos endofiticos solados de Rollinia sp. sob agitagédo
a) Ansp CR1 2.1 BD + Ext.(Vermelho - sob agitacéo) b) Ansp C3 1.2b BD +
Ext.(Trichoderma- sob agitacdo) ¢c) An sp CR1 1.1 BD + Ext.(Amarelo - sob agitacéo).
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3.3.3 Obtencéo dos extratos para os ensaios preliminares

Ap06s os micélios e os meios fermentados serem separados por procedimentos de
filtracdo, adaptado para cada caso, foram realizadas extracGes liquido-liquido do meio
fermentado de cada microrganismo e maceracdo do micélio conforme mostrado no modelo

geral do Esquema 4.

Cultivo em triplicata

Inéculo de 30 pL da solugdo de icroroegy

esporo agua/glicerol 10% em

cada erlenmayer. . . )
Filtracdo a vacuo

Micélio Meio fermentado
Maceragao ‘ Particdo
|j=——=- ‘ ————— | re===== ‘______—I --T== ————— ST T T T T
I Extrato M1 I | Extrato M2 | i Extrato MF1 | 1 Extrato MF2
| EtOH 100% (1x) | ; AcOEt/MeOH7:3 (1x) L AcOEt 100% (1x) | I AcOEt / IsopOH 7:3 (2x)
______________ 1 - == L

Extratos organicos do micélio - .
Extratos organicos do meio fermentado

Esquema 4: Esquema geral para obtencdo dos extratos dos fungos cultivados em
pequena escala

3.4 Ensaios bioldgicos

3.4.1 Ensaios antimicrobianos

Ao final das extracoes liquido-liquido os extratos foram concentrados e pesados,

posteriormente foram enviados para ensaios de citotoxidade e ensaios antimicrobianos.

Bacillus cereus

O teste contra Bacillus cereus realizados na Universidade Federal do Amazonas, no
laboratério do Grupo de Espectrometria de Massas Microorganismos da Amazobnia -

GEMMA, pela metodologia de difusdo em agar (Figural8), o qual 2 mg de cada amostra
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foram dissolvidos em 1mL de DMSO ou etanol e agua, na proporcao de 1:9. A bactéria
foi reativada em um tubo de ensaio com meio BHI liquido e ap6s 24 horas do seu
crescimento foi realizado o teste. Em uma placa de Petri com 14 cm de diametro
contendo o meio foram adicionados 100 pL da suspensdo com a bactéria. Com auxilio de
uma alca de Drigaslki, a suspenséo bacteriana foi espalhada na placa e posteriormente
foram feitos pog¢os no meio, nos quais as amostras foram aplicadas. A incubagéo ocorreu
a 37 °C e foi acompanhada por 24 e 48 horas. Os resultados foram revelados com o
corante cloreto tetrazdlico 1% (1 g/100 mL de agua). Os extratos de fungos isolados de

D. stelechantha foram ensaiados contra B.cereus .

Figura 18: Inoculacio dos extratos testados contra B. cereus

Candida albicans e Penicillium avellani

As linhagens isoladas de D. stelechantha foram ensaiadas contra os dois fungos
citados, porém as linhagens isoladas de Rollinia sp foram ensaiadas apenas contra
Penicillium avellani. O teste antifingico foi semelhante ao antibacteriano, porém a
suspensédo de esporos dos fungos foi misturada ao meio de cultura (BDA) e nédo apenas
espalhada sobre a sua superficie. As solu¢fes das amostras foram aplicadas em po¢os nas

placas de Petri e apds 24 e 48 horas os resultados foram analisados.
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3.4.2 Ensaios de citoxicidade in vitro

Os ensaios de citoxicidade in vitro foram realizados na Universidade Federal do Ceara
em parceria com o Laboratério de Oncologia Experimental. As linhagens tumorais
utilizadas, MDA-MB435 (mama - humano), HCT-8 (célon - humano), SF-295
(glioblastoma - humano) e HL-60 (leucemia — humano), foram cedidas pelo Instituto
Nacional do Cancer (EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados
com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibioticos, mantidas em estufa a 37 °C e
atmosfera contendo 5% de CO,. As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril.
Substancias puras foram testadas na concentracdo Unica de 5pg/mL, os extratos na

concentracdo de 50ug/mL e as fragdes na concentracao de 25ug/mL.

Analise de citotoxicidade foi realizada pelo método do MTT, um método rapido,
sensivel e barato. Foi descrita primeiramente por Mosman (1983), tendo a capacidade de
analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula. E uma anélise colorimétrica baseada
na conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT)
em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir
facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de a¢do (BERRIDGE et al., 1996).

As células foram plagueadas na concentracdo de 0,1 x 10° cél/mL para as linhagens
MDA/MB-435 e SF-295 e 0,7 x 10° cél/mL para a linhagem HCT-8. As placas foram
incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO;a 37°C. Ao término deste, as mesmas foram
centrifugadas e o sobrenadante, removido. Em seguida, foram adicionados 150 uL da
solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia
foi lida apds dissolucéo do precipitado com 150 uL de DMSO puro em espectrofotdmetro

de placa a 595nm.

Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrdo da média (DPM)
da porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o programa GraphPad Prism.

Apenas as fragcdes ou substancias que apresentarem valores de inibigdo > 90% a pelo
menos duas linhagens tumorais (elevado potencial citotoxico) foram escolhidas para

avaliacdes subsequentes.
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3.5 Selecdo, cultivo e obtencao de extratos de linhagens para estudo quimico

Entre as linhagens de microrganismos endofiticos de Duguetia stelechantha e
Rollinia sp., preservadas na colecdo de microrganismos do LabGEMMA, foram
selecionadas para o presente estudo as codificadas como DgCr22.1b, DgC32.2 (Duguetia
stelechantha) e AnspCR1 1.1 (Rollinia sp.).

3.5.1 Cultivo em larga escala da linhagem DgCr2 2.1b

Esta linhagem foi reativada e inoculada em 39 erlenmeyers contendo 300 mL de
meio liquido ISP2 previamente esterilizado. O crescimento do fungo ocorreu em
temperatura de 25°C em modo estatico por 19 dias. Ap6s o periodo de fermentacdo (Figura

19) foi realizada a filtracdo para separar o micélio do liquido fermentado.

Figura 19: Cultivo em larga escala de DgCr22.1b

3.5.2 Cultivo em larga escala da linhagem DgC32.2

A linhagem foi reativada e inoculada em 60 erlenmeyers contendo 300 mL de meio
liqguido BD previamente esterilizado. O crescimento do fungo ocorreu em temperatura
ambiente em modo estatico por 21 dias. Apos o periodo de fermentacdo o meio foi filtrado
para separar o micélio do liquido fermentado.

3.5.3 Cultivo em larga escala da linhagem AnspCrl 1.1

A linhagem foi reativada e inoculada em 60 erlenmeyers contendo 300 mL de meio
liqguido BDL previamente esterilizado. O crescimento do fungo ocorreu em temperatura
ambiente em modo estatico por 23 dias. Ap6s o periodo de fermentacdo foi realizada a

filtracdo para separar o micélio do liquido fermentado.
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3.6 Estudos quimicos
3.6.1 Estudo quimico do fungo DgC3 2.2

Apos 21 dias de cultivo, foi realizada a filtracdo a vacuo para separacdo do meio
fermentado e do micélio. O meio fermentado foi particionado trés vezes com acetato de
etila 100% e duas vezes com acetato de etila/iso-propanol na proporc¢éo de 7:3, fornecendo
dois extratos. O micélio foi triturado e macerado com etanol 100% e trés vezes com a
mistura de acetato/metanol na proporcdo de 1:1 fornecendo também dois extratos. Os
extratos do meio fermentado foram comparados através de analises em CCD, reunidos e
submetido a cromatografia em coluna aberta filtrante sob presséo reduzida com gradiente
de polaridade crescente (hexano/acetato de etila e metanol), fornecendo 4 fracbes de

acordo com o Esquema 5.

Fungo DgC32.2

Cultivo em 18 L de meio BD
por 21 dias T=25°C

Meio fer

mentado

Extracdo liquido-liquido
3 X em acetato de etila
2 X em AcOEt/IprOH 7:3

Comparagdo dos extratos por CCD

Reunido das 5
extracdes
m= 0,7534 ¢

Coluna de Silica gel
60 (70 a 230 mesh)

Hex/AcOET Hex/AcOET AcOEt/MeOH

\‘7'3 \» 37 91

- = | -~ -1 - === -~

| Fri ! | Fr2 ! | Fr3 ! | Fr4 !

