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RESUMO

Fungos endofiticos sdo uma fonte promissora de moléculas bioativas que possam vir a ser
utilizadas no tratamento de doengas, estima-se que apenas 16% das espécies de fungos
conhecidas, e que sdo conhecidas apenas 5% de todas as espécies do mundo. Neste trabalho
foram isolados 58 linhagens de fungos endofiticos das hospedeiras Strychnos cf. toxifera e
Mauritia flexuosa, destas sendo 35 linhagens do género Penicillium, todas foram cultivadas em
pequena escala e seus respectivos extratos testados quanto suas atividades anticancer frente as
linhagens HCT-8 (célon-humano), HL-60 (leucemia humano), MB-435 (mama humano) e SF-
295 (glioblastoma humano), além de serem testados quanto suas atividades
antiacetilcolinesterase e antioxidante. Foram selecionadas trés linhagens (duas de Penicillium e
uma de Gliocladium) de seus extratos ativos foram isoladas 15 substancias, destas os alcaloides
glandicolina B, ciclo-(Glicil-L-tirosil) 4,4-dimetilalil éter e o composto fendlico B-naftol
apresentaram atividade antimicrobiana frente diversas linhagens de bactérias patogenas, este
altimo sendo relatado pela primeira vez como um produto natural. Foi realizado o estudo
fitogquimico das raizes de Mauritia flexuosa aonde foram isoladas 10 substancias, sendo o
triterpeno 3-epi-20,21-diidroxithurberogenina de estrutura provisoria inédito na literatura.
Flavondides isolados foram atribuidos como sendo 0s responsaveis pela atividade antioxidante
do extrato metandlico de M. flexuosa. Das linhagens de Penicillium cultivadas foram
selecionadas 23 diferentes extratos do meio em AcOEt que tiveram seus perfis quimicos
comparados por insercdo direta em espectrdmetro de massas, alguns ions selecionados foram
submetidos a experimetos de MS/MS de modo que se propds a presenca da antraquinona
questinol e do macrociclo brefeldina A, os dados foram comparados com o0s obtidos da
hospedeira Strychnos cf. toxifera, sendo a linhagem Stsp C2.3/1-2c a que apresentou um perfil
muito semelhante ao de sua hospedeira, os dados foram tratados estatisticamente por cinco
métodos de analise multivariada (Média das Ligacdes, Ligacdo Completa, Ligacdo Simples,

Centroide e Ward), todos eles discutidos.
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ABSTRACT

Endophytic fungi are a promising source of bioactive molecules that may be used in the
treatment of diseases, it is estimated that only 16% of species known, and which are known only
5% of all species in the world. In this work we isolated 58 strains of endophytic fungi from the
hosts Strychnos cf. toxifera and Mauritia flexuosa, of which 35 strains are from the genus
Penicillium, all were grown on a small scale and their extracts tested for their anticancer activity
front the lines HCT-8, HL-60, MB-435 and SF-295, besides being tested for their antioxidant
and antiacetilcolinesterase activities. We selected three strains (two from Penicillium and one of
Gliocladium) of its active extracts were isolated 15 substances, the alkaloids glandicolin B,
cyclo-(glycyl-L-tyrosyl) 4,4-dimethylallyl ether and the phenolic compound a-naphthol showed
antimicrobial activity against several strains of pathogenic bacteria, the latter being first reported
as a natural product. The phytochemical study of the roots from Mauritia flexuosa gave 10,
including the provisory new compound 3-epi-20,21-diidroxithurberogenin. Flavonoids were
isolated and attributed as being responsible for the antioxidant activity of the methanol extract of
M. flexuosa. Cultivated strains of Penicillium were selected from 23 different EtOAc extracts
had their chemical profiles compared by direct insertion into the mass spectrometer, a few
selected ions were subjected to MS / MS experiments , was proposed the presence of the
anthraquinone questinol and the macrocycle brefeldin A, the data were compared with those
obtained from the host Strychnos cf. toxifera, and the strain STSP C2.3/1-2c that showed a
profile very similar to that of their host, the data were statistically treated by five different
methods of multivariate analysis (Average of the Links, Link Complete, Simple Connection, and
Centroid Ward), they all discussed.
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Introducdo

1.1. Produtos naturais como fonte de substancias bioativas.

Produtos naturais sdo explorados ha muitos anos e as plantas sempre representaram a
principal fonte natural de compostos usados na medicina popular (STROBEL et al., 2004). Entre
os exemplos de farmacos obtidos a partir de fontes vegetais destacam-se alguns usados até o
presente e de uso disperso pelos continentes como, por exemplo: aspirina, codeina, digitoxina e
eugenol (Figura 1.1.1). Além destes, pode-se ainda destacar o psolarem®, uma cumarina isolada
de Psorelea corylifolia (empregada no tratamento de vitiligo), e um derivado semi-sintético de
um produto natural: o teniposideo (que tem emprego no tratamento de leucemia). Uma
descoberta de farmaco de fonte vegetal muito significante foi a do alcaldide da Vinca
(Catharanthus roseus), vincristina, utilizada em diversos tratamentos de cancer (Figura 1.1.2;
DAVID et al., 2004).

aspirina codeina

digitoxina
0
- X
s 0B
HO © o "o
eugenol psarolen®

Figura 1.1.1. Produtos naturais utilizados como farmacos.
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Figura 1.1.2. Produtos naturais empregados no tratamento de cancer.

A busca por compostos bioativos produzidos por microrganismos tem uma histéria mais
recente que a dos produtos derivados de plantas. A descoberta da penicilina (Figura 1.1.3) por
Fleming, em 1929, revolucionou o tratamento de infec¢Bes bacterianas e tornou-se 0 marco para
0 inicio das pesquisas de metabolitos bioativos derivados de microrganismos, e essas pesquisas
resultaram em um grande nimero de farmacos com uma variedade de indicagOes terapéuticas
(PUPO et al., 2007).

COOH
Figura 1.1.3. Estrutura geral das penicilinas.

A importdncia da quimiodiversidade dos produtos naturais no processo de
desenvolvimento de farmacos é amplamente discutida na literatura (NEWMAN & CRAGG,
2007; GALM & SHEN, 2007; LAM, 2007; CHIN et al., 2006; GULLO et al., 2006). Entre todos
0s organismos conhecidos como produtores de pequenas moléculas de produtos naturais, 0s
fungos representam uma fonte rica de metabdlitos bioativos que apresentam larga escala de
aplicacGes como agroquimicos, antibiéticos, imunossupressores, antiparasitarios e agentes
anticancer. (GUNATILAKA, 2006).

Desde a descoberta de Fleming, a investigacdo de microrganismos como fonte de
metabolitos bioativos estruturalmente diversos, tém fornecido alguns dos mais importantes
produtos da indUstria famacéutica. Estes incluem: agentes antibacterianos como a cefalosporina

de Cephalosporium cryptosporium e tetraciclina de espécies de Streptomyces; agentes
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imunossupressores, como a rapamicina de Streptomyces sp. e ciclosporina de Beauveria nivea;
agentes redutores do colesterol sanglineo, tais como a mevastatina de Penicillium citrinum e
lovastatina de Aspergillus terreus; anti-helminticos e antiparasitarios, tais como a ivemerctina de
Streptomyces sp. (Figura 1.1.4; NEWMAN & CRAGG, 2007; PUPO et al., 2007).

Ivemerctina

Figura 1.1.4. Substancias de origem microbiana utilizadas como farmacos.
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Metabdlitos microbianos estdo entre 0os mais importantes agentes quimioterapicos do
cancer (DEMAIN, & SANCHEZ, 2009), eles comecaram a aparecer por volta de 1940 com a
descoberta da actinomicina D, e desde entdo diversos compostos com propriedades
anticancerigenas foram isolados de fontes naturais. Mais de 60% dos compostos atuais com
atividade antineoplasica foram originalmente isolados como produtos naturais ou seus derivados,
0s produtos aprovados mais vendidos sdo: actinomicina D, daunorubicina, doxorrubicina,
epirubicina, valrubicina, mitomicina C, streptozotocina, pentostatina, epotilona, taxol e
calicheamicina (Figura 1.1.5; SOUZA, 2004; DEMAIN, & SANCHEZ, 2009). Uma bem
sucedida molécula ndo advinda de actinomicetos é o taxol (paclitaxel®) que foi isolado pela
primeira vez da planta Taxus brevifolia, mas que também é produzida pelos fungos Taxomyces
andreanae, Nodulisporium sylviforme e Pestalotiopsis microspora (ZHAO et al., 2004). Este
composto inibe a divisdo rapida de células cancerosas de mamiferos através da promocao da
polimerizagdo de tubulina e interferindo na distribuicdo dos microtdbulos durante a diviséo
celular. A droga também inibe o crescimento de varios fungos (Pythium sp., Phytophthora sp. e
Aphanomyces sp.) pelo mesmo mecanismo (DEMAIN, & SANCHEZ, 2009). Em 1992, o taxol
foi aprovado para cancer de ovario e hoje em dia também é utilizado em cancer de mama e
formas avancadas de sarcomas de Kaposi (NEWMAN & CRAGG, 2007.

As epotilonas (nome derivado de suas caracteristicas moleculares: epoxido, tiazol e
cetona) sdo macrolideos isolados do caldo fermentado de Sorangium cellulosum (GERTH et al.,
1996), estas moléculas apresentaram atividade estabilizadora de microttbulos, agindo de maneira
semelhante ao taxol (BOLLAG et al., 1995), entretanto as epotilonas sdo de 5 a 25 vezes mais

potentes que o taxol contra o crescimento de células cancerosas (KOWALSKI et al., 1997).
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Figura 1.1.5. Substancias de origem microbiana utilizadas no tratamentos de cancer.
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1.2. Fungos.

Fungos sdo microrganismos eucarioticos e heterotroficos, que possuem como forma mais
comum de nutri¢do a absorcdo por osmose ou difusdo. A maioria dos fungos é filamentosa tendo
de 5 a 10 um de dimensdo transversal. Cada filamento é denominado hifa, e um conjunto de
hifas comp&e o corpo do fungo, denominado micélio que forma uma rede frouxa ou um corpo
compacto como no caso dos cogumelos, nem todo fungo possui micélio, as leveduras que
também sdo fungos ndo possuem micélio por serem unicelulares (ALEXOPOULOQOS, 1996).

Os fungos se reproduzem por meio de esporos. Cada fragmento de um fungo é
potencialmente capaz de formar um novo individuo. As estruturas reprodutivas séo diferentes
das estruturas de crescimento (somaticas), a maioria dos fungos somente podem ser identificados
por meio de analise de seus estagios reprodutivos. Os fungos possuem uma ampla faixa de
temperatura para seu desenvolvimento, esta faixa varia de 22 a 30 °C para a maior parte das
espécies. A maior parte dos fungos se reproduz por meio de esporos, 0s quais podem apresentar
diferentes formas e podem ser formados de duas maneiras: sexuada e assexuada
(ALEXOPOULOS, 1996).

Outra caracteristica dos fungos € que estes sdo seres imdveis, porém podem apresentar
células reprodutivas méveis. Os fungos apresentam parede celular formada por quitina (Figura
1.2.1), exceto os fungos pertencentes ao reino Protozoa que possuem como constituinte de sua

parede celular a celulose assim como nas plantas (PELCZAR, 1981).

CHy CH;
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Figura 1.2.1. Composi¢do quimica da parede celular de um fungo endofitico.
Fonte: CASADEVALL et al., (2009).
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A nutricdo e crescimento dos fungos, como mencionado anteriormente, é baseada em
heterotrofismo, para todos eles sem excecdo, ou seja, ndo produzem seu proprio alimento. Os
fungos obtém seu alimento infectando organismos vivos, como parasitas ou simbidticos
mutualistas, ou decompondo matéria organica morta como os saprofitos. Outra caracteristica
importante € que eles sdo capazes de se desenvolverem e reproduzirem em meios de cultura
artificiais (ALEXOPOULOQS, 1996).

Os fungos séo capazes de decompor e utilizar uma grande variedade de substratos, tendo
uma alta eficiéncia na conversdo de nutrientes em material celular. Se, contudo, houver um
excesso de nutrientes, diversos produtos de degradagdo podem ser excretados no meio ambiente,
enquanto nutrientes de reserva sdo acumulados no micélio. Fungos preferem ambientes acidos
para seu crescimento ao contrario de bactérias, sendo que seu pH 6timo para crescimente é por
volta de 5,6 (ALEXOPOULOS, 1996).

1.3. As interagdes entre Fungos e Plantas.

As associacdes entre seres vivos € uma condicdo vital para aquelas espécies que nao
consigam ou tenham dificuldades de obter por si proprias 0os seus meios de sobrevivéncia,
incluindo nutrientes e protecdo contra espécies predadoras (MELO & AZEVEDO, 1998). Entre
todos os microrganismos (Fungos, Virus, Bactérias) os fungos sdo aqueles que se encontram
mais freqlentemente associados a plantas (ZOBERI, 1972). Em geral as associacGes entre
fungos e plantas podem ser parasitarias ou simbidticas (MAYER, 1989). No caso das
associacdes parasitarias, o fungo parasita vive sobre ou dentro da planta, obtendo desta o
alimento necessario para seu crescimento e desenvolvimento, sendo que quase sempre 0
metabolismo do fungo é prejudicial a planta devido ao consumo de seus elementos vitais
(minerais, horménios, proteinas e carboidratos, etc.) ou pela biossintese de metabdlitos toxicos a
planta (MELO & AZEVEDO, 1998). Nas associa¢des simbidticas a convivéncia entre fungos e
plantas ao nivel molecular é pacifica (ZOBERI, 1972). O mecanismo do estabelecimento das
associagdes entre fungos e plantas vem sendo extensivamente estudado em diversos casos, estes

estudos vem despertando interesse uma vez que estas associacdes mutualisticas tém envolvido
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metabdlitos secundarios que possuem diversas atividades biologicas que podem vir a ser (teis na
medicina (CLAY et al., 1993).

Diversas evidéncias indicam que as associagdes mutualisticas podem ter sido
responsaveis pela colonizagdo do planeta por plantas, conduzindo, portanto, a hipotese de que as
plantas séo produtos de associagdes entre algas verdes e fungos (HAWKSWORTH, 1991). Esta
hipotese tem um reforco em seu embasamento uma vez que o ambiente terrestre pobre em
nutrientes e com a exposicdo a rigorosas mudancas climaticas seria uma grande dificuldade, de
modo que as relagdes simbidticas mutualistas teriam sido uma estratégia de sobrevivéncia bem
sucedida (BLACKWELL, 2000). Em estudos conduzidos por Redecker e colaboradores foram
encontrados esporos e hifas de fungos fossilizados de mais de 460 milhGes de anos o que
comprova a coexisténcia de fungos com briofitas. Os fungos tiveram um papel importante no
aparecimento de novas espécies de plantas por meio do mutualismo, especialmente as plantas
vasculares, a troca de materiais genéticos entre plantas e fungos durante a simbiose levou a
adaptacdo das plantas ao ambiente terrestre (LEVEAU, 2009; BLACKWELL, 2000). A
associacdo de plantas com fungos endofiticos levou estas a terem vantagens, contra outros

microrganismos invasores, herbivoros e pragas de insetos (HAWKSWORTH, 1991).

1.4.  Fungos Endofiticos.

Fungos endofiticos sdo aqueles que habitam o interior das plantas, ocupando todas suas
partes sem lhes causar danos aparentes (MELO & AZEVEDO, 1998). Fungos endofiticos foram
descritos pela primeira vez no inicio do século XIX, mas foi Bary (1866) quem primeiro
delineou uma possivel distin¢do entre eles e patdgenos de plantas, mas apenas por volta da
década de 70 passaram a ser estudados por uma série de motivos, porém evidéncias baseadas em
morfologia, quimica e relacdo com o hospedeiro apontam que os fungos endofiticos evoluiram
de um ancestral similar aos dos fungos patogénicos nas plantas (CLAY, 1988). Diversos estudos
vém sendo conduzidos para que se possam distinguir infeccGes de plantas por endofiticos
mutualistas de patdgenos latentes (SCHULTZ et al., 2005). Os endofiticos ndo apresentam
haustorios, estrutura comum em fungos fitopatogénicos e em geral, as infecgdes causadas por

fungos endofiticos ndo produzem sintomas externos, podendo estar latentes ou serem
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assintomdticas (PETRINI, 1981; CARROL, 1988, PETRINI, 1986). Mudangas no hospedeiro
causadas por fatores de stress (bidtico ou abidtico) podem induzir a transicdo de um estado
simbidtico (mutualismo ou comensalismo) a tréfico (parasitismo), passando o endofitico a
exercer uma acgao patogénica ao hospedeiro (PETRINI, 1991).

A quantidade de fungos endofiticos em um tecido vegetal depende de diversos fatores
como: a distribuicdo geogréfica, idade do hospedeiro e espécies coexistindo no mesmo tecido.
Os fungos endofiticos dao preferéncia a tecidos mais antigos do vegetal devido a inatividade
metabdlica no local além de certa forma evitar ataques de herbivoros que preferem tecidos mais
novos (CARROL, 1988). Os fungos endofiticos podem estar presentes em todos os 6rgdos da
planta hospedeira (PETRINI et al., 1992).

A colonizagdo por um fungo endofitico pode ser inter ou intracelular, localizada ou
sistémica. Ja que muitas destas associacbes tém se mostrado benéficas para ambos os
organismos, o termo endofitico tem sido utilizado como sindbnimo de mutualismo (FAETH &
HAMNON, 1997).

Nas associacdes simbidticas o tamanho, o formato, a expectativa de vida e o0 estagio de
maturidade sexual da planta hospedeira obrigam fortemente o crescimento do fungo de acordo
com o modelo do hospedeiro (SAIKKONEN et al., 2004). Aparentemente, 0 crescimento de
fungos endofiticos € regulado pela atividade hormonal e a producdo de quitinase pelo
hospedeiro. As varia¢fes sazonais nas plantas também podem regular o crescimento dos fungos
(WARDLAW, 1990). A simbiose entre planta e endofitico pode ser observada pela protecédo e
alimentacdo do fungo que, em contrapartida, produz substancias bioativas (hormdnios
reguladores do crescimento, antimicrobianos, inseticidas e entre outras) que aumentam o
crescimento e competitividade do hospedeiro na natureza (LU et al., 2000).

Ha a hipbtese de que a interacdo fungo endofitico e planta hospedeira seja caracterizada
por um equilibrio entre o poder de viruléncia do fungo e a defesa da planta. Se o balanco é
perturbado por ambos, uma diminuicdo da defesa da planta ou aumento do poder de viruléncia
do microrganismo pode desenvolver (SHULZ et al., 2002; SHULZ & BOYLE, 2005). Apesar do
antagonismo balanceado, ndo se exclui a possibilidade que os endofiticos talvez possam
promover beneficios ao hospedeiro, como por exemplo, através da indugdo de metabolitos
secundarios contra patdgenos, secrecdo de fitohormdnios e aumento da atividade metabdlica da
planta hospedeira (SHULZ & BOYLE, 2005).
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O modo de reproducgdo dos fungos endofiticos para outros hospedeiros é de fundamental
importancia para a viruléncia e agressividade que esses microrganismos podem causar a planta
hospedeira (SAIKKONEN et al., 1998). A maioria dos endofiticos sdo, provavelmente,
transmitidos horizontalmente por esporos de planta para planta. Também podem ser transmitidos
verticalmente através das sementes, e neste caso, a interacdo mutualistica é acentuada através do
aumento da adaptacdo da planta hospedeira com o estagio de germinagdo e também na fase
adulta (Figura 1.4.1). Porém, a transmissdo vertical pode reduzir a habilidade do fungo
endofitico em infectar uma planta ainda ndo infectada, tanto assexuadamente ou sexuadamente,
via esporos (SAIKKONEN et al., 2004).

L Transmissédo
Transmissao

> ! horizontal
vertical via
sementes
Sexuadamente
por esporos ~N
Assexuadamente

Figura 1.4.1. Ciclo de vida de fungos endofiticos em associacdo com o hospedeiro.
Fonte: SAIKKONEN et al., (1998).

Aparentemente um fungo endofitico utiliza o mesmo mecanismo de um fungo
fitopatogénico para invadir o tecido da planta hospedeira (PASCHOLATI et al., 1998). Em geral
os fungos endofiticos adentram as plantas por aberturas e feridas. Uma das portas de entrada
mais utilizadas sdo as raizes que ao penetrar mais profundamente no solo geram abrasfes que
facilitam a entrada de invasores. (DOBEREINER et al., 1993). Outras portas de entrada sdo
aberturas naturais como estdmatos e hidatdditos além de aberturas causadas por ataques de
insetos (MELO & AZEVEDO, 1998). Ao adentrar estas aberturas o esporo eclode e libera a hifa
do fungo que vai penetrando os tecidos do vegetal (MELO & AZEVEDO, 1998).
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Ao atacar uma planta o fungo endofitico invasor ativa o sistema de defesa do hospedeiro
que responde de distintas maneiras como o enrijecimento da parede celular com o acimulo de
lignanas ou desvio na biossintese de seus metabolitos secundarios de modo a produzir
fitoalexinas (KEEN et al., 1982). Por outro lado o fungo invasor como forma de contra-ataque
degrada enzimaticamente as fitoalexinas (Figura 1.4.2) (WELTRING et al., 1998).
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Figura 1.4.2. Esquematizacdo do mecanismo de ataque de um microorganismo invasor a uma
planta hospedeira.
Fonte: PASCHOLATI et al., (1998)

Os fungos endofiticos aléem de conferir diversas vantagens a sua planta hospedeira,
também sdo fontes de novos metabdlitos Uteis a planta com diversas atividades bioldgicas
benéficas (SURYANARAYANAN et al.,, 2009). Um dos casos mais comuns desta interacéo
benéfica entre fungos endofiticos e plantas hospedeira é a toxicosis que atinge rebanhos de gado
em paises da Europa e dos Estados Unidos devido a ingestdo de uma graminea Festuca

arundinaceae comum nos campos destas
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regides (QIN YUE et al., 2001). Os efeitos gerados pela ingestdo de F. arundinaceae ao rebanho
ndo sdo causados pela planta e sim pelo fungo Neotyphodium coenophialum um endéfito que
produz alcaldides do ergot nocivos ao gado (Figura 1.4.3) (MALINOWSKI et al., 1998).

T 5 - R J .
. . .

Figura 1.4.3. Endofito Neotyphodium coenophialum associado a Festuca arundinaceae, Unico
responsavel pela producéo de alcaldides que sdo ingeridos pelo gado.
Fonte: Modificado de www.wnwu.edu.

Um fendmeno tem chamado a aten¢do de pesquisadores do mundo todo nos ultimos anos,
aonde ¢ descrito que diversos fungos endofiticos passaram a produzir metabolitos antes apenas
produzidos por plantas ou vice e versa (HOEKSTRA, 2004). Este fendmeno é conhecido como
“transmissdo génica horizontal’”” aonde um fragmento do material genético da planta ¢
incorporado ao material genético do fungo endofitico de modo que este muda suas rotas
biossintéticas e passa a produzir metabdlitos exclusivos da hospedeira (HOEKSTRA, 2004).

Como exemplo deste fato pode-se citar o fungo Gibberela fugikuroi, um endofitico de
Curcubita méxima, o qual se mostrou capaz de produzir derivados do &cido giberélico, um
diterpeno com atividade hormonal de crescimento antes somente encontrado em plantas
(HEDDEN et al., 2001). Outro exemplo deste fenbmeno € o do fungo endofitico Phialocephala
fortinii, isolado de Podophyllum peltatum, e também com o fungo Trametes hirsuta isolado de
Podophyllum hexandrum. Ambos produzem uma substancia antitumoral presente nas duas
hospedeiras, a podofilotoxina (Figura 1.4.4) uma tetrarillignana com potente atividade citotoxica,
mas que esta em uma concentracdo muito baixa na planta, porém é obtida com bom rendimento
na producéo por fungos (EYBERGER et al., 2006; PURI et al., 2006).
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acido giberelico podofilotoxina
Figura 1.4.4. Estruturas quimicas do &cido gibereélico e da podofilotoxina.

Talvez o caso mais conhecido de transferéncia génica horizontal de plantas para fungos
endofiticos seja o da producdo do diterpeno antitumoral taxol por Taxomyces andreanae isolado
do caule da hospedeira Taxus brevifolia planta produtora do mesmo anticancerigeno (Figura
1.4.5) (STROBEL et al., 1996). O rendimento de taxol na planta Taxus brevifolia é muito baixo,
(menor que 0,02 % da planta seca) (WANI et al., 1971) e devido a grande demanda dessa
substancia, certamente e principalmente por motivos ecolégicos, a planta ndo pode ser uma fonte
sustentavel de taxol (STROBEL et al., 1996).

7.
3
3 T', )yces andreanae,
/ - -

Taxus brevifolia
-

Figura 1.4.5. O fungo Taxomyces andreanae que por transmissdo génica horizontal com
sua hospedeira Taxus brevifolia produz o diterpeno taxol.
Fonte: Modificado de www.worldbotanical.com.
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O fato da hospedeira Taxus brevifolia ndo produzir quantidades significantes de Taxol
aliada a descoberta de que um de seus endéfitos produz taxol com melhores rendimentos, e a
possibilidade de se manipular o microrganismo de modo a aumentar a producdo da molécula de
interesse impulsionou o estudo dos fungos endofiticos na busca de taxol. Em estudo conduzido
por Li e colaboradores (1998) foi relatada a producdo de taxol em Periconia sp. em associacao
com Terreya grandifolia, planta da mesma familia do género Taxus mas que ndo € produtora de
taxanos.

As conseqliéncias para essa troca de material genético podem ser observadas na
biossintese de moléculas idénticas as produzidas pela hospedeira ou na codificacdo de enzimas
pelo novo material genético do fungo de modo a alterar as rotas biossintéticas nos fungos
endofiticos dando origem a novas classes de metabolitos (STROBEL et al., 1996).

A quimica de fungos endofiticos vem ganhando destaque nos ultimos com o isolamento
de diversas moléculas com distintas atividades bioldgicas que podem vir a serem candidatos a
farmacos, porém se considerado que existam por volta de 1,5 milhdes de espécies e que apenas
sejam descritas 5 % destas espécies, e que das espécies descritas apenas 16 % foram estudas

quanto sua capacidade de gerar farmacos (STROBEL, 2003).

1.5. O género Penicillium.

O género Penicillium possui mais de 150 espécies descritas (REDONDO et al., 2009), 0s
membros deste género sdo no geral fungos filamentosos (exceto P. marneffei), espécies deste
género sdo encontradas em praticamente todos os ambientes. Penicillium spp. sdo saprofitas e
popularmente sdo chamados de bolores por estarem entre as principais causas de deterioracdo de

alimentos, a Tabela 1.5.1 apresenta a divisdo taxonémica do género Penicillium (PITT, 1979)

Tabela 1.5.1. Informacdes taxondmicas sobre o género Penicillium.

Categoria Taxon
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Classe Eurotiomycetes
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Ordem Eurotiales
Familia Trichocomaceae
Género Penicillium

Espécies de Penicillium tém ramificagdes em seus conidios, os quais sdo redondos e
unicelulares. Glucanos sdo comuns nas paredes celulares de espécies de Penicillium. Espécies de
Penicillium tendem a ter pequenas hifas o que faz com que o movimento protoplasmatico seja
dificil de detectar. As hifas pequenas também levam a um menor crescimento das zonas
periféricas. Os esporos de Penicillium spp. possuem uma superficie hidrofobica, no entanto, séo
capazes de serem molhados, 0 que é necessario para a germinacdo. Penicillium spp. séo
osmoticamente tolerantes, o que significa que, embora eles crescem melhor com niveis de agua

elevados, sdo capazes de tolerar o baixo potencial hidrico (PITT, 1979) (Figura 1.5.1).

Figura 1.5.1. Cultura de Penicillium notatum e imagem ampliada de suas estruturas
reprodutivas.

O género Penicillium é o mais estudado dentre todos 0s microrganismos, Sseus
representantes produzem metabdlitos de praticamente todas as classes, muitos deles sendo
toxicos (micotoxinas), diversas substancias isoladas de Penicillium spp. possuem diversas
atividades bioldgicas. A Tabela 1.5.2 apresenta alguns exemplos de substancias encontradas nos

extratos de Penicilliumao longo dos anos.
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Tabela 1.5.2. Alguns metabdlitos isolados de Penicillium spp. e suas atividades biologicas.

Espécie Metabolito Atividade Referéncia
Bioldgica
Penicillium paxilli paxilina n.t. Penn et al., 1993
P. simplicissimum xantoepocina antibidtico Igarashi et al., 2000
P. brocae brocaenol A n.t. Bubni et al., 2003
P. hesseltnei hesseltina n.t. Phipps et al., 2004
P. fellutanum fellutanina A n.t. Kozlovsky et al.,
2000
P. decumbens versiol Inibidor da Fujii et al., 2002
melanina
P. verruculosum roquefortina C micotoxinas Ihara & Fukomoto,
. 1995
verrucologenina
P. expansum viridicatumtoxina micotoxina Horak et al., 1988
P. brasilianum preaustindide A n.t. Geris dos Santos &
reaustindide B Rodrigues Filho,
P 2002
P. herquei neociclocitrinol n.t. Marinho et al.,
2009
Penicillium sp. isocumarina antifangico Laiet al., 1991
Penicillium sp. 7, 8-dimetil-iso- citotoxico Wang et al., 2008
alloxazina
Penicillium sp. penicidona B citotoxico Ge et al., 2008
Penicillium sp. penicellenona Antitumoral Xu et al., 2007
P. verrucosum acido arabeindico n.t. Larsen et al., 1998

P. chrysogenum

" a— ndo tem atividade bioldgica e/ou néo foi testada.

sorbicillactona A

antileucémico

Brignman et al.,
2005
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1.6. O género Gliocladium.

O género Gliocladium possui por volta de 15 espécies todas elas filamentosas e
mitosporicas (REHNER & SAMUELS, 1994), fungos deste género sdao amplamente distribuidos
no solo e na vegetacdo. As sinonimias para este género sdo Acrostalagmus, Isaria e Verticillium.
O género Gliocladium possui como telemorfos fungos dos géneros Nectria, Hypocrea e
Nectriopsis. Fungos do género Gliocladium sdo saprofitas e por pertencerem a familia
Hypocreaceae sdo comummente confundidos com os géneros Trichoderma e Verticillium. A

Tabela 1.6.1 apresenta a divisdo taxondmica do género Gliocladium.

