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RESUMO

ESTUDOS QUIMICOS E BIOLOGICOS DE FUNGOS ENDOFITICOS DE Gustavia

sp. Fungos e bactérias endofiticas sdo os que vivem nos espagos intercelulares das
plantas, pelo menos por um periodo de seu ciclo de vida, habitando todas as partes
aéreas, mas também as raizes, sem lhes causar nenhum sintoma aparente. Para isolar 0s
metabolitos de fungos endofiticos neste trabalho, foram realizados preliminarmente
procedimentos de coleta, isolamento, purificacdo, identificacdo (pelo menos o género) e
conservacao dos mesmos. A partir de 384 fragmentos dos tecidos vegetais (folha, galho,
caule e raiz) de Gustavia sp. foram isolados 93 fungos endofiticos dos quais foram
conservados 67 linhagens pertencentes a sete géneros (Fusarium, Xylaria,
Pestalotiopsis, Penicillium, Cephalosporium, Aspergillus, Colletotrichum (Glomerella))
e linhagens de Ascomycetos. Os estudos quimicos iniciaram com a prospeccao quimica
de 21 linhagens representantes de cada um dos sete géneros identificados. Com base nos
resultados de ensaios bioldgicos dos extratos obtidos nos screening, foram selecionadas
quatro linhagens de fungos visando a obtencdo de metabdlitos bioativos. Por
sequenciamento do rDNA foram identificadas trés das quatro linhagens selecionadas:
400 (Nectria setofusariae), 401 (Penicillium chrysogenum) e 447 (Xylaria adscendens).
Os estudos quimicos dos extratos das quatro linhagens 400, 447, 455 e Aspergillus sp.
resultaram na identificacdo de diversos constituintes: uma mistura do &cido piliférmico
e a 5-carboximeleina obtidos de X. adscendens; os perdxidos de ergosterol nas formas
endo e exo, uma mistura dos bisorbicilinoides (trichodimerol, dihidrotrichodimerol e
tetrahidrotrichodimerol) e a esterigmatocistina (STC), além de uma mistura de acidos
graxos, de P. chrysogenum; uma mistura dos acidos fenilacético e 4-metoxifenilacético,
de Aspergillus sp.; e os acidos fuséarico e fenilacético, de N. setofusariae. Além disso,
estudos por espectrometria de massas revelaram outros componentes da classe dos
sorbicilinoides em amostra oriunda do P. chrysogenum. Os constituintes foram
identificados por RMN 1D e 2D e espectrometria de massas e por comparagdo com 0S
dados da literatura. Ensaios de extratos, fracbes e substéncias indicaram elevado
potencial citotdxico frente a trés linhagens de células tumorais para uma fracdo de N.
setofusariae e a STC obtidos de P. chrysogenum. Este trabalho proporcionou a
descoberta de uma linhagem de P. chrysogenum produtora de metabdlitos da classe dos
bisorbicilinoides. Este € o primeiro relato dessas substancias em estudos de fungos no
Brasil e revelam a importéncia do referido trabalho e de se continuar a exploracéo desta
linhagem.



ABSTRACT

CHEMICAL AND BIOLOGICAL STUDIES ON FUNGI endophytic from Gustavia
sp. Endophytic fungi and bacteria are those living at least a period of their live into the
intercellular spaces of plants colonizing all vegetal tissues without causing any apparent
symptom. In order to obtain fungal metabolites in this work, the fungi were, first of all,
collected, isolated, purified, identified (at least their genera) and preserved. From 384
plant-tissues fragments (leaf, stem, trunk and root) of Gustavia sp. 93 endophytic fungi
had been isolated and 67 strains were preserved. Those strains were from seven genera
(Fusarium, Xylaria, Pestalotiopsis, Penicillium, Cephalosporium, Aspergillus and
Colletotrichum (Glomerella)) and some were ascomycetes. Chemical study began by
chemical screening of 21 extracts of endophytic fungi representing each group isolated.
On base in the bioassays of the extracts, four strains were selected to isolate bioactive
metabolites. Three of thouse strains, Nectria setofusariae (400), Penicillium
chrysogenum (401) and Xylaria adscendens (447), have been identified by rDNA
sequencing. From their extracts, several chemical constituintes have been isolated: a
mixture of piliformic acid and 5-carboxymelein from X. adscendens; the ergosterol
peroxides in the endo and exo forms, a mixture of the bisorbicillinoids trichodimerol,
dihydrotrichodimerol e tetrahydrotrichodimerol and the sterigmatocistin (STC), as well
a mixture of fatty acids from P. chrysogenum; a mixture of the phenylacetic and 4-
methoxyphenylacetic acids from Aspergillus sp.; and the fusaric and phenylacetic acids
from N. setofusariae. Besides, mass spectrometry analysis have shown other
sorbicillinoids components in an extract fraction from P. chrysogenum. 1D and 2D
NMR spectroscopy and mass spectrometry have been used together with literature data
for identify the metabolites. Citotoxic bioassays of the extracts, fractions and substances
have shown high citotoxic potential against three tumoral strains form a fraction from N.
setofusariae and the substance STC from P. chrysogenum. This work resulted in the
discovery of a strain of P. chrysogenum producing metabolites of the class of
bisorbicillinoids. This is the first report of these substances in studies of fungi from
Brazilian Amazon and reveals the importance of such work to continue to operate this

line.
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1. INTRODUCAO

A hospedeira escolhida para estes estudos pertence ao género Gustavia que
compdem a familia Lecythidaceae, sdo grupos de arvores e arbustos distribuida de Vera
Cruz, no México ao Brasil Meridional (PRANCE; MORI, 1979).