L. L. L L
m=0,1274g m=0,3605g m=0,20429g m=0,1462¢

Micélio

1. EtOH
2. ACOEt/MeOH 1:1

1° extracéo 203%¢ 4°
extracoes

m=3,3158g m=>5,1664¢g

Massa total do micélio = 8,4822 g

Esquema 5: Obtencé&o dos extratos de meio fermentado e micélio do fungo Dg C32.2
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m =125,4 mg
____________ |
Hex/ACOEt  Hex/ACOEt  Hex/AcOEt Hex/ACOEt  Hex/ACOFt  Hex/AcOEt AcOEt 100% MeOH 100%
. 0
9,5:0,5 9:1 8:2 7.3 11 37
Fal Fa2 Fa3 Fa4 Fa5 Fa6 Fa7 Fa8 Fa9 Fal0 Fall Fal2
m=4,7 m=2,1 m=7,3 m=9,1 m=>5,2 m=5,0 m=2,7 m=1,2 m=36,2 m=8,0 m=5,3 m=1,4

Esquema 6: Obtencdo das subfracGes de Fa a partir de Frl

i Fr2 i
i m = 473,7 mg I
|
e ' CC silica flash
Hex/AcOEt Hex/AcOEt Hex/AcOEt Hex/ACOEt  Hex/AcOEt AcOEt
9:1 9:1 8:2 7:3 1:1 100%
Fb1-5 Fb6 Fb7-8 Fb9 Fb10 Fb11
m= 33,6 mg m=30,0 mg m=26,0mg m=31,3 mg m=14,6 mg m=1,04mg

Esquema 7: Obtencéo das subfracbes Fb a partir de Fr2

Fracionamento do extrato do micélio de DgC32.2

O extrato etandlico do micélio foi submetido a um fracionamento em coluna
filtrante com gel de silica de 200 a 600 mesh eluido com hexano/acetato 1:1, acetato 100%
e metanol 100% fornecendo 5 fragdes como mostrado no esquema 8. Antes do
fracionamento o extrato etandlico apresentou um mancha vermelha intensa na placa de
CCD, motivo pela qual foi selecionada. A fracdo 3 (DgP3) eluida em 100% de acetato de
etila apresentou um cor vermelha intensa (Figura 20) e foi analisada por LC-UV. Em
seguida esta foi purificada por HPLC semi-preparativo. Inicialmente foram feitas analises
exploratérias em escala analitica utilizando-se um cromatdgrafo Surveyor® (Thermo
Scientific), com um detector PDA. No desenvolvimento do método foi usada uma coluna

Luna CI18 (fase reverso), Sy, tamanho 150 x 4,60 mm — Phenomenex. As fases moveis
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utilizadas nesse modo de eluicdo foram metanol e agua em modo gradiente de 70 a 100%
de metanol com vazdo de 0,7 ml/min. A purificacdo do pigmento em escala semi-
preparativa procedeu-se através de um cromatografo Shimadzu®, operando com detector
de UV utilizando o comprimento de onda de 480 nm. A fase estacionaria utilizada foi uma
Luna C18 (fase reverso)— Phenomenex. As fases moveis utilizadas nesse modo de eluicéo
foram metanol e agua na propor¢édo de 7,5:2,5 com vazéo de 12 ml/min. Foram obtidas 7

fragdes no qual a segunda fracéo forneceu a substancia DgP3-2.

Micélio
Maceragdo
1. EtOH 100% (1x)
2. AcOEt/MeOH 1:1 (3x)
1° extracdo 20,3 e 4°
extracdes
m= 3,3158¢g
m= 5,1664g
' DgP1 + |, DgP2 . | DgP3: | DgP4 . | DgP5 i

m= 0,4629 g m=0,3579 g m=0,3484 g m=0,0309 g m=0,9112 g
HPLC- semi-preparativo

Substancia
DgP3-2

m= 0,0090 g

Esquema 8: Obtencédo dos extratos de micélio, fracionamento do extrato em etandlico
e obtencdo da substancia DgP3-2
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a) b)

Figura 20: a) Fragdo 3 (DgP3) da coluna filtrante, b) CCD do extrato em etanol e extrato em
acetato/metanol 1:1.

O extrato em acetato/metanol 1:1 foi fracionado em coluna filtrante de gel de silica
de 200 a 600 mesh eluido com Hex/AcOEt 7:3, Hex/AcOEt 1:1, AcOEt 100% e MeOH
100% fornecendo cinco fracdes (Esquema 9). As fragdes resultantes da coluna filtrante
foram comparadas por CCD (Figura 21), observando-se uma mancha roxa nas duas
primeiras fracdes. Observou-se também que havia formacdo de cristais na parede dos
frascos destas fragcdes. As mesmas foram lavadas com hexano o qual foram obtidas duas
amostras DgPal-c e DgPa2-c correspondentes a mesma substancia.

A fracdo DgPadb (m= 1,767 g) foi separada em duas aplicac6es em coluna aberta de
silica polimérica (h =80 cm e ¢ = 3,0 cm, Sephadex LH-20) eluida em modo isocratico
com 100% de metanol. As subfra¢bes foram submetidas a CCD e analise por HPLC-UV,
o qual foi selecionada a subfragdo DgP14-2 para analise de RMN de *H. Posteriormente a
amostra foi analisada por RMN de **C e bidimensionais além da analise por espectrometria

de massas.
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Figura 21: CCD das fractes DgPa
a) revelador UV de 264 nm e b) revelador vanilina sulfarica.

20,30 ¢ 4°
Extracfes em
ACOEt/MeOH 1:1

Coluna Filtrante em silica
gel 60 (70 a 230 mesh)

Hex/AcOEt 7:3 Hex/AcOEt 1:1 AcOEt 100% MeOH 100% MeOH 100%
————————— 1 ——— - il | rFe————— = il |
1 1
. DgPal | 1 DgPa2 | | DgPa3 | | DgPada | | DgPadb !
. 1 L __ (T 1 L - I |
m= 1,8012g m=0,4318 g m= 0,4686 g m= 0,0408g m=1,9767¢
Lavagem com hexano Coluna sephadex eluida em MeOH
~ 100%
Substancia Substancia Substancia
R DgPal-c DgP14(2)
m= 11,5 mg m= 8,7 mg m=15,1 mg

Esquema 9: Fracionamento do extrato em AcOEt/MeOH 1:1 e obtenc&o das
substancias DgPal-c, DgPa2-c e DgP14 (2)
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3.6.2 Estudo quimico do fungo DgCr22.1b

O cultivo em escala analitica deste fungo forneceu um bom rendimento de massa de
extrato de meio fermentado e de micélio do fungo DgCr22.1b. Baseado nos resultados de
testes bioldgicos aliados ao bom rendimento, os extratos do meio fermentado foram
reunidos e fracionados por cromatografia em coluna de bancada resultando em 21 fracdes,
o qual foi obtida uma fracdo pré-purificada que foi enviada para analise em RMN e

espectrometria de massas (Esquema 10).

Fungo DgCr22.1b

‘ Filtracdo a vacuo

Micélio Meio Fermentado
{ Particéo
1. AcOEt 100% (3x)

‘ 2. AcOEt /iso-propanol 7:3 (2x)
=== = | mmmmmEmm s ===
| Extrato MF1 ! | Extrato MF2 |
___________ | S Uy U U i g i |

| | Comparagéo por CCD

Reunido dos extratos
m=0,1538 g

Silica flash 230-400 mesh
Gradiente crescente de polaridade
hexano/acetato de etila
21 fragdes

Substancia Dg-A9

Esquema 10: Obtencé&o da substancia Dg-A9 do meio fermentado de DgCr22.1b

Ap0s 17 dias de cultivo em larga escala, foi realizada a filtragdo para separacdo do
meio fermentado do miceélio, seguido pela extracdo por solventes organicos como mostrado
no esquema 11. O micelio foi triturado e macerado com a mistura de acetato/metanol 1:1
trés vezes e em seguida o material foi concentrado para obtencdo do extrato. O meio

fermentado foi particionado trés vezes com acetato de etila 100% e duas vezes com a
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mistura de acetato/iso-propanol 7:3, mesma forma que o micélio o material foi concentrado

para a obtencédo dos extratos.

Fungo
DgCr22.1b
1. Cultivo em 11,7 L de meio ISP2 em modo
estatico por 19 dias a 25° C
2. Filtracdo a vacuo
Micélio
Meio
fermentado Maceragao
Particéo ACOEt/MeOH 1:1 (3x)
1. AcOEt 100% (3X)
2. AcOEt/IprOH 7:3 -
Extrato Mic
Comparagéo dos extratos por
Extrato MF1 Extrato MF2 CCD e reunido dos extratos
DgCr22.1b
(micélio)

Comparagio dos extratos por m= 30,3343 ¢
CCD e reunido dos extratos.

DgCr22.1b(meio)
m = 5,5856 g

Esquema 11: Preparacao dos extratos do meio fermentado e do micélio de DgCr22.1b

O extrato do micélio foi fracionado em coluna filtrante de gel de silica de 200 a 600
mesh eluido com Hex/AcOEt 9:1, Hex/AcOEt 1:1, AcOEt 100% e MeOH 100%
fornecendo cinco fraces (Esquema 12). Baseado nos resultados de ensaios contra células
tumorais, foram estudadas quimicamente a 2° e a 3° fracdo. O fracionamento da 3° fracéo
levou a obtencdo de subfracbes que apresentaram cristais amarelos (Figura 22). Estes
foram comparados por CCD e submetidos a purificacdo por HPLC semi-preparativo. A

substancia isolada foi enviada para analises em RMN de *H e **C 1D e 2D.
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DgCr22.1b (micélio)
m= 30,3343 g

Coluna de silica 70-230mesh. Gradiente
crescente de polaridade Hex,AcOEt,

MeOH

T T T s 1 mm———— ‘ ————— L] T T T 1 "t J ————— |
' 1°Fragdo | E 2°Fragdo | ' 3°Fracao . | 4°Fracdo !
| Hex/AcOEt 9:1 : ! Hex/AcOEt 1:1 | | AcOEt 100% | ! MeOH100% |
' m=1,9624g | 1 m=0,8460 g : ' m=2,5217g | 3 m=12,9721g |
____________ U - — - - [ U —— - - — -

Coluna de silica 230-400 mesh. J

Gradiente crescente de ;";"":“': ;’"';' T TTT

polaridade Hex,AcOEL. i 3°Fracao | 4°Fracao

---------- . i ACOEt100% | | MeOH 100%
DgC12 | , Poacetato ' | Precipitado
1 1 1

———— -

Esquema 12: Fracionamento do extrato do micélio de DgCr22.1b

Figura 22: Fracdo DgC12*, s6lido amarelado.
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3.6.3 Estudo quimico do fungo AnspCr11.1

Apo6s 23 dias de cultivo, o fungo AnspCrll.1 foi filtrado separando o meio
fermentado do micélio. O meio fermentado foi particionado quatro vezes com acetato de
etila e iso-propanol na propor¢do de 8:2 e trés com acetato de etila e iso-propanol na
proporcdo de 7:3 fornecendo dois extratos. O micélio foi macerado com etanol e
particionado com uma mistura de acetato de etila e metanol na proporgéo de 7:3. Os
extratos obtidos das particdes do meio fermentado foram comparados por CCD e e optou-
se por reunir as extracdes em acetato de etila e iso-propanol 7:3. Este extrato foi submetido
a coluna filtrante com gradiente de polaridade crescente (hexano/Acetato de etila),
fornecendo quatro fragdes conforme o esquema 13. A fragBes Fr 1 foi submetida a coluna
de silica flesh com gradiente de polaridade crescente de hexano e acetato de etila
fornecendo 14 subfracfes (Esquema 14). Estas foram comparadas por CCD e decidiu-se
reunir as fracbes AnM-12 e AnM13 para novo fracionamento por cromatografia de coluna.
As novas subfracdes foram rotuladas com o cédigo AnMb observou que nas fragdes
AnMb6 a AnMb8 houve a formacao de cristais. Estes foram lavados com uma solucdo de
Hex/DCM 9:1 o qual foi obtida a substancia AnMb6. A mesma foi enviada para analise de

RMN de *H e *C 1D e 2D, além da espectrometria de massas.