Tabela 1.6.1. Informacdes taxonémicas sobre o género Gliocladium.

Categoria Taxon
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Classe Sordariomycetes
Ordem Hypocreales
Familia Hypocreaceae
Género Gliocladium
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Fungos do género Gliocladium s&o comumente usados como agentes de biocontrole em
associagdo com Trichoderma spp. para o combate de fungos fitopatogénicos como Pythium
ultimum, Rhizoctonia solani. Gliocladium spp. sdo de rapido crescimento, e suas colénias
possuem aspecto felpudo. O crescimento abrange toda a superficie da placa em cerca de uma
semana. Pela frente, as colonias sdo brancas a creme, inicialmente, podendo tornar-se rosa ou
verde-escuro quando esporulam (Figura 1.6.1) (REHNER & SAMUELS, 1994)

Figura 1.6.1. Cultura de Gliocladium roseum e imagem ampliada de suas estruturas
reprodutivas.

Algumas espécies de Gliocladium possuem relatos de estudos quimicos na literatura,
entre as classes de substancias isoladas de Gliocladium spp. encontram-se alcaloides
piperazinicos, tetraciclicas, peptideos, sesquiterpenos e poliprenois. A Tabela 1.6.2 apresenta
alguns exemplos de substancias isoladas de Gliocladium spp.

Tabela 1.6.2. Substancias isoladas de Gliocladium spp.

Espécie Metabdlito Atividade Referéncia
Bioldgica
Gliocladium verticilina A Nematocida ~ DONG et al.,
roseum verticilina B 2006
verticilina C
verticilina D
Gliocladium sp. gliocladinina A Antimicrobiano GUO et al.,
gliocladinina B 2007
Gliocladium glisoprenina A Antimicrobiano BIREN et al.,
catenulatum glisoprenina B 1999
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Gliocladium sp.

Gliocladium sp.

Gliocladium
virens

Gliocladium
deliquescens
Gliocladium

virens

Gliocladium

catenulatum

glisoprenina C
glisoprenina D

glisoprenina E

acido secalbnico Citotoxico
emodina
citreoroseina
isorhodoptilometrina
ceto-clonostachydiol Citotoxico
clonostachydiol
gliotideo
viridina | Micotoxina
bisditiiobis(methiltio)gliotoxina n.t.
ciclo-(Glicil-L-tirosil) 4,4- n.t.
Dimetilalil-eter
TMC 151-A Antibiético
TMC 151-B

REN et al.,
2006

LANG et al.,
2006

GROVE et al.,
1965
KIRBY et al.,
1980
KIRBY et al.,
1988

KOHNO et al.,
1999

verticilina D

gliocladinina A
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1.7. A hospedeira Mauritia flexuosa.

A espécie Mauritia flexuosa popularmente conhecida como buriti pertencente a familia
Avrecaceae, ¢ uma palmeira de grande porte podendo chegar chegar a até 25 metros de altura. M.
flexuosa distribui-se por parte da América do Sul e parte da América Central (Figura 1.7.1)
(RULL, 1998).

Figura 1.7.1. Distribuicdo geografica da espécie Mauritia flexuosa pela América do Sul e
Central. As areas verdes do mapa assinalam a localizacdo da espécie.

E encontrada no seu estado silvestre em vérias formacdes vegetais, principalmente em
areas de inundacdo permanente ou periddica, em agrupamentos mais ou menos homogéneos,
sobre solos hidromdrficos, formando populacfes quase mono-especificas, as quais se da 0 nome
de buritizais Figura 1.7.2 (LORENZI et al., 2004). As folhas de M. flexuosa sdo utilizadas para
cobertura de habitacdes e suas fibras na confeccdo de artesanatos bem diversificados (PASSOS
& MENDONCA, 2006), seu fruto de origem nativa & uma fonte de alimento para as popula¢tes
de baixa renda, pois possui adequados valores nutricionais, destacando-se os carotendides e o

acido ascorbico. O uso medicinal esta associado ao 6leo extraido da polpa dos frutos, com
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propriedades energéticas e vermifugas, o 6leo € usado contra queimaduras na pele, provocando
alivio imediato e auxiliando na cicatrizagdo (SILVA et al., 2001). O 6leo dos frutos de M.
fleuxosa absorve radiagdes no espectro ultravioleta, sendo um eficiente filtro solar, tendo sido
empregado recentemente pela inddstria cosmética como um dos principais constituintes de

sabonetes, cremes e xampus.

Estudos fitoquimicos com M. flexuosa sdo escassos na literatura, sendo encontrado
apenas um estudo conduzido por Williams e Harborne (1973) aonde foram apenas detectados
flavonoides e leucoantocianidinas (Figura 1.7.3) nas folhas por meio de comparacdo com

padrdes, porém nenhum metabdlito foi isolado.

Tricina

OH O

Quercetina
Figura 1.7.3. Flavondides e leucoantocianidina das folhas de M. flexuosa.
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1.8. A hospedeira Strychnos cf. toxifera.

O género pantropical Strychnos pertencente a familia Loganiaceae compreende cerca de 200
espécies sendo pelo menos 73 destas encontradas na América do Sul (PHILIPPE et al., 2004).
Plantas do género Strychnos L. (Loganiaceae) sao conhecidas desde had muito tempo devido as
propriedades farmacoldgicas das substancias presentes em algumas de suas espécies. Esses
principios em geral curarizantes nas espécies americanas (Silva et al, 2005). O curare é um
veneno de origem vegetal preparado por algumas tribos de indios que vivem nas regibes
montanhosas e cobertas de matas da América Equatorial. O curare tem aspecto de alcatrdo,
possui sabor muito amargo e é produzido por dois grupos de plantas: das do género
Chondrodendron (Menispermaceae) e Strychnos (Loganiaceae) (Figura 1.8.1) (PHILIPPE et al.,
2004).

s % T

B e
e /1’!'13,’};“7".\' 7

oA Sy % 2o
=R\ oAl e Ak P

Figura 1.8.1. (A) Strychnos toxifera, (B) Chondrodendron tomentosum, (C) Dardos
envenenados com Curare, (D) Indios cacando com zarabatanas.
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Embora varias espécies sejam toxicas, muitas vém sendo utilizadas popularmente para
diversas afec¢des. A maioria das espécies usadas popularmente é empregada na forma de cha das
folhas ou cascas, com as subsequientes acfes farmacoldgicas: estimulante e tonica (S. acuta, S.
brasiliensis, S. guianensis, S.pseudoquina, S. rubiginosa e S. trinervis), antipirética e
antimalarica (S. brasiliensis, S. fendleri e S. pseudoquina), analgésica e antireumatica (S.
javariensis, S. panamensis e S. tansentosa), espasmolitica (S. toxifera), no tratamento de doencas
venéreas (S. erichsonii), como abortiva (S. erichsonii), como afrodisiaca (S. erichsonii, S.
melinoniana, S. mitscherlichii var. mitscherlichii, S. nigricans e S. oiapocensis) e no tratamento
da anemia (S. guianensis) (ANGENOT et al., 1990; FREDERICH et al., 2000).

A espécie Strychnos toxifera (Figura 1.8.2) € a que apresenta maior toxicidade dentre todas
as espécies do género que sdo utilizadas na confecgdo do curare. Como principais constituintes
destra espécie destacam-se os alcaldides indolicos (ANGENOT et al., 1992). Seus constituintes
sd0 no geral toxicos, entretanto a normascusina possui atividade sedativa, a
bisnordiidrotoxiferina possui atividade antimicrobiana e antidiarréica e a curacurina Il é um
poderoso relaxante muscular (Figura 1.8.3) (ANGENOT et al., 1990).

Loganiaceae

Strychnos toxifera Bentham

Figura 1.8.2. Exsicata de Strychnos toxifera.

Fonte: www.drugs.infohealth.info.
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curarina Il toxiferina 1X R'= R*= CHj, toxiferina Il
R'= R?= CH,OH alcal6ide A
R'= CH; R?= CH,OH alcal6ide F

R!= R%=R%*=R*= H caracurina VII R!=R?=CH; bisnordiidrotoxiferina
R'= R*= H, R*= R%= Ac heningsamina R!= R>= CH,OH toxiferina |

R
+- O R2
N
H
A
R=H macuvarina A fluorocurina R'=R?= CH,OH mascusina A
R=0OH macuvarina B R!=H, R%= CH,OH normascusina

Figura 1.8.3. Alcaldides isolados de Strychnos toxifera.
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1.9.  Perfil quimico por insercéo direta em espectrémetro de massas.

O estudo dos metabolitos de microrganismos compreende uma matriz complexa, 0 que
requer uma técnica uma boa sensibilidade de detec¢do, bem como os obstaculos da classificagdo
taxondbmica dos fungos, de modo que diversas pesquisas quimiotaxonémicas tém sido
desenvolvidas (SOUZA, 2005). O perfil dos metabdlitos secundarios produzidos por cada
espécie de fungo tem sido uma importante ferramenta na taxonomia. Um método simples por
CCD foi desenvolvido por Filtenborg e colaboradores (1983) como uma das primeiras
ferramentas quimiotaxondmicas. Uma analise mais seletiva de metabdlitos fingicos baseado em
HPLC/DAD realizada por Frisvad e colaboradores (1987) incluiu mais de 350 metab6litos. Um
namero crescente de estudos e aplicacdes tem utilizado espectrometria de massas com ionizagao
por eletronspray (ESI-MS) como uma ferramenta sensivel para a analise de uma ampla
gama de compostos polares de baixo peso molecular como metabdlitos de drogas e metabdlitos

secundarios de origem vegetal ou de microrganismos (POON et al., 1993).

A utilizacdo da espectrometria de massas tem sido fundamental para a taxonomia dos
fungos, em trabalho desenvolvido por Overy e Frisvad (2003) duas novas especies de
Penicillium (P. tulipae e P. radicicola) foram descobertas com o auxilio de perfis quimicos por
espectrometria de massas com comparacdo com outras espécies ja conhecidas. Outro aspecto
importante relativo a espécies desconhecidas é a questdo da seguranca em alimentos e fungos
neles presentes que produzem micotoxinas. Deste modo a descricdo de novas espécies bem
proximas a aquelas ja conhecidas podem indicar literaturas com informacdes inconsistentes
sobre a producdo de micotoxinas (BOYSEN et al., 1996). Isto pode ser claramente verificado no
caso do fungo Penicillium roqueforti de onde surgiram duas novas espécies: P carneum e P.
paneum descritos recentemente com base em dados morfolégicos, mas principalmente em perfil
dos metabdlitos secondarios produzidos em andlises por LC/MS, aonde ambas produziam a

micotoxina patulina enquanto P. roqueforti ndo a produz (Figura 1.9.1) (NIELSEN et al., 2005).
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Figura 1.9.1. Penicillium roqueforti crescendo em Queijo Roquefort em associa¢cdo com a nova
espécie P. paneum produtura da micotoxina patulina.

Com a chegada da espectrometria de massas com ionizacdo (ESI-MS) e as técnicas
associadas a cerca de 15 anos obteve-se uma ferramenta maravilhosa para os estudos de produtos
naturais e outras biomoléculas. ESI-MS tem a vantagem de ser uma técnica de ionizagéo suave e
sensivel, que pode ser otimizado para produzir principalmente ions protonados ou adutos de
sodio (SMEDSGAARD E FRISVAD, 1996). Estes mesmos autores tomaram vantagem da
fragmentacdo limitada no modo ESI/MS de modo a desenvolver uma técnica rapida de
impressoes digitais onde perfis de massas sdo determinados por inser¢do direta de extratos
fungicos brutos. As vantagens da obtencdo de impressdes digitais por infusdo direta por
espectrometria de massas sdo: impressfes digitais podem ser obtidas em minutos, estruturas
quimicas podem ser preditas e 0os dados podem ser facilmente armazenados em bancos de dados
(SMEDSGAARD, 1997). O nimero de informacdes obtidas pela técnica de insercdo direta em
espectrometro de massas € muito grande, tornando-se necessaria a utilizacdo de computadores
para o tratamento dos dados, por meio de quimiometria, isto se deve a grande variedade de
compostos existentes nos extratos brutos, por meio da quimiometria o agrupamento das
linhagens e posterior interpretacao dos resultados se tornam simples.

Em trabalho conduzido por Smedsgaard e colaboradores (2004) a insercdo direta de
extratos brutos de 8 espécies de Penicillium majoritarias encontradas em esterco (das séries
Claviformia e Urticicolae) e duas linhagens ndo pertencentes derivadas de outras fontas nédo
pertencentes a estas séries (Penicillium atramentosum e P. formosanum) por meio de analises de
“cluster™ permitiu o agrupamento destas com base nos perfis de seus metabolitos secundarios
(Figura 1.9.2).
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Figura 1.9.2. Classificacdo das oito espécies de Penicillium e comparacdo com as linhagens
externas baseados nos metabolitos presentes em seus extratos brutos.

51



2.0BJETIVOS

52



Obijetivos

2.1. Geral

Realizar o estudo quimico e biologico de fungos endofiticos associados as plantas
Mauritia flexuosa e Strychnos cf. toxifera.

2.2. Especificos

Isolar e identificar por caracteristicas morfoldgicas fungos isolados das plantas Mauritia
flexuosa e Strychnos cf. toxifera.

Cultivar em pequena escala os fungos isolados das espécies M. flexuosa e Strychnos cf.
toxifera de modo a ensaiar seus respectivos extratos quanto sua atividade citotdxica frente a

linhagens de células tumorais.

Testar 0s mesmos extratos quanto as atividades antioxidante, antiacetilcolinesterase,

antimicrobianos e antifungicos.

Cultivar em larga escala os fungos que apresentarem melhores resultados nos testes de

atividade bioldgica.

Isolar e identificar os constituintes quimicos dos fungos cultivados em larga escala.

Realizar o estudo fitoquimico da hospedeira Mauritia flexuosa.

Ensaiar os extratos de M. flexuosa contra Artemia salina e avaliar a atividade antioxidante

em testes quantitativos.

Realizar o estudo de perfis quimicos por APCI-MS de todas as linhagens de Penicillium

spp. obtidas das plantas hospedeiras.

Agrupar os dados de perfis quimicos utilizando métodos quimiométricos de analise.
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EXPERIMENTAIS
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Procedimentos Experimentais

3.1. Materiais e equipamentos
3.1.1. Material vegetal utilizado para o isolamento de fungos endofiticos

- Raizes, casca das raizes, caule, casca do caule e folhas de Strychnos cf. toxifera.
- Raizes de Mauritia flexuosa.

3.1.2. Materiais utilizados para o isolamento e cultivo de fungos endofiticos.

- Agua destilada

- Alcool 70%

- Alca de cole e agulha de platina, cabo de bisturi n® 21
- Laminas de bisturi

- Pinga

- Placas de Petri

- Erlenmeyeres de 50, 250, 500 e 1000 mL
- Espatulas diversas

- Batata portuguesa

- Agar bacterioldgico — Biosystems®
- Hipoclorito de Sédio 3% - Nuclear®
- Glicerol P.A. - Nuclear®

- Dextrose — Nuclear®

- Extrato de levedura — Biosystems®
- Extrato de malte — Biosystems®

- Amido de milho - YOKI®

- Aveia - QUAKER®

- Cetoconazol — Neo Quimica®

- Tetraciclina — Neo Quimica®

- Amoxicilina - Medley®

- Acetato de Etila P.A. - Tedia®

- Iso-Propanol grau HPLC — Tedia®
- Metanol P.A. - Tedia®

- Papel de filtro

- Ponteiras de 100 e 1000 pL

- Laminas de vidro

- Laminulas 18 x 18 mm

- Funil de vidro

- Tubos criogénicos

- Tubos de ensaio de 15 x 180 mm

- Oleo mineral

3.1.3. Equipamentos utilizados para o isolamento e cultivo de fungos endofiticos.
- Capela de Fluxo Laminar — Tecnal®

- Estufa Incubadora de laboratério com demanda bioquimica de oxigénio — Tecnal®
- Autoclave Vertical — Stermax®
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- Microscépio Optico Comum — Nikon®
- Balanca analitica - Shimadzu®
- Estufa Incubadora rotatoria de laborat6rio com demanda bioquimica de oxigénio - Tecnal®

3.1.4. Materiais e equipamentos utilizados nos estudos quimicos.

- Rotoevaporador - Marconi®

- Balanca analitica - Shimadzu®

- Sonicador — Tecnal®

- Pipetadores automaticos - Eppendorff®
- Moinho de facas

- Vanilina - Merck®

- Acido sulfirico P.A. — Tedia®

- Bomba a vacuo — v-500, Buchi®

- Chapa aquecedora — C-MAG H57, IKA®
- Lampada de U.V. 254 e 396 nm

- Estufa — TE-393/2, Tecnal®

3.1.5. Suportes cromatogréficos.

- Cromatografia em camada delgada analitica: Silica gel em folhas sobre aluminio — Merck® e
Macherey-Nagel®

- Colunas cromatogréficas para cromatografia liquida de baixa presséo: silica gel 230-400 mesh
(flash), silica gel 70-230 mesh (comum) - Silicycle®, sephadex LH-20 - Aldrich®.

- Colunas cromatograficas para cromatografia liquida de alta eficiéncia em modo analitico:

* Synergi Fusion RP 80, 4 u (part number 00G-4424-E0) tamanho 250 x 4,60 mm -
Phenomenex®.

* Luna Phenyl-hexyl (fase reversa), 5 p (part number 00G-4257-E0Q) tamanho 250 x 4,60
mm - Phenomenex®.

“Colunas cromatograficas para cromatografia liquida de alta eficiéncia em modo preparativo:

Synergi Fusion_RP 80, 4 p, tamanho 250 x 21,20 mm.
Luna Phenyl-hexyl, 5 pu, tamanho 250 x 21,20 mm.

3.1.6. Cromatdgrafos.

- Cromatdgrafo liquido modo analitico - Shimadzu®, bomba LC10AD gradient pumps, Detector
de UV (PDA) SPD-10A, moédulo de comunicacdo detector/computador CBM-10A, autoinjetor
SIL-10ADVp.

- Cromatégrafo a gés acoplado a espectro de massas - Shimadzu® GCMS-QP2010 plus, coluna

capilar DB-5, gas de arraste hélio, temperatura do forno 250 °C, aquecimento a 1°C/min até 290
°C.
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3.1.7. Espectrometros.

- Espectrometro de RMN BRUKER® DRX-400.

- Espectrdmetro de RMN BRUKER® ARX-200.

- Espectrometro de RMN VARIAN® INOVA-500.

- Espectrometro de Massas QuattroLC-MICROMASS®, triplo-quadrupolo, ESI.

- Espectrometro de Massas LCQ fleet - THERMO®, ion-trap, APCI.

- Espectrometro de Massas TSQ quantum - THERMO®, triplo-quadrupolo, APCI.

3.1.8. Solventes empregados.

- Solventes grau HPLC para cromatografia de alta eficiéncia: acetonitrila e iso — propanol
MALLINCKRODT® e TEDIA®, metanol J. T. BAKER® e TEDIA®, 4gua purificada em sistema
MILLI-Q®.

- Solventes deuterados para analise em RMN: cloroférmio e metanol: Cambrigde Isotope
Laboratories®, Inc.

3.1.9. Materiais e equipamentos utilizados nos ensaios biologicos

- Caldo sabouraud - Biosystems®

- Agar bacterioldgico — Biosystems®
- Dimetilsulféxido - TEDIA

- Cetoconazol - Medley®

- Agitador de tubos — Eppendorff®
- Placas de Eliza com 96 pocos

- Corante Azul de lactofenol

- Corante resazurina

- Caldo Mueller Hinton - Criterion®
- Placas de Eliza com 96 pocos

- Solucdo de H,SO4 a 1%

- Solucdo de BaCl, a 1%

- Norfloxacina - Medley®

- Tetraciclina - Medley®

3.2. Procedimento experimental do isolamento e preservacao dos fungos
endofiticos.

3.2.1. Preparo dos meios de cultura.

a) BDA — Batata, dextrose e agar:

Batata portuguesa sem casca 200 ¢
Dextrose 209
Agar 159
Agua destilada 1L
Extrato de levedura 29
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As batatas foram cortadas em cubos com aproximadamente 15 x 15 mm e levadas ao
microondas em copo de béquer com &gua destilada sufuciente para cobrir os cubos, e cozida por
20 minutos em poténcia alta. O caldo foi filtrado com coador de pano e o volume completado
com agua destilada. Foram acrescentadas dextrose, agar e extrato de levedura apds isto 0 meio
foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 min.

b) ISP2 (International Streptomyces Project)

Amido de milho 10¢g
Extrato de levedura 49
Extrato de Malte 109
Dextrose 49
Agar 15¢
Agua destilada 1L

O amido de milho, os extratos de levedura e malte, a dextrose e o &gar foram pesados e
colocados em um erlenmeyer. Foi adicionada agua destilada e o meio foi autoclavado a 121°C

por 15 minutos para esterilizacéo.

c) AVEIA
Aveia em flocos 109
Extrato de levedura 49
Extrato de Malte 109
Dextrose 49
Agar 159
Agua destilada 1L

A aveia, os extratos de levedura e malte, a dextrose e o agar foram pesados e colocados
em um erlenmeyer. Foi adicionada agua destilada e o meio autoclavado a 121°C por 15 minutos

para esterilizacdo.

d) BHI (Brain Heart Infusion)

Extrato BHI 10¢g
Dextrose 49
Agar 159
Agua destilada 1L

O extrato pronto de BHI, a dextrose e o0 agar foram pesados e colocados em um
erlenmeyer. Foi adicionada agua destilada e o meio autoclavado a 121°C por 15 minutos para

esterilizacdo.
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e) Sabouraud — Agar

Extrato Sabouraud 109
Dextrose 49
Agar 159
Agua destilada 1L

O extrato pronto de Sabouraud, a dextrose e o agar foram pesados e colocados em um
erlenmeyer. Foi adicionada agua destilada e o meio autoclavado a 121°C por 15 minutos para

esterilizagéo.
3.2.2. Preparo dos antibioticos e antigungicos.

Em uma camara asséptica 500 mg de tetraciclina dissolvidas em 5 mL de agua
autoclavada e 5 mL de solucdo de EtOH 70%, para a amplicilina e o cetoconazol estes foram
apenas diluidos em &gua destilada autoclavada nas concentracdes de 50 mg/mL.

3.2.3. Coleta do Material Botéanico

As plantas hospedeiras Mauritia flexuosa e Strychnos cf. toxifera foram coletadas em
2008 na mata do setor norte do campus da Universidade Federal do Amazonas (localizacéo
geografica S 03° 05 33 e W 59° 57 47 ) (Figura 3.2.1). No local da coleta o material foi lavado

com agua destilada autoclavada e armazenado em sacos plasticos.

) .\,:)‘ T.... Z N T ] H %
Figura 3.2.1. Local da coleta na mata do campus da UFAM.
Fonte: Arquivo pessoal
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Foram coletados da espécie M. flexuosa apenas fragmentos das raizes aéreas que estavam
submersas, enquanto que de Strychnos cf. toxifera (Figura 3.2.2) que se apresentou na forma de
um cipd que estava enrolado no tronco de M. flexuosa foram coletados fragmentos das folhas,
casca do caule, caule, e raizes. Uma nova coleta foi realizada em 2010 no Km 106 da rodovia
AM-010 (Figura 3.2.3) aonde foram coletadas as raizes de sustentagdo e raizes aéreas de M.
flexuosa para estudos fitoquimicos.

e,

Figura 3.2.2. Strychnos cf. toxifera.
Fonte: Arquivo pessoal

S il

Figura 3.2.3. Local da coleta no Km 106 da rodovia AM-010.
Fonte: Arquivo pessoal
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3.2.4. Esterilizacdo do Material Botanico

O material boténico coletado foi lavado com detergente neutro e &gua corrente em
abundancia para assepsia externa. Em camara asséptica os fragmentos foram imersos em EtOH
70% por 1 mim, seguido de hipoclorito de s6dio 3% por 4 mim, EtOH 70% por 30 segundos
exceto para as raizes de Strychnos que ficamram imersas em EtOH 70% por mais de 2 minutos
devido a fragilidade do tecido, em seguida lavado com &gua destilada autoclavada até o
momento da inoculagdo. Com um bisturi os fragmentos foram cortados em pequenos pedacos de
4 mm x 4 mm e inoculados em placas de petri contendo meios de cultura apropriados para o
crescimento de fungos ou bactérias. Aliquotas de 50 pL dessa agua foram espalhadas em placas
controleno mesmo meio de cultura para o controle da assepsia de acordo com a metodologia de

Souza e colaboradores, (2004).
3.2.5. Técnica de Tween e Cultura Monospérica.

Os fungos que apresentaram conidios foram purificados pela técnica de tween
(AZEVEDO E COSTA, 1973). Uma porcdo de conidios do fungo foi imersa em um tubo de
ensaio contendo 2 mL da solugdo de tween 0,05% autoclavada. Desta suspencdo de células
foram retirados 1 mL para outro tubo contendo 9 mL de agua destilada autoclavada. Esse
processo denominado diluicdo seriada prosseguiu até o total de cinco tubos contendo 9 mL de
4gua cada. De cada uma das diluicdes a 10, 10 e 10 foram retirados 50 pL e plaqueados em
triplicata no meio de cultura de origem do fungo. Apos 48 horas retirou-se uma cultura originada
de uma Unica célula, transferiu-se para outra placa de petri com meio selecionado e incubou-se
em estufa BOD a 26 °C para o desenvolvimento do microrganismo e posterior preservagéo
(Figura 3.2.4).

Os fungos que ndo apresentaram conidios foram purificados por repiques sucessivos,

diluigdes eou com uso de antibidticos, nos casos aos fungos contaminados por bactérias.

3.2.6. Conservacdo dos fungos isolados.

Os fungos isolados foram conservados por trés métodos: Castellani, glicerol 10% e 6leo
mineral a fim de compor a colegdo de endofitos do GEMMA (Grupo de Estudos de

Espectrometria de Massas e Microrganismos da Amaz6nia) e para uso futuro dos mesmos em
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estudos quimicos e biolégicos. A metodologia de Castellani (1939) consiste em armazenar, em
triplicata, cinco pequenos blocos de meio de cultura contendo hifas e conidios em ampolas de
vidro estéreis de 13 mL contendo 8 mL de &gua destilada autoclavada. A metodologia que utiliza
glicerol 20% consiste em preparar solugdes de esporo em cinco microtubos de 2 mL com 1,5 mL
solucdo de &gua com glicerol (SOUZA, 2005). Para a terceira metodologia cada fungo foi
inoculado em dois tubos de ensaio com meio de cultura inclinado, onde permaneceram até a sua

esporulacdo. Apds este periodo foi acrescentado 6leo mineral autoclavado até encobrir a coldnia.
3.2.7. ldentificagdo dos fungos isolados

As identificagbes dos microrganismos foram realizadas baseando-se nas caracteristicas
macro e micromorfologicas. Para observar os aspectos micromorfologicos foi feito o
microcultivo do fungo em placa de petri, em trés pontos bem separados e cobrindo dois destes
com uma laminula de vidro esteril. Apds incubacdo em BOD a 26 °C até o crescimento das hifas
e dos conidios, foi retirada uma das laminulas para observacdo em microscopio optico e analise
de suas formas vegetativas e reprodutivas, caso a laminula ndo estivesse ainda com as estruturas
reprodutivas, a segunda laminula era retirada depois de um periodo em que as estruturas
desejadas pudessem ser observadas. O tempo decorrido para a retirada das laminulas foi de
acordo com os aspectos fisiologicos de cada individuo. Os resultados das observaces macro e

micromorfoldgicas foram comparados com chaves morfoldgicas de identificacdo de fungos.

101

@) == jji |

Transferem-se esporos
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L J

l 50pL p/ cada placa
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Figura 3.2.4. Técnica para obtengdo de cultura monosporica.

Cultura monosporica

\—D Conservagio das linhagens —» ‘
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3.3. Cultivo em pequena escala dos microrganismos isolados.

3.3.1. Cultivo dos microrganismos

Os meios de cultura utilizados para cada microrganismo s&o 0s mesmos do processo de
isolamento, apenas sem o acréscimo de &gar de modo que o meio fique liquido para que seja
submetido a cultivo sob agitacdo. Os microrganismos isolados foram inoculados em
erlenmeyeres de 250 mL contendo 100 mL do meio de cultura no qual foi isolado. A
fermentagdo foi realizada em incubadoras shaker a uma temperatura de 26 °C e 120 rpm (Figura
3.3.1) em tempo adequado a cada linhagem.

3.3.2. Obtencgéo dos extratos dos fungos cultivados.

Apos a fermentacgdo do fungo, o meio liquido fermentado foi filtrado a vacuo em camara
asséptica e separado do micélio. O meio fermentado de cada fungo foi extraido por 3 vezes com
50 mL de acetato de etila e 2 vezes com 50 mL de uma mistura de acetato de etila e isopropanol
7:3 e posteriormente utilizando volumes de 50 mL. O micélio foi macerado por 2 vezes com
metanol e concentrado. Portanto, foram obtidos dois extratos originados do meio fermentado e
um do micélio para cada fungo cultivado. Os extratos foram registrados e etiquetados com o
cddigo dos fungos, a origem do extrato, meio de fermentacdo ou micélio, o solvente da extracao
e a massa obtida.

Foram selecionadas as 47 linhagens de fungos endofiticos isolados de Strychnos sp. e
cinco de M. flexuosa. O tempo de incubacdo variou de linhagem para linhagem e apds cada
cultivo foi realizada medicdo do pH para controle. Na Tabela 3.3.1 estdo relacionados os dados

das linhagens cultivadas e seus respectivos rendimentos.
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Figura 3.3.1. (A) Cultivo dos fungos em incubadora shaker, (B) Linhagem Stsp C1-2/1-2 ap0s
cultivo, (C) Extratos obtidos da linhagem Stsp C1-2/1-2, (D) Cromatoplaca dos mesmos extratos
eluida em CH,Cl,/AcOEt 7:3 e revelada em luz U.V. 365 nm.

Tabela 3.3.1. Linhagens cultivadas em peguena escala fermentativa.