O género Gustavia possui cerca de 40 espécies distribuida principalmente de
Norte a Sul dos Andes e ao extremo Sul da Amazbnia, com ocorréncia
predominantemente nas florestas primarias em torno da cidade de Manaus. Espécies
desse Género possuem diversas aplicacdes na medicina tradicional cabocla e indigena
da regido, com os frutos, cascas, raizes, folhas e sementes (GRENAND; MORETTI;
JACQUEMIN, 1987 e PRANCE; MORI, 1979).

Sabe-se que o0s produtos naturais de origem vegetal sdo 0s que mais
contribuiram para o fornecimento de metabdlitos secundarios, muitos destes de grande
valor devido as suas aplicacbes como medicamento, cosméticos, alimentos e
agroquimicos (MONTANARI & BOLZANI, 2001; PINTO; ZHANG; BOLZANI,
2002). No entanto, os produtos naturais sdo compostos derivados ndo somente de
plantas, mas também de animais e micro-organismos.

As plantas servem como um reservatério de um namero incalculavel de micro-
organismos conhecidos como enddéfitos. Os enddfitos vivem nos espacos inter e intra
celulares das plantas envolvidos em uma relagdo com o hospedeiro, principalmente
como forma de protegdo. As interacdes metabolicas dos enddfitos com seu hospedeiro
podem favorecer a biossintese de diferentes produtos naturais bioativos, os quais tém
atraido o interesse da comunidade cientifica na busca de novas fontes metabolitos
bioativos com aplicagdes clinicas. No entanto, os endofitos de florestas tropicais e
subtropicais do mundo, ainda sdo pouco estudados (STROBEL, 2003; BORGES &

BORGES, 2009).

17



Sendo assim, com base no potencial dos fungos endofiticos e da riqueza
microbiana da floresta amazonica, este trabalho visou colaborar com o conhecimento
quimico e microbioldgico dos metabolitos secundarios, associados a quatro linhagens de
fungos endofiticos, de uma espécie Amazénica, pela importancia de mais estudos
voltados para essa area de conhecimento. Para isso, foram realizados os procedimentos
de isolamento, identificacdo e conservacdo das linhagens, produzidos os extratos em
pequena escala, realizados os ensaios bioldgicos preliminares para selecdo das linhagens
e producdo dos extratos em escala laboratorial e por fim, partir para o isolamento e

identificacdo dos metabdlitos de cada extrato produzido.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Hospedeira

A hospedeira escolhida para estes estudos pertence a familia Lecythidaceae, a
qual é composta de cerca de 25 géneros, 400 espécies, amplamente distribuida na regido
norte. S&o grupo de arvores e arbustos de maior abundancia e importancia ecoldgica nas
planicies tropicais, distribuida de Vera Cruz, no México, ao Brasil Meridional

(RIBEIRO et al., 1999; MORI e PRANCE, 1981) (Figura 1).
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® Gustavia spp.

Figura 1. Distribuicdo geografica de Gustavia spp. de Vera Cruz no México ao Brasil
Meridional. Adaptado de PRANCE e MORI (1979).

A familia Lecythidaceae apresenta grande diversidade de espécies em matas
localizadas abaixo de 100 m de altitude, ocorrendo predominantemente nas florestas

primarias em torno da cidade de Manaus (PRANCE e MORI, 1979).

A classificacdo mais aceita para a familia Lecythidaceae foi estabelecida por
(CRONQUIST, 1968), na qual a inclui na ordem das Lecythidaceaes criada por ele, em

1957 (Tabela 1).
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Tabela 1. Subdivisdes da familia Lecythidaceae.

Subfamilia/Género No. de espécies Distribuicdo

Planchonioideae 59

Abdulmajidia 2 Malésia

Barringtonia 41 Leste africano, Madag., Asia tropical
Careya 4 Asia tropical

Chydenanthus 2 Java e Sumatra

Petersianthus 2 Oeste africano tropical e ilhas Filipinas
Planchonia 8 Ilhas Andaman ao norte australiano
Lecythidoideae 199

Allantoma 1 Venezuela e Brasil

Grias 6 Panama ao Peru

Gustavia 41 América tropical e oeste indico
Cariniana 15 Sul da América tropical

Bertholletia 1 Sul da América tropical
Corythophora 4 Brasil

Couratari 19 Sul da América tropical

Couroupita 3 América tropical e oeste indico
Eschweilera 83 América tropical

Lecythis 26 América tropical

Foetidioideae 17

Foetidia 17 Madagascar, Mauricio e leste africano
Napoleonaeoideae 12

Asteranthos 1 Norte do Brasil

Crateranthus 3 Oeste africano tropical

Napoleonaea 8 Oeste africano tropical

Conforme a introdugdo da obra de TSOU (1994), baseada em PRANCE & MORI (1979).