Fungo AnspCR11.1

1. Cultivo em 18 L de BD+ extr. de
levedura a temperatura ambiente, modo
estatico. Por 23 dias.

2. Filtracdo a véacuo

- Meio fermentado Micélio
Particao
1.AcOEt (4X) Maceragéo
2. ACOEt/IprOH7:3 (1X) 1. EtOH 100%
3. ACOELt/IorOH 8:2 (2X) 2. AcOEt/MeOH 7:3
1° extracao 2°a 4°
1°a4° 5°Extracéo 6°e7° ExtracLes
- 5 m=2,4090 g
Extracoes Extracoes
m=10,9060 g
m= 14,3129 g m=0,9053 g m=1,3734¢g

Esquema 13: Obtencé&o dos extratos de meio fermentado e de micélio.
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1° a 4° extrac0Oes
do MF
m= 14,3129 g

Coluna Filtrante
Hex, AcOEt, MeOH
Silica gel 60 (70 a 230 mesh)

.

|
: Fri Lo Fr2 0 FI3 1 Fr4
: Hex/AcOEt 9:1 ! | Hex/AcOEt 1:1 ! : AcOEt 100% 1 : MeOH 100% 1
e o e o e = - - - ! e o e o e = - - - !
m=0,7944 g m=5,2769 g m=4,7977g m=5,7832¢g
Silica 230-400 mesh | Coluna Filtrante (5 fracoes)
Gradiente de polaridade crescente J Hex. AcOEt
Hex, AcOEt o '
14 fracees ] S '_“Ea_gfl 60 (70 a 230 mesh)
_____ ———— ] )
| 1 9
" AnM11-12 | LA
i\ m=783mg | oo ooy
Lo e e
- Silica gel 60 (70 a 230 mesh)
5""*? 230-400 mes_h Gradiente de polaridade crescente
Gradiente de polaridade crescente Hex/ ACOEt
Hex, AEOEt 24 fragdes
20 fragdes |
1==== B | ===l ———— I==== |
. AnMz6-8 | ' AnMcl18 | | AnMc2l |
: m:6,8 mg : 1 m:816’6mg 1 1 m=17,0 mg 1
S 1 I e
—| Lavagem com Hex/DCM 9:1 HPLC Fenyl-hexil; HPLC coluna Fenil-hexil;
Hex/iso-PrOH 95:5 MeOH/H20 65:35
mﬁg“;‘?ﬁg Nc18 Nc5
’ m=22,6 mg m= 9,4mg

Esquema 14: Fracdes obtidas do meio fermentado de AnM11-12

Devido a grande quantidade de massa e 0 aspecto viscoso da fracdo Fr2, foi
realizado uma nova coluna filtrante resultando em 5 fra¢des. A fracdo Fr4’ foi submetida
ao fracionamento em coluna de silica 230-400 mesh fornecendo 24 fracGes. Estas fr¢des
foram comparadas por CCD e selecionadas para analise em LC-MS. As fraces AnMc18 e
AnMc21 foram purificadas por HPLC semi-preparativo. Uma quantidade de 80,0 mg da
fragdo AnMc18 foi solubilizada em 5,0 mL da fase movel usada. A fase estacionéria usada
foi uma coluna Luna Phenyl-Hexil (Phenomenex) em modo isocratico com a fase mével
Hex/I1soPrOH 9:0,5 com fluxo de 8 mL/min. Foram obtidas 4 fragcbes na qual a terceira
fracdo e a substancia Nc18. Esta foi analisada por espectrometria de massas e enviada para
anélises de RMN 'H.
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A fragdo AnMc21 continha 17,0 mg que foi solubilizada em 1,6 mL da fase movel
usada. Foi usada neste procedimento uma coluna Luna Phenyl-Hexyl (Phenomenex) com a
fase movel MeOH/H,0 65:35 com vazédo de 6,5 mL/min. Foram coletadas 7 fracdes no
qual a banda de interesse forneceu a substancia Nc5. Esta foi analisada por espectrometria
de massas e enviada para analises de RMN.
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4 Resultados e discussoes

4.1 Fungos isolados de Duguetia stelechantha e Rollinia sp.

Foram isolados, purificados e conservados 43 fungos endofiticos de Duguetia
stelechantha. Estes foram distribuidos em 24 grupos (Figura 23) conforme os aspectos
macro e micromorfologicos, dos quais 11 grupos ndo identificados foram denominados
conforme as aparéncias macroscopicas como branco coraceo, miceélio hidino, branco,
branco com manchas laranja, vinho rasteiro, marrom cotonoso, preto feltroso, branco
feltroso, amarelo cotonoso e preto cotonoso. Os demais grupos foram identificados como
correspondestes aos géneros Trichoderma, Pestalotiopsis, Xilaria, Penicillium e
Aspergillus. Entre as bactérias destacaram-se por serem potenciais produtores de

antibidticos dois grupos reunidos como actinomyceto marrom e actinomyceto.

Quanto aos meios de cultura em que foram cultivados, com destaque 0s meios BDA
e ISP2, todos utilizados foram adequados para 0 bom crescimento dos isolados. Observou-
se que a variedade de fungos também foi bem distribuida entre os trés meios de cultura

utilizados na coleta.

Foram isolados 103 fungos de Rollinia sp, distribuidos em 12 grupos conforme a
morfologia e 0 meio de cultura em que foram cultivados (Figura 24). Os grupos nao
identificados foram denominados pelo aspecto da mesma forma que os isolados de D.
stelechantha. Os demais foram identificados como Colletotrichum, Trichoderma,
Guignardia, Pestalotiopsis Xylaria, Penicillium e Phomopsis. Obsevou-se que entre 0s
fungos endofiticos cultivados em meio BDA, predominam os isolados que pertencem ao

grupo 1, da mesma forma em meio ISP2.

Constatou-se uma grande variedade de microorganismos encontrados na hospedeira
D. stelechantha, considerando que os isolados foram distribuidos em 24 grupos, como
sinal de sua rica biodiversidade microbiana, o qual sendo explorada racionalmente

contribuird como uma fonte de produtos naturais bastante promissora.
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25 7
20 /
15 A
10 -
Quantidade
de fungos
isolados
5 -
0 : : v

BDA 15P2 Aveia

Grupo 24
Grupo23-Branco coreaceo
Grupo 22
Grupo21-Micélio hidino
Grupo20-Branco com
manchas laranjas
Grupol19-Branco

M Grupo18-Actinomyceto

H Grupol17-branco
Grupo16-Vinho rasteiro

M Grupol15-Marron cotonoso

W Grupol4-Actinomyceto

M Grupo 13

® Grupol2-Actinomyceto
marrom

B Grupol11-Aspergillus

H Grupol10-Preto feltroso

M Grupo9- Branco feltroso-
Phomopsis

M Grupo8- Penicillium

® Grupo6-Amarelo

cotonoso/ Xilaria
m Grupo5-Branco cotonoso-

Pestalotiopsis
M Grupo 4
M Grupo3- Trichoderma

B Grupo2-Amarelo cotonoso

B Grupol-Preto cotonoso

Figura 23: Grupos de microrganismos isolados de D. stelechantha por meio utilizado no

isolamento.
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70 - © Grupo 12

B Grupol1l
60 - B Grupol0
50 - H Grupo 9
B Grupo8- Phomopsis
Quantidade 40 - B Grupo7- Penicillium

fun ilari
de fungos B Grupo6- Xilaria

isolados 30 -

B Grupo5-Pestalotiopsis

20 - B Grupo 4-Guignardia
10 - M Grupo3- Trichoderma
B Grupo2-Colletotrichum
0 : T T B Grupol

BDA I1SP2 Aveia

Figura 24: Grupos de microrganismos isolados de Rollina sp. por meio utilizado no
isolamento.



4.2 Testes bioldgicos

4.2.1 Ensaios antimicrobianos

e Bacillus cereus

Entre as linhagens isoladas de D. stelechantha que foram ensaiadas contra a
bactéria gram-positiva B. cereus, causadora de muitas doencas de historico alimentar
apresentando sintomas como vomito e diarreia, as codificadas como DgC32.2 e DgCr31.1
apresentaram os maiores halos de atividade antibacteriana (Tabela 4), sendo promissoras

pelo menos para 0 combate desse patdgeno.