Linhagem Meio Tempode pH Extrato Extratoem Extrato do
cultivo final’ em AcOET 7:3 Micélio

AcOEt  I-PrOH (mg) em MeOH
(mg) (mg)
Stsp R2/1-2.2 ¢ BDA 21 dias 4 22,1 39,2 101,3
Stsp C2-2/1-1a BDA 14 dias 4,5 21,8 25,7 77,2
Stsp R1/1-2 BDA 9 dias 4 43,7 47,8 54,9
Stsp C2.2/1-1b ISP2 21 dias 4,5 13,5 18,0 39,7
Stsp C2-1/1-2 AVEIA 9 dias 3 32,7 31,9 64,6
Stsp C1.1/1.1 AVEIA 9 dias 5 43,2 37,4 72,2
Stsp C1-2/1-3 ISP2 9 dias 3,5 47,1 33,3 88,9
Stsp F2.3.2 ¢ AVEIA 9 dias 4 22,8 26,2 59,5
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Stsp CC1-2/1-1b
01

Stsp C2-1/1-2 a

Stsp CC1-2/1-1 b
02

Stsp C2-1a
Stsp C1-2/1-2
StspC2-1c
Stsp C2-1d
Stsp C2.3/1-2 a
Stsp C2.2/1-1a

Stsp C2.3/1-2c

Stsp C1-2/1-1c¢
Stsp C1.2/1-1 f
Stsp C1-2/1-1a
Stsp CR1.1.3
Stsp C2-1/2.3
Stsp F1.2.1
Stsp C1-2/1.3
Stsp CR1-1.3
Stsp CC2.1/1-2
Stsp C2-1/2-2
StspF3.2.1a

Stsp C2.2/2.2 a

BDA

BDA

BDA

BDA

ISP2

ISP2

ISP2

BDA

BDA

BDA

BDA

BDA

BDA

AVEIA

AVEIA

BDA

ISP2

ISP2

ISP2

AVEIA

BDA

BDA

11 dias

9 dias

14 dias

14 dias

14 dias

14 dias

14 dias

14 dias

14 dias

9 dias

9 dias

9 dias

9 dias

11 dias

11 dias

14 dias

9 dias

9 dias

9 dias

9 dias

18 dias

14 dias

4,5

55
35
4.4

3,5

70,2

42,1

380

52,6
62,3
33,6
31,9
28,9
41,6

38,5

24,7
23,8
68,2
315
52,8
16,9
90,3
28,6
50,3
56,7
35,6

42,0

49,9

38,1

210

38,3
44,4
37,0
28,4
19,4
48,7

33,4

23,9
26,8
74,5
48,9
41,3
18,7
80,0
27,7
44,3
39,4
32,1

37,4

74,8

51,3

202,7

118,3
1,39

76,9

48,6
55,7
136,9
68,8
102,8
59,6
127,8
42,1
71,2
68,4
53,9

64,3
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StspCR b AVEIA 9 dias 6,5 28,9 31,5 79,6
StspR2.1.1a BDA 9 dias 4,5 23,6 28,8 49,6
Stsp R2.3.3 ISP2 9 dias 4 25,7 19,7 43,6
Stsp CR1b AVEIA 16 dias 35 36,3 28,7 86,0
Stsp R2.1.1 BDA 14 dias 4,5 47,1 40,7 44,7
Stsp C1.2/2.1 BDA 14 dias 6 38,4 34,8 63,0
Stsp CR1.1.2 b BDA 14 dias 4,5 91,3 55,0 89,8
StspC2.1.2¢ AVEIA 9 dias 5 32,7 28,5 48,6
StspC11.3.1 AVEIA 9 dias 4,5 86,4 77,6 76,4
Stsp C1-2/1-1 ISP2 9 dias 4 33,1 38,3 54,8
Stsp C1.3.1.1 ISP2 9 dias 4,5 76,2 50,0 61,1
Stsp C1.3/2.1b BDA 14 dias 3 64,2 47,8 81,3
Stsp CR2.3-1 ISP2 14 dias 5 23,9 25,4 57.6
Stsp CR2/3.2.1 ISP2 14 dias 5,5 27,0 31,9 64,8
Stsp R2/2.3.1 ISP2 14 dias 4,5 19,5 23,2 69,7
Stsp F2.1.2 b BDA 14 dias 5 37,5 48,4 82,0
Stsp CR2.3.1 ISP2 14 dias 4,5 78,8 45,7 88,3
PBR 2.2.2 ISP2 9 dias 5 51,6 17,8 90,2
PBR1.2.1 ISP2 9 dias 5 43,8 22,5 65,4
PBR 3.2.1 ISP2 9 dias 5,5 39,9 41,9 78,4
PBR 2.1.1 ISP2 9 dias 6 21,9 27,0 41,8
PBR1.1.1 ISP2 9 dias 4,5 16,9 33,7 32,7

* Os valores de pH medidos para os controles ndo se alteraram durante o tempo de cultivo: pH = 6 para 0s meios
AVEIA e BDA e pH = 5,5 para 0 meio ISP2.
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3.4. Obtencdo dos extratos das raizes de Mauritia flexuosa.

As raizes finas (submersas) e grossas (subterraneas) (Figura 3.4.1) foram secas em estufa
de ar circulante por 48 horas a 40 °C, em seguida foram trituradas em moinho de facas. Em
seguida o material botanico foi submetido a maceracdo sequencial hexano, acetato de etila e
metanol, ao final foi realizado um tratamento com o extrato metanolico (Figura 3.4.2). A Tabela

3.4.1 apresenta 0s extratos obtidos e seus rendimentos.

| |
Figura 3.4.1. (A) Raizes respiratorias, (B) raizes submersas de M. flexuosa.

Tabela 3.4.1. Relacdo dos extratos de M. flexuosa obtidos e suas massas.

Solvente Caddigo Massa

Raizes Hexano RFH 1,04 g
submersas AcOEt RFA 28,40 ¢
(5009) Metanol RFM 49,67 ¢
Raizes Hexano RGH 3,829
respiratorias AcOET RGA 39,47 ¢
(7009) Metanol RGM 65,89 g

Apds a obtencdos dos extratos, estes foram submetidos a analise por CCD. Verificou-se
que os extratos hexanicos das raizes submersas e das raizes respiratorias eram praticamente
iguais o que levou a reunido de RFH com RGH. Os extratos em acetato de etila ndo foram
fracionados neste trabalho. Ao extrato metanolico das raizes respiratorias foi adicionada uma
mistura de dgua e metanol 3:1 e procedeu-se a particdo com diclorometano e acetato de etila para
remocdo das substancias menos polares. Para os extratos metanolicos foi realizada a partigdo
liquido-liquido apenas para o0 extrato das raizes respiratorias, uma vez que as raizes submersas

quando submetidas a particdo proporcionaram um extrato hidroalcéolico com uma massa inferior
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a 1 grama o que dificultaria no processo de isolamento de seus constituintes, por isso optou-se
por se tratabalhar apenas a juncdo dos extratos hexanicos e o extrato hidroalcdolico das raizes
respiratorias de M. flexuosa.

Raizes de M.
flexuosa
Maceracéo
com hexano
Extrato Torta
hexanico
Maceracdo
com AcOEt
~
Extrato Torta
AcOEt
Maceracdo
com MeOH

MeOH/H,0 1:3

SUSDENCAD em Extrato Torta
peng MeOH

descartada
particdo
com AcOEt
particdo
com DCM
Fase Fase Fase
DCM AcOEt hidroalcodlica

Extrato
hidroalcodlico

Figura 3.4.2. Fluxograma representando os precedimentos adotados para a obtencéo dos extratos
das raizes de Mauritia flexuosa.
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3.5. Testes bioldgicos.
3.5.1. Teste anticancer.

3.5.1.1. Teste colorimétrico

Os testes de atividade citotoxica foram realizados pelo método do MTT contra linhagens
de celulas tumorais de mama-humano (MDA-MB435), cdlon-humano (HCT-8), glioblastoma-
humano (SF-295) e leucemia-humano (HL-60). Para as anélises os extratos foram dissolvidos em
DMSO puro até a concentracdo de 50 pg/mL. A metodologia aplicada € descrita por Mosman
(1983), e se baseia em uma analise colorimétrica baseada na converséo 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.

As células foram plagueadas em placas de Eliza na concentragdo 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 de
cultura de células com 96 pocos 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 dos extratos dissolvidos em DMSO e o0 mesmo volume da solucdo de
MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apos
dissolucéo do precipitado com 150 uL. de DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 595 nm.
Os experimentos foram analisados segundo a média *+ desvio padrdo da média (DPM) da

porcentagem de inibi¢do do crescimento celular usando o programa GraphPad Prism.
3.5.1.2. Célculo da ICs

As amostras que apresentaram elevado potencial citotoxico tiveram suas respectivas 1Csg
medidas através da elaboracdo de curvas de concentracdo. As células foram plagueadas em

placas de 96 pocos nas seguintes concentracdes (células/mL):

- MDA-MB435, SF-295: 0,1 x 10°:
- HCT-8: 0,7 x 10°;
- HL-60: 0,3 x 105

Os extratos, previamente dissolvidos em DMSO, foram diluidos em série no meio RPMI

para obtencdo das concentragdes finais (0.09-50 pg/mL) numa placa de 96 pogos (100 pL/ poco).
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Apo6s um periodo de incubacdo de 72 horas, as placas foram centrifugadas a 1500 rpm por 15
minutos. O sobrenadante foi aspirado e foram adicionados 150 pL de solu¢dao de MTT, a 10%,
em RPMI 1640, sendo a placa colocada na estufa a 5% de CO, por 3 h. As placas foram
novamente centrifugadas a 3000 rpm/ 10 minutos, tendo o sobrenadante aspirado e o precipitado
ressuspendido em 150 uLL de DMSO e agitado por 30 minutos, até completa dissolugdo dos
cristais de formazan. As placas foram lidas no espectrofotometro de placa a um comprimento de
onda de 595nm.

Apenas 0s extratos que apresentaram valores de Clsp < 20 pg/mL em pelo menos trés
linhagens tumorais foram escolhidos para avaliacGes subsequentes de purificacdo, valor esse
considerado como cut-off para o screening de novas substancias com potencial antitumoral.
Todas as analises foram relizadas em comparacdo com o padréo de doxorrubicina.

3.5.2. Teste antiacetilcolinesterase

3.5.2.1. Ensaio de Ellman

A atividade enzimética da acetilcolinesterase € avaliada por métodos colorimétricos
segundo metodologia descrita por Ellman (1961). Baseia-se na medida da velocidade de
producdo da tiocolina atraves da hidrélise do analogo do substrato da AChE, a acetilcolina
(Figura 3.5.1). A tiocolina reage com o chamado Reagente de Ellman (acido 5,5-ditiobis [2-
nitrobenzdico]) (DTNB), formado uma mistura de dissulfetos (I) e um anion amarelo (I11) com

intensa absorcdo em 412 nm.

acetilcdinesterase

(CH3)gN CH,CH,SCOCH; =~ (CHg);N'CH,CH,S  + CH,COO + 2"

- + -
(CHg)sN'CH,CH,S™ + RSSR —>  (CHg)sN CH,CH,SSR -+ RS
0) (if)

(i) Reagente de Ellman (5,5 - ditiobig] 2 - nitrobenzdico ]) R; N
A 2
(i) Anion amarelo CoO

Figura 3.5.1. Esquema da catalise da acetiltiocolina e reacdo de Ellman.

Relatos na literatura indicam que compostos como aldeidos e aminas podem provocar
resultados falso-positivo no ensaio de Ellman (RHEE et al., 2003). Estes compostos impedem a

reacdo entre a tiocolina (produto da reacdo enzimatica) e o reagente de Ellman, o que impediria a
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formacgéo do anion amarelo e resultaria na formagéo do halo branco. No entanto, nesse caso ndo
h& inibicdo da atividade enzimatica e sim da reacdo quimica entre o produto da reacdo e o
corante. Assim, a fim de distinguir entre 0os compostos que atuem realmente na inibicdo da
atividade enzimaética e aqueles que atuam na reacdo quimica entre a tiocolina e o reagente de
Ellman, as amostras foram submetidas ao teste de falso positivo.

O ensaio de Ellman foi realizado com as amostras numa concentragdo 10mg/mL. As
amostras foram solubilizadas em DMSO, metanol (MeOH), cloroférmio (CHCIs), etanol e
acetato de etila dependendo de cada amostra. A homogeneizacdo das amostras foi efetuada em
um vortex. Volumes de 2,5 pLL de cada amostra foram aplicados nas placas cromatograficas de
silica gel 60 com a realizacao de eluicdo em uma fase CHCl3:MeOH 85:15 (v/v). Apos a eluicdo
e secagem das placas, as solucbes dos reagentes de Ellman DTNB (acido 5,5 — ditiobis — 2-
nitrobenzdico) e ACTI (iodeto de acetilcolina) em tampédo foram borrifadas sobre as placas de
silica. Apds trés minutos borrifou-se a solu¢do da enzima AChE (3 U/mL). O padréo utilizado
foi a Galantamina aplicada no final de cada placa. A inibicdo da enzima, nesse ensaio €
observada pelo aparecimento de halos brancos na placa de silica. Para confirmar os halos de
inibicdo, foi realizado o teste de falso positivo, colocando-se a mistura enzima AChE e

acetiltiocolina a 37 °C, por 20 min, antes de aplica-la na placa.

3.5.2.2. Ensaio de Marston

A atividade enzimatica é detectada pela conversao do acetato de a-naftila a a-naftol que
reage com o sal de Fast Blue B formando um corante diazo de cor purpura segundo a
metodologia de Marston et al. (2002). Resultado positivo é observado com a formacéo de halos
brancos na placa cromatografica que significa que o composto presente na amostra inibiu a
enzima ndo ocorrendo, portanto a formagdo do a-naftol e a consequente formacdo do corante
(Figura 3.5.2).
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Figura 3.5.2. Esquema da catalise do acetato de a-naftila e reagdo com Fast Blue.

As amostras foram solubilizadas em DMSO, metanol (MeOH), cloroformio (CHCIs),
etanol (EtOH) e acetato de etila (CH3COCH,CH3). A homogeneizacdo das amostras foi efetuada
em um vortex. Volumes de 2,5 uL de cada amostra foram aplicados nas placas cromatogréaficas e
eluidas em CHCI3;:MeOH 85:15 (v/v). O padréo utilizado foi a Galantamina aplicado no final de

cada placa.

As seguintes solugdes foram preparadas e utilizadas no ensaio:

A) 60 mL de agua deionizada + 0,546 g de tris/HCI - Tampéo A (T.A.), pH= 7,8 (ajustado com
NaOH 3N e HCI)

B) 50 mL T.A. + 0,05 g albumina bovina (para estabilizar) + 168 uL (2000 U/mL) - agitou-se
por 5min

C) 0,06 g de fast blue + 24 mL de &gua deionizada

D) 0,015 g de a-naftol + 6 mL de etanol

Apos a eluicdo e secagem das placas as solucdes A e B foram borrifadas sobre as placas e
estas foram mantidas em uma “cuba umida” a 37 °C por 20 minutos. Apds esse periodo as
solucdes C e D foram misturadas e borrifadas sobre as placas. Resultado positivo é o

aparecimento do halo branco na placa de silica.
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3.5.2.3. Teste antiacetilcolinesterase por IMER.

A utilizacdo de um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia, tendo como fase
estacionaria biorreatores ou IMER (Immobilized enzyme reactors) pode ser chamado de
cromatografia de afinidade analitica ou cromatografia de afinidade quantitativa ou
biocromatografia. Esse processo cromatografico fornece seletividade, rapidez e possibilidade de
reutilizacdo da enzima, além da reprodutibilidade obtida através da combinacdo da
especificidade e da sensibilidade de uma reacdo enzimatica. Assim, com a sensibilidade de
deteccdo sensivelmente aumentada o IMER pode ser usado para isolar e/ou identificar compostos
biologicamente ativos em misturas complexas (CARDOSO et al., 2009).

A constante de Michaelis Menten (KM) é uma constante de equilibrio similar a constante
de inibicdo (Ki), usada para descrever o efeito de inibidores reversiveis sobre a atividade da
enzima. Tais constantes (KM e Ki) sdo similares as constantes de afinidade, Kd (constante de
dissociacdo) e Ka (constante de associacdo), usadas para descrever o processo ligante-receptor, a
ligacdo com a enzima e o equilibrio. Uma vez que técnicas cromatograficas podem ser usadas
para determinar Kd e Ka, valores de KM e Ki podem ser obtidas utilizando os principios da
cromatografia seletiva de afinidade. Para as condi¢des da corrida em IMER e seus procedimentos

foram utilizados:

- coluna IMER-AChE - 30 cm x 0,01 mm — coluna capilar de silica fundida com a enzima
acetilcolinesterase (Electrophorus electricus) imobilizada, utilizada como coluna acoplada ao
HPLC;

- Monitoramento do produto da reacdo enzimatica: Metodologia de Ellman;

- Fase mdvel: Tampéo Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 e DTNB (&cido 5,5-ditiobis[2-nitrobenzdico] 0,1
mM;

- Amostra injetada: 10 pL da solu¢do contendo: 1 mM de Acetiltiocolina (substrato andlogo da
tiocolina em concentragdo de saturagdo) e 200 pg/mL do extrato a ser testado ou 200 uM de

inibidor padréo tacrina (Figura 3.5.3).
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- Vazdo: 0,05 mL/min;
- Detector DAD-UV: 412 nm;
O percentual de inibi¢do foi obtido comparando-se a atividade da enzima na presenga do

inibidor (Vi) com a atividade inicial da enzima (V,), de acordo com a equacao:
% de inibicdo = 1 — [Vi— Vg] x 100

uv
1750000
1500000+

1250000+ A . T
—— Auséncia de inibidor

1000000+
= Presenga de inibidor

7500001 NH,

X
500000
—
N

250000+

o
——— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 min

Figura 3.5.3. Cromatograma representando a diminuicdo da banda cromatogréafica referente ao
produto na presenca do inibidor padrao tacrina.

3.5.3. Teste de atividade antioxidante

3.5.3.1. Teste antioxidante qualitativo por DPPH

O método DPPH (BRAND-WILLIAMS et al., 1995) é baseado na captura do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por antioxidantes, e estd baseado no descoramento de uma
solucdo composta pelo radical estavel, de cor violeta, quando da adicdo de substancias que
podem ceder um atomo de hidrogénio. O DPPH é um radical livre que pode ser obtido

diretamente por dissolucdo do reagente em meio organico (Figura 3.5.4).
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NO, NO,

viotela amarelo

Figura 3.5.4. Estabiliza¢do do radical livre DPPH.

O ensaio foi realizado com as amostras numa concentracdo de 10 pg/ul. As amostras
foram solubilizadas em DMSO, metanol, cloroférmio, etanol e acetato de etila. A
homogeneizagao das amostras foi efetuada em um voértex. Volumes de 2,5 pL. de cada amostra
foram aplicados nas placas cromatogréaficas e eluidas em CHCI3:MeOH 85:15 (v/v). Os padrdes
utilizados foram a rutina e a quercetina, estes aplicados no final de cada placa na ordem citada.
Apos a eluicdo e secagem das placas a solugdo de DPPH em metanol (2 mg/mL) foi

borrifada sobre as placas. Resultado positivo é o aparecimento do halo amarelo.

3.5.3.2. Teste antioxidante quantitativo por DPPH

A determinacéo da atividade antioxidante foi realizada segundo metodologia descrita por
MENSOR, et al. (2001), monitorando o consumo do radical DPPH pelas amostras através da
medida do decréscimo da absorbancia de solucdes de diferentes concentracdes. As medidas de
absorbancia foram feitas em espectrofotdmetro UV-Vis Spectronic BioMate 3, tendo como
controle positivo quercetina comercial. Um volume de 2,5 mL de cada amostra em diferentes
concentracdes foi adicionado a 1,0 mL de solucdo de DPPH na concentracdo de 0,3 mM/L e
misturados vigorosamente. A leitura da absorbancia da mistura reacional (quercetina + DPPH)
foi realizada a 517 nm ap6s 30 minutos. A partir dos valores obtidos foi construida a curva de
calibracdo. As medidas foram feitas em cubeta de quartzo com percurso Optico de 1 cm. O
mesmo procedimento foi realizado para os extratos de M. flexuosa. Todas as analises foram
realizadas em triplicata. Os valores das absorbancias foram convertidos em porcentagem da

capacidade de sequestro (%CS), determinada pela seguinte Equagéo:

75



Procedimentos Experimentais

(Abs amostra - Abs branco)x 100
Abs controle

%CS = 100 —

A CSso foi determinada por interpolagdo da curva de calibragéo: capacidade de seqliestro
contra a absorbéancia da amostra As amostras testadas quanto sua atividade antioxidante estéo na
Tabela 3.5.1.

Tabela 3.5.1. Extratos testados no teste antioxidante quantitativo.

Amostra Descricao
RFH Extrato em hexano das raizes submersas
RFA Extrato em AcOEt das raizes submersas
RFM Extrato em MeOH das raizes submersas

RGH Extrato em hexano das raizes respiratorias
RGA Extrato em AcOEt das raizes respiratorias

RGM Extrato em MeOH das raizes respiratérias

3.5.4. Teste de toxicidade frente & Artemia salina

Este ensaio determina a atividade citotoxica de uma substancia através da medida da
resposta bioldgica, expressa pela morte dos metanduplios de Artemia salina. Com este teste,
selecionam-se produtos naturais com habilidade de destruir ou inibir o crescimento de culturas
de células tumorais, destruir ou inibir o desenvolvimento de insetos e ainda exercer uma larga
faixa de efeitos farmacoldgicos (MEYER et.al., 1982).

Em um aquario de vidro, contendo aproximadamente 100 mL de solucdo salina (38 g de
sal marinho sintético dissolvidos em 1 L de &gua destilada), foram adicionados cerca de 10 mg
de ovos de Artemia salina e deixados sob iluminacédo artificial a 28 °C. Apds 24 horas foram
transferidos os nauplios do microcrustaceo (primeiros estagios larval) para outro aquéario
contendo 100 mL de solucdo salina limpa. Este segundo aquério, a semelhanca do primeiro,
também foi mantido em incubacdo por mais 24 horas, sob iluminacédo artificial a 28 °C, para
obtenc&o de uma cultura pura do estagio larval de metanauplios.

Em seguida, foram preparadas, em triplicata, solucdes de lapachol, cuja CLsy sobre A.

salina ¢ de 70 pg/mL (61 < DL50 < 81) e das amostras-teste (extratos) em cinco concentragdes
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diferentes, expressas em pg/mL, utilizando-se o dimetilsulféxido (DMSO), além de uma solugéo
controle, utilizando-se apenas a solucdo salina com DMSO a 1%. Essas solugdes foram
adicionadas em tubos contendo 5 mL de solugéo salina com aproximadamente 10 a 15 larvas de
A. salina em estagio de metanauplios. Apo6s 24 horas de incubacdo em local fresco, foi realizada
a contagem do numero de microcrustaceos mortos (individuos imoveis e/ou depositados no
fundo do tubo) e vivos. Com os valores dos nimeros de microcrustaceos vivos e mortos em cada
concentracdo testada, determinou-se a CL50 (com intervalo de confianca de 95%) através do
método probitos de andalise (FINNEY, 1974). As amostras testadas neste teste foram as mesmas
listadas na Tabela 3.5.1.

3.5.5. Teste de atividade antimicrobiana frente a Bacillus cereus

Para este ensaio foi utilizado o método por difusdo em agar utilizando placas de Petri
(SOUZA et al., 2004). Os extratos foram classificados quanto a sua atividade antimicrobiana,
comparando os diametros dos halos de inibicdo com a padronizacdo pré-estabelecida. Como
controle, discos foram embebidos com uma mistura de &gua e DMSO 9:1. O meio utilizado foi o
BHI aonde foram adicionados 100 pL da solucéo bacteriana de B. cereus (Figura 3.5.5) para sua
inoculagédo por toda placa e 100 pL dos extratos na concentracdo de 2 mg/mL em cada poc¢o de 5
mm de didmetro em triplicata (16 pocos por placas). Apds 24, 48 e 72 horas de incubacdo em
BOD a 37 °C foram realizadas leituras dos resultados do ensaio e medidos os halos de inibigcdo

formados.

Figura 3.5.5. Placa de Petri contendo cultura de Bacillus cereus.
Fonte: www.microbelibrary.org
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3.5.6. Teste de atividade antifingica frente a Candida albicans

Os testes de atividade antifingica foram realizados pelo método de microdiluicdo em
caldo, utilizando-se placas de Eliza com 96 pocos (SOUZA et al., 2006). Para o teste
inicialmente a cultura de Candida albicans (Figura 3.5.6) foi reativada em placa de Petri
contendo meio 4gar Sabouraud e encubada por 24 horas a 37 °C. Apo6s este periodo de tempo
uma porc¢do da coldnia fangica foi transferida dessa placa para um tubo de ensaio contendo meio
sabouraud liquido, este foi novamente incubado por mais 24 a 37 °C. Para o teste foram apenas
testados alguns extratos fangicos, que foram dissolvidos em DMSO na concentracao de 1 mg/mL
tiveram um volume de 2 pL adiconados em cada pogo juntamente com 93 pL de meio
Sabouraud liquido e 5 pL da solucdo de Candida albicans (Figura 3.5.6). Apds 24 horas todos 0s
pocos tem seu conteddo inoculado em placas de Petri contendo meio agar Sabouraud, de modo a
se verificar o tipo de atividade; fungicida ou fungistatico, feito isso é adiconado o corante azul de
lactofenol aonde a presenca de colaracdo verde indica a presenca de celulas mortas o que sinaliza
um resultado positivo de atividade antifungica. Na Tabela 3.5.2 estdo listadas as amostras de

extratos fungicos e seus respectivos codigos enviados para os testes bioldgicos.

Figura 3.5.6. Placa de Petri contendo cultura de Candida albicans.
Fonte: www.microbelibrary.org

Tabela 3.5.2. Relacdo dos extratos de fungos endofiticos ensaiados nos testes bioldgicos.

Fungo Teste Teste Teste Teste Antifangico
Anticancer Antiacetilcolinesterase  Antioxidante™ e Antimicrobiano

Stsp CR2.3-1 a,c A b c a b c ac

Stsp C1-2/1-3 a c a4 c o ac

StspCR b a a a a

78


http://www.microbelibrary.org/

Procedimentos Experimentais

Stsp C1-2/1-2 a

a a a
Stsp R2.1.1 a,bc a b c a, b, c c
Stsp C2.2/1-1a a, b, c a, b, c a,b,c b
Stsp CR1.1.2 b b, ¢ a,b,c a,b,c a
Stsp F2.3.2¢ a,c a, b, c a,b,c a,C
Stsp R1/ 1-2 a,c c c c
Stsp C2-1/1-2 c a a -
Stsp C2-1¢ a a a a
Pbr1.2.1 a a a a
Pbr 2.2.2 a a a -
Stsp CC1-2/1-1 -
b 01 a | -
Stsp CC2.1/1-2 - a a -
Stsp C2-1d - C c (o
Stsp C1.2/1-1 f - a a -
Stsp C1-2/1-1a - a a a, C
Stsp C2-1/2-2 - a a a
Stsp C1-2/2-1 - - l a,C
Stsp C2-2/2-2 - - - a,C
Stsp C1-2/1-2 - - B !
Stsp C2-1/2-3 - - B !
Stsp F1.2.1 - - B
a, C

"a — extrato em AcOEt do meio fermentado, b — extrato em AcOEt 8:2 i — PrOH, ¢ — extrato em MeOH do micélio.
- teste apenas qualitativo para os extratos fingicos. Apenas os extratos de M. flexuosa foram testados no teste quantitativo.

3.5.7. Teste de atividade antimicrobiana das substancias puras.

Inicialmente as culturas de células bacterianas foram ativadas em placas de Petri
contendo meio agar Mueller Hinton, sendo incubadas a 37 °C durante 24 horas, ap0s este
periodo de tempo, as coldnias bacterianas foram transferidas com o auxilio de uma alga de

platina para tubos de ensaio contendo 0 mesmo meio de cultura liquido, apds a homogeneizacéao
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estes tubos foram novamente incubados nas mesmas condigdes anteriormente citadas por mais
24 horas.

As bactérias utilizadas para o ensaio foram padronizadas a uma concentragdo de 1x10°
cel/mL, através de comparacdo com o padrdo McFarland de turbidez. Este padrdo consistia da
mistura de 9,95 mL de uma solucdo de H,SO4 a 1% e 0,05 mL de uma solugéo de BaCl, 1% (DE
MEDEIROS, 2010).

Inicialmente para o teste preparou-se uma solugdo mae das substancias de interesse em
DMSO, que foram diluidas sucessivamente de modo a se obter as concentrag6es de 100, 50, 25,
12,5, 6,25 e 3,125 pg/mL. Os testes foram realizados placas de Eliza, contendo 96 pocos, através
de diluicGes seriadas em triplicata das substancias puras e dos antibidticos de referéncia em caldo
Mueller Hinton.

As placas de Elisa foram entdo encubadas por 24 horas, ap0s este periodo de tempo foi
adicionado o corante resazurina e ap0s 30 minutos tem-se o resultado do tente aonde a presenca
de coloracdo rosa nos pocos indica atividade celular, o que aponta para resultados negativos de
atividade antimicrobiana, apenas 0s pogos com coloracdo violeta atestam para atividade. Ao fim
dos testes de MIC, as concentracOes que apresentaram atividade foram novamente repetidas a
fim de se replaquear o contetdo dos pocos de modo a se verificar o tipo de atividade, se é
bactericida ou bacteriostatica. Para este teste foram utilizadas cinco linhagens de bactérias
patogénicas: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus,
Escherichia coli e Bacillus subtilis (Figura 3.5.7) (DE MEDEIRQOS, 2010).