O género Gustavia possui cerca de 40 espécies distribuida principalmente de

Norte a Sul dos Andes e ao extremo Sul da Amazénia (Figura 1). Cinco espécies de

Gustavia ocorrem no Oeste da Amazonia: G. augusta, G. hexapetala, G. macarenensis,

G. poeppigiana e G. elliptica (MORI, PRANCE; 1990).

Os indios de Cuna utilizam duas espécies Lecythis (L. ampla e L. tuyrana) na

medicina popular, no qual o pé das sementes é utilizado no tratamento de dores do

figado, os frutos no tratamento de desarranjo intestinal. Sementes de G. hexapetala e

casca de Barringtonia sp. sdo usadas como veneno na pesca (PRANCE, MORI, 1979);

(GRENAND, MORETTI, JACQUEMIN, 1987).
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2.2. Estudos quimicos de espécies de Gustavia

Apesar de existirem pouco mais de 40 espécies do género Gustavia, apenas 4
receberam ao longo dos anos, estudos quimicos e/ou biologicos, relatados na literatura
cientifica: G. augusta (SOUZA et al., 2001), G. longifolia (EL-SEEDI et al., 1999), G.
elliptica (MELO, 2003; ALMEIDA et al., 2011) e G. Hexapela (PETTIT et al., 2004).

Na Tabela 2 estdo relacionadas os constituintes isolados ou identificados dos
estudos de espécies de Gustavia e suas estruturas quimicas estdo apresentadas na
Figura 2.

Estudos quimicos realizados na casca dos caules e galhos de G. hexapetala
conduziram a um inibidor de linhagens de células tumorais denominada gustastatina
(25). Esta substancia apresentou resultado citotoxico promissor contra leucemia e foi

divulgado por Pettit e colaboradores (2004).
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Tabela 2. Substancias isoladas de espécies de Gustavia.

Espécie

Substancia

Tecido
Estudado

Solvente de
Extracdo

Referéncias

G.augusta

espinasterona (1)
estigmasterol (2)
espinasterol (3)

acetato de condrilasterol (4)
acetato de espinasterol (5)
3 — colestanona (6)
3B-O-acetilcolestanol (7)
taraxerona (8)
epitaraxerol (9)
isomiricadiol (10)
taraxerol (11)

o - amirina (12)

B - amirina (13)

epilupeol (14)

lupeol (15)

ac. betulinico (16)

casca do
caule

EtOH

(SOUZA et al., 2001)

G. longifolia

(2), (12), (13), (15)
esqualeno (17)

éster ac. palmitico (18)
éster &c. miristico (19)
éster &c. linoleico (20)
éster 4c. estedrico (21)
éster &c. oleico (22)

casca do
caule

Eter
de petréleo

(EL-SEEDI et al., 1999)

G. hexapetala

(12), xantiletina (23)
liguexantona (24)
gustastatina (25)
portentol (26)

casca
docaule e
galhos

DCM

(PETTIT;ZHANG;
PENILLA, 2004)

G. elliptica

(12), (13)
trans-cariofileno (27)
a-humuleno (28)
hidnocarpato de etila (29)
linoleato de etila, (30)
oleato de etila (31)
estearato de etila (32)
palmitato de etila (33)
epifriedelanol (34)
friedelanol (35)
morentenol (36)
friedelina (37)
ursa-9(11),12-dien-3-ol (38)
blumenoal B (39)
epiblumenol B (40)

casca do
caule e
folhas

CHCI;, DCM e
MeOH

(MELO, 2003)
(ALMEIDA et al., 2011)
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(1) 0;A7; 24Slo (7) H, BOAC
(2) H,BOH; AS;24S/q
(3) H,BOH; A7;24S/a
(4) H,BOAc; A7;24R/B
(5) H,BOAc; A7;24S/a

Ry
Ry Ry (14) oOH
H Rl RZ
(OR CH;s (15) BOH
(9) H,aOH CH;, (12) CH,  H (16) POH
(10) HaOH CH,0H (13 H CHs
(11) H,BOH CHjs
CHg CH, H,C

R
CHs

COOH

HaC CHz
CHs, CH, CH,
(17)
0] 0 (0]
4 Vi 4
CHs-(CHy)1—Cx R CHs-(CHp)1,—C., R CHs- (CHp)16—Cx R
R =CHs;
(18) (19) (20)

Figura 2. Substancias isoladas de espécies do género Gustavia sp.
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Figura 2. Substancias isoladas de espécies do género Gustavia sp. (continuagao).
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HO™

(34) (35)

(39) 6S,9S (40) 6S,9R

Figura 2. Substancias isoladas de espécies do género Gustavia sp. (continuagao)

2.3. Produtos naturais

A busca por substancias bioativas de plantas é uma das atividades mais antigas de
nossa civilizagdo. De forma geral, a natureza tem produzido a maior quantidade das
substancias organicas conhecidas, sendo assim, 0 reino vegetal € o que tem mais
contribuido para o fornecimento de metabolitos secundarios, muitos destes de grande
valor devido as suas aplicacbes como medicamento, cosméticos, alimentos e
agroguimicos (MONTANARI & BOLZANI, 2001; PINTO; SILVA; BOLZANI, 2002).

Até a metade do século XX, os produtos naturais proporcionaram um ganho

consideravel a industria farmacéutica com numerosas classes de farmacos de fontes
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naturais. Porém, durante 15 (1997-2012) anos as grandes empresas farmacéuticas,
diminuiram as pesquisas em produtos naturais, voltando seus interesses em favor dos
compostos sintéticos. Durante este periodo foram registradas 175 pequenas moléculas
sendo 131 (74 %) moléculas sintéticas e 85 (48,6%) produtos naturais ou derivados.
apenas um novo farmaco foi aprovado e tornou-se de dominio publico, o antitumoral
conhecido como sorafenibe (Nexavar®) da Bayer, utilizado no tratamento de células
renais, e em 2007 outro farmaco foi aprovado para o tratamento de cancer de figado
(NEWMAN & CRAGG, 2007; BAKER et al., 2007); NEWMAN & CRAGG, 2012).