Tabela 4: Linhagens de fungos endofiticos com atividade contra B. cereus

Amostra Halo (mm) Halo (mm) Halo(mm) MEDIA
Dg C32.2 14 15 14 14
Dg G23.22 10 11 10 10
Dg Cr22.1b 11 12 12 12
Dg C32.2 12 11 12 12
Dg R22.1 10 9 11 10
DgCr3l.1 15 14 16 15

e Penicillium avellani

No teste de antibiose contra uma linhagem modificada do fungo P. avellani para
servir como bioindicadora para atividade citotoxica, trés linhagens isoladas de D.
stelechantha apresentaram excelentes resultados (Tabela 5). O fungo DgC21.3 destacou-se
com um halo de aproximadamente 30 mm (Figura 25). Os fungos DgCr22.1b e DgG23.2a

se destacaram também, porém ndo foi possivel medir os halos de inibicao.
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Tabela 5: Extratos de linhagens de fungos endofiticos com atividades contra P. avellani

Fungo Tipo de amostra ralo rale ralo Halo Média
(mm)  (mm)  (mm) (mm)
DgC12.1b Placa 20 19 19 19
DgC21.3 MF AcOet/ IPrOH 30 28 30 29
DgCr3 1.1 MF AcOet/ IPrOH 14 16 17 15
DgCr2 2.1b Micélio * * * *
DgG2 3.2a Micélio * * * *
AnspCri11 | Miceliof ShH""ke” ETO 30 30 30 30
AnspR2 1.1 micélio/shaker/ETOH - - - -
AnspCrl 2.1 micélio/shaker/ETOH - - - -
AnspC3 1.2c micélio/shaker/ETOH - - - -
AnspCri11.1 meio/shaker/AcOEt 21 20 18 19
AnspC2 2.1 micélio/shaker/ETOH - - - -
AnspC3 1.2b micélio/shaker/ETOH - - - -
AnspG1 2.2 meio/shaker/AcOEt 12 11 11 11,3
AnspCg3 2.1 Aveia/Placa/ETOH 15 13 11 13
AnspCgl 2.2g | Aveia/Placa/ETOH 13 11 11 11,6
AnspCg2 2.2b | Aveia/Placa/ETOH 34 32 32 32,6

*As amostras DgCr 22.1b mic e 9 DgG232a mic apresentaram atividade mas ndo foi possivel medir os halos.

Figura 25: Halos de inibicdo dos extratos de fungos de D.stelechantha contra P. avellani.
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Figura 26: Halos de inibicé@o dos extratos de fungos endofiticos de Rollina sp.
26a) extratos de 1 al6 frente da placa; 26b) verso da placa; 26c¢) extratos de 17 a32 frente da
placa; 26d) verso da placa.
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Figura 27: Halos de inibicao dos extratos de fungos endofitico de Rollina sp. (Continuagao).
27 a) extratos de 33 a 48, frente da placa; 27 b) verso da placa; 27 c) extratos de 49 a 64,
frente da placa; 27 d) verso da placa. 27 €) extratos de 65 a 68 + Controle, frente da placa; 27
f) verso da placa. (A tabela 6 contem os extratos das linhagens endofiticas de acordo com a

numeracdo mostrada na figura).




Entre as linhagens que apresentaram resultados promissores no ensaio contra
P.avellani, destacaram-se as linhagens mostradas na tabela 6. Estas linhagens foram
consideradas boas candidatas para 0s ensaios contra linhagens de células tumorais, pois
essa cepa do fungo P. avelani é bioindicadora de metabolitos citotoxicos. Com base neste
resultado, a linhagem AnspCrl11.1 (Figura 27a) foi selecionada para cultivo em larga escala
para a obtencdo de extratos para o estudo quimico.

Tabela 6: Linhagens com potenciais citotoxicos de acordo com os ensaios contra P. avellani.

1 Linhagem Tipo de extrato Modo de cultivo Solvente
1 AnspCrl 1.1 Micélio Agitado EtOH
2 AnspR2 1.1 Micélio Agitado EtOH
3 AnspCrl 2.1 Micélio Agitado EtOH
4 AnspCrl 2.1 Micélio Agitado EtOH
5 AnspC3 1.2¢ Micélio Agitado EtOH
7 AnspCrl 1.1 MF BDA Agitado AcOEt
10 AnspC2 2.1 Micélio Agitado EtOH
11 AnspC3 1.2b Micélio Agitado ETOH
18 AnspG1 2.2 Meio Agitado AcOEt
43 AnspCg3 2.1 Meio de Aveia Placa EtOH
54 AnspCqgl 2.9 Meio de Aveia Placa EtOH
60 AnspCg2 2.2b Meio de Aveia Placa EtOH

e Candida albicans

Entre as linhagens endofiticas ensaiadas contra C. albicans, fungo leveduriforme
causador de infeccBes oral e vaginas conhecida como candidiase, duas, (DgG21.1 e DgC 2
1.3) apresentaram atividade inibitéria com halos de inibicdo de 20,0 e 15 mm
respectivamente. Essas linhagens podem ser consideradas para estudos futuros contra esse

patégeno.
4.2.2 Ensaios de citotoxidade in vitro

Dos extratos de fungos endofiticos testados, duas linhagens apresentaram valores
de inibigdo > 90% a pelo menos duas linhagens tumorais, isto €, elevado potencial
citotoxico, sendo escolhidas para as avaliagcdes subsequentes: DgCr22.1b (meio e micélio)
e DgG23.2a (meio e micélio). Estes fungos também deram resultados positivos no teste
contra P. avellani, o que refor¢a a validade deste teste como um bom bioindicador para

substancias citotoxicas.
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A atividade citotdxica das amostras estd apresentada na Tabela 7, com seus
respectivos percentuais de inibi¢cdo. Considerando os resultados do teste de citotoxidade
feitos na UFC, entre os fungos isolados de Duguetia stelechantha, as duas linhagens que
apresentaram valores de inibi¢do > 90 % (DgG232a e DgCr22.1b) foram escolhidas para
avaliacOes subsequentes. As linhagens mais promissoras, destacadas em negrito, foram
reservadas para estudos posteriores de fracionamentos e ensaios citotoxicos das fracoes.

Tabela 7: Percentual de inibigdo dos extratos de fungos ao crescimento celular de trés
linhagens tumorais.

Fungos SF295 HCT-8 MDA-MB435
Média DMP Média DMP Média DMP
DgG2 3.2a 91,68% 0,81% 95,64% 1,13% 65,63% 0,62%
DgCr2 2.1b 94,16% 1,08% 102,23% 0,88% 90,75% 8,90%
DgC1 1.1 s/ assp 24,80% 0,54% 41,32% 0,88% 18,99% 2,17%
DgC1 2.3 s/ assp 29,82% 1,35% 44,43% 3,53% 24,08% 1,32%
DgC12.3 21,82% 2,25% 46,39% 0,25% 17,95% 2,71%
DgCr2 2.1b 87,68% 0,18% 101,16% 0,38% 78,49% 0,85%
DgC1 2.1s/assp 31,03% 2,51% 51,91% 5,54% 23,97% 5,65%
DgC1 2.1s/ass 5,87% 14,55% 29,56% 1,89% 3,50% 0,70%
DgG2 3.2a 9,43% 2,34% 25,02% 0,00% 2,63% 0,39%
DgCr31.1 78,22% 6,20% 97,42% 2,90% 68,91% 0,15%
DgC12.3 32,80% 9,70% 56,01% 0,00% 29,01% 11,38%
DgC23.1 19,59% 6,65% 33,04% 4,03% 19,81% 9,83%
DgC32.2 28,36% 11,68% 50,04% 1,64% 43,73% 15,17%
DgC1 1.1 s/ assp 16,97% 4,13% 41,87% 6,70% 13,85% 4,34%
DgR2 2.1 7,22% 2,63% 37,47% 1,84% 70,21% 3,19%
DgR2 2.1 72,55% 0,35% 90,87% 1,65% 54,19% 2,37%
DgC32.2 38,77% 6,50% 36,79% 1,46% 41,53% 2,10%
DgC1 2.3 s/assp 19,33% 6,59% 18,60% 2,52% -9,75% 4,48%
DgC2 1.3 28,33% 1,93% 59,23% 1,75% 41,48% 6,78%
AnspCrl11.1 1,07% 4,83% 30,82% 5,05% 9,29% 3,19%
AnspCrl11.1 11,19% 4,39% 41,11% 5,24% 18,70% 12,28%
AnspC2 3.1 25,91% 0,44% 31,43% 2,04% -39,25% 2,65%
AnspCgl 1.3a -4,83% 0,18% 11,05% 7,57% -41,31% 3,12%
AnspCrl11.1 4,74% 1,23% 21,07% 6,21% 9,20% 0,07%
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Tabela 7: Percentual de inibigdo dos extratos de fungos ao crescimento celular de trés

linhagens tumorais (continuacao).

SF295 HCT-8 MDA-MB435
Fungos
Média DMP Média DMP Meédia DMP
AnspCrl1l1l -7,81% 0,70% 14,21% 0,00% -4,52% 8,75%
Ansp C2 3.1 0,45% 1,84% 16,95% 7,18% -5,38% 12,96%
AnspR21.1 14,17% 11,24% 33,84% 9,12% -25,63% 17,03%
Ansp Cc2 1.2 31,25% 0,44% 70,76% 4,46% 82,83% 4,88%
AnspCrl11.1 48,77% 4,30% 66,99% 4,56% 82,16% 0,68%
Ansp Cg2 2.2b 77,08% 17,13% 92,24% 3,01% 59,90% 0,95%
Ansp Cr2 2.2b -2,72% 18,79% 8,17% 4,66% -29,75% 14,86%
Ansp Cr2 2.2b 78,51% 9,84% 89,70% 0,97% 87,24% 2,04%
Ansp Cc2 1.2 86,52% 5,01% 90,73% 0,87% 96,74% 1,63%
Ansp C2 3.1 94,29% 0,35% 101,44% 1,07% 97,03% 2,98%
Ansp C2 3.1 41,93% 1,14% 71,59% 0,97% 66,76% 19,06%
Ansp Cg2 2.2b -8,99% 1,14% 28,69% 1,46% 6,56% 6,65%
Ansp C31.2b 3,56% 2,72% 46,53% 8,25% 30,88% 12,96%
Ansp F11.3 G4 28,83% 9,13% 32,94% 6,31% 15,63% 26,39%
Ansp Cgl 1.3a -3,15% 0,97% 27,32% 2,23% 40,71% 11,94%
AnspR21.1 16,97% 3,43% 48,73% 2,23% 45,13% 16,82%
Ansp Cg2 2.2b 17,96% 0,97% 43,65% 1,26% 83,79% 5,56%
Ansp Cg2 2.2b 88,76% 0,79% 98,56% 0,10% 99,86% 0,34%
Ansp Cg2 1.2 G6 85,41% 2,02% 89,70% 0,00% 72,61% 0,34%
Ansp Cc2 1.2 5,29% 6,41% 43,10% 10,58% 27,23% 27,07%
AnspR121 7,83% 8,83% 29,52% 11,68% 18,76% 1,04%
Ansp Ccl2.1G1 29,41% 4,37% 39,59% 1,99% 17,45% 1,11%
Ansp C2 3.1 29,41% 2,27% 38,99% 1,14% 19,80% 0,74%
Ansp Cg2 2.1b G8 22,98% 4,37% 24,69% 5,13% 14,36% 2,96%
Ansp F11.3G4 23,54% 5,16% 31,14% 4,84% 17,50% 0,89%
Ansp F11.2 G4 18,28% 577% 29,93% 5,70% 11,44% 1,63%
Ansp R12.3b 3.1 7,53% 11,01% 20,16% 1,28% 8,09% 4,88%
Ansp Cg2 1.2 a G6 70,45% 4,20% 84,90% 2,56% 44,06% 2,37%
Ansp Crl2.1 19,21% 3,76% 41,30% 14,67% 23,10% 5,10%
Ansp C31.2c 32,50% 3,32% 41,30% 1,00% 18,81% 2,44%
Ansp Crl2.1 32,68% 3,76% 41,81% 0,57% 16,82% 4,07%
Ansp C2 3.1 25,58% 6,29% 32,65% 0,43% 14,78% 1,63%
Ansp C31.2c 48,32% 5,25% 60,63% 36,02% 98,43% 3,55%
Ansp Cgl 2.1 28,11% 4,81% 34,46% 0,43% 14,47% 4,14%
Ansp Ccl2.1G1 76,76% 3,85% 90,44% 3,84% 57,91% 6,43%
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4.3 Substancias isoladas de AnspCr11.1