Figura 3.5.7. Bactérias patogénicas usadas no teste: Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Micrococcus luteus, Escherichia coli e Bacillus subtilis respectivamente.
Fonte: www.microbelibrary.org

80


http://www.microbelibrary.org/

Procedimentos Experimentais

3.6. Estudo do perfil quimico das linhagens de Penicillium spp. e da hospedeira
Strychnos cf. toxifera por APCI-MS.

Foram utilizados os extratos obtidos das linhagens de endofiticos durante o cultivo em
pequena escala. Foram selecionadas apenas as linhagens de ambas hospedeiras que
morfologicamente aparentavam serem do género Penicillium, foram apenas utilizados extratos
em AcOEt do meio metabolizado. Estes extratos foram solubilizados em metanol, em seguida
particionados em pequena escala com uma mistura de hexano e éter de petréleo 1:1 de modo a
retirar os compostos menos polares. A fracdo metandlica foi ressolubilizada em metanol e entdo
diluidos até a concentracdo de 2 ppm. Em 20 pL dos extratos foram injetados com ajuda de uma
mistura de metanol, agua e acido férmico 90:9:1 presentes na bomba do aparelho LCQfleet da
Thermo®, para as anélises de perfil quimico foi utilizada a sonda de APCI operando no modo
positivo.

Inicialmente foram realizadas diversas injecdes de modo a se obter as melhores condigdes
de ionizacdo para os extratos brutos (Tabela 3.6.1) sendo utilizado sempre 0 modo positivo de
ionizacdo. Apos o refino das condicdes de ionizacdo partiu-se para a otimizacdo da concentracéo
injetada no aparelho de modo a se conciliar a preservacdo do aparelho juntamente com bons

resultados na sensibilidade de deteccéo.

Tabela 3.6.1. CondicGes otimizadas do espectrometro de massas para 0s compostos presentes
nos extratos testados.

Parametros Valor utilizado
Taxa de fluxo do gas principal 20 psi
Taxa de fluxo do gas auxiliar 10 psi
Taxa de fluxo do gas da cortina protetora 5 psi
Temperatura de dessolvatacao 450 °C
Voltagem da corona 4 kV
Voltagem do cone 21V
Lente RF 08V
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3.7. Cultivo em larga escala dos fungos selecionados

De acordo com os resultados dos testes bioldégicos foram selecionadas trés linhagens de
fungos para os estudos quimicos: da hospedeira Mauritia flexuosa foram selecionadas as
linhagens PBR 2.2.2 e PBR 1.2.1.a, e de Strychnos cf. toxifera, a linhagem Stsp CR 2.3.1.
Também tiveram seus extratos estudados devido a altos rendimentos de extragdo as linhagens
Stsp CC1-2/1-1 b 02, Stsp C1-2/1-2, Stsp C1-2/1-3, Stsp C2-1c e Stsp C1.2/1-1f.

Cada uma das trés linhagens selecionadas foi cultivada utilizando o meio de cultura ISP2
por ser o meio de origem das linhagens. Foram utilizados 60 frascos de Erlenmeyrer de 1 L com
300 mL do meio de cultura em cada frasco, previamente autoclavados por 30 mina 121°Ce 1
atm de pressdo. Foram inoculados 50 pL da suspencdo de esporos em 58 erlenmeyers os dois
restantes ficaram como controles para comparacgdo do pH. Apos 21 dias de crescimento a 26 °C,
o meio fermentado foi separado da biomassa fungica (micélio) for filtragdo a vacuo. O meio
fermentado (~18 L) apos ter seu pH medido foi entdo extraido com solventes organicos por meio
de particdo liquido-liquido: 3 x com 500 mL de acetato de etila e em seguida 2 x com 500 mL de
acetato de etila 7:3 iso-propanol. Os solventes foram evaporados em rotoevaporador sob pressao
reduzida e os extratos secos reunidos pesados e codificados. O micélio depois de separado do
meio metabolizado foi macerado com metanol por 48 horas por trés vezes. O solvente foi
evaporado e os extratos reunidos. Desta forma para cada fungo cultivado em larga escala
obtiveram-se trés extratos, dois com os metabdlitos extracelulares e um com os metabolitos
intracelulares, (Tabela 3.7.1).

Tabela 3.7.1. Extratos obtidos a partir do cultivo das linhagens fungicas selecionadas.

Fungo Cadigo Extrato Quantidade (g)
PBR 2.2.2 P1 Extrato em AcOEt do meio fermentado 1,4
P1* Extrato em AcOEt/i-PrOH 7:3 do mesmo meio 0,6
P1IM  Extrato em MeOH do micélio 12,3
PBR1.2.1.a P2 Extrato em AcOEt do meio fermentado 1.8
p2* Extrato em AcOEt/i-PrOH 7:3 do mesmo meio 0,4
P2M  Extrato em MeOH do micélio 14,0
Stsp CC1-2/1-1 b 02 ST1  Extrato em AcOEt do meio fermentado 0,380
Stsp CR 2.3.1 Gl Extrato em AcOEt do meio fermentado 2,6
G1* Extrato em AcOELt/i-PrOH 7:3 do mesmo meio 0,82
G1M  Extrato em MeOH do micélio 7,83
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3.8. Isolamento dos metabdlitos secundarios dos fungos selecionados.

3.8.1. Fungo PBR 2.2.2

O fungo PBR 2.2.2. teve inicialmente seus extratos P1 e P1” reunidos e fracionados em
coluna filtrante sob pressdo reduzida em gel de silica em gradiente crescente de polaridade
Hexano, Acetato de Etila e Metanol) fornecendo quatro fracdes. A fracdo 3 foi submetida a um
novo fracionamento em coluna aberta de gel de silica flash com gradiente crescente de
polaridade (hexano, acetato de etila e metanol) fornecendo 56 fragdes, analisadas e comparadas
por CCD. As subfracdes de 15 a 21 eluidas com Hex/AcOEt/MeOH 5,5:4:0,5 foram reunidas
(72,0 mg) e codificadas como D2.

A analise de D2 por RMN de 'H evidenciou uma mistura que foi tratada em HPLC
utilizando-se uma coluna analitica Synergi 4p Fusion (C18) 250 x 4,6 mm, sendo obtido melhor
separagcdo com MeOH e &gua 1:1 (Figura 3.8.1). Uma vez otimizadas as condicdes, partiu-se
para o isolamento das substancias de interesse em D2 via HPLC preparativo. Para o isolamento
utilizou-se uma coluna preparativa Synergi 44 Fusion (C18) 250 x 21,20 mm, trabalhando em
sobrecarga para maior produtividade em um fluxo de 20 mL/min calculado por meio do fator de

escalonamento de modo a ser isolada a amostra 1.

Lambdamax, 204 206 343 229 417
Lambdamin,. 205 219 261 415 420

Detector A-270 nm
otimizacao
Hec_2isocrat50

40

7] Amostra 1 250 200 350 400 B

\

mAL
mAL

1] 10 20 30 40 50
Minutes
Figura 3.8.1. Cromatograma obtido para a analise da fracdo D2 no modo isocratico MeOH 50%
em 60 minutos, A = 270 nm, inje¢do de 20 pL e fluxo de 0,7 mL/min e espectro de U.V. da
substancia de interesse.
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O extrato bruto do micélio P1M também foi submetido inicialmente a um fracionamento
em coluna filtrante com gel de silica em gradiente crescente de polaridade (hexano, acetato de
etila e metanol) fornecendo quatro fragOes, A fracdo 1 (330 mg) foi lavada com acetato de etila e
a porcédo soluvel (120 mg) reunida com a fracdo 2 (320 mg) e submetidas a um fracionamento
em coluna de gel de silica flash, eluidas em gradientes crescentes de polaridade (hexano e acetato
de etila) fornecendo 31 fracdes. A subfragdo 5 (8,0 mg), eluida com Hex/AcOEt 8:2, apresentou
cristais em forma de agulha que foram purificados por recristalizagdo com com uma mistura de
Hex/AcOEt 4:6 resultando na amostra 2. A subfracdo 6 (4,9 mg) eluida com o mesmo sistema
de solventes apresentou-se como um sdlido amorfo cuja As analise em comparagdo com a
amostra 2 revelou tratar-se de substancias distintas e aparentemente pura, fornecendo assim a

amostra 3.

A fracdo 3 (1,09 g) foi submetida a fracionamento em gel de silica flash por eluigdo em
modo crescente de gradiente (hexano, acetato de etila, iso-propanol e metanol) de eluicdo
forneceu 25 fragdes. As subfracdes de 11 a 13, eluidas com AcOEt/i-PrOH 9:1, foram reunidas
apos andlise por CCD e denominadas Grupo | (140 mg), as subfracBes de 16 a 20 eluidas em
AcOEt/I-PrOH 1:1 também reunidas, e constituiram o Grupo Il (263 mg).. O Grupo Il foi
fracionado em gel de silica flash com gradiente crescente de polaridade (hexano, acetato de etila
e metanol) fornecendo 21 fracGes. As fracbes 13 e 14 apresentaram-se como estruturas
monocristalinas que se apresentaram puras por analises em CCD e foram denominadas como
amostra 4 (31,1 mg). A fracdo 4 ap0s seca apresentou a formacéo de cristais na parede do frasco
esta fracdo foi submetida a fracionamento em gel de silica fase reversa (ODS) utilizando &gua e
metanol em gradiente crescente do modificador organico. A subfracdo 17 eluida com
MeOH/H,0 7:3, apds analise por CCD foi codificada como amostra 5 (3,1 mg) (Figura 3.8.2).

84



Procedimentos Experimentais

P1M
(12,3 9)

Hex 8:2 AcOEt Hex 3:7 AcOEt (a) AcOEt 9:1 MeOH MeOH 100%
Fr.1 Fr.2 Fr.3 Fr.4
(330 mg) (320 mg) (1,09 g) (5,90 g)
(b) (d)

Fr.1+2 Grupo | Grupo Il 0
(440 mg) (140 mg) (263 mg)

(c)
(e) Amos. 5
(3,1 mg)
Amos. 2 Amos. 3 AmMos. 4
(8,0 mg) (4,9 mg) (31,1 mg)

Figura 3.8.2. Fluxograma representado o estudo quimico do extrato P1M.

(@): coluna em funil de separacdo de 500 mL, silica 70-230 mesh;(b): reunido de Fr.1 e Fr.2; (c): h=15 cm
e ¢ = 2,5 cm, silica 230-400 mesh; (d): h =30 cm e @ = 3,0 cm, silica 230-400 mesh; (e): h=15cme ¢ =
2,5 cm, silica 230-400 mesh; (f) h=40 cm e ¢ = 3,0 cm, silica fase reversa ODS (C8).

3.8.2. Fungo PBR 1.2.1.a

O extrato do meio liquido fermentado P2 do fungo PBR 1.2.1.a foi fracionado em quatro
fracdes em coluna filtrante sob pressdo reduzida utilizando gel de silica 70-230 mesh. A fragéo 3
(487 mg) foi fracionada em silica flash sob eluicdo em gradiente crescente de polaridade
(hexano, acetato de etila e metanol) fornecendo 38 fracbes. A subfracdo 14 eluida em
AcOEt/Hex 9:1 apresentou a formacdo de um sélido amorfo que apds analise por CCD foi
codificada como amostra 6 (8,9 mg). A subfracdo 21, eluida em AcOEt/MeOH 8:2 apresentou
também a formacdo de um sélido amorfo branco juntamente com uma goma de cor amarela. Este
solido foi lavado com uma mistura de hexano e acetato de etila 1:1 e ap6s analise em CCD foi
denominado amostra 7 (12,4 mg). A Figura 3.8.3 apresenta os procedimentos adotados para o

extrato P2 de forma resumida.

85



Procedimentos Experimentais

P2
(1.89)

Hex 8:2 AcOEt Hex 1:1 AcOEt @ ACOEt 100% MeOH 100%
Fr.1 Fr.2 Fr.3 Fr.4
(119 mg) (158 mg) (487 mg) (873 mg)
(b)

Amos. 6 AmMos. 7
(8,9 mg) (12,4 mg)

Figura 3.8.3. Fluxograma representando o estudo quimico do extrato P2.

(@): coluna em funil de separagéo de 500 mL, silica 70-230 mesh;
(b): h=30 cm e ¢ = 3,0 cm, silica 230-400 mesh.

O extrato do micélio P2M (14 g) foi fracionado em coluna de gel de silica 70-230 mesh
em gradiente crescente de polaridade (hexano, acetato de etila e metanol), fornecendo quatro
fracdes. A fracdo 2 (392 mg) foi fracionada em coluna de gel de silica flash por eluicdo com
gradientes crescentes de polaridade (hexano e acetato de etila), fornecendo 17 fracGes. A
subfracdo 6 eluida com Hex/AcOEt 85:15 apresentou a formacdo de cristais que foram
purificados por recristalizacdo em Hex/AcOEt 4:6 produzindo assim a amostra 8 (6,3 mg). A
subfracdo 10 eluida em Hex/AcOEt 7:3 também apresentou a formacao de cristais em forma de
agulha, os quais foram apenas lavados com hexano e denominados amostra 9 (11,7 mg) (Figura
3.8.4).
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P2M
(14,0 9)

Hex 100% Hex 7:3 AcOEt ®) AcOEt 100% MeOH 100%
Fr.1 Fr.2 Fr.3 Fr.4
(180 mg) (392 mg) (2,75 0) (6,53 Q)

(b)

Amos. 8 Amos. 9
(6,3 mg) (11,7 mg)
Figura 3.8.4. Fluxograma representado o estudo quimico do extrato P2M.

(@): coluna em funil de separacéo de 500 mL, silica 70-230 mesh;
(b): h=30 cm e ¢ = 3,0 cm, silica 230-400 mesh.

3.8.3. Fungo Stsp CC1-2/1-1 b 02.
O fungo Stsp CC1-2/1-1 b 02 foi cultivado apenas em pequena escala, porém o liquido
deu alto rendimento na extracdo com acetato de etila. O extrato ST1 (381 mg) obtido ainda

apresentou a formacéo de cristais na parede do frasco (Figura 3.8.5).

Figura 3.8.5. Cristais presentes no extrato ST1.
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Este extrato foi sucessivamente lavado com hexano e submetido a um fracionamento em
coluna de gel de silica eluida em gradiente crescente de polaridade (hexano, acetato de etila e
metanol) e forneceu quatro fragdes. A fracdo 3 apresentou a formacgdo de cristais, estes foram

purificados por recristalizagdo em AcOEt a quente e denominada amostra 10 (21,7 mg) (Figura

3.8.6).
ST1
(381 mg)

(a)
Hex 100% Hex 1:1 AcOEt AcOEt 8:2 MeOH MeOH 100%

Fr.1 Fr.2 Fr.3 Fr.4
(34,4 mg) (54,3 mg) (60,7 mg) (200 mg)
Amos. 10
(21,7 mg)

Figura 3.8.6. Fluxograma representado o estudo quimico do extrato ST1.

(@):h=10cme ¢ = 1,5 cm, silica 230-400 mesh.

3.8.4. Fungo Stsp CR 2.3.1

Os extratos brutos do liquido fermentado do fungo Stsp CR 2.3.1 G1 e G1* foram
reunidos apos analise por CCD (3,42 g) e fracionados em coluna filtrante sob pressdo reduzida
em gradiente crescente de polaridade (hexano, acetato de etila e metanol) utilizando gel de silica
mesh 70-230 originando quatro fracdes. A fracdo 4 (1,46 g) foi submetida a um fracionamento
por permeacdo em gel de Sephadex LH-20 no modo isocratico com metanol fornecendo 8
fracdes A quinta fracdo apresentou a formacdo de cristais em forma de agulha, estes foram
lavados com acetato de etila e recristalizados em metanol a quente e apds analise por CCD

codificou-se estes cristais como amostra 11 (114,6 mg) (Figura 3.8.7).
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Gl +G1l*
(3,42 g)
_ _ (@)
Hex 8:2 AcOEt Hex 1:1 AcOEt ACOEt 100% MeOH 100%
Fr.1 Fr.2 Fr.3 Fr.4
(34,4 mg) (54,3 mg) (60,7 mg) (1,46 9)

(b)
(@): coluna em funil de separacdo de 500 mL, silica 70-230 mesh

(b): Sephadex LH-20; h=80 cme ¢ = 3,0 cm. :
(c): lavagem com AcOEt e recristalizagdo em metanol a quente. Fracao 5
23

7 mg)

(©

Subs. 11
(114,6 mg)

Figura 3.8.7. Fluxograma representado o estudo quimico do extrato G1 + G1*.

O extrato do micélio G1IM foi fracionado em coluna filtrante sob pressdo reduzida
utilizando gradiente crescente de polaridade (cicloexano, diclorometano, acetona e metanol)
originando cinco fracdes. A fracdo 2 eluida em DCM 100% foi submetida a fracionamento em
gel de silica mesh 230-400 em gradiente crescente de polaridade (cicloexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol) fornecendo 27 fracdes. A subfracdo eluida em cicloexano/DCM 1:9
apresentou a formacao de cristais denominados amostra 12 (4,8 mg). A fracdo 3 eluida com
DCM/acetona 1:1 foi fracionada da mesma forma que a fracdo 2, sendo encontrados cristais nas
subfracdes 10, eluida em cicloexano/DCM 1:1 e na subfracdo 17 eluida em DCM/AcOEt 9:1,
denominadas amostras 13 (8,6 mg) e 14 (10,5 mg) respectivamente. A fracdo 5 eluida em
metanol 100% foi submetida a fracionamento em gel de silica modificada (C18) uilizando
gradiente crescente (metanol e &gua) fornecendo 13 subfracBes. Um sélido amorfo branco
formado na subfracdo 3 foi lavado com acetato de etila e apos anélise por CCD foi denominado
amostra 15 (7,3 mg) (Figura 3.8.8).
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G1IM
(7,83 9)

Cicloexano 1:1 DCM DCM 100%  DCM 1:1 acetona @ Acetona 100% MeOH 100%
Fr.1 Fr.2 Fr.3 Fr.4 Fr.5
(417 mg) (483 mg) (573 mg) (972 mg) (4,53 0)
(b) (d)

Subs. 12 Subs. 15
(4,8 mg) (© (7,3 mg)

p
Subs. 13 Subs. 14
(8,6 mg) (10,5 mg)

A\

Figura 3.8.8. Fluxograma representado o estudo quimico do extrato G1M.

(@): coluna em funil de separacdo de 500 mL, silica 70-230 mesh.
(b): h=30cme ¢ =2,0 cm, silica mesh 230-400.

(c): h=50 cme ¢ = 2,0 cm, silica mesh 230-400.

(d): Silica fase reversa (ODS): h=40 cm e ¢ = 2,0 cm.

3.9. Isolamento dos metabdlitos secundarios de Mauritia flexuosa.

3.9.1. Extratos hexanicos.

Os extratos hexanicos das raizes submersas (RFH) e das raizes respiratorias (RGH)
apresentaram perfis semelhantes em analise por CCD e foram reunidos de modo a se obter mais
massa. Este extrato foi fracionado em coluna aberta de gel de silica utilizando um gradiente
crescente de polaridade (hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol) originando 68
fracdes, algumas quase puras. A fracdo 2 apresentou-se como uma goma de coloracdo laranja
que foi analisada por GC-MS. A fragédo 10 apresentou a formacao de cristais em forma de agulha

que foram recristalizados em hexano fornecendo a amostra 16.
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A fracdo 17 apresentou poucas bandas cromatograficas quando analisadas por CCD,
entdo foi submetida a um novo fracionamento em gel de silica utilizando gradientes crescentes
de polaridade (hexano, diclorometano e acetato de etila), fornecendo 37 subfragbes. As
subfracBes 14, 18 e 21 apresentaram-se como sélidos amorfos brancos com aparente pureza
quando analisadas por CCD, fornecendo assim as amostras 17, 18 e 19 respectivamente.

As frages 21 e 23 provenientes do extrato bruto se apresentaram na forma de solidos
amorfos que por CCD aparentavam estar puras, ambas foram recristalizadas em acetato de etila a
quente e os cristais foram codificados como amostras 20 e 21 respectivamente. A fracdo 34
eluida em Hex/DCM 1:1 foi fracionada em gel de silica fase normal em gradiente crescente
(hexano, diclorometano e acetato de etila) a subfracdo 20 eluida em DCM/ACOEt 9:1 apresentou
a formacéo de cristais em forma de agulhas, os queis foram purificados por recristalizacdo em
diclorometano a frio fornecendo a amostra 22. O esquema da Figura 3.9.1 resume o
fracionamento do extrato hexanico de M. flexuosa.

RFH + RGH
(4,86 Q)

@

Fr.2 Fr.10 Fr.17 Fr.21 Fr.23 Fr.34

(393 mg) (29 mg) (88 mg) (102 mg) (78,3 mg) (90,8 mg)
© © © ©
Substancia 16 Substancia 20 Substancia 21

(21 mg) (61,7 mg) (24,6 mg) d
Substancia 17 Substancia 18 Substancia 19 Substancia 22

(19,4 mg) (12,6 mg) (15,8 mg) (3,2 mg)

Figura 3.9.1. Fluxograma representado o estudo quimico do extrato RFH+RGH.

(b): h=50cm e ¢ =2,0 cm, silica 70-230 mesh.
(3):h=10cme ¢ = 1,5 cm, silica 230-400 mesh.
(c): Recristalizagcdo em hexano a frio.
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(d): h=10 cm e ¢ = 1,5 cm, silica 230-400 mesh e posterior recristalizacdo em diclorometano a frio.
(e): Recristalizagdo em acetato de etila a quente.

3.9.2. Extrato hidroalcdolico das raizes respiratorias.

O extrato hidroalcdolico proveniente das raizes respiratdrias foi fracionado por
permeacao em gel de Sephadex LH-20 no modo isocrético utilizando como fase mével a mistura
de &gua e metanol na proporcao de 1:1, fornecendo 49 fracdes, a fracdo 22 (112,3 mg) apds
analise por CCD de fase reversa revelou apenas duas bandas cromatograficas, de modo que esta
fracdo foi novamente submetida a um novo fracionamento em Sephadex LH-20 sendo usado
metanol como fase movel, fornecendo duas subfragdes codificadas como amostra 23 (10,7 mg)
na forma de um sélido amorfo amarelo e a amostra 24 (4,6 mg) na forma de uma goma
amarelada.

A fragédo 32 (58,5 mg) do fracionamento do extrato hidroalcdolico apresentou a formagéo
de um solido amorfo amarelo. Este foi suspendido em metanol e precipitado com a adigédo de
acetona, analisado por CCD e codificado como amostra 25 (21,9 mg). A Figura 3.9.2 apresenta o
fluxograma que resume o0s procedimentos adotados nos fracionamentos do extrato

hidroalcoolico.

Extrato
Hidroalcoolico
(6,09)
@
Fr.22 Fr.32
(112,3 mg) (58,5 mg)

(b) (©)

Substancia 25
(21,9 mg)

Substancia 23 Substancia 24
(10,7 mg) (4,6 mg)

Figura 3.9.2. Fluxograma representado o estudo quimico do extrato hidroalcéolico das raizes de
M. flexuosa.

(a): Sephadex LH-20; h=80cme ¢ = 3,0 cm.
(b): Sephadex LH-20; h=30 cme ¢ =2,0 cm.
(c) Suspengéo em MeOH e precipitacdo com acetona.
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4.1. Fungos endofiticos de Strychnos cf toxifera. e Mauritia flexuosa.

Foram isolados 47 fungos endofiticos a partir dos diversos fragmentos de Strychnos sp. e
11 fungos enddfiticos isolados das raizes de Mauritia flexuosa. Quatro grupos que ainda nédo
foram identificados foram classificados como: Preto feltroso, Amarelo, Branco feltroso e branco
cotonoso. Os demais grupos sdo constituidos por fungos dos géneros Trichoderma, Xylaria,
Colletotrichum, Penicillium, Guignardia e Pestalotiopsis. O meio de cultura de onde foi isolada
uma quantidade maior de endéfitos foi 0 meio 1SP2 seguido do meio BDA e por ultimo o meio
AVEIA. Isto se explica devido a utilizacdo de antifungicos no meio AVEIA enquanto que foi
utilizado antibidtico nos meios ISP2 e BDA (Figuras 43 e 44). De Strychnos cf. toxifera foram
isoladas 29 linhagens de Penicillium, duas de Trichoderma, uma de Gliocladium, uma de
Amarelo, uma de Branco feltroso, duas de Branco cotonoso, trés de Xylaria, trés de
Colletotrichum, duas de Guignardia e duas de Pestalotiopsis (Tabela 4.1.1 e Figura 4.4.1).

[ Guignardia

Trichoderma

M Gliocladium

M Amarelo

M Branco feltroso

M Branco cotonoso
B Xylaria
M Colletotrichum

M Pestalotiopsis

M Penicillium

BDA ISP2 AVEIA

Figura 4.1.1. Relacédo entre a diversidade de géneros dos isolados de Strychnos cf. toxifera e o
meio de cultura do isolamento.

Das raizes de Mauritia flexuosa foram isoladas 6 linhagens de Penicillium, 2 de

Trichoderma, 1 de Xylaria, 1 de Guignardia e 1 de Branco feltroso (Figura 4.1.2).
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BDA

ISP2

AVEIA

M Branco feltroso

W Guignardia

@ Xylaria

W Trichoderma

M Penicillium

Figura 4.1.2. Relagéo entre a diversidade de géneros dos isolados de Mauritia flexuosa e 0 meio

de cultura do isolamento.

Tabela 4.1.1. Numero de fungos endofiticos isolados de Strychnos cf. toxifera e Mauritia
flexuosa por género e meio de cultura.

Género BDA ISP2 AVEIA Total
Strychnos  Mauritia  Strychnos Mauritia  Strychnos  Mauritia
Pestalotipsis 1 - - - 1 - 2
Trichoderma 2 1 1 - - 1 6
Xylaria 1 1 2 - - - 4
Penicillium 11 2 14 3 4 1 35
Guignardia 1 1 1 - - 3
Branco feltroso 1 - - - - 1 2
Branco cotonoso 2 - - - - - 2
Gliocladium - - 1 - - - 1
Amarelo - - 1 - - - 1
Colletotrichum 1 - 1 - 1 - 3
20 4 21 4 7 3 58

Os valores observados nos isolamentos dos endofitos revelam uma alta predominancia de

individuos do género Penicillium em relagdo aos demais géneros, podendo indicar a adaptagéo

destes individuos aos hospedeiros ou simplesmente ser conseqiiéncia da facilidade que fungos
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desse género tém em adaptar-se a diversos ambientes ou ainda da sua facilidade de crescer nos
meios e condigdes utilizados. De cada tecido da hospedeira foi encontrada mais de uma espécie
endofitica o que corrobora coma a alta diversidade encontrada de organismos endofiticos em
simbiose com diversas plantas com estudos similares. Os resultados obtidos apontam que 0s
grupos de endofiticos estdo distribuidos de forma especifica em cada tecido ou 6rgdo como
apresenta a Figura 4.1.3. Estas diferencas poderiam ser refletidas na adaptabilidade dos fungos
por certos tecidos do hospedeiro, 0 que vai de encontro com Petrini et al (1992) que conclui em

seu trabalho que diferentes tecidos de plantas e 6rgdos podem exibir microhabitats distintos.

Distribuicao das linhagens Isoladas
de Strychnos cf. toxifera

‘ B Casca da Raiz
M Raiz

= Folhas
W Caule

B Casca do Caule

Figura 4.1.3. Relacdo das quantidades de linhagens por parte da hospedeira Strychnos cf.
toxifera.

Figura 4.1.4. Algumas das linhagens obtidas.
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O cultivo em pequena escala fermentativa (Item 3.3) forneceu um total de 156 extratos,
com destaque para o extrato do meio fermentativo em AcOEt do fungo Stsp CC1-2/ 1-1 b 02 que
apresentou um rendimento bastante alto além da formacao de cristais, os extratos do micélio em
MeOH dos fungos Stsp C1-2/1-2 e Stsp C2-1d apresentam massa maiores que um grama

representado os maiores rendimentos de extragdo da fase do cultivo em pequena escala.

4.2. Testes de atividade anticancer.

Para os testes de atividade citotoxica foram inicialmente selecionados 28 extratos que
foram enviados ao Laboratdrio de Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceara
sob a responsabilidade da Dr? Claudia do O Pessoa. Destes extratos cinco apresentaram
atividade anticancer frente as células tumorais utilizadas. Apenas 0s extratos que apresentarem
valores de inibigdo > 90 % em pelo menos duas linhagens tumorais (elevado potencial
citotoxico) sdo escolhidos para avaliagcbes subsequentes, valor este considerado como cut-off

para o screening de novas substancias com potencial antitumoral (Tabela 4.2.1).

Tabela 4.2.1. Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das amostras em trés
linhagens tumorais para os melhores resultados obtidos. Valores sdo media + DPM.

Amostra SF295 2 HCT-8° MDA-MB435 ¢
Média DMP ¢ Média DMP Média DMP
Stsp CRb 57,55% 1,13% 68,56% 1,55% 32,17% 6,96%
Stsp C1-2/1-2 41,76% 5,71% 51,93% 0,67% 67,18% 3,48%
Stsp F2.3.2¢ 83,10% 5,41% 87,86% 0,59% 76,96% 0,48%
Stsp C2.2/1-1a 61,21% 42,68% 36,24% 31,44% 62,32% 30,46%
Stsp R1/ 1-2 89,64% 12,25% 14,32% 3,70% 95.42% 8,22%
Stsp R1/ 1-2 11,74% 1,13% -17,07% 3,70% 19,18% 4,45%
(micélio)
Stsp C2-1¢c 42,35% 0,23% 34,72% 3,40% 14,94% 1,16%
Stsp CR2.3-1 102,02% 1,05% 100,84% 0,44% 102,74% 0,58%
PBR1.2.1 102,34% 0,60% 100,99% 0,67% 102,39% 0,48%
PBR 2.2.2 101,43% 1,13% 98,33% 0,89% 100,07% 1,06%

®Células Cancerigenas de Glioblastoma — Humano, °Células Cancerigenas de Célon — Humano, °Células Cancerigenas
de Mama — Humano, “Desvio Médio Padrio
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As trés amostras que obtiveram os melhores resultados de inibicdo do crescimento celular
tiveram suas Clsy elucidadas por elaboragéo de curvas de concetracdo demonstradas na Tabela
4.2.2. Baseados nos resultados foram selecionadas para cultivo em larga escala as linhagens PBR
2.2.2,PBR1.2.1eStspC  R2.3.1. devido aos altos valores de inibigdo obtidos nas analises
contra todas as linhagens de células tumorais testadas. As linhagens Stsp F2.3.2.c e Stsp R1/1-2
apresentaram bons resultados com porcentagens de inibi¢cdo do crescimento celular superiores a

85% em mais de uma linhagem de células tumorais.