Os produtos naturais sdo compostos derivados ndo somente de plantas, mas também
de animais e micro-organismos. Estes constituem atualmente, umas das principais
fontes de produtos naturais com desejaveis propriedades bioativas. Exemplo disso sdo
0s mais de 130 medicamentos de origem microbiana usados nos mais diversos tipos de
doencas, como agentes antibacterianos, antifingicos, antiparasitéarios, antiviral, anti-
inflamatorio, anticancer, neurolégico, cardiovascular e em doengas imunoldgicas. Ainda
assim, ha uma escassez de medicamentos especialmente nas areas terapéuticas, como
oncologia e de doenca de imunossupressdo (LAM, 2007); (BUTLER, 2008).

Com o desenvolvimento de novas tecnologias, a prospeccdo dos produtos
naturais, vem se estabelecendo como principal fonte para a descoberta de novas drogas,
principalmente de micro-organismos. (BUTLER, 2008). Assim, esta area de recursos
naturais é considerada em plena expanséo.

Dentre as fontes de produtos naturais destacam-se os de micro-organismo de
fungos. Estes estdo entre os mais importantes grupos de organismos eucariéticos que
atualmente sdo explorados na busca de metabolitos, principalmente com aplicagdes
clinicas. Uma grande vantagem da prospec¢do quimica de metabdlitos de fungos em
relacdo as demais fontes é o fato que os micro-organismos podem ser cultivados em

larga escala em fermentadores, ndo havendo prejuizo ao ecossistema, como pode
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ocorrer com a retirada de plantas e algas de areas naturais (TAKAHASHI & LUCAS,
2008).

Os micro-organismos foram os primeiros seres vivos a colonizar a Terra, eles
ocupam praticamente todos os ambientes do planeta, sendo encontrados até mesmo em
locais inGspitos a outros seres vivos como em fontes hidrotermais, desertos, regides
polares, lagos alcalinos, subsolo, interior de rochas e ambiente marinhos, entre outros;
(STROBEL, 2003); (MANFIO, 2006).

Dentre 0s micro-organismos, destacam-se 0s fungos, estes sao organismos muito
diversificados que exercem o papel fundamental na ciclagem de nutrientes e na
manutencdo das florestas e do planeta, porém dotados de um imenso potencial
biotecnoldgico e farmacoldgico (BRAGA-NETO; LUIZAO; MAGNUSSON, 2008);
(WENZEL, 2012); (LAM, 2007).

2.4. Caracteristicas dos fungos

Os fungos sdo o segundo maior grupo de micro-organismos no mundo apos 0s
insetos e ao contrario das plantas, os fungos ndo produzem clorofila (heterotréficos), sdo
organismos eucariontes, unicelulares (leveduriformes) ou multicelulares (filamentosos),
hapl6ides (homo ou heterocariodticos), capazes de desenvolver uma relacdo simbidtica
com seus hospedeiros. Sua parede celular é constituida de quitina ao invés de celulose,
como ocorre nas plantas (NWE et al., 2008; BORGES & BORGES, 2009) (Figura 3).

A quitina € um polimero linear no qual a unidade repetitiva é o dissacarideo
formado  por  2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose e  2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose, unidos por ligacédo glicosidica do tipo B-1,4. Sua estrutura € semelhante a
fibra vegetal denominada celulose (Figura 4). A diferenca estrutural entre as duas fibras
se deve aos grupos hidroxila localizados na posi¢do 2, que na quitina foram substituidos

por grupos acetamino (CAMPANA-FILHO et al., 2007; MANFRINI et al., 2008).
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Figura 3. Representacéo da estrutura e composicdo da parede celular de (a) de planta e (b) de
fungo (Fonte: Santos, 2003).
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Figura 4. Estrutura molecular da Quitina (a) e da Celulose (b).

2.5. Fungos endofiticos

Nos ultimos anos 0s micro-organismos endofiticos tém sido intensivamente
estudados como fonte de produtos naturais bioativos com grande potencial de
aplicacdes na agricultura, na indudstria de alimentos e na medicina (ZHAO et al., 2010).
E mais recentemente, estes também tém recebido especial atencdo como
biocatalisadores na transformacdo quimica de produtos naturais. No entanto, 0s
enddfitos de florestas tropicais e subtropicais do mundo, ainda s&o pouco estudados
(STROBEL, 2003; BORGES & BORGES, 2009).

Os micro-organismos endofiticos sdo fungos e bactérias que vivem nos espacos
inter e intra celular das plantas, pelo menos por um periodo de seu ciclo de vida,
habitando de modo geral as partes aéreas como folhas e caules, mas tambem as raizes,

sem lhes causar nenhum sintoma aparente. Muitos micro-organismos endofiticos séo
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conhecidos por produzirem substancias biologicamente ativas com aplicacbes na
agricultura (azadirachtin - Eupenicillium parvum) e na farmacologia (taxol)
(AZEVEDO, 1999; STROBEL & DAISY., 2004; BORGES & BORGES, 2009;
KUSARI et al., 2012).