O estudo da linhagem AnspCr11.1 isolada da casca da raiz de Rollinia sp. resultou

no isolamento de trés substancias as quais serdo discutidas a seguir.
4.3.1 ldentificacao da substancia AnMb6

No espectro de RMN de *3C (Figura 29) foram registrados 10 sinais, apenas um na
regido de carbonos alifaticos, sugerindo uma provavel substancia aroméatica. No espectro
de RMN de *H de AnMb6 foram registrados 4 sinais: um dubleto em & 2,23 e trés sinais
na faixa de deslocamentos quimicos de hidrogénios ligados a carbonos sp® entre § 6,28 e
6,32 (Figura 28). Para o hidrogénio em & 2,23, foi revelada pelo HSQC (Figura 30) a
conexdo com o carbono em & 19,2 e pelo HMBC (Figura 31 e 32), correlagdes com os
carbonos 6 105,6 e 155,3. O hidrogénio em 6 6,28 registrado como dubleto, esta conectado
ao carbono 6 103,5 (HSQC) e tem correlagdo com os carbonos 6 99,6, 102,5, 105,6 ¢ 167,4
(HMBC). O hidrogénio em & 6,30 esta conectado ao carbono em & 102,5 (HSQC) e
correlaciona com os carbonos 6 164,9 ¢ 167,4 (HMBC). Finalmente, o hidrogénio em 6
6,32, registrado como quarteto no espectro de RMN de *H, est4 conectado com o carbono
em 6 105,6 (HSQC) e tem correlagdes com os carbonos em 6 19,2, 103,5, 99,6, 155,6 ¢
141,5 (HMBC). Foram observados acoplamentos entre os hidrogénios em 6 2,23 e 6,32 (J
= 1,0 Hz) e entre os hidrogénios em & 6,28 ¢ 6,30 (J = 2,0 Hz) indicando que estes se
encontram em provavel posi¢cdo meta um do outro de um anel aromatico. A integracdo dos
sinais de AnMb6, bem como as correlacBes e 0s respectivos deslocamentos quimicos sdo
coerentes com a 6,8-dihidroxi-3-metilisocumarina (Figura 34), que foi encontrada também
como um metabolito de Ceratocystis minor por Ayer e colaboradores (1987) e
Streptoverticillium sp. por Hegde e colaboradores (1988). O espectro de massas da
substancia AnMb6 por APCI-MS (Figura 33) registrou ions coerentes com essa
identificagdo em m/z 191 ([M-H]) e 193 ([M+H]"), assim como a comparagdo com 0s
dados da literatura (Tabela 8) que confirmou a estrutura da substancia proposta. As
diferencas observadas nessa tabela sdo causadas certamente pela diferenca dos solventes

deuterados utilizados nos experimentos de RMN.
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Figura 33: Espectros de massas APCI-ITMS a) modo positivo b) modo negativo

Tabela 8: Comparagéo dos dados de RMN de 'H de AnMb6 e do 6,8-dihidroxi-3-metil-
isocumarina.

Sinais 'H 43 6,8-dihidroxi-3-metil-isocumarina ®$,, Substancia AnMb6
4 6,17 s 1H 6,329 (1,0 Hz) 1H
5 6,45d (2,0 Hz) 1H 6,28 d (2,0 Hz) 1H
7 6,30 d (2,0 Hz) 1H 6,30d (2,0 Hz) 1H
9 2,25 s 3H 2,23d (1,0 Hz) 3H

*Em aparelho de 200 MHz e CDCl; (HEGDE et al, 1989). "Em aparelho 400 MHz e MeOD.

OH O

Figura 34: 6,8-dihidroxi-3-metil-isocumarina

4.3.2 Identificacao da substancia Nc5

O espectro de RMN de *H (Figura 35) apresentou 10 sinais, um dos quais em &
11,46 sem conexdo a carbono (HSQC) o que sugere a ligacdo a um heteroatomo,
provavelmente uma hidroxila quelada, a considerar seu deslocamento quimico. Pelo mapa
de HMBC (Figura 39), este hidrogénio esta correlacionado a carbonos em 6 107,8, 110,6 e
162,1. Um duplo dubleto detectado em 6 7,43 (J = 8,4 e 8,2 Hz) estd conectado a um

carbono de deslocamento quimico 6 139,3 e correlacionado com os carbonos em & 159,1 e
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162,1. Pelo COSY esse duplo dubleto tem correlagdes com os hidrogénios em 6 6,57 e
6,55 ambos com J = 4,0 e 0,8; (Figura 42). O hidrogénio em & 6,57 esta conectado ao
carbono em 6 107,9 que correlaciona com o carbono em 6 162,1 (HMBC). O hidrogénio
em 0 6,55 esta conectado ao carbono em 6 110,9 e correlaciona com o carbono em 6 159,2.
Um sinal em 6 4,80 mostra um hidrogénio com conexdo ao carbono em o 83,2,
deslocamento tipico de carbono ligado a heteroatomo. No mapa de HMBC (Figura 46) este
hidrogénio aparece correlacionado aos carbonos em 6 15,1, 33,7 e 37,0 (Figura 45). Um
sinal caracteristico de metoxila foi registrado em & 3,74, correspondente a 3 hidrogénios
em conexdao com um carbono em & 54,1 (HSQC). Dois hidrogénios em 6 3,27 estdo
conectados a um carbono em & 40,1 e correlacionados a carbonos em é 84,4, 169,3 ¢ 194,1.
Um multipleto em 6 2,98 revelou um hidrogénio conectado a um carbono em 6 33,7 e
correlacionado com carbonos 6 15,1, 33,7, 83,2 e 175,1. Hidrogénios em 6 2,71 ¢ 2,42 ¢
conectados a um carbono em 6 37,0, também correlacionam com os carbonos em & 15,1,
33,6, 83,0 e 175,1. Um dubleto em & 1,33 foi identificado como sinal hidrogénios de metila
ligados a um carbono de deslocamento quimico de 6 15,3 (HSQC) e com correlagdes com
os carbonos em 6 33,7, 37,0 e 83,0. Os espectros de massas (Figura 47) desta substancia
por APCI-ITMS registraram os fons em m/z 319 ([M-H]") e 321 ([M+H]"), confirmando a
massa molecular da substéncia de 320 Da, coerente com a férmula molecular C16H1607. Os
dados de RMN e de espectrometria de massas foram comparados com dados da literatura
(Tabela 9) e mostraram coeréncia com a substancia paecilina B (Figura 48), exceto o
deslocamento quimico do C-4a que segundo Guo, 2007 e colaboradores corresponde a
130,4 ppm, o qual ndo é coerente com a estrutura pois devido ao sistema conjugado, o
carbono nesta posicao é mais blindado, desta forma o deslocamento quimico esperado seria
menor. Este fato € observado na forma dimérica (Paecilina A) da mesma publicacdo o qual
0 deslocamento quimico tanto para o C-4a e C-4a’é em torno de 107 ppm, coerente com 0

deslocamento quimico observado para a amostra Ncb.