Tabela 4.2.2. Valores de Clsg e intervalo de 95% de confianga (1C95%) em ug/mL das
substancias selecionadas em diferentes linhagens celulares no teste do MTT.

Linhagem HCT-8 HL-60° MDA/MB-435 SF-295
celular
Doxorrubicina 0.01 —0.02 0.01-0.02 0.01-0.02
Clso [g/mL]
Stsp CR2.3-1
P > 20 > 20 > 20 > 20
(1C95%)
PBR1.2.1
7.9 4,7 10,5 6,3
0,
(1C95%) 6.6-9.3 3.7-6.0 8.7-12.7 4.6-8.5
PBR 2.2.2
> 20 9,8 >20 15,4
1C95%
( ) 75-12.8 11.3-21.0

#Células Cancerigenas de Leucemia — Humano

4.3. Testes antiacetilcolinesterase
4.3.1. Testes qualitativos em CCD

Para uma triagem inicial da atividade antiacetilcolinesterase optou-se pelas analises em
CCD combinando trés metodologias diferentes. Os resultados dos testes de Ellman, Marston e

Falso-positivo em CCD para os extratos brutos dos fungos endofiticos de M. flexuosa e
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Strychnos cf. toxifera bem como os resultados do padrdo galantamina estdo listados na tabela
4.3.1.

Tabela 4.3.1. Resultados positivos dos testes antiacetilcolinesterase em CCD.

Cadigo Teste de Ellman Teste Falso-Positivo  Teste de Marston

N

{ ]
at i ++ ++

.,H

HO

Galantamina
Stsp CR1.1.2 b + - T

(micélio)
Stsp CC2.1/1-2 + - +
(AcOEt)
Stsp C2.2/1-1a ++ - -
(AcOEt)
Stsp CR1.1.2 b ++ - ++
(8:2)
StspC2-1c¢ - - +
(AcOEt)
Stsp C1L.2/1-1f + - -
(AcOEt)
Stsp C1-2/1-1a + - -
(micelio)
PBR 1.2.1 ++ + -
(AcOEt)
Stsp C2-1/2-2 - - +
(AcOEt)
Stsp C2.2/1-1a - - +
(AcOEY)
Stsp C1-2/1-2 + - +
(AcOEY)

4.3.2. Testes quantitativos por IMER

De acordo com os resultados dos testes antiacetilcolinesterase em CCD foram
selecionadas as linhagens que apresentaram melhores resultados nas triagens iniciais para serem
testadas na metodologia por IMER. Os testes de atividade antiacetilcolinesterase tanto
qualitativos como quantitativos foram realizados nos laboratérios do Departamento de Quimica

da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP sob a responsabilidade da
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Dr2 Carmem Lucia Cardoso. As linhagens selecionadas e seus resultados do teste em IMER em
comparagdo com o padréo galantamina estéo listados na Tabela 4.3.2.

Tabela 4.3.2. Resultados dos testes antiacetilcolinesterase quantitativo por IMER.

Amostras Imer-AChE (% de inibicéo) Contraprova em CCD
{0,
4 ¢ |
rat + 85,2 ¥
Galantamina®
Stsp CC2.1/1-2 + 39,6 +
Stsp C2.2/1-1a + 41,8 +
Stsp CR1.1.2 b + 38,9 +
Stsp C1.2/1-1f + 19,4 +
Stsp C1-2/1-1a + 42,5 +

%inibidor padrdo da AChE; (+ )Inibicdo da atividade AChE; (-) ndo inibigéo; Valor em % de inibicdo calculado pela
reducéo area da banda cromatogréfica.

4.4. Testes antioxidantes.
4.4.1. Teste qualitativo em CCD.

Os extratos brutos dos fungos endofiticos testados estdo listados na Tabela 8 e seus
resultados positivos frente ao teste antioxidante pelo método de captura do radical DPPH em
CCD em compraracdo com os padrdes rutina e quercetina (Figura 4.4.1) estdo listados na tabela
4.4.1.

Figura 4.4.1. Placa de CCD indicando a atividade de alguns dos extratos testados.
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Da mesma forma que as amostras testadas no teste antiacetilcolinesterase, o teste

antioxidante qualitativo foi realizado na USP sob a responsabilidade da Dr? Carmem Ldcia

Cardoso, sendo utilizadas as mesmas amostras dos testes anteriores.

Tabela 4.4.1. Relagéo das amostras que apresentaram atividade no teste antioxidante.

Cddigo Teste
Antioxidante
oo L,
o
Rutina

hes ++

QJéFcetina
Stsp R2.1.1° +
StspF2.3.2 ¢ +
Stsp CR1.1.2 b ++
Stsp C2-1/1-2 +
Stsp CR2.3.1 +
Stsp C2-1c¢c +
Stsp C1.2/1-1f +
Stsp C1-2/1-1a +
PBR1.2.1 ++
Stsp C2-1/2-2 +
Stsp C2.2/1-1a +
Stsp C1-2/1-3 +
Stsp C1-2/1-2 +
Stsp CR b ++
PBR 2.2.2 +

#Coincidentemente todos os resultados positivos foram para os extratos do meio extraido com AcOEt

A grande quantidade de resultados positivos no teste de atividade antioxidante aponta
para a presenca de substancias capazes de retardar ou inibir a oxidacdo de substratos oxidaveis,
podendo estes serem enzimaticos ou ndo enzimaticos. O dano oxidativo que as biomoléculas
sofrem esta relacionado com as patologias de um grande nimero de doencas cronicas, incluindo
doencas cardiovasculares, cancer e doengas neurodegenerativas. A atividade dos extratos aponta
para a presenca de substéncias fendlicas comuns em fungos que podem ser responsaveis pela

atividade do extrato.
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4.4.2. Teste quantitativo.

O teste antioxidante quantitativo foi realizado no laboratério de Quimica de Produtos
Naturais da Universidade Federal do Amazonas sob a responsabilidade da Msc. Priscila Oliveira,
aonde foram testados apenas 0s extratos brutos das raizes de M. flexuosa. Os resultados estdo
listados na tabela 4.4.2.

Tabela 4.4.2. Resultados do teste antioxidante quantitativo.
Amostra CSso = DP (pg/mL)

OH

e 3,27 +0.19

Quercetina

RFH ND
RFA 23,393 £1,295
RFM 78,015+ 2,779
RGH ND
RGA 30,239 +£ 0,918
RGM 11,385 + 0,618

4.5. Teste de citotoxicidade frente a Artemia salina.

Para o teste de toxicidade contra A. salina foram apenas testados os extratos das raizes de
M. flexuosa. Os resultados do ensaio citotdxico foram expressos em CLsy com intervalo de
confianca de 95% sendo utilizado como controle positivo o lapachol. Os resultados estdo
dispostos na Tabela 4.5.1. Dentre os extratos testados o que mostrou ser 0 mais promissor foi o
extrato hexanico das raizes submersas com o menor valor de CLs. Os extratos que apresentaram
valor de CLs abaixo de 1000 pg/mL sdo considerados como detentores de atividade biologica
(Ferrigni et al. 1984). Os testes de Citoxicidade foram realizados no Laboratorio de Quimica de
Produtos Naturais da Universidade Federal do Amazonas sob a responsabilidade de Klenicy de

Lima Yamaguchi.
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Tabela 4.5.1. Resultados do teste de toxicidade frente a Artemia salina.

Amostras CLso (Mg/mL)
o
LaSachoI
RFH 74,4692
RFA 258,8588
RFM 286,7141
RGH 58,78199
RGA 150, 0120
RGM 273,9623

4.6. Teste de atividade antimicrobiana frente a Bacillus cereus.

Os testes antimicrobianos por difusdo em placa contra Bacillus cereus (Figura 48)

apontaram para apenas duas linhagens ativas e com halos de inibicdo inferiores aos da

tetraciclica que foi utilizada como controle, estes testes foram realizados no laboratorio do Grupo

de Estudos em Espectrometria de Massas e Microrganismos da Amazonia (GEMMA) sob a

responsabilidade da Dr2 Antonia Queiroz Lima de Souza. Os resultados das linhagens ativas

bem como do controle tetraciclina utilizados no teste estdo listados na Tabela 4.6.1.

' ) \
22

[ B

¢

Figura 4.6.1. Halos de inibicdo indicando a atividade antimicrobiana.
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Tabela 4.6.1. Resultados positivos dos testes antimicrobianos frente a Bacillus cereus.

Amostra Halo de inibicao

25 mm
Tetraciclina
Stsp CR2.3-1 14 mm
(AcOEt)
StspCR b 17 mm
(AcOEtY)

4.7. Teste de atividade antifingica frente a Candida albicans.

Os testes de atividade antiflngica realizados pelo método de microdiluicdo em caldo
usando placas de Eliza (Figura 4.7.1) de modo a se verificar a atividade fungicida ou fungistatica
dos extratos brutos de endofiticos usando como controle positivo cetoconazol. Este ensaio foi
realizado no mesmo laboratorio do grupo GEMMA também sob a supervisdao da Dr? Antonia
Queiroz Lima de Souza. A Tabela 4.7.1 lista as linhagens que apresentaram atividade
antifangica. Dentre as amostras que apresentaram atividade destaca-se o extrato do meio em
AcOEt da linhagem Stsp CR 2.3.1. que apresentou atividade em diversos testes, sendo uma das

linhagens selecionadas para o cultivo em larga escala. Na figura 4.7.2 estdo as placas

evidenciando as atividades fungicida e fungistatica das amostras listadas.

s

Figura 4.7.1. Pocos com coloragdo esverdeada apds adi¢do do corante indicando a presenca de
atividade antifungica.

104



Resultados

Tabela 4.7.1. Resultados positivos do teste antifingico frente a Candida albicans.

Amostra Fungicida Fungistatica
>©O}¢Q ++ -
Cetoconazol
StspCR 2.3.1 ++ -

(meio em AcOEt)

Stsp C2-2/2-2 ++ -
(meio em AcOEt)

Stsp C1-2/1-1f - ++
(meio em AcOEt)

StspCR 2.3.1 - ++
(micélio em MeOH)

Stsp C2-1c ++ -
(micélio em MeOH)

Stsp C1-2/1-2 - ++
(meio em AcOEt)

Stsp C1-2/1.3 - ++
(micélio em MeOH)

Fungistatica Fungicida

Figura 4.7.2. Placas confirmando as atividades antifungicas dos extratos.
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4.8. Testes antimicrobianos das substancias puras.

As substancias puras que apresentaram uma maior complexidade estrutural, além de uma
boa massa obtida foram submetidas a testes de atividade antimicrobiana, o método utilizado foi o
de diluicdo em caldo onde é observada a atividade antimicrobiana pela mudanca na coloragdo da
resazurina, devido a sua reducéo a resorufina (Figura 4.8.1).

NADH/H'  NAD',H,0
resazurina resorufina
Figura 4.8.1. Esquema de reducéo catalitica da resazurina.
Para 0s ensaios antimicrobianos foram testadas as substancias 1, 8 e 11 em diferentes
concentracdes de modo a se observar sua dilui¢do inibitoria minima (MID), todas contra cindo
linhagens de bactérias patogénicas. Os resultados dos testes antimicrobianos estdo listados na

Tabela 4.8.1.

Tabela 4.8.1. Resultados para 0 MID dos testes antimicrobianos.

Amostra Concentracdo Staphylococcus Pseudomonas Micrococcus Escherichia  Bacillus
aureus aeruginosa luteus coli subtilis
o o]
N N 10 pg/mL
S ] + + + + +

norfloxacina

10 pg/mL

on o o5 o + + + + -

tetraciclina
Amostra 1 100 pg/mL + - + + -
50 pg/mL - - - - -
Amostra 11 100 pg/mL - - + - -
50 pg/mL - - + - -
25 pg/mL - - + - -
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12,5 pg/mL - - + - -
Amostra 8 100 pg/mL - - + - -
50 pg/mL - - + - -
25 pg/mL - - - - -
12,5 pg/mL - - - - -

Apos isto as concentragdes que apresentaram atividade foram submetidas a novos testes
de modo que ao final sejam plaqueados os conteldos dos pogos para que se tenha nocdo da
atividade bactericida ou bacteriostatica. Os resultados (Figura 4.8.2) obtidos para as

concentracgdes testadas estdo listados na Tabela 4.8.2.

Tabela 4.8.2. Resultados das contraprovas com os intervalos de MID.

Substancia testada

Bactéria Substéncia 1 Substancia 11 Substéancia 8
Staphylococcus MIC <100 pg/mL - -
aureus Bactericida
Pseudomonas - - -
aeruginosa
Micrococcus luteus MIC <100 pg/mL  125<MIC<100 pg/mL 50 < MIC <100 pg/mL
Bactericida Bactericida Bactericida
Escherichia coli MIC <100 png/mL - -

Bacteriostatica
Bacillus subtilis - - .

Figura 4.8.2. Placas de Elisa aonde foi realizado o teste antimicrobiano, os pogos com coloragéo
violeta indicam a atividade positiva da amostra 11.
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4.9. Determinagdo estrutural das substancias isoladas.
4.9.1. Fungo PBR 2.2.2. (Penicillium sp.)

Da linhagem de Penicillium sp. PBR 2.2.2. (Figura 4.9.1) isolada das raizes de Mauritia
flexuosa e cultivada em larga escala no meio ISP2, cujos extratos foram ativos contra quatro
linhagens de células cancerigenas (mama, célon, glioblastoma e leucemia), além de ter

apresentado atividade antioxidante foram isoladas as substancias 1-5 (Figura 4.9.2; Item 3.8.1)

Figura 4.9.1. (A) Cultivado em meio Czapek, (B) Linhagem PBR 2.2.2. sob estresse excretando
um pigmenta amarelo, (C) Cultivo em larga escala no meio ISP2 e (D) Imagem de microscopia
Optica da mesma linhagem.

108



Resultados

26

glandicolina B — Amostra 1 ergosterol — Amostra 2
C22H21Ns04; 419,4 CsH440; 396,6

26

2
HO 'S oH
OH OH
perdxido de ergosterol — Amostra 3 manitol — Amostra 5
CosH4403; 428,7 CsH140s4; 182,2

OH

6
4
1
HO 5 OCH 5
1-O-metil-a-D-glicopiranose — Amostra 4

C7H1406; 194,2

Figura 4.9.2. Substancias isoladas da linhagem PBR 2.2.2.
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Amostra 1.

A amostra 1 foi isolada por CLAE preparativo (Figura 4.9.3) de uma fragdo proveniente
do extrato P1 com aparéncia de uma goma amarela, a esta substancia é a provavel pigmentacédo
apresentada pelo fungo PBR 2.2.2. (Figura 4.9.1). No espectro de RMN de *H (Figuras 4.9.4 e
4.9.5) indicou a presenca de sinais metilicos, olefinicos e arométicos. Os hidrogénios em & 7,63
(d, J=8 Hz), 6 7,28 (t, J= 8 Hz), 6 7,04 (t, J= 8 Hz) ¢ 6 6,96 (d, J= 8 Hz) evidenciam a presenca
de um anel aromatico dissubstituido em orientacdo orto, isto comprovado pelo experimento de
COSY (Figura 4.9.7).

Data:HECTOR3.DB1 Hethod :HECTOR3 .H&1 Ch=1
Chron:HECTOR3.CO1 Back chrom: RT:0.00  Level 62208 Atten:é
il

&0

] _|
descartado |: Amostra 1

T 3
Figura 4.9.3. Cromatograma da fracdo D2 em coluna Synergi preparativa 250 mm x 21,20 mm,
método 50% MeOH com fluxo de 21,3 mL/min.

Anteriormente a amostra 1 quando ainda estava na fracdo D2 submetida a purificagdo por
CLAE preparativo teve seu espectro de RMN de **C (Figura 4.9.6) e os espectros bidimensionais
tirados por possuir grande quantidade de massa, apds a purificacdo foi obtida uma massa bem
inferior o que comprometeu os experimentos de RMN ficando apenas com razoavel qualidade o
espectro de RMN de *H, de modo que serdo apresentados os mapas de contorno e os espectro de
RMN de **C ainda da fracdo impura em metanol-d e o espectros de RMN de *H e NOE da

substancia ja purificada em acetona-d6.
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Figura 4.9.4. Espectro de RMN de *H da amostra 1 em acetona-ds (400 MHz).
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Figura 4.9.5. Ampliacao da regido de arométicos do espectro de RMN de *H da amostra 1 em
acetona-ds (400 MHz).
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Figura 4.9.6. Espectro de RMN de *C da fracdo D2 que originou a amostra 1 em metanol-d,
(500 MHz).
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Figura 4.9.7. Mapa de correlagdo homonuclear *H x *H COSY da amostra 1 em metanol-d4 (500
MHz)
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Uma répida analise de espectro de massas (Figura 4.9.8) da amostra 1 aponta para
consecutivas perdas neutras de 17 daltons referentes a perdas de amonia (NH3) o que sugeriu que
a molécula fosse nitrogenada. Uma busca detalhada na literatura a cerca de alguma semelhanca
nos dados espectroscopicos da amostra 1 com alguma substancia ja conhecida, o que levou a
acreditar-se que se tratava de um alcal6ide derivado da meleagrina (KAWAI et al., 1984).

B2 23(0.645) 1: Scan ES+

o 441.8 12228
419.9 N\  OH
=_o
N
NN
0 |
\H o
N
LN
? H

473.8

334.0

590.0 612.0

o ot A A Aot
260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800 820 840

miz

Figura 4.9.8. Espectro de massas fullscan no modo ESI* da amostra 1 e estrutura da meleagrina.

Nos mapas de correlacio de HMBC (Figuras 4.9.9 e 4.9.10) sdo observados
acoplamentos bem distintos para os hidrogénios do anel aromaticos e 0s outros trés singletos em
d 8,68, 6 8,22 ¢ & 7,86, sugerindo que estes sinais estariam em outra parte da molécula distante
deste anel. Ainda na Figura 4.9.9 sdo observadas as correlagdes de HMBC para os hidrogénios
do anel aromatico, aonde sdo observadas correlagdes chave para a confirmacdo do anel
aromatico dissubstituido, estas correlacoes juntamente com as observadas na Figura 4.9.10 para
0 singleto em & 5,53 aonde é confirmada a estrutura parcial para o anel C uma vez que este
singleto apresentou correlacdo com carbonos caracteristicos tais como C9 (enol) e C10
(carbonila a,f insaturada), os sinais metilicos sobrepostos em & 1,30 levam a confirmagéo das

estruturas parciais de um alcaldide ind6lico derivado da meleagrina. (Figura 4.9.11).
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Figura 4.9.9. Amplicdo do mapa de HMBC para a regido de aromaticos da amostra 1 em
metanol-da.
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Figura 4.9.10. Ampliacdo da regido mais blindada do mapa de HMBC da amostra 1 em metanol-
dg.
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2N
"

Figura 4.9.11. Correlagcbes de HMBC dos hidrogénios aromaéticos, olefinico e do grupo
isoprenila confirmando a estrutura parcial derivada da meleagrina.

Os singletos observados na regido mais desblindada do espectro de hodrpgénio
apresentaram alguns acomplamentos, tais como o H-15 que acopla com o carbono carbonilico
em C13 com deslocamento quimico caracteristico de lactamas e os hidrogénios H-18 e H-20 que
acomplam com os carbonos C20 e C18 bem como outros acoplamentos respectivamente

confirmando a presenca de um anel de histidina na molécula (Figura 4.9.12).
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Figura 4.9.12. Ampliacédo dos singletos na regido mais blindada e correlagdes assinaladas para o
anel histidina presente na amostra 1, HMBC gerado em metanol-d,.
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As diferencas de aparelho utilizado e solvente para cada um dos experimentos de RMN

realizados para a amostra 1 bem como algumas diferencas nos deslocamentos quimicos dos

sinais de carbono levaram a necessidade da realizacdo de um experimento de NOE que

confirmou alguns pontos em aberto na molécula tais como as metilas do grupo isoprenila que

apresentou correlacéo a longa distancia com H-8 e H-4, além da confirmacéo da presenca do anel

de histidina uma vez que juntamente com os dados ja apresentados o hidrogénio na posicdo 15

apresentou acoplamento com H-20 (Figuras 4.9.13 e 4.9.14).
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Figura 4.9.14. Correlacoes de NOE observadas para a amostra 1.
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Os dados de RMN observados bem como os dados de massas levaram a confirmacao de

que a substancia 1 se tratava de um derivado da meleagrina, porém com uma diferenca de 13

Daltons na massa observada bem como a auséncia de um sinal de metoxila no espectro de RMN

de 'H, estes dados juntamente com os anteriores e acomparacéo com dados da literatura (DU et

al., 2009) levaram a identificacdo da amostra 1 como sendo o alcaldide ind6lico glandicolina B
(Figura 4.9.15) (Tabela 4.9.1).

Figura 4.9.15. Estrutura da glandicolina B.

Tabela 4.9.1. Dados da amostra 1 em comparacdo com os dados da meleagrina C descritos na

literatura (DU et al., 2009).

Posic&o Ty C/ HSQC® HMBC® Cosy '"H meleagrina C°

1 - i i i 3,70 ()

2 - 103,5 - - -

3 - 54,32 - - -

32 - 127,7 - - -

4 7,63 (d, J =8 125,7 C6, C7a H-4 7,54 (d, J=7,8 Hz)
Hz)

5 7,04 (t, J=8 123,7 C3a, C7 H-4, H-6 7,04 (t, J=7,8 Hz)
Hz)

6 7,28 (t, J =8 129,4 C4, C7a H-5, H-7 7,25 (t, J=7,8 Hz)
Hz)

7 6,96 (d, J =8 113,1 C3a, C5 H-6 6,95 (d, J=7,8 Hz)
Hz)

78 - 149,8 - - -

8 5,53 (s) 1108  C2,C3a, C9, i 5,44 (s)
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C10
9 - 144.3 - - -
10 - 161,0 - - -
12 - 127,2 - - -
13 - 167,41 - - -
14 - - - - -
15 8,69 (s) 108,2 C12, C13, - 8,57 (s)
C20
16 - 129,6 - - -
18 8,22 (s) 137,6 C16, C20 - 8,48 (s)
20 7,89 (s) 131,5 C16, C18 - 7,63 (s)
21 - 43,60 - - -
22 6,20 (sl) 146,7 - - 6,23 (sl)
238 5,10 (d, J = 113,7 c21 - 5,13 (dI)
16 Hz)
23b  503(d, J=8 113,7 c21 - 5,09 (s)
Hz)
24 1,29 (s) 21,2 c21, C3 - 1,22 (s)
25 1,38 (s) n.d. C21, C3 - 1,34 (s)

Dados obtidos em aparelho de 400 MHz e em acetona-ds.
®Dados obtidos em aparelho de 600 MHz e em cloroférmio-d.
‘Dados obtidos em aparelho de 500 MHz ainda com a fragdo impura e em metanol-d,.

A glandicolina B, foi isolada anteriormente apenas de Penicillium glandicola
(KOZLOVISKY et al., 1994). Overy e colaboradores (2005) este alcaloide inddlico e outros
alcaloides foram identificados por LC/MS em espécies de Penicillium da série Corymbifera
(secdo Viridicata, subgénero Penicillium), sendo considerados como marcadores da mesma, a
qual ndo inclui P. glandicola (subgénero Penicillium, secdo Penicillium, série Claviformia). Em
2008 Zhelifonova e colaboradores aplicaram metabdlitos secundarios como ferramenta no estudo
taxondbmico de Penicillium spp., deste modo os subgéneros Aspegilloides, Furcatum,
Biverticillium e Penicillium tiveram diversas de suas espécies estudadas e verificou-se que havia
pelo menos um representante em casa grupo que produzia esta classe de alcaldides, observando-

se uma predominancia nos subgéneros Furcatum e Penicillium.
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Amostra 2.

O espectro de RMN de H (4.9.16) da amostra 2 cristalizada na forma de agulhas (Item
3.8.1) apresenta sinais de hidrogénios alifaticos metilicos, carbindlicos e vinilicos. O espectro de
RMN de *C apresentou 28 sinais 0 que indicou tratar-se de um esteréide (Figura 4.9.18). A
analise dos dados de RMN de *H e **C bem como a comparagdo com a literatura (SHIRANE et
al., 1996), (Tabela 3.9.2) levaram a identificagdo da amostra 2 como sendo o ergosterol um
esteroide amplamente encontrado em fungos. (Figura 4.9.17).
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Figura 4.9.16. Espectro de RMN de *H da amostra 2 em cloroférmio-d (500 MHz).
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Figura 4.9.17. Estrutura do ergosterol.
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Tabela 3.9.2. Dados de RMN de *H e **C da amostra 2 em comparac&o com os dados do

ergosterol descritos na literatura (SHIRANE et al., 1996).

Amostra 2 Ergosterol®
8 °C 8 'H §1°C 8 'H
1 38,7 38,6
2 32,3 32,2
3 70,8 3,64 (m) 70,7 3,64 (m)
4 41,1 2,47 (ddd, J = 14,2; 41,0 2,47 (ddd, J =
4,5; 2,2 Hz) 2,28 14,2;
(t, J=11,9) 4,5; 2,2 Hz) 2,28
(t,J=1109)
5 140,1 140,0
6 119,9 5,57 (dd, J =5,7; 119,8 5,57 (dd, J =5,7;
2,5 Hz) 2,5 Hz)
7 116,6 5,37 (M) 116,5 5,38 (ddd, J = 5,7;
2,7; 2,6 Hz)
8 141,7 1415
9 46,6 46,5
10 37,4 37,3
11 214 21,3
12 39,4 39,1
13 43,2 43,0
14 54,9 54,8
15 23,3 23,2
16 28,6 28,5
17 56,1 56,0
18 12,4 0,63 (5) 12,3 0,63 (5)
19 16,6 0,94(s) 16,5 0,95 (5)
20 40,7 40,6
21 214 1,04 (d, J=6,6 Hz) 21,3 1,04 (d,J=6,6
Hz)
22 135,9 5,15 — 5,25 (m) 135,8 5,15 — 5,25 (M)
23 132,3 5,15 — 5,25 (m) 132,2 5,15 — 5,25 (M)
24 43,1 43,0
25 33,4 33,3
26 20,3 0,83 (d,J=6,6 20,2 0,83(d,J=6,6
Hz) Hz)
27 20,0 0,84 (d,J=16,6 19,9 0,84 (d,J=16,6
Hz) Hz)
28 17,9 0,92 (d,J=6,8 17,8 0,92 (d,J=6,8
Hz) Hz)

Deslocamentos quimicos em §. ®Dados obtidos em um aparelho de 500 MHz, em cloroférmio-d. ® ®Dados obtidos em um

aparelho 400 MHz, em cloroférmio-d.
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Figura 4.9.18. Espectro de RMN de **C da amostra 2 em cloroférmio-d (500 MHz).

O ergosterol é um esterdide comumente encontrado em fungos, pois € um dos principais
componentes da sua membrana celular. A auséncia de ergosterol na membrana celular de
animais tem sido explorada para o desenvolvimento de diversas drogas antifungicas tendo este
esterdide como alvo. (ROBERTS et al., 2003). Diversos trabalhos na literatura relatam o
isolamento de ergosterol de basiodiomycetes, tais como Agaricus blazei (TAKAKU et al., 2001)
e Pleurotos sajor (NIETO & CHEGWIN, 2008), e de Deuteromycetes endofiticos, tais como
Penicillium herquei (MARINHO et al., 2009) e Pestalotiopsis microspora (LI et al, 1998).

Algumas atividades biolégicas para o ergosterol sdo relatadas na literatura como
antitumoral (TAKAKU et al, 2001) e antimicrobiana possuindo uma concentracdo inibitoria de
minima de 30 pug/mL contra Heliobacter pylori (MA et al., 2004). Outra importante funcdo do
ergosterol € que ele é o precursor bioldgico da vitamina D uma vez que em presenca de luz
Ultravioleta forma o viosterol que por sua vez se rearranja e forma o ergocalciferol que é a
vitamina D, (RAJAKUMAR et al., 2007).
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Amostra 3.

O espectro de RMN de *H da amostra 3 cristalizada na forma de agulhas apresenta sinais
de hidrogénios alifaticos metilicos, carbindlicos e vinilicos (Figura 4.9.19). O espectro de RMN
de 3C apresentou muitos sinais porém apenas 28 eram da molécula majoritaria, os demais s&o
impurezas. (Figura 4.9.20). A analise dos dados de RMN de *H e **C bem como a comparagéo
com a literatura (YUE et al., 2001) (Tabela 4.9.3) levaram a identificagdo da amostra 3 como
sendo o perdxido de ergosterol um esterdide também comum em fungos (Figura 4.9.21).
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Figura 4.9.19. Espectro de RMN de *H da amostra 3 em cloroférmio-d (500 MHz).
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Tabela 3.9.3. Dados de RMN de *H e **C da amostra 3 em compraracéo com os dados do
peroxido de ergosterol descritos na literatura (YUE et al., 2001).

Amostra 3° Perdxido de Ergosterol®
8 °C 8 'H §1°C 8 'H

1 30,0 30,2

2 34,7 34,7

3 66,4 3,96 (m) 66,4 3,97 (m)

4 39,3 39,4

5 82,1 82,1

6 135,2 6,23 (d, J=85Hz) 1352 6,24 (d, J=8,5 Hz)
7 130,7 6,48 (d, J=8,5Hz) 130,7 6,49 (d, J=8,5 Hz)
8 79,4 79,4

9 51,1 51,2

10 36,9 37,0

11 20,6 20,6

12 37,0 37,0

13 445 44,6

14 51,6 51,6

15 23,4 23,4

16 28,6 28,5

17 56,2 56,3

18 12,8 0,81 (s) 12,9 0,82 (s)

19 18,2 0,87 (s) 18,2 0,88 (s)

20 39,7 39,6

21 20,8 0,90 (d,J=6,9Hz) 20,9 0,90 (d, J=6,6 Hz)
22 135,4 135,4

23 132,3 132,4

24 42,8 42,8

25 33,0 33,1

26 19,5 0,80 (m) 19,6 0,82 (d, J=12,6 Hz)
27 19,6 0,82 (m) 19,9 0,83 (d, J=17,1 Hz)
28 17,5 1,00(d,J=66Hz) 17,5 1,00 (d, J = 6,6 Hz)

Deslocamentos quimicos em &. 2Dados obtidos em um aparelho 500 MHz, em CDCls. ° Dados obtidos em um aparelho 400
MHz, em cloroférmio-d.