Esses micro-organismos ao longo de centenas de anos desenvolveram
associacfes com suas hospedeiras, estas associa¢fes evoluiram de relagdes antagonistas
(oposicao, competicdo), mutualistas (ambos sdo beneficiados), levando finalmente a
simbiose (relacdo em que ambos precisam um do outro para sobreviver).

Os primeiros estudos sobre micro-organismos associados a plantas datam do
século XIX desenvolvido por De Bary (1866, citato por Azevedo, 1999). De Bary
observou por microscopia Optica que havia micro-organismos na superficie dos tecidos
vegetais e no interior destes, os quais foram identificados por ele como epifidicos e
endofiticos, respectivamente. Somente no final dos anos 70 descobriu-se que 0s micro-
organismos habitantes do interior dos vegetais, possuiam propriedades de interesse,
como protecdo contra patdgenos e herbivoros. Os endofitos adentram as plantas por
aberturas naturais ou feridas (transmissdo horizontal) e ainda pelas sementes
(transmissdo vertical), atingindo os tecidos vegetais, de onde normalmente podem ser
isolados centenas de endofitos, sendo pelo menos um especifico ao hospedeiro (TAN;
Z0OU, 2001; ZHANG; SONG; TAN, 2006).

Na tabela 3 estdo relacionados alguns exemplos do potencial e aplica¢es dos

metabolitos de fungos endofiticos com suas atividades avaliadas.
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Tabela 3. Exemplos metabdlitos isolados de fungos endofiticos.

Fungo endofitico Hospedeira Substéncia Atividade Ref.
Diaporthe sp. NI Diaporteina B Inibidor de Mycobacterium tuberculosis 1
Periconia sp. Taxus cuspidata PericonicinaAe B Antimicrobiano 2
ND Nothapodytes foetida Camptotecina Anticancerigeno 3
Phialocephala fortinii ~ Podophyllum peltatum Podofillotoxina Anticancerigeno 4
Eutypella scoparia Garcinia dulcis Scoparasina B Antimicrobiano 5
Fusarium sp. NI Neofusapirona Antifingico 6
Phomopsis cassiae Cassia spectabilis 3,9,12-trihidroxicalamenenes Antifungico 7
3,12-dihidroxicalamenene, 3,12-dihidroxicadalene e 3,11,12-trihidroxicadalene Citotoxico 7
Xylaria sp. Sandoricum koetjape 2-cloro-5-metoxi-3-metilciclohexa-2,5-dieno-1,4-diono e Xilariaquinona Antimalarico e citotoxico 8
Aspergillus niger Colpomenia sinuosa Nigerasperona A, Be C Antifingico e antioxidante 9
Xylaria sp. Torreya jackii Xilarenonas A e &cido Xilarenico Citotoxica e bactericida 10
ND Hypericum perforatum Hipericina Antimicrobiano e anti-inflamatério 11
Emodina Antioxidante 11
Edenia gomezpompae Callicarpa acuminata Preussomerins EG1, EG2 e EG3 Antifungico 12
Phomopsis sp. Laurus azorica Cicloepoxilactona, cicloepoxitriol B Inibidor de crescimento de fungo e alga 13
ND Camptotheca acuminata  Camptotecina, 9-metoxicamptotecina e 10-hidroxicamptotecina Citotoxico 14
prenoderma ND Bislongiquinolide Citotoxica 15
Phoma cava ND Dihidrotrichodimerol Citotoxica 15
F. semitectum ND Cavoxina e Fusapirona Citotoxica 15
Xylaria sp. Piper aduncum Fomenona Antifangico 16
Pichia guilliermondii ~ Paris polyphylla Acido helvolico Bactericida 17
Eﬁp;g(i)gieunrﬂm Alga marinha Penicisteroide A Antifangico 18

Legenda: ND - ndo divulgado. NI - ndo identificada. . Ref. - Referéncias. 1. DETTRAKUL; KITTAKOOP; ISAKA., 2003; 2. KIM et al., 2004; 3. PURI; VERMA; AMNA, 2005; 4.
EYBERGER; DONDAPATI; PORTER, 2006; 5. PONGCHAROEN et al., 2006; 6 . HIRAMATSU & MIYAIJIMA, 2006; 7. SILVA et al., 2006; 8. TANSUWAN, 2007; 9. ZHANG, LI e WANG,
2007; 10. HU et al., 2008; 11. KUSARI & LAMSHOFT., 2008; 12. MACIAS-RUBALCAVA et al., 2008; 13. HUSSAIN & AKHTAR, 2009; 14. KUSARI; ZUHLKE; SPITELLER, 2009; 15 -
BALDE et al., 2010; 16. SILVA et al., 2010a; 17. ZHAO et al., 2010; 18. GAO et al., 2011.
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2.5.1. Caracteristicas e estudos quimico e biologico de Xylaria spp.

A Xylariaceae é uma grande familia de ascomicetos composta de 35 géneros, no
qual o género Xylaria apresentam fungos filamentosos com cerca de 600 espécies
descritas, com ocorrencia em todo o0 mundo a partir do artico, com maxima diversidade
em regides tropicais ocupando diversos habitats ecoldgicos (HSIEH; LIN; FANG, 2010;
RAMESH & THALAVAIPANDIAN, 2012; ISAKA et al., 2012).