A paecilina B é uma cromona ligada a grupo B-metil-y-lactona e um grupo éster
obtida como uma goma amarela anteriormente isolada do fungo endofitico de mangue

Paecilomyces sp. (Guo et al, 2007).
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Figura 41: Correlagfes observadas no mapa de correlacées de HMBC de Nc5
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Tabela 9: Comparacéo dos dados de RMN de 1H de Nc¢5 com os da Paecilina B

Nc5 Paecilina B
Sinais 'H? B 'H° BcP
2 - 844 - 84,9
3 3,27d(17,3),1H/Ha/ 40,1  3,53d(17,4)/1H 40,0
3,21d (17,3),1H/Hb 3,16 d (17,4)1H
4 - 194,1 - 195,0
da - 107,1 - 130,4
5 - 162,1 - 161,9
6 6,57d(8,5)1H 1106  6,61d(8,1) 1H 109,8
7 7,431(8,3)1H 139,3  7,461(8,4,8,1) 1H 139,0
8 6,55d(8,5),1H 1079  6,51d(7,8) 1H 107,8
8a - 159,1 - 155,4
9 4,80d (6,9),1H 83,0 4,97d(6,6) 1H 82,3
10 2,98 m, 1H 33,7 2,87 m1H 33,6
11 2,71 dd (8,3, 17,3), 1H/Ha/ 37,0 2,73 dd (17,2)1H 36,18
2,48 dd (8,1, 17,3),1H/Hb 2,41 dd (17,2) 1H
12 - 175,1 - 174,7
13 1,34d(7,2), 3H 15,13 1,34 d (6,9) 3H 14,6
14 - 169,3 - 169,3
15 3,745, 3H 54,1 3,72 s3H 53,1
OH 11,46s1H - 11,49 s1H -

Deslocamentos quimicos em 8. “Dados obtidos em um aparelho de 400 MHz, em CDCls. ®Dados
obtidos em um aparelho 500 MHz, em CDCIl; (Guo et al, 2007). *Baseado nos dados de
correlacbes do HSQC.
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Figura 48: Paecilina B

4.3.3 Identificacio da substancia Nc18

No espectro de RNM de *H de Nc18 (Figura 49) foram registrados 11 sinais dos
quais dois correspondem a 2 hidrogénios na regido de deslocamentos quimicos de
olefinicos, em & 7,29 e 6,23, mostrados na ampliacdo da figura 50, os quais estdo
mutuamente correlacionados de acordo com as constantes de acoplamento e confirmado
pelas correlagdes no COSY (Figura 53). Ambos sdo duplos tripletos acoplados por uma
constante de acoplamento de 15,9 Hz, evidenciando que estdo em posic¢do trans. Quatro
sinais foram registrados na faixa de deslocamento quimico entre o 2,78 e 2,34, destacando-
se a presenca de multipletos em 6 2,60-2,52, 2,44-2,30 e 2,29-2,20, correspondentes a
hidrogénios metilénicos e metinicos (Figura 51). Um quinteto registrado em 6 1,34 e dois
sinais em & 1,12 e 0,97 correspondem a hidrogénios metilicos (figura 52). A figura 55
mostra as correlacbes dos H-16 e H-17 com o0s respectivos carbonos adjacentes
comprovando parte da estrutura proposta. O mapa de correlacdes de HMBC da figura 55 e
57, mostra os H-6 e 8, H-11 e 13, H-2 e 3 e H-7 correlacionados aos carbonos adjacentes
de acordo com a estrutura proposta (Figura 56).

Observou-se em alguns sinais como, por exemplo, em 0,97 uma sobreposi¢édo, que
levou a hipdtese de que os hidrogénios integrados estavam duplicados, desta forma com as
correlagdes observadas no COSY, HSQC e HMBC e a comparagdo desses dados com o0s
da literatura (Tabela 10), levaram a identificacdo da substancia Nc18 com o anidrido &cido
cordyanidrido B (Figura 59) de férmula molecular Cy9H3,011, confirmado pelo ion
registrado no espectro de massas em m/z 555 ([M-H]) e um fragmento em em m/z 511
(IM-HJ") por APCI-ITMS com perda de um fragmento correspondente a CO, (Figura 58).
O cordyanidrido B foi isolado pela primeira vez por Isaka e colaboradores (2000), junto
com o cordyanidrido A do fungo patogénico Cordyceps pseudomilitaris Hywel-Jones que

infecta insetos da ordem Lepidoptera na fase imatura. Ambas as estruturas eram inéditas e
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apresentavam de duas a trés porcOes de anidrido maleico em cadeia linear. Quando a

atividade bioldgica do cordyanidridro B ndo ha relatos.
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NC18_MAYANE.001.ESP

CHLOROFORM-d

~
9
N
|

020

NC18_MAYANE.001.ESP

6.25

6.21

LARARIRARALRARA) LA R AR AR A T
734 733 732 731 730 729 728

Figura 50: Espectro de RMN de 'H de Nc18 - regido de olefinicos e aromaticos

77



0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

NC18_ MAYANE.O001.ESP

Figura 51: Espectro de RMN de *H de Nc18 - regido dos metilénicos e metinicos

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

o

NC18_MAYANE.O0L.ESP y
—
E <
= — o
E 3 3
] —
E -
F =
] UI
1 5.50 3.20 8.74
L |
e R e R N,
140 135 130 125 120 115 110 1.05 1.00 095 0.90

Figura 52: Espectro de RMN de 'H de Nc18 - regi&io dos metilicos

78



& 623
,4;
L c
0
,5 8
FE
g 729
,60
< ”
F L
ﬁ £

0 65 60 55 50 45 40 35 30 25
F2 Chemical Stift (ppm)

F1 Chemical Shift (ppm)

T
o
o

25 20 19 .
F2 Chemical St (ppm)

Figura 53: Ampliacdes do COSY e correlacdes entre hidrogénios de Nc18

79




i’

)
10

- 150

74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63
F2 Chemical Shift (ppm)

6.2

F1 Chemical Shift (ppm)

Figura 54: Destaque do mapa de HMBC e correlagfes entre hidrogénios e carbonos de Nc18

I

150

T
—
S

F1 Chemical Shift (ppm)

- 20

T ‘ T I T ‘ T
25 20
F2 Chemical Shift (ppm)

- <
- =
——
\‘\
30

Figura 55: Destaque do mapa de correlacbes de HMBC de Nc18

80



-0
| — | — = ~
— ) -7
L Q)
50 8
-
c
L 0]
T
Lo
F10 £
r L
0
— bl
I
— - 150
\H\‘HH‘HH‘HH‘\H\‘\H\‘\\H‘HH‘HH‘HH‘\\H‘\\H‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH“H;
16 15 14 13 12 11 10 09 08
F2 Chemical Shift (ppm)
Figura 56: Destaque do mapa de correlacdes de HMBC de Nc18
Figura 57. CorrelacGes entre hidrogénios e carbonos de Nc18
Nc18 556 2 Ncl8 556 2#142 RT: 1.19 AV:1 NL: 8.94E2
T: TMS - p ESI Full ms [155.00-1000.00]
100 511.25
90
80
70
60
50
40
30 555.25
207.25 527.17
° 165.25 2733 ‘
. 467.42
179.25 273.33 423.33
? 241.33 8051732525 34505 30642 44325 N h | ‘
Poy MV PRV O 1 VPN T 7 BT VLF VA1 YT PP TR WY ) PPN T ko b L . o AL ot 0 W
200 250 300 350 400 450 500 550

m/z

Figura 58: Espectro de massas ITMS-APCI modo negativo de Nc18

81




Tabela 10: Comparagcéo dos dados de RMN de 'H e *C de Nc18 e do cordyanidrido B

Nc18 Cordyanidrido B
1 H 13Ca lH 13 C

1 - 176,9 - 176,8
2 2,78 m 2H 30,4 2,77 m 2H, 30,6
3 2,78 m 2H 19,7 2,77 m2H 19,7
4 - 144,0 - 144,3
5 - 143,3 - 143,6

2,56 m 1H H-6a 2,58-2,53 m 1H H-6a,
6 2,40 m 1H H-6b 29,0 2,42-2,39 m 1H H-6b 28,9
7 2,25m1H 37,7 2,24m1H 37,7

2,56 m 1H H-8a 2,58-2,53 m 1H H-8a
8 2,40 m 1H H-8b 28,2 2,42-2,39 m 1H H-8b 28,8
9 - 144,2 - 144.,0
10 - 1444 - 143,0

2,56 m 1H H-11a 2,58-2,53 m 1H H-11a
= 2,40 m 1H H-11b 29,7 2,42-2,39 m 1H H-11b 28,6
12 2,25m1H 37,9 2,24 m1H 37,9

2,56 m 1H H-13a 2,58-2,53 m 1H H-13a
13 2,40 m 1H H-13b 28,9 2,42-2,39 m 1H H-13b 28,1
14 - 136,7 - 136,6
15 - 138,5 - 138,5
16 6,23 dt (15,8 ; 1,6Hz) 1H 115,9 6,23 d (15,8 Hz) 1H 115,9
17 7,294dt(15,8,67Hz) 1H  150,6 7,28 dt (15,8, 6,7 Hz) 1H 150,6
18 2,34 m1H 28,5 2,35m 1H 27,4
19 1,12 (6,6 Hz) 3H 12,4 1,12t (7,4 Hz) 3H 12,3
20 - 165,6 - 165,6
21 - 165,6 - 165,5
22 - 165,1 - 165,5
23 - 165,5 - 165,0
24 - 166,4 - 166,3
25 - 164,0 - 164,0
26 1,35m2H 26,5 1,34 m2H 28,6
27 097t(73;13Hz)3H 10,7 0,97 t (7,3 Hz) 3H 10,6
28 1,35m2H 27,5 1,34 m2H 28,9
29 097t(7,3;1,3Hz)3H 10,7 0,97 t (7,3 Hz) 3H 10,6

CO,H - - 7,9 1H, brs, -

*Baseado nos dados de correlagdes do HSQC e HMBC (CDCl; 400 MHz). "Isaka et al. (2000): RMN de *H

(CDCl5, 400 MHz); ): RMN de **C (CDCl;,100 MHz).

Figura 59: Cordianidrido B
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4.4 Substancias isoladas de DgCr22.1b

A linhagem DgCr22.1b isolada da casca da raiz de Duguetia stelechantha foi
estudada quimicamente, tendo sido isoladas duas substancias. O género e a espécie desta
linhagem esta em fase de determinacgéo por biologia molecular.