O peroxido de ergosterol é um esterdide amplamente distribuido nos fungos, sendo

resultado da oxidacdo do ergosterol. Ha diversos dados na literatura a cerca das atividades

biologicas do perdxido de ergosterol tais como: imunossupressora (FUJIMOTO et al., 1994),
antinflamatéria (YASUKAWA et al., 1996), antiviral (LINDEQUIST et al., 1989) e antitumoral
(BOK et al., 1999).
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Amostra 4.

A amostra 4 foi isolada do extrato metandlico do micélio do fungo PBR 1.2.1 a. na forma
de cristais cilindricos. O espectro de RMN de *H (Figura 4.9.22) da amostra 4 apresentou apenas
sinais caracteristicos de agucares, estes sinais juntamente com a presenca de um singleto intenso
em o 3,44 (3H) tornaram simples a conclusdo de que 4 era um derivado metilado de uma hexose.
Os dados da amostra 4 ao serem comparados com dados da literatura (GALOTTA, 2005)
(Tabela 4.9.4) levaram a identificacdo de 4 como sendo 1-O-metil-a-D-glicopiranose (Figura
2.9.23).
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Figura 4.9.22. Espectro de RMN de *H da amostra 4 em metanol-d, (400 MHz).

Figura 4.9.23. Estrutura da 1-O-metil-a-D-glicopiranose.
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Tabela 4.9.4. Dados de RMN de *H e **C da amostra 4 em comparag&o com os dados do manitol
descritos na literatura (GALOTTA, 2005).

Amostra 4° 1-O-metil-a.-D-
glicopiranose.”
d'H d'H
Ha 4,71 (d, J= 3,5 Hz) 4,67 (d, J= 3,7 Hz)
H. 3,37 (m) 3,38 (m)
Hs 3,65 (t, J=9,3 Hz) 3,61(t,J= 9,3Hz)
H. 3,32(t,J=9,3Hz) 3,28 (t,J= 9,3 Hz)
Hs 3,56 (m) 3,51 (m)
Hea 3,84 (dd, J = 11 Hz; 2 Hz) 3,80
(dd,J=11,8Hz; 2,2 Hz)
Heb 3,71 (dd, J = 11 Hz; 2 Hz) 3,67
(dd; J = 11,8 Hz; 5,7 Hz)
H, 3,44 (s) 3,40 (s)

Dados obtidos em metanol-d.
®Dados obtidos em dgua-d,.

No espectro de massas da amostra 4 foi possivel ter-se a confirmagdo de sua estrutura que
foi analisda no modo ESI (Figura 4.9.24) aonde foi observado o ion quasi-molecular em m/z
193.
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Figura 4.9.24. Espectro de massas fullscan no modo ESI” da amostra 4.
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Amostra 5.

O espectro de RMN de 'H da amostra 5 cristalizada na forma de cristais (Item 3.8.1)

apresentou quatro sinais referentes a hidrogénios carbindlicos em & 3,76, 3,72, 3,64 e 3,57

(Figura 4.9.25).
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Figura 4.9.25. Espectro de RMN de H e ampliacdo da regido de hidrogénios carbinélicos da
amostra 5 em metanol-d4 (500 MHz).

No espectro de RMN de **C s&o observados apenas trés sinais de carbonos carbinélicos

emd 71,1, 69,5 e 63,2 (Figura 4.9.26). Nos espectros de massas por ESI-MS no modo negativo

(Figura 4.9.27) bem como o espectro de ions filhos do ion quasi-molecular em m/z 181 [M-H]

(Figura 4.9.28) é possivel determinar massa da molécula como sendo 182 daltons. A comparacao

dos dados obtidos de RMN de 'H e **C juntamente com os dados dos espectros de massas em

compraracao com a literatura (Tabela 4.9.5) levaram a determinacdo da amostra 5 como sendo a
do manitol (Figura 4.9.29) (POUCHERT & BEHNKE, 1993; SILVA, 2007).
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Figura 4.9.27. Espectro de massas por ESI-MS no modo negativo da amostra 5.
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Figura 4.9.28. Espectro de massas por ESI-MS de ions produtos do ion precursor em m/z 181

(IM-H]).

Tabela 4.9.5. Dados de RMN de *H e *C da amostra 5 em comparag&o com os dados do manitol
descritos na literatura (POUCHERT & BEHNKE, 1993).

Amostra 5 D-manitol
e §H §C
1 63,2 3,57 (dd, J =5,5; 63,2

11 Hz)
2 69,4 3,64 (ddd, J = 3,5; 69,4

6; 7 Hz)
3 711 3,72 (d, J =8 Hz) 70,2
3’ 711 - 70,2
2’ 69,4 - 69,4
I 63,2 3,76 (dd, J = 3,5; 63,2

11 Hz)

OH C_)H
HO i
">y  TOH
OH OH

Figura 4.9.29. Estrutura do manitol.
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4.10.2. Fungo PBR 1.2.1.a. (Penicillium sp.).

Os extratos da linhagem de Penicillium sp. PBR 1.2.1.a. (Figura 4.9.30) isolada das raizes
de Mauritia flexuosa e cultivada em larga escala no meio ISP2, apresentaram atividades contra
quatro linhagens de células cancerigenas (mama, c6lon, glioblastoma e leucemia), antioxidante e

antiacetilcolinesterase.

Figura 4.9.30. (A) Linhagem PBR 1.2.1. a. em meio Czapek, (B) crescendo em meio liquido
ISP2, (C) estruturas reprodutivas em microscopia optica.

De aspecto similar a linhagem PBR 2.2.2. devido a deteccdo da amostra 1 em seu extrato
do meio fermentado, além de outras substéncias que ndo foram encontradas na linhagem
estudada anteriormente (amostras 6 e 7) juntamente com as amostras 8 e 9 previamente isoladas
(Figura 4.10.31; Item 3.8.2).
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CHO COOH
5 3 7 8 8a ! OH
6 2 6 2 2
1 1 6
OH OH R
p-hidroxibenzaldeido C;HgO,; 122,1 B-naftol — Amostra 7
acido p-hidroxibenzéico C;HgO3; 138,1 CioHsO; 144,1
Amostra 6

26

ergosterol — Amostra 8 perdxido de ergosterol — Amostra 9
CasH440; 396,6 CasH1403; 428,7

Figura 4.9.31. Substancias isoladas da linhagem PBR 1.2.1.a.
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Amostra 6.

O espectro de RMN de *H da amostra 6 precipitada como um sélido amorfo branco
apresentou sinais de hidrogénios aromaticos e de aldeido (Figura 4.9.32). Na ampliacdo do
espectro de RMN de 'H de sdo observadas as multiplicidades para os sinais da regido de
hidrogénios aromaticos aonde os dubletos mais intensos em & 7,73 e em 6 6,88 com constante de
acoplamento J = 8,5 Hz, bem e dubletos em & 7,23 e & 6,77 com mesma constante de
acoplamento, indicando se tratar de hidrogénios em posicdo orto uns em relacdo aos outros
(Figura 4.10.33). O espectro tambeém apresenta um singleto em & 9,73 referente a um hidrogénio
de aldeido. A intensidade comparativa deste sinal indica que o aldeido é o composto principal da

mistura.
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Figura 4.9.32. Espectro de *H da amostra 6 em metanol-d4 (400 MHz).
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J =_8,5 Hz H H /=85 Hz
J=8,5Hz J=85Hz
H H '

e — e - — e

Figura 4.9.33. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H da regido de hidrogénios aromaticos e
correlacdes da amostra 6 em metanol-d4 (400 MHz).

O espectro de massas da amostra 6 por ESI-MS no modo negativo (Figura 4.10.34)
apresentou ion quasi-molecular em m/z 121 daltons. A comparacdo dos dados obtidos de RMN
de 'H do espectro de massas com dados da literatura permitiu a identificagdo da amostra 6 comoa
mistura de p-hidroxibenzaldeido e o acido p-hidroxibenzdico (AYER et al., 1985; DEY &
HARBORNE, 1993), (Figura 4.10.35; Tabela 4.9.6).
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Figura 4.9.34. Espectro de massas por ESI-MS no modo negativo da amostra 6.

Tabela 4.9.6. Dados de RMN de *H da amostra 6 em comparacéo com os dados do p-
hidroxibenzaldeido descritos na literatura (AYER et al., 1985; DEY & HARBORNE, 1993).

Amostra 6 acido p-hidroxibenzoico p-hidroxibenzaldeido
(DEY & HARBORNE, 1993) (AYER et al., 1985)
8 'H 8 'H & TH°
2 7,73 (d, J=8,5Hz) 7,82 (d, J=8,6 Hz)
2’ 7,23 (d, J=8,5Hz) 7,29 (d, J =8,5 Hz)
3/5 6,88 (d, J = 8,5 Hz)* 6,98 (d, J = 8,6 Hz)
3°/5° 6,77 (d, J =85 Hz)" 6,82 (d, J = 8,5 Hz)
6 7,73 (d, J=8,5 Hz) 7,82 (d, J =8,6 Hz)
6 7,23 (d, J=8,5Hz) 7,29 (d, J=8,5Hz)
CHO 9,73 (s) 9,86 (s)
COOH n.d.c - -
OH 5,26 (s) n.d. n.d.

& _ Sinais referentes ao p-hidroxibenzaldeido, obtidos em metanol-d,.

® _ Sinais referentes ao acido p-hidroxibenzoico, obtidos em metanol-d,.
¢ — N4o determinado.

¢ _ Dados obtidos em &gua-ds.
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CHO COOH

OH OH

Figura 4.9.35. Estruturas do p-hidroxibenzaldeido e acido p-hidroxibenzdico.

O isolamento de &cido p-hidroxibenzdico e seu analogo p-hidroxibenzaldeido ndo sdo
comuns em fungos havendo poucos relatos na literatura. Para o primeiro é atribuida atividade
antimicrobiana contra uma diversidade bactérias gram-positivas e gram-negativas (CHO et al.,
1998). O p-hidroxibenzaldeido mais comumente isolado de fungos como Phaeoacremonium
chlamydosporum apresentou atividade antimicrobiana (TABACCHI et al., 2000).
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Amostra 7.

Esta amostra, um sélido amorfo acinzentado isolado do extrato do liquido fermentado do
fungo PBR 1.2.1a. (Item 3.8.2), apresentou no espectro de RMN de *H (Figura 4.9.36) apenas

sinais de hidrogénios aromaticos.
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Figura 4.9.36. Espectro de RMN de *H da amostra 7 em metanol-d, e ampliacdo da regido de
aromaticos (400 MHz).

As correlagcbes observadas no mapa de COSY (Figura 3.9.37) da amostra 7, o nimero de
sinais e as constantes de acoplamento do experimento de RMN de *H sdo coerentes com um
nacleo naftalénico monosubstituido. As correlacdes observadas no experimento de HMBC
(Figura 3.9.38) e os deslocamentos corretos dos carbonos obtidos no mesmo experimento
sugerem a natureza da amostra 7 como sendo o B-naftol. A reconsideragdo das constantes de
acoplamentos e as respectivas multiplicidades dos sinais do experimento de RMN de H

ratificam a amostra 7 como o -naftol. Destaca-se o desdobramento e respectivas constantes dos
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sinais em 7,13 (H-1) (dd, J; = 0,6 Hz e J, = 2,7 Hz) e 7,08 (H-3) (dd, J; = 2,7 Hz ¢ J, = 8,8 Hz).
A natureza da amostra 7 foi ainda confirmada por espectrometria de massas no modo ESI
(Figura 3.9.39), aonde é observado o ion quasi-molecular em m/z 143 [M — H]J".

F1 Chemical Shift (ppm)
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Figura 4.9.37 Correlacdes homonucleares *H — 'H observadas no experimento de COSY para 0s
hidrogénios vicinais da amostra 7 em metanol-d, (400 MHz).
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Figura 4.9.38. Algumas correlacdes heteronucleares *H — **C por HMBC observadas no
experimento de HMBC da substancia 7 em metanol-d4 (400 MHz).
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Figura 4.9.39. Espectro de massas ESI-MS no modo negativo da amostra 7.
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Tabela 4.9.7. Dados de RMN da amostra 7.

Posicéo 'H e C HMBC
1 7,13 (dd, J;=0,6 Hze J, = 2,7 Hz) 109,6 H-3 C2, C3,
Cda, C7
2-0OH - 154,8 - -
3 7,08 (dd, J; = 2,7 Hze J, = 8,8 Hz) 118,3 H-2,H-4 C1,Cda
4 7,66 (dd, (J; =0,6 e J, = 8,8 Hz) 130,2 H-3 C1, C2,
Cda
4a - 129,6 - -
5 7,60 (dd, J; = 0,6 e J, = 8,2 Hz) 128,9 H-6 C1, Cs,
C8a
6 7,20 (ddd, J;=1,2,J,=6,8eJ3= 124.6 H-5,H-7 Cd4a, C7
8,2 Hz)
7 7,32 (ddd, J;=1,2,J,=6,8e J3= 126,5 H-6, H-8 C5,C8a
8,2 Hz)
g° 7,68 (dd, J; = 0,6 e J, = 8,2 Hz) 126,5 H-7 C2, C7,
C8a
8a - 135,1 - -

& Obtido através da projecédo do experimento de HMBC e por simulagéo no software HNMR da ACDIabs®.
® Nao foi possivel determinar as constantes para os acoplamentos previstos em meta.

Uma busca nas bases de dados disponiveis (SciFinder, PubMed, etc.) mostrou que este é
0 primeiro relato do isolamento de B-naftol como um produto natural, fato surpreendente, pois as
rotas biossintéticas para compostos que tenham como esqueleto base anéis naftalénicos ainda sao
desconhecidas, porém, uma busca mais detalhada da literatura é possivel encontrar uma série de
moléculas com o0 mesmo esqueleto porém com substituintes diferentes ja foram isolados tanto de
fungos como de plantas (DAISY et al., 2002; PITTAYAKHAJONWUT et al., 2005; WU et al.,
2007 e KROHN et al., 2008) (Figura 4.9.40).

OH
OO OH OH
OMe
Engelhardia roxburghiana Xylaria mellisii Muscodor vitigenus
NOz OMe No2 OMe
OMe NO, OMe NO,

Coniothyrium sp.
Figura 4.9.40. Metabolitos com esqueleto naftalénico isolados de fungos e plantas.
139



Resultados

4.10.3. Fungo Stsp CC1-2/1-1 b 02. (Penicillium sp.).

O extrato em AcOEt da linhagem CC1-2/1-1 b 02 (Figura 4.9.41) cultivada em pequena
escala (Item 3.8.3), apresentou alto rendimento e a formagdo espontanea de uma grande
quantidade de cristais, contudo nenhum resultado nos testes biol6gicos foi obtido para este
material bruto, estes cristais foram purificados dando origem a amostra 10.

Figura 4.9.41. (A) Linhagem Stsp CC1-2/1-1 b 02 em meio Czapek, (B) Mesma linhagem
crescendo em meio liquido BDL e (C) Imagem das estruturas reprodutivas por microscopia
Optica.
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Amostra 10.

A amostra 10 foi isolada da fragdo em AcOEt do meio metabolizado do fungo Stsp CC1-
2/1-2 b 02 (Item 3.8.3) e se apresentou-se como cristais na forma de agulhas. Em seu espectro de
RMN de *H (Figura 4.9.42) s&o observados dois sinais na regido de aromaticos em & 7,95 (s, 1H)
¢ 06,49 (t, J=0,8 Hz, 1H) e um metilénico hidroxilado em ¢ 4,40 (d, J = 0,8 Hz, 2H).

2 8 & 8 & 3 8
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1.04St_1.001 ..

o
(o]
1 |
7.95
4.40

093

07
2 003
[%] =
o 3
Q E
£ 054
B 3 g
S 7 ©
£ 04
S 3
z 3

033

02

01 [

0 | JLAJL \ ey

0.99 0.99 2,00
H H H
R B L R R A L s e A RARARRAREARARES
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)

Figura 4.9.42. Espectro de RMN de *H da amostra 10 em metanol-d, (400 MHz).

No espectro de RMN de **C (Figura 4.9.43) sdo observados apenas cinco sinais de

carbonos sp? e um de carbono sp® ligado a oxigénio.
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Figura 4.9.43. Espectro de RMN de **C da amostra 10 em DMSO — dg (400 MHz).

No mapa de contornos do experimento de HMBC (Figura 4.9.45) sdo observadas as
correlagdes maltiplas, mas também os contornos tipicos a *J entre os sinais de hidrogénio e seus
respectivos carbonos 6 7,95 x 6 139,9; 6 6,49 x 6 110,5 ¢ 6 4,40 x 6 60,2. Esses dados de RMN e
a comparacdo com a literatura sdo coerentes com a identidade da amostra como o acido kojico
(Figura 4.9.44), as multiplicidades observadas sdo atribuidas a acoplamentos a longa distancia
entre 6 6,49 (t) ¢ 6 4,40 (d), a Figura 4.9.46 apresenta todas as correlacdes observadas nos
experimentos para o acido kéjico. O espectro de massa no modo ESI™ (Figura 4.9.47) apresentou

0s fons em m/z 143 referente ao ion quasi — molecular [M + H]" e o seu aduto de s6dio em m/z
175.

Figura 4.9.44. Estrutura do acido kéjico.
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Figura 4.9.45. Correlaces heteronucleares *H - *C observadas no experimento de HMBC para
a amostra 10 em metanol-d, (400 MHz).

Figura 4.9.46. Correlacdes para o 4cido kojico, em vermelho as correlagdes *H — **C (HMBC),
em verde as correlagdes *H — **C (HMBC) para os sinais satélites e em azul os acoplamentos a
distancia observados no espectro de RMN de *H.
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Figura
4.9.47. Espectro de massas da amostra 10 no modo ESI™ full.

Tabela 4.9.8. Dados de RMN de *H e *C da amostra 10 em comparacéo com os dados do 4cido
kojico descritos na literatura (LI et al., 2003).

Amostra 10° acido kéjico®
d'H d'H

Ha 7,95 (s) 8,02 (s)

Hs 6,46 (t J=08Hz) 6,33 (s)

Hy 428(d, J=08Hz) 4,28 (s)

2Dados obtidos em metanol-d,.
®Dados obtidos em DMSO-dg

O acido kojico é uma toxina geralmente isolada de fungos do género Aspergillus e rara
em Penicillium. Este metabolito € derivado da degradacdo oxidativa de pentoses e hexoses
(BAJPAI et al., 1981). O acido kojico atualmente tem como finalidade terapéutica o tratamento
de vitiligo, pois em associacdo com &cido glicolico auxilia na repigmentacdo da pele (GARCIA
& FULTON, 1996).

144



Resultados

4.10.4. Fungo Stsp CR 2.3-1 (Gliocladium sp.).

Os extratos da linhagem Stsp CR 2.3-1 (Figura 4.9.48), obtida da casca da raiz de
Strychnos cf. toxifera e Unica linhagem do género Gliocladium isolada neste trabalho,
apresentaram atividades: anticancerigena contra as quatro linhagens de células tumorais ja
mencionadas, antioxidante, antiacetilcolinesterase, atividade antimicrobiana contra Bacillus
cereus e antifingica contra Candida albicans. Além de uma de suas substancias isoladas
apresentar atividade antimicrobiana contra Micrococcus luteus. A Figura 4.9.49 lista as
substancias isoladas da linhagem Stsp CR 2.3-1 que teve tanto 0 meio metabolizado como seu
micélio estudados.

' v % v

L

(®)

Figura 4.9.48. (A) Linhagem Stsp CR 2.3-1 em meio Czapek, (B) mesma linhagem em meio
liquido ISP2 e (C) estruturas reprodutivas em imagem por microscopia optica.
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Figura 4.9.49. Substancias isoladas da linhagem Stsp CR 2.3-1.
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Amostra 11.

A amostra 11, isolada da fracdo AcOEt do meio liquido do fungo Stsp CR 2.3.1 na forma
de cristais (Item 3.8.4), apresentou no espectro de RMN de 'H (Figura 4.9.50) 11 sinais

caracteristicos de hidrogénios metilicos, metilénicos, vinilicos e aromaticos.
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Figura 4.9.50. Espectro de RMN de *H da amostra 11 em metanol-d, (400 MHz).

O aspecto e a presenca de dois dupletos em & 6,85 (J = 8,8 Hz) ¢ 6 7,10 (J = 8,8 Hz), cada
um integrando para dois hidrogénios, sugerem para a estrutura da amostra 11 um sistema
aromatico para-dissubstituido. O hidrogénio em 6 2,65 (dd, 1H) apresenta acoplamento com o
hidrogénio em 6 3,43 (d,1H) em um sistema de spins AX, de acordo com o valor da constante de
acoplamento (J = 17,8 Hz) Um sistema geminado AMX ¢é formado pelos sinais em & 3,18 (dd, J
=3,8e 13,8 Hz, 1H), 2,91 (dd, J = 4,8 e 13,8 Hz 1H) ¢ 6 4,18 (m). Os hidrogénios em 6 4,50 (d,
J = 6,6 Hz 2H) acoplam com os hidrogénios vinilicos em & 5,43 (t, J = 6,6 Hz, 1H) e este
correlaciona a distdncia com os hidrogénios metilicos em o 1,74(s) e 1,78(s). A Figura 4.9.51

apresenta as ampliacdes dos sinais do espectro de RMN de *H.
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Figura 4.9.51. Ampliacdes do espectro de RMN de *H da amostra 11 em metanol-d4 (400 MHz).

A projecdo do espectro de RMN de *C (Figura 4.9.52) do experimento de HMBC
apresentou 14 sinais sendo de carbonos, carbonilicos, aromaticos, metilénicos, metilicos e
vinilicos. Nas ampliacbes dos mapas HMBC e COSY (Figuras 4.9.53 e 4.9.54) é possivel
observar-se as correlacdes dos sinais para os hidrogénios em & 5,43; 6 4,50 e & 1,74 referentes ao

grupo preniloxi da amostra 11.
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Figura 4.9.52. Projecdo do espectro de RMN de *C baseado no experimento de
amostra 11 em metanol-d, (400 MHz).
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Figura 4.9.53. Correlaces heteronucleares *H - **C observadas no experimento de HMBC para

0 grupo preniloxi da substancia 11 em metanol-d, (400 MHz).
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Figura 4.9.54. Correlagdes homonucleares *H — 'H observadas no experimento de COSY para o
grupo preniloxi da amostra 11 em metanol-d, (400 MHz).

Para os hidrogénios aromaticos em & 6,85 e 6 7,10 sdo observadas correlacdes com o
carbono em & 158,2 indicando uma fungao oxigenada no anel aromatico. Este mesmo carbono
tem correlacdo com o sinal em o 4,50, o que confirma que o grupo preniloxi estd ligado ao anel
aromatico. Os sinais de hidrogénios em 6 3,18 e 2,91, correlacionados entre si e com o sinal em
4,18 (m) no mapa de COSY apresentam uma ligeira diferenca em suas correlacdes no mapa de
HMBC, dada a diversidade das respectivas orientacdes espaciais, porém em conjunto sdo
essenciais para marcar o ponto de ligacdo do anel aromatico com o anel dicetopiperazinico
(Figuras 4.9.55 a 4.9.58). Estes dados de RMN levaram a identificacdo da amostra 22 como

sendo o alcaldide dicetopiperazinico ciclo-(Glicil-L-tirosil) 4,4-dimetilalil éter (Figura 4.9.65).
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Figura 4.9.55. Correlacdes homonucleares *H - *H observadas no experimento de COSY para os
grupos aromaticos e dicetopiperazinicos da substancia 11 em metanol-d, (400 MHz).

Figura 4.9.56. Demais correlaces de COSY da amostra 11.

151



Resultados

. Hy BT
H-10e H-10 _ y,
H-0 e H-9" X / H-3
| _
) ) @ y

20
e C
o - 40
4 " 60 S
F 2
£ 80
E wn
o S
- 100 2
E o)
c
o 2 ?1200
Vic:t o o E
® 2 £ 140
S : - 160
E e g © E
\\\‘I\\\‘\I\\l\\\\|\\l\‘l\\\‘I\\I‘\I\\‘\\\\‘\\I\‘I\\\‘\\\I‘i
7 6 5 4 3 2

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 4.9.57. Correlacdes heteronucleares *H — *3C observadas no experimento de HMBC para
0S grupos aromaticos e dicetopiperazinicos da substancia 11 em metanol-d4 (400 MHz).

Figura 4.9.58. Demais correlacbes de HMBC da amostra 11.

No espectro de massas por ESI-MS fullscan no modo positivo (Figura 4.9.62) é
observado como pico base o ion em m/z 311 referente ao aduto de sodio [M-Na*]" da amostra 11,
e a confirmacdo da estrutura do alcaléide também se deu pelo monitoramento até MS® dos fons
produtos do ion precursor em m/z 289 (Figuras 4.9.63 e 4.9.64) dicetopiperazinico ciclo-(glicil-
L — tirosil) 4,4- dimetilalil éter (Figura 4.9.65) (Tabela 4.9.9) (KIRBY et al., 1988).
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Experimentos de gNOE (Figuras 4.9.59 e 4.9.60) foram conduzidos de modo a se as
orientacOes espaciais dos hidrogénios da molécula e também confirmar as propostas estruturais
baseadas em experimentos 2D. Na irradiacdo dos hidrogénios em 6 2,65 e 3,43 referentes a
posicdo 3 do anel dicetopiperazinico, foi apenas observado a interacdo esperada entre seus
respectivos hidrogénios. Nao pode ser observada a interacdo de nenhum desses hidrogénios com
0 H-6, uma possivel consequéncia da presenca de dois nitrogénios no anel dicetopiperazinico.
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Figura 4.9.59. Espectro de gNOE da amostra 11 em metanol-d, (400 MHz).

Outras correlagdes importantes sdo observadas pela irradiacdo dos sinais do H-9 em &
7,10 e do H-12 em 6 4,50. Para o H-9 foram observadas fracas correlagdes com o H-7 e H-7" e
para 0 H-12, a correlagdo com o H-10. Em ambos os casos sdo confirmadas as posicdes dos

substituintes do anel aromatico (Figura 4.9.61).
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Figura 4.9.60. Segundo espectro de gNOE da amostra 11 em metanol-d, (400 MHz).

Figura 4.9.61. Estrutura espacial observada pelos experimentos de gNOE.
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Figura 4.9.63. Espectro de massas de fon produtos indo até MS® do fon precursor m/z 289
referente ao ion quase-molecular da amostra 11.
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Figura 4.9.64. Proposta de fragmentacdo baseada em alguns ions produtos observados no
experimentos de MS-MS.

Tabela 3.9.9. Dados de RMN de *H da amostra 11 em comparagéo com os dados do ciclo-
(glicil- L — tirosil) 4,4- dimetilalil éter descritos na literatura (KIRBY et al., 1988).

1
Posicao H ¢ HMBC
2 - 167,6 -
3 2,65 (dd, J=1,0e 17,8 Hz), H-3 n.d. C2, C5
3.43(d, J = 17,8 Hz) , H-3’
5 - 169,1 -
6 4.18 (m) 58,1 C5, C7
7 3,18 (dd, J = 3,8 e 13,8 Hz),H-7 38,5 C5, C6, C8,
2,91 (dd, J=4,8 e 13,8 Hz), H-7’ C9
8 - 126,8 -
9 7,10 (d J = 8,8 Hz) 131,5 C7, C9, C11
10 6,85 (d, J = 8,8 Hz) 114,5 C8, C10,
Ci11
11 - 158,2 -
12 4,50 (d, J = 6,6 Hz) n.d. C11, C13,
Cl4
13 5,43 (t, J = 6,6 Hz) 119,9 -
14 - 137,3 -
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15 1,74 (s) 17,2 C13, C14,
C16
16 1,78(s) 24,5 C13, C14,
C15
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Figura 4.9.65. Estrutura da ciclo-(Glicil-L-tirosil) 4,4-dimetilalil éter.
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A substéncia ciclo-(Glicil-L-tirosil) 4,4-dimetilalil éter € um alcaloide dicetopiperazinico
que foi apenas reportado uma vez na literatura, em 1988 por Kirby e colaboradores, tendo sido
isolada de uma linhagem de Gliocladium virens de solo. Este alcaldide é tido como um
intermediario na biossintese das gliotoxinas, importantes alcaloides pelas potentes atividades
antimicrobianas, porem os dados relatados na literatura para a amostra 11 sdo apenas dados de

RMN de *H, massas por IE e ponto de fusdo. Desta maneira os dados obtidos s&o inéditos.
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Amostra 14.

A amostra 14 isolada da fracdo 3:7 Hex/AcOEt do extrato G1M apresentou em seu
espectro de RMN de *H (Figura 4.9.66; Item 3.8.4) apresentou sinais de hidrogénios alifaticos,
metilicos e carbindlicos. A comparacao dos dados da literatura (KAWAGISHI et al., 1988) com
os dados de RMN da amostra 14 sugeriu-se tratar do esterdide cerevisterol (Figura 4.9.67). A

Tabela 4.9.10 lista a comparagdo dos dados de RMN de 'H da amostra 14 e do cerevisterol
descritos na literatura.
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Figura 4.9.66. Espectro de RMN de *H da amostra 14 em cloroférmio-d (400 MHz).
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3:
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* 0

Figura 4.9.67. Estrutura do cerevisterol.
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Tabela 4.9.10. Dados de RMN de *H e **C da 14 em comparagao com os dados do peréxido de
ergosterol descritos na literatura (KAWAGISHI et al., 1988).

Amostra 14 Cerevisterol
5 'H 5 'H

1 - -
2 - -
3 4,08 (m) 4,07 (m)
4 - -
5 - -
6 3,64 (d, J=4,5H2) 3,62 (d, J=4,8 Hz)
7 5,35 (dd, J=4,5; 2,5 Hz) 5,32 (dd, J =4,8; 2,4 Hz)
8 - -
9 - -
10 - -
11 - -
12 - -
13 - -
14 - -
15 - -
16 - -
17 - -
18 0,60 (s) 0,59 (s)
19 1,10 (s) 1,09 (s)
20 - -
21 1,05 (s) 1,03 (s)
22 5,18 (dd, J=8,0; 15,5 Hz) 5,16 (dd, J =8,1; 15,4 Hz)
23 5,25 (dd, J=7,3; 15,5 Hz) 5,23 (dd, J =7,0; 15,4 Hz)
24 - -
25 - -
26 0,83 (d, J =6,5 Hz) 0,82 (d, J =6,3 Hz)
27 0,85 (d, J = 6,6 Hz) 0,84 (d, J =6,9 Hz)
28 0,94 (d, J =6,5 Hz) 0,92 (d, J =6,6 Hz)

O cerevisterol € um esteroide ja bem relatado na literatura sendo isolado previamente de
Agaricus blazei, este esterdide apresentou atividade anticancerigena (KAWAGISHI et al., 1988).
Em trabalho desenvolvido por Koyama e colaboradores (2002) este esterdide foi isolado do
basidiomiceto Auricularia polytricha e em seguida testado em uma série de testes, dentre eles

apresentou potente atividade antinociceptiva (KOYAMA et al., 2002).
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Amostra 15.