O género Xylaria sao macrofungos conhecidos popularmente como “dedo
morto” (Figura 5). Consiste de espécies de fungos de compositores de madeira ou resto
de plantas que se tornam escuro quando maduro. Sao encontrados principalmente em
madeira, mas também em serragem, folha, esterco ou solo. Sua reproducdo pode ser
sexuada e assexuada. Quando maturos produzem esporos em bolsGes de mindsculos
ascos (peritécio), nesta fase a reproducdo é sexuada. Na fase imatura a reproducéo é
assexuada (divisdo mitdtica), reproduzem-se por conideos (THIRUMALESH;
THIPPESWAMY; KRISHNAPPA, 2014; PERSOH et al., 2009; RAMESH &
THALAVAIPANDIAN, 2012).

Fungos associados a plantas sdo produtores notaveis de metabdlitos secundarios
bioativos (TAN & ZOU, 2001;. ZHANG; SONG;TAN, 2006). Em particular, os fungos
pertencentes ao género Xylaria sdo fonte de griseofulvins, citocalasinas, sesquiterpenos,
xylaramides, xantonas, acidos graxos, furanopiranois e derivados xylocetais (SILVA et
al., 2010)

Estudos recentes revelaram este género como uma fonte rica de metabdlitos
secundarios farmacologicamente ativos, incluindo atividade citotoxica (DAVIS;
WATTERS; HEALY, 2005), antimicrobiana (XU et al., 2008b ; HEALY et al., 2004),

Anti-HIV (SING et al., 1990), e antioxidante (LIU et al., 2006). A Tabela 4 a seguir
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1  apresenta alguns exemplos do potencial quimico e bioldgico dos metabolitos isolados de

2 Xylaria spp.
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Fonte: www.ijbpr.com

Figura 5. Corpo de frutificagdo (peritécio) de Xylaria Polymorpha.

Fonte: Ramesh & Thalavaipandian, 2012
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Tabela 4. Exemplos de metabdlitos produzidos e isolados de Xylaria spp.
Espécie Hospedeira Substancia Atividades Ref.
X. mellissi Sedimento marinho Melisol, 1,8-dihidroxinaftol1-O-a- glucopiranosideo Antiviral e citotdxica 1
~ . . Frente cepa multante
X. polymorpha Cogumelo selvagem (Japdo) Espiropolina A Sacharomyces cerevisiae 2
Xylaria sp. Alibertia macrophylla Xylaranona C Inibidor Enzimético Protease 3
X. feejeensis Planta NI Xyolida Antifingico - oomiceto 4
Xylaria sp. Piper aduncum Femenona e Faseolinona Antifingico e citotoxico 5
Garcinia dulcis Sordaricina Antifingico 6
Xylaria plebeja Garcinia hombroniana Sardaricina antimicrobino 7
Dihidrocitrinona, Penicitrinona A, Acido fenol A, 3R,4S-(+)-4-hidroxi-6-deoxiscitalone Inibidor Enzimatico
Melitodes squamata Catepsina B,  IMPDH, 8
PTP1B e SHP2
. - - - . . . - Antifungico e inibidor de
Piper aduncum Acido (3R,4R)-3,4-dihidro-4,6-dihidroxi-3-metil-1-oxo-1H-isocromena-5-carboxilico I_ ! g_l nibidor 9
acetilcolinesterase
- - 140,16-Epoxi-18-norisopimar-7-en-4 a-ol, 16-O-Sulfo-18-norisopimar-7-en-4 «,16-diol e 9-Deoxi- Antimicrobiano e
Azadirachta indica himatoxina A antifungico 10
Xylaria allantoidea Xylalantina A e eremoxilarina C Citotdxico e antimalarico 11
Xylaria sp. Palicourea marcgravii Acido 2-hexil-3-metil-butanodioico e Citocalasina D Antifingico 12
Piper aduncum 19,20 - citocalasinaC, D, Qe R Citotdxica 13
(S?Qicligr::j(;:? koetjape 2-Cloro-5-metoxi-3-metilciclohexano-2,5-diena-1,4-diona e Xylariaquinone Antimaléarico e Citotéxico 15
Torreya jackii (China) Xylarenona B Citotoxico 16

Legenda: NA - ndo avaliado. NI - ndo identificada. Ref. — Referéncias. 1. PITTAYAKHAJONWUT et al., 2005. 2. SHIONO; MATSUI; IMAIZUMI, 2013. 3. OLIVEIRA et al., 2011. 4.
BARABAN; MORIN; PHILLIPS, 2013. 5. SILVA et al., 2010. 6. PONGCHAROEN & RUKACHAISIRIKUL., 2008. 7. RUKACHAISIRIKUL & BUADAM., 2013. 8. NONG et al., 2013. 9.
OLIVEIRA et al., 2011. 10. WU et al., 2014. 11. ISAKA, et al., 2014. 12. CAFEU et al., 2005. 13. SILVA et al., 2010. 14. TANSUWAN, 2007. 15. HU; LI; HUANG, 2008.
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2.5.2. Caracteristicas e estudos quimico e biolégico Penicillium chrysogenum

P. chrysogenum sdo fungos filamentosos amplamente distribuidos na natureza e
frequentemente encontrados em alimentos e diferentes ambientes. E uma das espécies
mais pesquisadas e conhecidas por produzir uma grande variedade de produtos naturais
bioativos, dentre eles a penicilina e a cephalosporina. Suas colbnias sdo de rapido
crescimento, apresentando textura cotonosa, aveludada com cores variando nos tons
verde, cinza e amarelo (MENG et al., 2011;VEERAPAGU; JEYA; PONMURUGAN,
2008).