4.4.1 ldentificacdo de DgA-9

Nos espectros de RMN de *H e de *C (Figura 60 e 61) da amostra DgA-9 em
DMSO-d, observou-se uma substancia em mistura, a qual foi identificada como austdiol
(VLEGGAAR, et al 1974). por analise dos seus sinais de hidrogénios e carbonos e das
respectivas correlagcbes no COSY, HSQC e HMBC, por espectrometria de massas, e pela
comparacdo com dados da literatura. Foram observados no espectro de RMN de 'H sete
sinais de hidrogénios, correspondentes a quatro grupos CH e dois CH3. Foram identificados
um singleto em 6 1,14 e um dubleto em 6 2,41, caracteristicos de grupos metilicos; quatro
sinais na regido de hidrogénios olefinicos e um hidrogénio ligado a um carbono carbonilico
com deslocamento quimico em & 9,98 evidenciando a presenca de um grupo aldeido. No
espectro de RMN de **C realizado com o mesmo solvente (Figura 61), foram observados 12
sinais, dois de carbonos carbonilicos, em & 198,0 (cetona) e & 189,1 (aldeido), dois de
carbonos carbinolicos (8 71,4 e 74,4), diversos na regido de carbonos sp? e dois de carbonos
metilicos em 6 21,8 € 19,9. No mapa de correlacio HMBC foram observadas as correlagdes
entre hidrogénios e carbonos, confirmando a estrutura da molécula (Figura 62). Na analise
por espectrometria de massas (Figura 64), foi registrado um pico em m/z 237 ([M+H]")
coerente com a férmula molecular do composto C;,H;,0s, aléem de ter sido observado um
padrdo de fragmentagdo coerente com a estrutura proposta, o qual apresenta uma perda de
18 correspondentes a molécula de agua e duas perdas de 28 correspondentes a unidades de
monoxido de carbono. Foi observada muita semelhanca entre os dados de RMN da literatura
e 0s de DgA-9 (Tabela 11), apesar de terem sido obtidos em solventes diferentes, revelando
que realmente uma das substancias em mistura € o policetideo denominado austdiol (7R,8S -
7,8-dihidro-7.8-dihidroxi-3,7-dimetil-6-0x0-6-2-benzopiran-5-carbaldeido), isolado  por
Vleggaar e colaboradores (1974) de Aspergillus ustus, um contaminante encontrado em
géneros alimenticios. O austdiol (Figura 65) é uma toxina gastro-intestinal geralmente

obtida como agulhas amarelas opticamente ativas (VLEGGAAR, et al 1974).
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Figura 62: Correlacbes de HMBC de Dg-A9
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Figura 63: Mapa de correlacbes de HSQC e correlagfes destacadas de Dg-A9
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Tabela 11: Comparagcéo dos dados de RMN de 'H e *C de Dg-A9 e do austdiol

Sinais aDg-A9 ®Austdiol
lH 13C lH 13C
1 8,28 s 1H 152,6 8,30s 1H 152,6
3 - 165,9 - 165,9
3-Me 2,50d 3H 19,9 2,41d 3H 19,9
4 8,19s1H 106,6 8,209 1H 106,5
4a - 148,0 - 148,0
5 - 108,2 - 108,1
5- CHO 9,98 s 1H 189,2 9,98 s 1H 189,1
6 - 198,3 - 198,3
7- ; 714 ; 71,4
7-OH 4,30 71,4 431d 71,4
7-Me 1,13s3H 21,8 1,14 s 3H 21,8
8 4,99 s 3H 74,4 5,00 s 3H 74,4
8a - 121,5 - 121,5

3DMSO0-d6, 500 MHz; Piridina-d5, 250 MHz (Vleggaar et al, 1974).

Figura 65: Austdiol.

4.4.2 Identificagdo de DgD16

No espectro de RMN de 'H de DgD16 (Figura 66) foram observados sinais em &
13,66 e 11,41, ambos singletos e integrando para 1H, coerentes com hidrogénios de
hidroxila quelados; dois dubletos em 6 8,04 e 6,60 com constantes de acoplamento de 8,7
Hz, indicando corresponderem a hidrogénios em orientacéo orto entre si. Foram observados
dois duplo dubletos de hidrogénios alquilicos em 6 2,71 e 2,27 e um multipleto em 2,42. No
espectro de RMN de **C (Figura 67) séo observados sinais de carbonos carbonilicos em &
177,1, e 169,9; arométicos e olefinicos em & 161,8, 155,6, 141,3, 115,2, 110,1, 106,9 e

101,1, bem como sinais de carbonos carbindlicos em 6 84,2 e 76,4 e sinais metilénicos e
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metilicos em 6 36,1, 29,0 e 17,9. No HMBC (Figura 68) sdo observadas as seguintes
correlagdes: do hidrogénio quelado de hidroxila em & 13,66 com os carbonos em & 36,1,
177,1 e 101,3; do outro hidrogénio quelado em 6 11,41 com os carbonos em ¢ 107,0, 110,1 e
161,8; dos sinais em & 2,71 e 2,27, revelados pelo mapa de HSQC como sendo de
hidrogénios geminados magneticamente diferentes, correlacionados aos carbonos em &
101,3, 177,1, 29,0, 17,9 e 76,4. O hidrogénio carbindlico em & 3,74 correlaciona com 0s
carbonos em & 17,9, 29,0 e 84,8; e dos hidrogénios aromaticos em 6 8,04 e 6,60 com 0s
carbonos em 6 155,6 e em 6 107,0, respectivamente, ao passo que ambos correlacionam com
os carbonos & 115,2 e 161,8. Esses dados de RMN e o espectro de massas que indicou um
pico em m/z 637 ([M-H]") séo coerentes com um dimero simétrico inédito na literatura.
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Figura 66: Espectro de RMN de 'H da amostra DgD16, (CDCI3, 400 MHZ).
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Figura 69: Proposta estrutural para a substéancia DgD16

4.5 Substancias isoladas de DgCr32.2

O fungo DgCr32.2 foi identificado pela macromorfologia como pertencente ao
género Penicillium. O estudo quimico deste fungo forneceu trés substancias, as quais sdo

dois corantes e um esterdide.

4.5.1 Identificagdo da substancia DgP14-2

No espectro de RMN de *H de DgP14-2 em CDCl; (Figura 70) foram registrados 14
sinais de hidrogénio (alguns deles duplicados), entre os quais cinco de metilas em o 0,89,
1,03, 1,55, 1,85 e 2,16 (Figura 71), sendo este coerente com uma metila acilica de um grupo
éster. Foi registrado um multipleto em & 1,30-1,49 de hidrogénio conectado a um carbono
em & 30,0 (HSQC; Figura 74), e em correlagcdo com carbonos em 6 12,0, 20,2, 35,1 e 148,5
(HMBC,; Figura 75). Dois duplos dubletos foram observados na regido de olefinicos (Figura
72), em 8 6,15 € 6,95, acoplados entre si por um valor de J = 15,0 Hz, indicando hidrogénios
em trans. Este acoplamento foi confirmado no mapa de COSY (Figura 73) e pelo mapa de
HSQC foi verificado que os hidrogénios estdo conectados respectivamente aos carbonos em
o 114,7 e 145,0. Um hidrogénio detectado em o 5,71 foi registrado como um dubleto e
acopla com outro em 6 2,52-2,45 e com os hidrogénios metilicos em & 1,85. Através desses
dados e das correla¢fes observadas no COSY e HMBC foi possivel propor parte da estrutura
(Figuras 73 e 75). Um singleto em & 7,84 de um hidrogénio conectado a um carbono em &
142,1 correlaciona segundo o mapa de HMBC (Figura 76 e 77) com os carbonos em &
144,5; 148,5 e 194,0. Outro singleto em 6 7,03 de hidrogénio conectado a um carbono em &

111,8 correlaciona com os carbonos em 6 101,9; 114,7; 148,5 e fracamente em 6 194,0
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(Figura 76). Os hidrogénios metilicos em & 1,55 estdo ligados a um carbono em & 23,2 e
correlacionam com os carbonos em 6 85,0; 184,2 ¢ 194,0 (Figura 78). O carbono em 6 85,0
apresenta deslocamento quimico coerente com oxigénio de ester, o que € confirmado por um
carbono acilico de éster em o6 170,1, ao qual estd ligada uma metila em 6 2,17. ESSes e 0S
demais dados de RMN de 'H e *3C e suas respectivas correlacdes foram comparados aos
dados da literatura (Tabela 12) e chegou-se a conclusdo de que DgP14-2 contém a
isocromofilona VI, uma molécula com um atomo de cloro e uma cadeia lateral 3,5-dimetil-
1,3-heptadieno no C-3 (Figura 79; ARAY, et al 1995). Os hidrogénios metilénicos do grupo
CH,CH,OH ligado ao nitrogénio da isocromofilona VI foram observados como multipletos
em 0 4,10-3,99 e 3,98-3,85. Em relacdo a essa fonte bibliografica observou-se uma inversdo
dos carbonos 4a e 5, o que ¢é justificado tanto pelo sistema conjugado com a carbonila C-6

quanto pelas correlacbes do C-1.

Em um comportamento tipico de misturas epiméricas, foram observados varios sinais
da isocromofilona VI duplicados. Considerando que os Unicos carbonos estereogénicos da
molécula estdo em posicBes que ndo justificariam tais duplicacbes como um todo, sera
trabalhada a hipotese de uma epimeria conformacional sobre o nitrogénio. Ensaios de RMN

em diferentes temperaturas serdo feitos a fim de comprovar esta hipotese.