Esta substancia foi isolada do micélio do fungo Stsp CR 2.3.1 a na forma de sdlido
amorfo branco (Item 3.8.4). Através da simples anélise de seu espectro RMN de 'H (Figura
4.9.68) a amostra 15 foi identificada como sendo o acido citrico, um dos componentes do ciclo
de Krebs (Figura 4.9.69). Os dados de RMN de *H foram comparados com a literatura (SOUZA,
2005).
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Figura 4.9.68. Espectro de RMN de *H da amostra 15 em metanol-d, (400 MHz).

O OH O

HO OH
COOH

Figura 4.9.69. Estrutura do &cido citrico.
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4.9.5. Substancias da hospedeira Mauritia flexuosa.

A hospedeira Mauritia flexuosa (Figura 4.9.70) teve seu estudo fitoquimico realizado por
ndo apresentar estudos quimicos previos bem como por ser uma espécie vegetal mais comum na
Amazonia e de grande importancia econdmica (PASSOS & MENDONCA, 2006). Entre os
extratos de M. flexuosa o hidroalcoolico das raizes respiratorias apresentou atividade
antioxidante, enquanto que o hexanico das raizes submersas apresentou baixa citotoxicidade
frente & Artemia salina (Item 4.5). A Figura 4.9.71 lista as substancias das raizes de M. flexuosa.

AL
A\

’ Vi Y
Ak

Ry ,n“‘ o
X i

Figura 4.9.70. (A) Detalhe da plameira na beira da agua e suas raizes submersas espalhadas pela
terreno alagado, (B) Detalhe das raizes respiratérias e (C) detalhe da parte alta da palmeira com
frutos.
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C27H30016; 610,5 C21H20011; 448,3 C15H1007; 302,2

Figura 4.9.71. Substancias identificas e isoladas de M. flexuosa.
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Fracéo 2.

A fracdo 2 do extrato hexanico apresentou-se com um 0Oleo de coloracdo alaranjada que

aparentava um certo grau de pureza em analise por CCD. O cromatograma de ions totais (Figura

4.9.72) mostrou que esta fracdo é complexa, porém tem trés substancias majoritarias. Como toda

amostra é mistura complexa de ésteres metilicos e seus acidos graxos. Apenas 0s majoritarios

serdo abordados.
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Figura 4.9.72 TIC da amostra Fracao 2.

Para a banda com TR 20,23 minutos a sugestdo da biblioteca Nist275 com 99% de

similaridade baseada na fragmentacdo (Figura 4.9.74) é de que esta banda se trata do &cido

palmitico (Figura 4.9.73), sendo este o0 constituinte majoritario na amostra.

O

/\/\/\/\/\/\/\)%H

Figura 4.9.73. Estrutura do acido palmitico.
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Figura 4.9.74. Espectro de massas por IE a 70 eV referente a banda em RT 20,23 minutos.

Para a banda com TR de 22,18 minutos a sugestao da biblioteca Nist275 resultou em 99%
de similaridade (Figura 4.9.76) com o acido (9Z,127) - octadecadiendico (Figura 4.9.75).

N N U N

Figura 4.9.75. Estrutura do éster metilico do acido (9Z,12Z) — octadecadiendico.
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Figura 4.9.76. Espectro de massas por IE a 70 eV referente a banda em RT 22,18 minutos.
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Para a banda com TR em 23,38 minutos a sugestdo da biblioteca Nist275 com 99% de

similaridade baseada na fragmentacdo (Figura 4.9.78 ) é de que esta banda se trata do acido

linoléico (Figura 4.9.77).

WOH

Abundance

260000 ]
240000 ]
220000 ]
200000 § 41 °P
180000 J
160000 J
140000 4
120000
100000
80000
60000 J

40000 4

20000 I ‘ ‘
|

0

Figura 4.9.77. Estrutura do acido linoléico.
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Figura 4.9.78. Espectro de massas por IE a 70 eV referente a banda em RT 23,38 minutos.

165



Resultados

Amostra 16.

A amostra 16, do extrato hexanico das raizes de M. flexuosa (Item 3.8.5), formou cristais
em forma de agulha e apresentou em seu espectro de RMN de *H um perfil tipico de triterpenos
pentaciclicos (Figura 4.9.79), com oito sinais de hidrogénios metilicos; sete singletos entre & 0,7
— 1,2 e um dupleto em 6 0,90 (J = 2,7 Hz). Os outros sinais do espectro estdo na regido de
hidrogénios metilénicos e metinicos. No espectro de massas da amostra 16 por IE a 70 eV
(Figura 4.9.80) é observado o ion molecular em m/z 412. Estes dados comparados com os da
literatura (KLASS & TINTO, 1992) levaram a identificacdo da amostra 16 como o triterpeno
pentaciclico friedelina (Figura 4.9.81).
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Figura 4.9.79. Espectro de RMN de *H da amostra 16 em cloroférmio-d (400 MHz).
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Figura 4.9.80. Espectro de massas por IE a 70 eV da amostra 16.
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Figura 4.9.81. Estrutura da friedelina.
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Amostra 17.

A amostra 17 foi isolada do extrato hexanico das raizes submersas de M. flexuosa na
forma de cristais em forma de agulha (Item: 3.8.5), em seu espectro de RMN de H sdo
observados (Figura 4.9.82) com oito singletos referentes a metilas na regido de 6 0,7 - 1,1, e
multipletos na regido de ¢ 1,3 a 2,5, ainda apresentou sinal em 6 5,56 (dd, J = 3,1 e 8,1 Hz, 1H)
olefinico e também dois sinais em 6 2,58 (ddd, J = 7,1; 12,0; e 15,8 Hz) e 6 2,33 (ddd, J = 3,4;
6,1; e 15,8 Hz). No espectro de massas por IE a 70 eV (Figura 4.9.83) é observado o ion
molecular em m/z 424. A comparacdo dos dados obtidos por RMN de *H junta mente com dados
de massas com dados da literatura (SARAIVA et al., 2006) levaram a identificacdo da amostra
17 como sendo o triterpeno pentaciclico taraxerona (Figura 4.9.84).
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Figura 4.9.82. Espectro de RMN de *H da amostra 17 em cloroférmio-d (400 MHz).

168



Resultados

amostra riterpeno - Héctor
TGSS11 S
100 34 3\3
/
/ 3
.". \
4
J 5y
! II|
{ |
! 1
/ |
o ,'I
I b
\
\
! Y
/ \
/ \
f \
/ \'\
i A
Il Y
/ \
- -/. ~——
o —= Tirme
2500 26.00 2700 28.00 2900 30.00 31.00 32,00 33.00 3400 3500 36.00 37.00 38.00 39.00 40.00 41.00 42.00 e
amostra S-11 triterpeno - Héctor
TGSS11 1179 (34.507) Cm (1113:1231-(1252:1 4154840:970)x1.500] Scan El+
133 33584
100
eV 300
109
121
55 204
285
£
o
El 123 189
131
135 147 205
& "7 145
&7 g1 N | 142 M
S oag 181
153 176 47
143 173 N 3m
Szl e 218 a2 s w
7 96 S [T 191 257
g ~ ||| 188 217 71
2 \‘ g i 3 243 b
o] Il ‘ | 1 T Y S | ]
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 20 340 350 380 400 420

Figura 4.9.83. Cromatograma de ions totais e espectro de massas por IE a 70 eV da amostra 17.

Figura 4.9.84. Estrutura da taraxerona.
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Amostra 18.

A amostra 18 foi isolada do extrato hexanico das raizes submersas de M. flexuosa na
forma de um sélido amorfo (Item: 3.8.5), em seu espectro de RMN de *H da (Figura 4.9.85) sdo
observados hidrogénios metilicos metilénicos e metinicos na regido de 6 0,68 a 2,28. Os sinais
em o0 3,50 (m) e 6 5,35 (dl) foram atribuidos a hidrogénios carbindlicos e olefinicos
respectivamente. A presenca de diversos sinais sobrepostos na regido mais blindada do espectro
sugere a presenca de uma mistura de dois ou mais substancias. Nos espectros de massas por IE a
70 eV (Figuras 4.9.86 a 4.9.86) sdo observados trés ions moleculares em m/z 400, 412 e 414. A
comparagéo dos dados obtidos por RMN de *H junta mente com dados de massas com dados da
literatura (SAKAKIBARA et al., 1983; SUGA & KONDO, 1974) levaram a identificacdo da
amostra 18 como sendo uma mistura dos esterdides estigmasterol, campesterol e sitosterol
(Figura 4.9.89).
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Figura 4.9.85. Espectro de RMN de *H da amostra 18 em cloroférmio-d (400 MHz).
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Figura 4.9.87. Espectro de massas do estigmasterol por IE a 70 eV e sugestéo da biblioteca
NIST275 para o ion em m/z 412.
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Figura 4.9.88. Espectro de massas do sitosterol por IE a 70 eV e sugestdo da biblioteca NIST275
para o ion em m/z 414.
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Figura 4.9.89. Estruturas dos esterdides campesterol, estigmasterol e sitosterol respectivamente.
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Amostra 19.

A amostra 19 foi isolada do extrato hexanico das raizes submersas de M. flexuosa na
forma de um sélido amorfo (Item: 3.8.5), em seu espectro de RMN de *H da (Figura 4.9.90)
sinais metilicos na regido de 6 0,7 - 1,1, alguns destes sinais estdo sobrepostos o0 que sugere que a
amostra nio esteja com bom grau de pureza. E observado um singleto alto em & 2,05 integrando
para trés hidrogénios, isto associado ao fato de que se trata de um esqueleto triterpénico, sugeriu
que este singleto seria de um grupo acetil, isto apoiado na auséncia de sinal carbin6lico tipico de
triterpenos. A presenga dos multipletos em 6 4,69 e 6 4,57 indica a presenca de hidrogénios
pertencentes a uma dupla exociclica. No espectro de massas por IE a 70 eV (Figura 4.9.91) é
observado fon molecular em m/z 468. A comparacéo dos dados obtidos por RMN de *H e massas
com dados da literatura (SILVA et al., 1998) levou a identificagdo da amostra 19 como sendo o
triterpeno pentaciclico acetato de lupeol (Figura 4.9.92).
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Figura 4.9.90. Espectro de RMN de *H da amostra 19 em cloroférmio-d (400 MHz).
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Figura 4.9.91. Espectro de massas por IE a 70 eV da amostra 19.

Figura 4.9.92. Estrutura do acetato de lupeol.
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Amostra 20.

A amostra 20 foi isolada do extrato hexanico das raizes submersas de M. flexuosa na
forma de um sélido amorfo (Item: 3.8.5), em seu espectro de RMN de *H da (Figura 4.9.93) sdo
observados diversos sinais sobrepostos e indicios que sugerem que a amostra 20 ndo se encontra
totalmente pura, alguns de seus sinais sdo bem caracteristicos e ja observados na amostra 19. No
espectro de massas por IE a 70 eV (Figura 4.9.94) apresentou o ion molecular em m/z 424. A
comparagdo destes dados com a literatura (SILVA et al., 2000) conduziu a identificacdo da
amostra 20 como sendo contituida principalmente do triterpeno pentaciclico lupenona e em

menor proporc¢éo o lupeol.
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Figura 4.9.93. Espectro de RMN de *H da amostra 20 em cloroférmio-d (400 MHz).
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Figura 4.9.94. Espectro de massas por IE a 70 eV da amostra 20.

Figura 4.9.95. Estruturas da lupenona.

176



Resultados

Amostra 21.

A amostra 21 foi isolada do extrato hexanico das raizes submersas de M. flexuosa na
forma de cristais em forma de agulha (Item: 3.8.5), em seu espectro de RMN de H sdo
observados (Figura 4.9.96) os sinais em 6 4,68 ¢ 6 4,57 caracteristicos de dupla exociclica bem
como os sinais em 6 3,23 e & 3,89 caracteristicos de hidrogénios carbinolicos, bem como um
padrdo no restante dos sinais bem semelhante aos observados para as amostras 19 e 20. A analise
por GC-MS (Figura 4.9.97) da amostra 21 aponta no espectro de massas o ion molecular em m/z
442. A comparacdo dos dados obtidos por RMN de 'H e de massas com dados da literatura
(FULGENTIUS et al., 1990) levaram a identificacdo da amostra 21 como sendo majoritario o
triterpeno pentaciclico betulina e em menor quantidade o lupeol (Figura 4.9.97).
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Figura 4.9.96. Espectro de RMN de *H da amostra 21 em cloroférmio-d (400 MHz).
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Figura 4.9.97. Espectro de massas da betulina por IE a 70 eV e sugestdo da biblioteca NIST275
para o ion em m/z 442.

Figura 4.9.98. Estrutura da betulina.
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Amostra 22.

A amostra 22 foi isolada do extrato hexanico das raizes de M. flexuosa na forma de
cristais em forma de agulhas de cor branca, em seu espectro de RMN de *H (Figura 4.9.99) sio
observados sinais de hidrogénios metilicos, metilénicos, metinicos e carbindlicos. O espectro de
RMN de **C (Figura 4.9.100) apresenta 30 sinais de carbonos, as caracteristicas de ambos

espectros indicam tratar-se de um triterpeno.
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Figura 4.9.99. Espectro de RMN de *H da substancia 22 em cloroférmio-d (400 MHz).

No espectro de RMN de *3C s&o observados sinais de carbonos carbonilicos, carbinélicos,
metinicos, metilénicos e metilicos. No espectro de DEPT 135° (Figura 4.9.101) é observado um
sinal sobreposto em & 76,6 referente a um carbono carbindlico que estava sobreposto pelo sinal
do solvente. Uma anélise mais profunda do espectro de RMN de **C aponta que os sinais em &
50,4 e & 28,4 apresentam sobreposicdo de sinais devida a suas alturas relativas serem bem
superiores aos demais sinais além de analise no experimento de DEPT 135° que indicou que 0
sinal em 0 50,4 ¢ de um carbono CH e de outro quaternario e que o sinal em 6 28,4 era de dois
carbonos metilicos. Na Figura 4.9.102 é apresentado o mapa de correlagcdo de HSQC que mostra

em quais carbonos estdo ligados os sinais observados no espectro de RMN de *H.
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Figura 4.9.102. Mapa de correlacdo de HSQC da substancia 22 em cloroformio-d (400 MHz).

O sinal de hidrogénio carbinolico em & 3,40 (t, J =2,8 Hz) inicialmente chamou a atencéo
por sua constante de acoplamento, que sugeriu que o grupo OH ligado ao C-3 estaria em posi¢ao
a, diferente do habitual observado na biossintese de triterpenos, comparando-se 0s dados de
deslocamentos quimicos do carbono C-3 e carbonos adjacentes C-1 e C-5 da substancia 24 com
dados da literatura (SOUZA, 1998) do lupeol e epi-lupeol, levou a confirmacdo de que a

hidroxila em C-3 estaria em posi¢do o (Figura 4.9.103).
WA wWW,
532,5
538,7 ’
HO 1 = H : =
3 5 576,43 5
5789 L1 5553 OH 6482

B-OH a-OH

Figura 4.9.103. Estruturas do anel A e principais mudancas nos deslocamentos devido a posicao
do grupo hidroxila (equatorial em B e axial em ).

Ainda no experimento de HMBC sdo observadas algumas correlacbes das metilas nas
posic¢des C-23, C-24 com o carbono em 6 76,6 (C-3) por meio desta correlagdo e pelos valores de
deslocamentos quimicos ¢ confirmada a orientacdo em 3 para a metila em C-23 ¢ em o para a

metila em C-24, bem como as metilas nas posi¢oes C-25, C-26 e C-27 e seus carbonos vizinhos
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que confirmam a natureza de esqueleto triterpénico do tipo lupénico para os anéis A, B e C da
substéncia 22 (Figuras 4.9.104 e 4.9.105).
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Figura 4.9.104. Ampliacdo do mapa de correlagdo *H — *C de HMBC da substancia 22 em
cloroférmio-d (400 MHz).

Figura 4.9.105. Correlacbes observadas para as metilas 23,24,25,26 e 27 no mapa de HMBC.

A presenca de um sistema hexaciclico na substancia 22 é observada pela presenca do

carbono oxigenado em & 87,7 o qual ndo aparece no experimento de DEPT 135° por ser
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quaternério e o sinal em & 179,1 referente a um carbono carbonilico, estes dados juntamente com
o sinal em & 70,8 de um carbono carbinélico, o qual também nao ¢ observado no espectro de
DEPT 135° indicaram que a substancia 22 é baseada em um sistema hexaciclico do tipo lup-20-
ol (CHATURVEDULA et al.,, 2003; DJERASSI & HODGES, 1956). Estes dado’s sdo
confirmados pelos acoplamentos observados no experimento de HMBC (Figura 4.9.106), aonde
os sinais de hidrogénios metilicos em & 1,40 (C-29) e & 1,16 (C-30) correlacionaram com o
carbono em 6 70,8 (C-20) juntamente com as correlaces destas mesmas metilas com o carbono
carbindlico em o 88,2 (C-21) confirma a estrutura parcial. As mudangas nos deslocamentos
quimicos dos carbonos das posi¢des C-20 (Ad = -80,4), C-29 (Ad = -81,2), C-30 (Ad = +6) e C-
19 (AS = +39,5) em comparagdo com dados de RMN de *3C do écido betulinico (MAHATO &
KUNDU, 1994), reforcam os dados observados no HMBC.
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Figura 4.9.106. Mapa de correlagdo *H — **C de HMBC da substancia 22 em cloroférmio-d e
principais correlagdes assinaladas para o anel E do esqueleto lupanico (400 MHz).

Apos todas essas assinalacdes dos dados de RMN ainda ficam pendentes as correlagGes

para o carbono carbonilico em 6 179,1, que ndo foram possiveis de serem visualizadas nos mapas
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de HMBC, o que fez com que a molécula ndo podesse ser totalmente determinada, pelo valor de
descolamento deste carbono em questdo e por ndo serem observados sinais de A&cidos
carboxilicos, aldeidos e nem de metilas caracteristicas de ésteres foi inicialmente atribuida ao
esqueleto lupanico um sexto anel lactona entre o oxigénio em C-19 e a carbonila em C-28
(DJERASSI et al., 1955; Figura 4.9.107).

Figura 4.9.107. Estrutura inicialmente proposta para a amostra 22.

Os dados de RMN para esta proposta estrutural sdo coerentes, porém os dados de massas
obtidos para a amostra 22 ndo correspondem a molécula proposta. No experimento de LC/APCI-
MS (Figura 4.9.108) é observado que a amostra apenas em seu espectro de RMN aparentava
estar pura, e que os dois contituintes da amostra 22 sao na verdade isdmeros. O ion em m/z 473
ndo era a massa quasi-molecular da molécula proposta de modo que se sugeriu estar ocorrendo

uma desidratacdo na fonte.
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Figura

4.9.108. Cromatograma de ion totais e espectro de massas das bandas nos tempos de retencdo em
RT 9,3 e RT 15,8 minutos, corrida em modo gradiente (30 — 100% de MeOH em 20 minutos,

fluxo de 0,7 mL/min, coluna Luna C18.

Novos experimentos de massas foram conduzidos tanto por ESI como por APCI nos

modos positivo e negativo a fim de se observar os verdadeiros ions quasi-moleculares (Figura
4.9.109 e 4.9.110).
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Figura 4.9.110. Espectros de massas em APCI * e ions produtos de m/z 473.

Por meio destes novos experimentos observou-se que em modo APCI* havia uma

desidratacdo na fonte, diminuido-se os parametros de temperatura do capilar e temperatura de

dessolvatacdo do spray, foi possivel observar o ion m/z 491 referente ao ion quasi-molecular,

este confirmado pela presenca de m/z 289 em APCI e ESI" e pelos adutos de sodio e potassio m/z

513 e m/z 529 respectivamente. Estes dados vdo contra a estrutura proposta incialmente, a massa

deduzida pelos espectros seria de 490 daltons o que por parte dos dados de RMN seria plauzivel

com as estruturas das substancias da Figura 4.9.111.

Figura 4.9.111. Estruturas que estariam coerentes com 0s dados observados por massas.
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Estas estruturas pelos dados observados de RMN ndo sdo possiveis uma vez que 0S
espectros foram obtidos em cloroférmio deuterado e que ndo foram observados sinais de &cidos e
aldeidos. A necessidade de novos experimentos de degradacdo quimica (hidrélises) bem como de
difracdo de raios-X e célculos tedricos de ORTEP que j& estdo em analise. A interpretacdo dos
espectros de RMN (Tabela 4.9.11) juntamente com a comparacdo de dados da literatura (CHEN
et al., 2008) levou a se propor uma estrutura proviséria para 0 componente majoritario da
amostra 22, o 3-epi — 20,21 — diidroxithurberogenina (Figura 4.9.107), uma lactona triterpénica
inédita, devido a presenca das hidroxilas em C-20 e C-21. Este tipo de triterpeno lupanico ndo é
comum tendo sido isolado anteriormente apenas de espécies de Celastraceae e Cactaceae
(KOYAMA et al., 1993; DJERASSI et al., 1955).

Tabela 4.9.11. Dados de RMN de *H (400 MHz) e *C (125 MHz) e correlagcdes *H — *3C por
HMBC da substancia 22.

Posicao H BCc/HSQC HMBC
1 1,41 (m) 33,46 -
2 1,82 (m) e 1,93 (m) 25,39 -
3 3,40 (t, J = 2,8 Hz) 76,8 -
4 - 37,5 -
5 1,39 (m) 45,9 -
6 1,41 (m) 18,18 -
7 1,58 (m) 35,2 -
8 - 40,5 -
9 2,29 (m) 50,4 -
10 - 37,3 -
11 1,03 (m) e 1,49 (m) 21,21 -
12 1,17 (m) e 1,58 (m) 25,79 -
13 1,85 (m) 41,68 -
14 - n.d. -
15 1,07 (m) e 1,48 (m) 30,62 -
16 1,47 (m) 24,75 -
17 - 50,4 -
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Substéncia 23.

A substancia 23 foi isolada da fracdo hidroalc6olica do extrato metandlico das raizes de
M. flexuosa na forma de um sélido amorfo amarelo. O espectro de RMN de *H (Figura 4.9.112)
da substéncia 23 aparentemente apresentou caracteristicas de um esqueleto flavonoidico, um
dubleto na regido de aromaticos em & 7,67 (J = 2,1 Hz) que juntamente com outros dois sinais,
um duplo dubleto em 6 7,64 (J, = 2,1 Hz e J, = 8,5 Hz) e um dubleto em 6 6,85 (J = 8,5 Hz)
constituindo um sistema de spins ABC, um outro sistema de spins AB é observado para 0s
demais sinais da regido de aromaticos em 6 6,38 (d, J = 2,1 Hz) e 4 6,19 (d, J = 2,1 Hz)
referentes a outro anel aromatico. Os sinais multiplos na regido entre 6 3,20-3,81 sdo compativeis
com a presenca de hidrogénios de acucares. Os dois dubletos em & 5,09 (J= 7,6 Hz) e em 6 1,12
(J= 6,2 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios anomérico de glicose (H-1"") e metilicos (H-6"")
de ramnose, respectivamente, por fim o sinal em 6 4,52 (d, J = 1,36 Hz) referente a hidrogénio
anomérico de ramnose (H-1""") (Figura 4.9.113).
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Figura 4.9.112. Espectro de RMN de *H da substancia 23 em metanol-d, (400 MHz).
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Figura 4.9.113. Ampliacdes dos sinais do espectro de RMN de *H da substancia 23.

A comparacdo destes dados com aqueles registrados na literatura (GALOTTA et al.,
2008) confirmou a estrutura da substancia 23 como sendo a do flavondide glicosilado rutina (3-
O-Rutinosideo de 3',4',5,7-tetra-hidroxiflavonol (Figura 4.9.114) [Tabela 33]).

OH OH
Figura 4.9.114. Estrutura da rutina.
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Os acoplamentos observados no espectro de RMN de *H para os hidrogénios H-8 e H-6
acoplando em meta no anel A, dos hidrogénios H-6" e H-5" vicinais no anel B e os hidrogénios
H-1"" e H-2"" da ramnose foram confirmados no mapa do experimento de COSY (Figuras
4.9.115e 4.9.116).

F1 Chemical Shift (bom)

H-6

H-5°

o
‘HH\HH‘HH\HH‘IIHUHI'\IHUIII'HH|HH‘\\\\|HH‘\H\\HH'HH\HH‘HH“IH‘HII|HH|HHU\H'HHUHI‘HH\IH\‘HH\HH

90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 4.9.115. Correlacdes homonucleares *H - *H observadas no experimento de COSY para a
substancia 23 em metanol-d, (400 MHz).

OH OH

Figura 4.9.116. Correlacdes de COSY observadas para a substancia 23.
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No mapa de HMBC (Figura 4.9.117) s&o observadas algumas correlagdes que
corroboram para as propostas de localizacdo dos hidrogénios tanto arométicos H-2", H-5°, H-6
como para hidrogé metilicos e metinicos da ramnose H-1""" e H-6""" (Figura 4.9.118).

c-2+
C-10

c-1 :
- 140

c-3 [

— b q C

c-2 B
‘ -160

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 4.9.117. CorrelacBes heteronucleares *H — **C observadas no experimento de HMBC
para os hidrogénios aromaticos e da ramnose da substancia 23 em metanol-d4 (400 MHz).
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Figura 4.9.118. Correlacdes observadas no mapa de HMBC para a substancia 23.
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Tabela 4.9.12. Dados de RMN de *H da substancia 23 em comparacio com os dados da rutina
descritos na literatura (GALOTTA et al., 2008).

Substancia 23 rutina
Posicéo SIH 5 H
1 - -
2 - _
3 - _
4 - -
5 -
6 6,19 (d, J=2,1Hz) 6,18 (d, J=1,8Hz)
7 - -
8 6,38(d, J=2,1Hz) 6,38(d,J=1,8Hz)
9 - _
10 - -
1 - -
2 7,67 (d, J=2,1 Hz) 7,53 (s)
3 - -
4 - -
5 6,86 (d, J=85Hz) 6,84 (d, J=8,4Hz)
6 7,64 (dd, J;=21e 7,56 (s)
J, =8,5 Hz)
1" 5,09 (d) 5,34 (d)
2" 3,40-3,81 (m) 3,22-3,38 (m)
3" 3,40-3,81 (m) 3,22-3,38 (m)
4 3,20-3,40 (m) 3,04-3,11 (m)
5 3,30-3,81 (m) 3,22-3,38 (m)
6 3,30-3,81 (m) 3,22-3,38 (m)
1 4,52 (d) 4,40 (sl
2 3,30-3,81 (m) 3,22-3,38 (m)
3™ 3,30-3,81 (m) 3,22-3,78 (m)
4 3,20-3,40 (m) 3,04-3,11 (m)
5 3,30-3,81 (m) 3,22-3,38 (m)
6" 1,12 (d,J=6,2Hz) 1,00 (d, J =6,2 Hz)

O espectro de massas fullscan da substancia 23 (Figura 4.9.119) no modo ESI" apontou

para a presenca do ion quasi-molecular em m/z 609 e de seu aduto de TFA em m/z 713, o
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espectro de ions produtos do precursor m/z 609 levou a fragmentos caracteristicos de
flavonoides. A fragmentacdo da rutina baseada nos ions produtos observados encontra-se na
Figura 4.9.120 (FABRE et al., 2001).

EDS_HHK43_IDDIB09b 58 (1.507) Sm (Mn, 4x0.80); Cm (38:84-(97:113+13:29)) 1: Daughters of 609ES-
300 1.76e5

1004

151 179 255 271
. I ‘ L
EDS_HHK43_IDFSNa 37 (1.447) Sm (Mn, 4x0.80); Cm (28:47-(53:75+6:18)) 1: Scan ES-
609 1.48¢6
1004
723
LIRS
249
155 167 [
[} 1 L i 1 A miz

T T T T T T T t T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T
75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725

Figura 4.9.119. Espectro de massas no modo fullscan e espectro de ions produtos do ion
precursor m/z 609 no modo ESI".

-H
- Glu - Rha
> HO
9N oH
HO o ° OH
OH
OH OH mz 609

m'z 301

Figura 4.9.120. Fragmentacdo da rutina baseada nos ions produtos observados.
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Substéncia 24.

A substancia 24 foi isolada da fracdo hidroalc6olica do extrato metandlico das raizes
respiratérias de M. flexuosa na forma de uma goma de cor amarela. O espectro de RMN de *H
(Figura 4.9.121) da substéancia 24 assim como o da substancia 24 mostra sinais que caracterizam
um sistema de substituicdo nas posi¢des 3° e 4° no anel B devido aos sinais & 7,33 (d, J = 2,1
Hz), § 7,30 (dd, J = 2,1 ¢ 8,3 Hz) ¢ § 6,91 (d, J = 8,3 Hz) (Figura 4.9.122). Foram observados
também sinais em 6 6,35 (d, J = 1,9 Hz) ¢ 8 6,18 (d, J = 1,9 Hz) que sdo caracteristicos de
acoplamentos em meta no anel A. Sinais na regido entre 6 3,0 e d 4,5 revelaram que a amostra se
tratava de um flavondide glicosilado, esta afirmacdo confirmada pelo sinal do hidrogénio ligado
ao carbono anomérico em o 5,34 (s) o que confirma que a ligagdo entre a aglicona e o agucar tem
configuragao a, o sinal em 6 0,93 (d, J = 5,5 Hz) referente a presenca de uma metila na posicéo
6 relevelou que este agucar se tratava da ramnose. A comparagdo dos dados obtidos com os
dados da literatura (HANSEN et al., 1999) relevou que a substancia 24 é o flavondide glicosilado

quercetrina (3-O-B-ramnosil quercetina) (Figura 4.9.123).