O género Penicillium produz uma estrutura (corpo de frutificacdo) tipica do
género designada de penicillus (ramificada semelhante a um pincel), onde sdo formados
0s esporos assexuais (conidios). As filiades sdo estruturas conectadas aos verticilos, que
se estreitam até o apice onde sdo formados os conidios. Foram identificados trés tipos
de penicillus, o mais simples designam-se monoverticilado, biverticilado e
terverticilado, sendo possivel de serem observados com auxilio de um
microscopio(CARRILLO, 2003).

Fungos filamentosos, como Penicillium continuam revelando notaveis
descobertas, incluindo metabolitos produtores de diversos tipos de compostos
biologicamente ativos, tais como: alcaloides, esteroides, terpenoides, derivados de
cumarina, quinonas, fenois, lactonas e policetideos (JIAO et al., 2013 e referéncias
citadas).

A tabela 5 relaciona alguns exemplos do potencial quimico e bioldgico dos
metabolitos isolados de Penicillium chrysogenum e suas atividades avaliadas.

A Figura 6 esquematiza estruturas o corpo de frutificagdo de Penicillium e

ramificacoes.
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biverticilado

terverticilado

e
.

monoverticilado

Fonte: www.plantasyhongos.es
Figura 6. Corpo de frutificacdo de Penicillium sp.1 - hifa; 2 - conididforo; 3 - fialide; 4 - conidio; 5 — septo.
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Tabela 5. Exemplos de metabdlitos produzidos e isolados de Penicillium spp.

Espécie Hospedeira Metabolito Atividade Ref.
P. chrysogenum Aegiceras Leptosfaerona C e penicilone Citotéxica 1
cornulatum
P. chrysogenum  Fagonia cretica HipocrelinaB e C Antiflngica 2
Penicilliumsp.  Riccardia multifida ~ 6-hidroxil-deoxifunicona e 6-dimetilvermistatina Alelopatica 3
Penicillium sp.  Ircinia fasciculata ~ Sorbicilactona A Citotoxica e antiviral 4
Penicilliumsp.  Alga Laurencia sp.  penicitida A e penicimonoterpeno Citotoxica e antifungica 5
Penicillium sp. ~ Mangue marinho Iso-monodictifenona e Penicelida A e B Citotoxica e antibacteriana 6
- Alga vermelha - . S
Penicillium sp. Laurencia Penicisteroide A Citotoxica 7
P citrinum Ocimum Eter, _5-met|I _alte_rnarlol, metll_ 8-h_|dro?<|-6-metll-9 0x0-9H-xantona-1- Citotoxica 8
tenuiflorum carboxilato, perinadina A, alternariol e citrinina
P. chrysogenum  Planta NI Xantoviridicatinas E e F Antiretroviral 9
P. chrysogenum Porteresia Citrinina Antimicrobiana e antifingica 10
coarctata
Alga  Sargassum. 2-(4-hidroxifenil)quinazolina-4(3H)-one, N-[2-(4-hidroxifenil) acetil] .. .. . 11
P. chrysogenum Palladium formamida e N-[(2E)-(4-hidroxifenil) etenil] formamida Citotoxica
P. chrysogenum Esponja Tethya Cilifuranona Citotdxica, anti e inibitoria enzimética 12
aurantium
Limonium 11B-metoxicurvularina, 1lo-metoxicurvularina, 5-cloro-6,8,10-trihidroxi-1-
Penicillium sp. . metoxi-3-metil-9,(10H)-antracenona, trichodimerol, trans-dihidrocurvularina, Antitripanossoma e citotoxica 13
tubiflorum L . . . .
1-cloro-2,4-dihidroxi-5-metoxi-7-metilantraquinona
Penicillium NI 2,3,4-triidroxibutanamida antimicrobiana 14
ochrochloron
P. janthinellum  Evodia rutaecarpa  10-hidroxievodiamina e 11-hidroxievodiamina Citotdxico 15

Legenda: NI - ndo identificada. Ref. — Referéncias. 1. LIN et al., 2008. 2. MENG et al., 2011. 3. JIAO et al., 2013. 4. BRINGMANN et al., 2005. 5. GAO et al., 2011. 6. LUO et al., 2014. 7.
GAO et al., 2011. 8. LAl et al., 2013. 9. SINGH et al., 2003. 10. DEVI & D'SOUZA, 2009. 11. AN et al., 2013. 12. WIESE; OHLENDORF; BLUMEL, 2011. 13. ALY et al., 2011. 14. RANCIC
et al., 2006. 15. LI et al., 2006.
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2.5.3. Caracteristicas e estudos quimico e bioldgico de Fusarium spp.

As coldnias do género Fusarium sdo geralmente de crescimento rapido, palido
ou colorido (dependendo da espécie) e pode ou ndo ter um micélio felpudo aéreo. A cor
do talo varia de tons de esbranquicado a amarelo, marrom, rosa, lilas ou avermelhados.
Apresentam microconidios hialino, piriforme, fusiforme a ovoide, retas ou curvas
(Figura 7) (CARRILLO, 2003a).

Nectria setofusariae € o nome dado a fase telemorfita da espécie Fusarium
setosum (nome anamorfo-imperfeito) (GRAFENHAN et al., 2011). Fungos do género
Fusarium sao descritos como produtores de uma variedade de micotoxinas com
diferentes principios farmacologicos, que podem atuar sobre o organismo animal
prejudicando o seu desempenho e desenvolvendo alteracbes patoldgicas graves. As
micotoxinas tém recebido especial atencdo devido as enormes perdas que vém causando
na avicultura e na agricultura mundial (FLORES & BRUCKNER, 2014).