A isocromofilona VI pertence a subclasse das azafilonas, constituida por corantes
muito interessantes isolados de algumas espécies do género Penicillium e denominados
isocromofilonas, para os quais foram reportadas na literatura atividades em ensaios
enzimaticos relacionados ao tratamento de arterosclerose e hipercolesterolemia (Aray et al,
1995). A coloracdo destes compostos depende da estrutura quimica, em geral as estruturas
amarelas sdo mais hidrogenadas do que as alaranjadas e vermelhas. A presenca do grupo
amino geralmente aumenta o comprimento de onda no espectro de absorcéo. O sistema de
dois anéis fundidos é altamente conjugado contribuindo na propriedade cromofora da

substancia.
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Tabela 12: Comparacéo dos dados de RMN de 'H e de *C de DgP14-2 e da
Isocromofilona VI

DgP14-2 Isocromofilona VI
Sinais lHa l3Ca le 13Cb

1 7,84s1H 142,1 7,86 s 1H 141,9
791s1H 141,2

3 - 1445 - 1448

4 7,03s1H 111,8 7,025 1H 111,8
7,04s1H 111,5

42 - 101,9 - 100,6

5 - 148,5 - 148,5

6 - 184,2 - 184,4

7 - 85,0 - 84,9

8 - 194,0 - 193,9

82 - 114,5 - 114,6

9 6,15d (15,0 Hz) 1H 114,7 6,25d (16,0 Hz) 1H 115,0
6,19 d (15,0 Hz) 1H

10 6,95d (15,0 Hz) 1H 145,0 6,93 d (16,0 Hz) 1H 145,1
7,00d (15,0 Hz) 1H

11 - 131,6 - 131,7

12 5,71d (10,0 Hz)1H 148,5 5,70d (10,0 Hz)1H 148,0
5,73 d (10,0 Hz)1H

13 2,52-2,45m 1H 35,1 2,47 m1H 35,0
2,62-2,58 m 1H

14 1,30-1,49 m 2H 30,0 1,20-1,40 m 2H 29,7

15 0,891t (7,4 Hz) 3H 12,0 0,881t (10,0Hz) 3H 12,0
0,89t (7,4 Hz) 3H

16 1,03 d (6,5Hz) 3H 20,2 1,02 d (7,0Hz) 3H 20,2
1,04 d (6,5Hz) 3H

17 1,85d (1,1 Hz)3H 12,6 1,84d (1,0 Hz)3H 12,6
1,86 d (1,1 Hz)3H

7-Me 1,55 s 3H 23,2 1,55 s 3H 23,2
1,56 s 3H

7-AcC=0 - 170,1 - 170,3

7-Ac Me 2,16 s 3H 20,3 2,16 s 3H 20,3
2,17 s 3H

I 4,10 -3,99m 2H 51,5 4,02 dd (5,0, 5,0Hz) 2H 55,4

2’ 3,98 -3,85m 2H 54,0 3,92 dd (5,0, 5,0Hz) 2H 60,9

Deslocamentos quimicos em &. “Dados obtidos em um aparelho 400 MHz, em CDCl; °Dados
obtidos em um aparelho de 400 MHz, em CDCl; (ARAI et al, 1995). * Sinais de RMN 'H e **C
de DgP14-2 duplicados.

Figura 79: Isocromofilona VI



4.5.2 ldentificacao da substancia DgP3-2

Na analise de DgP3-2 através de LC-UV foi observada uma banda em 490 nm
coerente com a cor vermelha da amostra. Foi observado que a maioria dos sinais registrados
no espectro de RMN de 'H de DgP3-2 (Figura 81-82) e de RMN de *C (Figura 83)
coincidem com os sinais do espectro de RMN de 'H de DgP14-2, apresentados
anteriormente, exceto pelos auséncia dos multipletos em & 3,98 e 4,10, que caracterizam o
grupo ligado ao nitrogénio da isocromofilona VI (ARAI et al, 1995). A aparente diferenca

entre DgP3-2 e esta substancia esta no grupo ligado ao nitrogénio (Tabela 13).

Na estrutura da isocromofilona V1, o nitrogénio da molécula esta ligado ao um grupo
CH,CH,0OH enquanto que em DgP3-2 o nitrogénio correspondente esta possivelmente
ligado a um hidrogénio conforme foi mostrado o acoplamento com o H-1 pelo mapa de
COSY (Figura 84 e 85) confirmado pela analise por espectrometria de massas (Figura 80).
No modo negativo foi observado registrou o pico em m/z 388 ([M-H]’), correspondente a
substancia com o is6topo de cloro 35 e o0 pico em m/z 390 ([M-H]), relativo ao respectivo
isdtopo 37. No modo positivo foram registrados os fons em m/z 390/392 ([M+H]"), 412/414
([M+Na]") e 428/430 ([M+K]"). Estes dados também foram comparados aos dados da
sclerotioramina mostrada na Figura 90 (WANG, et al, 2010) e observou-se que sao
coerentes com a amostra DgP3-2. Esta estrutura corresponde a sclerotioramina, também
pertencente a classe das azafilonas.
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Figura 85: Correlagfes de hidrogénios de DgP3-2 observadas no COSY
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Tabela 13: Comparagdo dos dados de RMN de 'H e C de DgP3-2 e da
Sclerotioramina

DgP3-2 Sclerotioramina

lHa 13Ca 1Hb 1SCb
1 7,73s 1H 142,1 7,86 s 1H 141,9
3 - 145,0 - 146,1
4 6,74 s 1H 109,5 7,02s 1H 110,5
4a - 101,9 - 100,6
- 148,4 - 148,5
6 - 183,2 - 183,4
7 - 85,6 - 85,6
8 - 193,2 - 193,9
8a - 113,4 - 114,2
9 6,04 d (16,0 Hz) 1H 115,7 6,25d (16,0 Hz) 1H 116,3
10 6,89 d (16,0 Hz) 1H 145,6 6,93 d (16,0 Hz) 1H 143,0
11 - 131,6 - 132,1
12 5,68 d (10,0 Hz)1H 148,4 5,70 d (10,0 Hz)1H 149,1
13 2,48 m1H 34,8 2,47 m1H 35,3
14 1,30-1,40 m 2H 29,7 1,20-1,40 m 2H 30,2
15 0,871t (7,4 Hz) 3H 11,6 0,881t (10,0Hz) 3H 12,2
16 1,05d (6,5Hz) 3H 19,7 1,02 d (7,0Hz) 3H 20,3
17 1,85d (1,1 Hz)3H 12,1 1,84 d (1,0 Hz)3H 12,6
7-Me 1,59s3H 23,3 1,55s3H 23,7
7-AcC=0 - 171,2 - 171,4
7-Me-Ac 2,252,16 s 3H 20,4 2,16 s 3H 20,8
1’ - - 4,02 dd (5,0, 5,0Hz) 2H 55,4
2 - - 3,92 dd (5,0, 5,0Hz) 2H 60,9

2-NH 10,3s 1H - - -

Deslocamentos quimicos em §. ?Dados obtidos em um aparelho 400 MHz, em CDCl; "Dados
obtidos em um aparelho de 400 MHz, em CDCI; (WANG et al, 2010).

Figura 90: Sclerotioramina
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4.5.3 ldentificacdo da substancia DgPa2

O espectro de RMN de 'H de DgPa2 (Figuras 91 e 92) apresenta sinais de
hidrogénios alifaticos metilicos e metilénicos/metinicos, carbindlicos e olefinicos. A amostra
DgPa2 foi identificada como ergosterol por comparacdo desses sinais com dados da
literatura (SHIRANE et al., 1996; Tabela 14) e por co-eluicdo em CCD com padrdo deste
esteroide, comumente encontrado em miceélios por ser um componente da parede celular dos

fungos (Figura 93).
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Tabela 14: Comparagcéo dos dados de RMN de 'H de DgPa2 e do Ergosterol

DgPa2 Ergosterol

Sinais 3 H °5 H

3 3,64 m 3,65m

4 2,47 ddd, (14,2; 4,5; 2,2 Hz) 2,49 m

6 5,57 dd (5,7; 2,5 Hz) 3,62d (4,8 Hz)

7 5,37 (m) 5,32dd, (4,8; 2,4 Hz)

18 0,64s 0,64s

19 0,95s 1,09s

21 1,05d (6,6 Hz) 1,03s

22 5,15-525m 5,16 dd, ( 8,1; 15,4 Hz)

23 5,15-525m 5,23 dd (7,0; 15,4 Hz)

26 0,83 d (6,6 Hz) 0,82d (6,3 Hz)

27 0,84 d (6,6 Hz) 0,84 d (6,9 Hz)

28 0,92d (6,8 Hz) 0,92d (6,6 Hz)

Deslocamentos quimicos em &. “Dados obtidos em um aparelho 400 MHz, em CDCl; "Dados

obtidos em um aparelho de 400 MHz, em CDCl; (SHIRANE et al., 1996).

Figura 93: Ergosterol
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5. Consideracoes finais

Os microrganismos endofiticos isolados de Duguetia stelechantha (total de 43) e de
Rollinia sp. (total de 103) foram armazenados e catalogados e fazem parte da colecdo de
microrganismos endofiticos de plantas da Amazoénia do Grupo de Espectrometria de

Massas e Microrganismos da Amazonia.

Extratos obtidos de varios desses microrganismos apresentaram potencial bioldgico
promissor contra patdgenos e células cancerigenas, em ensaios antimicrobianos e
citotoxicos. Dos extratos de fungo endofiticos isoladas de D. stelechantha ensaiados contra
linhagens patogénicas, destacaram-se as linhagens DgCr22.1b contra Penicillium avelani e
DgC322 contra Bacillus cereus. Entre os enddfitos isolados de Rollinia sp. a linhagem
AnspCrll1.1 apresentou potencial inibitério contra P. avellani. Nos ensaios contra
linhagens de células tumorais, 0 fungo DgCr22.1b obteve destaque tanto para o extrato de
meio fermentado como o de miceélio, confirmando o ensaio contra a linhagem de P.
avellani, modificada geneticamente para servir como bio-indicadora de atividade

anticancer.

O estudo quimico dos metabdlitos dessas trés linhagens de fungos endofiticos levou
ao isolamento e identificagdo de 6,8-dihidroximetil-isocumarina, paecilina B e
cordianidrido B de AnspCr 11.1; austdiol e um dimero inédito derivado do acido
secalénico, de DgCr 22.1b; ergosterol, isocromofilona VI e sclerotioramina, isolados do
fungo DgC32.2 identificado como Penicillium sp. A rica variedade e a complexidade das
substancias isoladas, além das atividades biol6gicas dos seus extratos, justificam a
continuidade dos estudos desses e de outros microrganismos endofiticos, fontes potenciais

de produtos naturais para as mais diversas aplicacdes.

Substancias puras como a paecilina B e cordyanidrido B ainda devem ser ensaiadas

biologicamente para determinar se possuem potencial antimicrobiano e citotoxico.
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