D397B751.001.esp
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0.015
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0.005
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[ [

75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05
Chemical Shift (ppm)

Figura 4.9.121. Espectro de RMN de *H da substancia 24 em metanol-d, (400 MHz).
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Figura 4.9.122. Ampliacdes de todos os sinais do espectro de RMN de *H da substancia 24.

Figura 4.9.123. Estrutura da quercetrina.

No espectro de massas no modo ESI™ fullscan (Figura 4.9.124) foi observado o ion quasi
— molecular em m/z 447 bem como seu aduto de TFA em m/z 561, a fragmentacdo do ion
precursor m/z 447 levou a identificacdo de alguns ions produtos caracteristicos da fragmentacao

de flavonoides (FABRE et al., 2001), a fragmentacdo da quercetrina encontra-se na Figura
4.9.124.

196



Resultados

EDS_HHK51_IDDI447a 56 (1.456) Sm (Mn, 4x0.80); Cm (41:75-(89:105+12:29)) 1: Daughters of 447ES-
271
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Figura 4.9.124. Espectro de massas no modo fullscan e espectro de ions produtos do ion
precursor m/z 447 no modo ESI".

-H -H

T oA, ]

-H HO fo)
(0]
OH j retrociclizagdo @ (0] -co @
/ \O

12 OH 0O OH
A

o
mz 301 retrociclizagéo
z 12
B

mz 121

mz 179 mz 151

Figura 4.9.125. Fragmentacdo da quercetrina baseada nos ions produtos observados.
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Substancia 25.

A substancia 25 foi isolada da fracdo hidroalc6olica do extrato metanodlico das raizes
respiratorias de M. flexuosa na forma de um sélido amorfo de cor amarela. O espectro de RMN
de 'H (Figura 4.9.126) da substancia 25 indica sinais que caracterizam um sistema de
substituicdo nas posicdes 3° e 4" no anel B devido aos sinais & 7,73 (d, J = 2,1 Hz), 6 7,64 (dd, J
=2,1¢8,3 Hz) ¢ 6 6,88 (d, J = 8,3 Hz). Foram observados também sinais em 6 6,38 (d, J = 1,9
Hz) ¢ 6 6,18 (d, J = 1,9 Hz) que sdo caracteristicos de acoplamentos em meta no anel A.

Os dados obtidos por RMN de 'H e por espectrometria de massas quando comparadas
com a literatura (GALOTTA et al., 2008) levaram a identificacdo da substancia 25 como sendo o
flavonoide quercetina (Figura 4.9.127) (Tabela 4.9.13).
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6.185
6.184
6.180
6.178

<
P
ks

NNNNNNNNNN

73
73
64
64
64
61
8
624
6!
6
—6.895
——6.874

- SN .

: . S
ey ! : : ! e . . r : . : : .

% 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 61  ppm
L . L &2 4 Scale: 0.09538 ppm/cm, 38.17 Hz/cm

1.0452
1.0000

Figura 4.9.126. Espectro de RMN de *H da substancia 25 em metanol-d..
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OH O

Figura 4.9.127. Estrutura da quercetina.

Tabela 4.9.13. Dados de RMN de *H da substancia 25 em comparacéo com os dados da

quercetina descritos na literatura (GALOTTA et al., 2008).

Substéncia 25 quercetina
Posic&o 5'H 5'H

1 - -

2 - -

3 - -

4 - -

5 -

6 6,18 (d, J=19Hz) 6,20 (d, J=1,8Hz)
7 - -

8 6,38 (d, J=19Hz) 6,42 (d, J=18Hz)
9 - -

10 - -

1 - -

2 7,73(d,J=21Hz) 7,68(d,J=21Hz2)
3 - -

4 - -

5 6,88 (d,J=83Hz) 6,84 (d, J=8,5Hz2)
6 7,64 (dd,Ji=21e 755(dd,J;=2,1eJ;

J,=83Hz)

= 8,5 Hz)

O espectro de massas fullscan no modo ESI™ (Figura 4.9.128), apresentou o ion quasi-
molecular em m/z 301 e seu aduto de TFA em m/z 415. O espectro de ions produtos do ion

precursor em m/z 301 apena confirma a estrutura da substancia 25 como realmente sendo a da
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quercetina, a fragmentacdo para 0s ions observados encontra-se na Figura 4.9.129 (FABRE et al.,

2001).
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Figura 4.9.128. Espectro de massas no modo fullscan e espectro de ions produtos do ion

precursor m/z 301 no modo ESI".
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Figura 4.9.129. Fragmentacdo da quercetina baseada nos ions produtos observados.
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4.10. Estudo do perfil quimico de fungos por APCI-MS.

4.10.1. Comparacéo de diferentes concentragdes do analito para o estudo de perfis quimicos em

APCI-MS.

A Figura 4.10.1 demonstra que nas diferentes concentragdes do extrato o perfil dos

metabdlitos do fungo ndo se alterou consideravelmente. Isto norteou as injecdes seguintes uma

vez que poderiam ser feitas as analises, nas menores concentragdes 1 e 3 ppm sem prejuizo para

obtencédo dos dados e mantendo o equipamento limpo.
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3.47-4.50 T: ITMS + ¢ APClI corona
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7.56-7.88 AV:23 SB:85 6.38-7.48 ,
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Full ms [100.00-1000.00]

Figura 4.10.1. Comparativo da insercdo direta do extrato do fungo "~ Stsp C2-1 a™ em diferentes

concentragdes

O estudo da concentracdo do extrato é suma importancia para as analises de perfil

quimico uma vez que existe a necessidade de se fragmentar o maior nimero de metabdlitos
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presentes nos extratos de modo que o espectro gerado seja uma impressdo digital do
metabolismo secundario do fungo. Tomando em conta que na sonda do espectrdmetro tem-se a
possibilidade de habilitar uma fina cortina de gas nitrogénio (sweep gas) que " filtra™ a amostra
que esta entrando no capilar de transferéncia. Com estes dados decidiu-se entdo trabalhar com
concentracdes do extrato bruto de 3 ppm juntamente com uma pressdo de 5 psi do sweep gas,
aonde é possivel ter-se um 6timo grau de fragmentacdo e a0 mesmo tempo mantém o aparelho

limpo.

4.10.2. Influéncia da Temperatura de Dessolvatacdo na sonda APCI para o estudo de Perfis

Quimicos.

Os estudos de Perfis Quimicos por espectrometria de massas ao longo dos anos tém sido
aplicados apenas com sondas de ionizagéo por elétronspray (ESI-MS). Neste modo tem-se como
um dos principais parametros a pressdo do gas de dessolvatacdo (sheet gas), ja para a sonda
APCI o principal na dessolvatacdo do solvente é a temperatura de dessolvatacdo (desolvatation
temperature) que juntamente com o gas de nebulizacdo séo determinantes para o estudo de perfis

quimicos por APCI-MS.

O experimento testando trés diferentes temperaturas de dessolvatacdo na fonte (Figura
185), apesar de ser um dos principais parametros para a fragmentacéo, resultou em perfis dos
metabolitos muito semelhantes, isto € uma vantagem, pois a sonda APCI permite a abordagem de
empregar uma temperatura de dessolvatacdo alta de modo a ionizar 0 maior namero de

metabolitos do extrato e consequentemente gerar um perfil quimico mais representativo.
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nas temperaturas de dessolvatacdo 150, 300 e 450 °C respectivamente.

Espectros de massas no modo APCI™ dos extratos brutos do fungo Stsp C1-2/1-2
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4.10.3.Perfis quimicos das linhagens classificadas como Penicillium sp. das hospedeiras
Strychnos cf. toxifera e Mauritia flexuosa.

Os perfis quimicos das linhagens de Penicillium obtidos por insercdo direta representados
nas Figuras 4.10.3 a 4.10.9 mostraram a repeticdo de alguns ions quasi-moleculares
caracteristicos de metabdlitos tipicamente isolados de fungos do género Penicillium. Os
espectros no modo APCI* mostraram os ions moleculares protonados (M + H") ou entfo adutos
com fons metalicos [M + Na]" que estdo presentes como impurezas no solvente, porém poucos
fons podem ser usados para identificacdo direta de quais metabdlitos estdo presentes no extrato
bruto. A utilizacdo de acido formico no preparo da amostra para insercdo direta foi de vital
importancia uma vez que o pH tem grande influéncia no padréo de fragmentacéo, bem como nas
reacOes redox que ocorrem durante a formacao do spray. A adi¢do do acido formico reduziu o
namero de picos vistos nos espectros (background) e aumentou a sensibilidade para as moléculas

polares que ndo contém nitrogénio.

A fragmentacdo limitada observada nos espectros foi obtida por meio de otimizacdo dos
parametros, isto foi utilizado como vantagem na analise dos extratos obtendo-se o menor nimero
de ions para cada composto. Os espectros de massas resultantes representam os perfis quimicos
dos componentes da amostra. S6 é possivel identificar um composto pelo perfil com o prévio

conhecimento amostra aliado a experimentos em MS/MS.

Na Figura 4.10.3 estdo os perfis quimicos das linhagens Stsp F2.3.2c, Stsp CC1-2/1-1 b
02, Stsp C2-1a e Stsp C2.2/2.2a, apesar destes fungos serem de partes diferentes da hospedeira,
estes apresentam perfil semelhante destacando-se os picos dos ions m/z 338, 603, 646, 690 e 778
presentes nas 4 linhagens. Na Figura 4.10.7 estdo os perfis quimicos das linhagens Stsp R1/ 1-2,
Stsp C1-2/1-3, Stsp C2-1c e Stsp C2-1d, em destaque no espectro da linhagem Stsp C1-2/1-3 foi
realizado o experimento em MS/MS do pico em m/z 301 (Figura 4.10.4) com aspecto coerente
do policetideo questinol (NIELSEN & SMEDSGAARD, 2003), a Figura 4.10.5 apresenta a

proposta de fragmentacdo do questinol.
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Figura
4.10.3. Comparacao dos perfis quimicos das linhagens F2.3.2c, Stsp CC1-2/1-1 b 02, Stsp C2-1a
e Stsp C2.2/2.2a cultivadas em BDA.
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Figura 4.10.4. Espectro de ions produtos do jon precursor em m/z 301 no modo APCI",
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Figura 4.10.6. Comparacdo dos perfis quimicos das linhagens Stsp R1/ 1-2, Stsp C1-2/1-3, Stsp
C2-1c e Stsp C2-1d cultivadas em ISP2.

Na Figura 4.10.8 esta a comparacdo dos perfis quimicos das linhagens de Penicillium sp.
onde os metabolismos secundarios das linhagens sdo completamente diferentes, qualquer
conclusdo é precipitada, mesmo que estas linhagens cultivadas em BDA apresentado perfis

totalmente diferentes, podem ser de fungos da mesma espécie.
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Figura 4.10.7. Comparacéo dos perfis quimicos das linhagens Stsp C2.3/1-2 a, Stsp C2.2/1-1 a,
Stsp C2.3/1-2c, Stsp C1-2/1-1c e Stsp CR1.1.2 b cultivadas em BDA.

Nos perfis quimicos das linhagens Stsp C1.2/1-1 f, Stsp C1-2/1-1 a, Stsp C1-2/1.3, Stsp
CR1-1.3 e Stsp C1.2/2.1 (Figura 4.10.8) sdo observadas poucas semelhancas entre as impressoes
digitais o pico em m/z 311 esta presente nas linhagens Stsp C1.2/1-1 f e Stsp CR1-1.3 bem como
0 pico em m/z 348 nas mesmas linhagens indicando que ha a possibilidade de serem da mesma
espécie apesar de terem sido cultivadas em diferentes meios de cultura, as duas primeiras em

BDA e as trés seguintes em meio 1SP2.
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Figura 4.10.8. Comparacédo dos perfis quimicos das linhagens Stsp C1.2/1-1 f, Stsp C1-2/1-1 a,
Stsp C1-2/1.3, Stsp CR1-1.3 e Stsp C1.2/2.1 cultivadas em diferentes meios de cultura.

Na Figura 4.10.9 estdo os perfis quimicos das linhagens de Penicillium isoladas da
hospedeira Mauritia flexuosa, todas as cinco linhagens apresentaram perfis muitos semelhantes
com diversos picos coincidentes, todas as linhagens apresentaram o pico em m/z 663. Dentre as
linhagens isoladas de M. flexuosa as linhagens Pbr 3.3.1. e Pbr 3.3.2. apresentaram ndo sO
caracteristicas macro e micromorfoldgicas idénticas bem como perfis quimicos muito préximo
de serem iguais. Uma analise mais aprofundada do perfil quimico da linhagem PBR 2.1.1. levou
a proposta de identificacdo do ion em m/z 281 como sendo o macrolideo brefeldina A por
experimentos em MS/MS (Figura 4.10.10) (NIELSEN & SMEDSGAARD, 2003) a proposta de

fragmentacdo da brefeldina A encontra-se na Figura 4.10.11.

209



Resultados

Lo 334,93 Pbr 3.3.1.
155,04 261,02 135,00 662.94
1338.09 39711 462,00 558,95 603,00 | 734,82 77890 85511 886,21 996,32
0 L, L LS N BN NN AN SO N B e E B B B S B B B R N B R E |
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
m/z
100 334,95 Pbr 3.3.2.
302,98
261,02
166,99 107,08 26102 | |4, o 468,02 535,01 584,83 662,94 700,16 831,12 883,20 920,16 996,40
0 L L L L L L L UL U L L L L L L L L L L L L L L L L L L L |
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
m/z
100 338,15 662,99 Pbr1.1.1.
177,07 514,95 602,92 691,00
: 283,00 30710 459,17 514 1,00 734,86
01 P N T R [ . | L bk | 52281 866:84 910,85 97064
L L L B L L L B B | B B N R N R R B S B B B B N L L L DL L L L L L L |
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
m/z
100 263,07 663,01 Pbr 2.1.1.

881,25
89889 945,03

169,02 245.09 33g17  409.03 537,18 °77:20

447,09

77 73490 829,02

0
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
m/z
100 663,05 Pbr 3.2.1.

271,19

377,21 411,16

148,99 191 09 4111 551,21

677,09 ;o0 g 857,17 887,22 947 98

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
m/z

Figura 4.10.9. Comparacédo dos perfis quimicos das linhagens Pbr 3.3.1., Pbr 3.3.2., Pbr 1.1.1.,
Pbr 2.1.1. e Pbr 3.2.1. cultivadas em BDA.
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Figura 4.10.10. Espectro de ions produtos do fon precursor em m/z 281 no modo APCI".
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m'z 217 m'z 245 g

HO mz 263
Figura 4.10.11. Proposta de fragmentacdo para a brefeldina A.

Diversas vantagens foram observadas durante a analise de perfis quimicos entre elas o
tempo de analise que é curto podendo-se analisar muitas amostras em um dia de trabalho, além
dos resultados poderem ser usados para rejeitar ou reforcar a hipotese de que um determinado
metabolito possa estar presente na amostra ou ndo. O perfil quimico por insercdo direta a partir
de uma amostra fungica pode ser utilizado como uma forma de desreplicacdo devido as diversas
conclusdes que dele podem ser tiradas. Este tipo de identificacdo de uma amostra bruta é baseada
em Varios critérios (variaveis), onde os ions representam algumas informac6es especificas da
amostra. N&@o é necessario saber a identidade dos picos ou padrédo de fragmentacdo da amostra
para a utilizacdo de um banco de dados, porém com os dados de fragmentacdo de certos ions é

possivel identificar certos compostos presentes na amostra como demonstrado.

4.10.4.Comparativo do perfil quimico de Strychnos cf. toxifera com seus endofiticos.

A insercdo direta dos extratos metandlicos das folhas e caule de Strychnos cf. toxifera no
espectrometro forneceu perfis quimicos (Figura 4.10.12) muito semelhantes entre as duas partes
da hospedeira, a regido de m/z acima de 800 Da apresentou um perfil praticamante idéntico,

sendo observadas apenas diferencas na regido de 500 a 700 Da.
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Figura 4.10.12. Perfis quimicos do caule (A) e folhas (B) de Strychnos cf. toxifera.

Quando comparados os perfis quimicos da hospedeira e os de seus endofiticos ndo séo

observadas semelhangas em praticamente nenhuma linhagem de Penicillium spp. com excecéo

da linhagem Stsp C2.3/1-2c que surpreendentemente exibiu um perfil praticamante igual ao do

caule de Strychnos cf. toxifera de onde foi isolado (Figura 4.10.13), com destaque para 0 pico em

m/z 855 apresentou-se intenso tanto no espectro do caule como no espectro da linhagem isolada

dele. Este fato ndo é inusitado uma vez ja comprovada na literatura diversos relatos de

metabolitos co-produzidos tanto pela hospedeira como por seus microrganismos endofiticos,

contudo é apenas um indicativo que possa estar acontecendo este tipo de interacdo, no caso

relatado sdo necessarios estudos mais aprofundados a cerca desta relacdo de modo que se possa

se ha realmente esta relacdo e quais sdo os metabdlitos envolvidos.
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Figura 4.10.13. Falso TIC e espectro de massas da linhagem Stsp C2.3/1-2c.

4.10.5. Anélise Quimiomeétrica dos dados obtidos nos estudos de perfis quimicos.

A extracdo de informacGes dos resultados de um experimento quimico envolve a analise
de grande nimero de varidveis. Muitas vezes, um pequeno numero destas variaveis contém as
informacGes quimicas mais relevantes enquanto que a maioria das variaveis adiciona pouco ou
nada a interpretacdo dos resultados em termos quimicos. A decisdo sobre quais variaveis sdo
importantes é feita, geralmente, com base na intuicdo quimica ou na experiéncia, ou seja,
baseado em critérios que sdo mais subjetivos que objetivos. Para a analise dos dados que obtive
nas analises por insercdo direta no espectrometro de massas foi decidido que as variaveis a se
analisar seriam todos os ions indo de m/z 100 a m/z 1000 e cada intensidade de cada ion, isto
baseado em sua abundancia. Esta reducdo de variaveis atraves de critérios objetivos permitiu a
construcdo de gréaficos bidimensionais contendo maior informacao estatistica, isto foi conseguido

através de analise de componentes principais. Também foi possivel construir agrupamentos
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hierarquicos entre as amostras de acordo com suas similaridades, utilizando as varidveis

escolhidas, e representa-las de maneira bidimensional através de dendrogramas.

A técnica de agrupamento hierdquico interliga as amostras por suas associagdes,
produzindo um dendrograma onde as amostras semelhantes, segundo as variaveis escolhidas, sdo
agrupadas entre si. A suposicdo basica de sua interpretacdo é esta: quanto menor a distancia entre
0s pontos, maior a semelhanca entre as amostras. Os dendrogramas sdo especialmente Uteis na
vizualizacdo de semelhancas entre amostras ou objetos representados por pontos em espaco.
Existem muitas maneiras de procurar agrupamentes no espaco n-dimensional. A maneira mais
simples consiste em agrupar pares de pontos que sdo mais proximos, usando a distancia
euclidiana, e substitui-los por um novo ponto localizado na metade da distancia entre eles, sendo

0 método utilizado nas analises.

Na anélise de agrupamentos (cluster analysis) a similaridade entre duas amostras pode ser
expressa como uma funcgéo da distancia entre os dois pontos representativos destas amostras no
espaco n-dimensional. A maneira mais usual de calcular a distancia entre dois pontos a e b no

espaco é conhecida por distancia euclidiana (Xap) e é dada por:

Xc%b = ?=1(daj - dbj)2

As distancias euclidianas foram calculadas por meio de programas estatisticos sendo
utiizadas cinco metodologias diferentes, havendo apenas pequenas diferencas na forma como o0s
dados sdo aglomerados. O método da ligacdo simples foi o primeiro método utilizado, neste
método a distancia entre dois conjuntos é frequentemente considerado como sendo o0 minimo de
todas as distancias entre pares, portanto, este também é chamado de método do vizinho préximo.
O primeiro método estatistico forneceu resultados muito semelhantes aos métodos do centroide e
ao método da média das ligagdes, estas metodologias de andlise multivariada diferenciam-se, o
método da média das ligacBes é uma variante do método da ligacdo simples que comeca levando
em conta as dissemelhangas entre 0s objetos originais (que ndo necessesariamente sdo as

distancias euclidianas, mas de qualquer tipo) dentro de grupos ja pré-estabelecidos de modo a
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formar novos grupos em alguns casos. O método do centroide destina-se a medidas de escala
intervalar, ou seja, sem valores que estejam faltando, de modo que a dissimilaridade entre dois
grupos ¢ definida como a distancia euclidiana entre seus centréides. As Figuras 4.10.14, 4.10.15
e 4.10.16 apresentam os dendrogramas com as distancias euclidianas calculadas pelos trés
meétodos citados acima.
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Figura 4.10.14. Dendrograma das distancia euclidianas calculadas pelo método da ligacao
simples.
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Figura 4.10.15. Dendrograma das distancia euclidianas calculadas pelo método da média das
ligacGes.
Distancia

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000
| | | | | | |

51
f3 T
50 “

pbr211 o
pbra21 %
,
f7 g
126 o
m
M7 m
z 15 %
g 138 S
S pbr111 2
=3 16 !
sl i=]
£ 4 —— cf.
g 21 —— g
- 20 —— g_
30 —— o
37— Q
19 —— g.
[ p— g_:
8 — o
5
M1 —
12 —

Figura 4.10.16. Dendrograma das distancia euclidianas calculadas pelo método do centrdide.
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A andlise dos dendrogramas pelas trés primeiras metodologias revela as distancias
euclidias entre 3 grupos distintos, o primeiro grupo indo desde o fungo PBR 2.1.1. até o fungo
12, os fungos deste fungos ndo sdo tdo préximos em seus perfis quimicos por isso sdo formados
varios subgrupos dentro do grupo 1. Um exemplo disto sdo os fungos 26 e 37 escolhidos
aleatériamente dentro deste grupo, seus espectros de massas (Figura 4.10.17) apresentam na
regido de m/z de 200 a 400 seus picos mais intensos bem distintos, e é isso 0 que os faze estar
distantes um do outro dentro do grupo 1, porém sdo razoavelmente préximos pois seus ions mais
intensos estdo dentro de uma mesma feixa de m/z bem como seus ions pouco intensos estdo com

intensidades imilares.
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Figura 4.10.17. Espectros de fullscan no modo APCI* dos fungos 26 e f37 respectivamente,
picos separados por 44 daltons podem ser oriundos de contaminacdo por detergente.

No grupo 2 existem dois subgrupos apenas constituidos cada um por apenas um fungo, no
caso os fungos 50 e 3, seus espectros na regido de m/z de 200 a 400 diferem bastante (Figura
4.10.18) ao passo gue ion presente em m/z 663 € bem intenso para uma e para outra bem menor.
Ja para o grupo trés constituido apenas pela linhagem f51 é observada uma inconsisténcia nos
dados causada ou por mau preparo da amostra ou pela escolha das variaveis analisadas, pois
vizualmente os espectros de 50 e 51 (Figura 4.10.19) sdo semelhantes, porém suas intensidades
relativas diferem bastante na matriz gerada para 40 processamento dos dados (Figura 4.10.20) e

como a intensidade dos ions é uma das principais variaveis, linhagens que produzam as mesma
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substancias, tenham a mesma origem e tenham sido cultivadas no mesmo meio podem estar mais

distantes entre si do que linhagens de outra parte da planta ou até mesmo outra hospedeira.

Creator: LCQ FLEET
Last modified: 6/22/2010 by LCQ FLEET
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Figura 4.10.18. Espectros de fullscan no modo APCI™ dos fungos f50 e f3 respectivamente,
picos separados por 44 daltons podem ser oriundos de contaminacdo por detergente.

Tune File Values

Source Type: APCT
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Figura 4.10.19. Espectros de fullscan no modo APCI* dos fungos f50 e f51 respectivamente,
picos separados por 44 daltons podem ser oriundos de contaminacdo por detergente.
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19 174 494 151 1429 268 952 226 583 167 532
20 197 501 120 4578 662 2001 413 1076 259 530
21 34 101 25 75 33 86 30 92 24 100
22 30 109 27 68 31 149 36 111 42 165
23 23 100 41 90 25 122 24 122 41 133

Figura 4.10.20. As altas diferencas observadas nas intensidades de alguns ions na matriz gerada
(quadro assinalado de vermelho) para o processamento, a linha 19 se refere a linhagem 50 e a
linha 20 a linhagem 51.

Outros dois métodos avaliados e que apresentaram resultados diferentes foram o métodos

da ligacdo completa e 0 método de Ward, o primeiro é totalmente o oposto do método de ligacédo

simples, neste a dissimilaridade entre dois grupos é definida como a maior dissimilaridade entre

um objeto de um grupo e o de outro grupo. Apesar dessas diferencas o dendrograma pelo método

da ligacdo completa (Figura 4.10.21) é similar aos anteriores, porém o dito grupo 1 passa a ter

seus subgrupos um pouco mais distantes por justamente levar em conta apenas as maiores

dissimilaridades.
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Figura 4.10.21. Dendrograma das distancia euclidianas calculadas pelo método da ligacao
completa.

O ultimo método de analise multivariada foi o de Ward, que consiste em um método de
medidas dos intervalos dimensionados fazendo wuso das distancias euclidianas, as
dissimilaridades entre dois grupos é calculada pela distancia de seus centrdides porém desta vez
multiplicadora por um fator de correcéo. Este método apresentou o dendrograma com as maiores
diferencas observadas agora (Figura 4.10.22), entre as amostras e novamente os fungos 3 e 50
estdo em um grupo, porém sem divisdo de subgrupos. O fungo 51 mais uma vez fica distante dos
demais. A mudanca mais significativa € a divisdo no antigo grupo 1 dos outros métodos, aqui o
novo grupo 1 é constituido desde o fungo f30 até o f21 e o grupo 2 constituido de PBR 2.1.1.
até f17, existindo dentro de cada grupos diversos subgrupos razoavelmente separados. Este
ualtimo método devido ao fator de correcdo aplicado ao célculo mostrou-se mais sencivel no que

diz respeito ao perfil dos fungos em cada grupo e as intensidades relativas de cada pico.
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Figura 4.10.22. Dendrograma das distancia euclidianas calculadas pelo método de Ward.

No geral os métodos quimiométricos utilizados apontaram para mais semelhancas entre
as diversas linhagens de Penicillium utilizadas, vale ressaltar que as linhagens trabalhadas neste
trabalho sdo de duas plantas distintas porém que estavam bem proximas pois uma estava
parasitando a outra, o que torna o ambiente muito semelhante, além de terem sido aproveitados
0s restantes de extratos das escalas analiticas de cultivo. Visualmente os espectros por si s0s
apontam para diferencas significantes entre diversas linhagens, o que ndo ocorreu pelas analises
quimiométricas, isto foi detectado pela intensidades relativas de cada ion que o progama
Xcalibur designou para a matriz utilizada, um maior refinamento dos dados € necessario para se
agrupar de forma mais correta 0 que se observa nos espectros de modo que mais experimentos se

tornam necessarios para conclusées mais precisas.

221



5. CONCLUSOES
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Do trabalho proposto inicialmente foram isolados um total de 58 fungos
endofiticos de duas plantas hospedeiras endémicas da regido Amazoénica: Strychnos cf.
toxifera e Mauritia flexuosa, estes fungos foram divididos em grupos de acordo com
seus géneros (quando possivel identificar), deste total de fungos 52 foram cultivado em
meio liquido para uma fermentacdo em pequena escala, totalizando deste modo 156
extratos brutos.

Um total de 28 extratos selecionados foram enviados a testes anticancer na UFC
e antioxidante e antiacetilcolinesterase na USP de Ribeirdo Preto sendo empregadas em
alguns dos testes mais de uma metodologia. Uma série de extratos apresentaram
atividades nestes testes, sendo entdo selecionados os fungos mais promissores para

cultivos em larga escala de modo a realizar-se 0s estudos quimicos.

As linhagens de Penicillium sp. PBR 2.2.2 e PBR 2.1.1.a e a linhagem de
Gliocladium sp. Stsp CR 2.3.1 foram cultivadas em larga escala, e dos estudos quimicos
de seus extratos foram isoladas um total de 14 substincias, entre elas alcaldides,
esterdides, fendis e aclcares e o0 acido citrico. Ainda a linhagem Stsp CC1-2/1-1 b
02cultivada em pequena escala proporcionou o isolamento em grande quantidade da
micotoxina acido kojico. A substancia B-naftol isolada de PBR 2.1.1.a € descrita pela
primeira vez como um produto natural, ao passo que os dados de RMN 2D (HMBC,
COSY, HSQC) aléem de NOE dos alcaldides glandicolina B e ciclo-(Glicil-L-tirosil)
4,4-dimetilalil éter sdo inéditos pois estas substancias haviam sido reportadas

anteriormente uma vez cada uma na literatura.

O estudo fitoquimico das raizes de M. flexuosa foram realizados tanto para as
raizes submersas como para as raizes de sustentacdo, o que levou ao isolamento de 10
substancias entre elas esteroides, flavonoides e triterpenos, a amostra 22 indicou se
tratar de um triterpeno inédito na literatura, porém diferencas nos dados de massas e
RMN sugerem uma determinacdo estrutural incompleta, o que nos levou a apenas
sugerir uma estrutura provisoria, mais analises incluindo difracdo de raios-X e calculos
tedricos estdo sendo desenvolvidos em parceria com a UFSCar de modo a se determinar

totalmente a amostra 22.
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Um estudo estastistico foi realizado com alguns extratos selecionados de fungos
endofiticos de modo a se avaliar o perfil quimico destes fungos e assim por meio meio
de cinco metodologias diferentes de agrupamentos de dados obteve-se diferentes
dendrogramas e estes foram avaliados em comparacdo com os perfis quimicos, duas
moléculas em experimentos por MS/MS, foram propostas (questinol e brefeldina A) em
comparacdo com dados da literatura, também foram avaliados os perfis de Strychnos cf.

toxifera com o de seus fungos sendo encontradas semelhangas em uma linhagem.
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6. BIOGENESE
DAS MOLECULAS
ISOLADAS
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6.1. Esteroides.
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6.2. Triterpenos.
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6.3. Flavonodides.
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6.4. Outras substancias fendlicas.
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6.5. Alcaldide dicetopiperazinico.
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6.7. Alcaldide ind6lico.
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