Especies do género Fusarium metabolizam também, uma diversidade de
metabolitos secundarios bioativos incluindo naftoquinonas, tais como: javanicina,
fusarubina, solaniol, marticina, nectraiafurona. Esta classe de compostos é de grande
interesse devido ao amplo nimero de actividades bioldgicas, tais como propriedade
antibacteriana, antifungica, fitotoxica, inseticida e citotoxica (KORNSAKULKARN &
DOLSOPHON, 2011).

A Tabela 6 a seguir, apresenta alguns exemplos do potencial quimico e bioldgico

dos metabdlitos isolados de espécies de Fusarium.
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Fonte: www.mycologia.org

Figura 7. Formas distintas do corpo de frutificagdo de Fusarium.

Fonte: http://fungi.myspecies.info/all-fungi/fusarium-culmorum
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Tabela 6. Exemplos de metabdlitos produzidos e isolados de Fusarium spp.

Espécie Hospedeira Substancia Atividade Ref.
F. fujikuroi NI Picidina F Antimalarica
F.incarnatum  Aegiceras corniculatum 2-acetil-1,2,3,4-tetrahidro-fB-carbolina, Fusamina e 3-(1-Aminoetilidena-6-metil-2H-pirano-2,4(3H)-diona Citotdxica 2
F. oxyporum Cinnamomum Beauvercina Antimicrobiana e citotdxica 3
kanehirae (Taiwan)
F. oxysporum Ginkgo biloba Ginkgolide B NA 4
F. solani Solo (Tailandia) Naftoquinona citotoxico 5
F. oxysporum NI Bikaverina Antimicrobiana 6
Fusarium sp. NI Enniatinas Antimicrobiana 7
Fusarium sp. Bambu (Tailandia) Dihidronaftalenona, 5-Hidroxidihidrofusarubina A, B e C , isdémero dihidronaftanona e derivados de metil éter ':‘Qitt'(;?gi%z'ana‘ antifdngica 8
Melia azedarach Aigialomicina D, Isocoumarina e Pochonina N Citotoxica 9
NI Neofusapirona, fusapirona e deoxifusapirona Antimicrobiana 10
F. proliferatum NI Beauvericina Antimicrobiana 11
Fusarium sp. Annella sp. 9R-hidroxihaloroselinia A, bostricina, nigrosporina B, Javanicina e anhidrofusarubina ;}':??g'ca’ antimalarico, 12
Fusarium sp NI Pentahidroxiscirpeno Citotoxica 13
Fusarium Rhizophora Taxol Anticancer 14
oxysporum annamalayana
Fusarium sp Piper guineense Beauvericina e fusaproliferina Citotdxica 15

(Piperaceae).

Legenda: NA - ndo avaliada. NI - ndo identificada. Ref. — Referéncias.1 - BARGEN, 2013. 2 - DING; DAHSE; HERTWECK, 2012. 3 - WANG et al., 2011. 4 - CUl et al., 2012. 5 TRISUWAN
& RUKACHAISIRIKUL, 2013. 6 — DESHMUKH; MATHEW,; PUROHIT, 2014. 7. ROIG et al., 2014. 8 - KORNSAKULKARN & DOLSOPHON, 2011. 9 - YANG et al.,, 2011. 10 -

HIRAMATSU & MIYAJIMA, 2006. 11. OLA et al., 2013. 12 —- TRISUWAN, 2010. 13. FRUHMANN & MIKULA, 2013. 14. ELAVARASI; RATHNA.; KALAISELVAM, 2012. 15. TATONG

et al., 2014.
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2.5.4. Caracteristicas e estudos quimico e biolégico de Aspergillus sp.

Aspergillus sdo grupos de fungos filamentosos conhecidos pela sua importancia
médica e comercial. Algumas espécies sdo patogénicas e apresentam perigo para
pacientes imunocomprometidos. Este género de fungo se reproduz de forma assexuada e
sexuada. Uma das espécies mais conhecidas desse género é o A. furmigatus, devido sua
patogenicidade (SUMMEBELL, 1998; SANCHEZ & SOMOZA, 2012).

Os fungos do género Aspergillus tém sido subdivididos baseados em sua
morfologia, coloracdo conidial e mais recentemente pelos perfis de DNA e Quimico.
Este género € caracterizado pela produgdo de um grande numero de pequeno
conidiosporos, secos e unicelulares originados a partir de fialides dispostas na vesicula
de um conidioforo (Figura 8), sdo frequentemente ndo septados e mais grosso que 0
miceélio, originando-se de uma “célula pé¢” (DEZOTT], 1990).

Diversos géneros de fungos filamentosos como no caso dos Aspergillus
constituem uma valiosa fonte de metabdlitos secundéarios bioativos que podem levar a
descobertas de novos farmacos.

A tabela 7 apresenta a relacdo de alguns estudos recentes que levaram ao
isolamento, identificacdo e avaliacdo de atividade bioldgica de vérias espécies de

Aspergillus.
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Fonte: website.nbm-mnb.ca
Figura 8. Corpo de frutificacdo de Aspergillus.
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Tabela 7. Exemplos de metabdlitos produzidos e isolados de Aspergillus spp.

Espécie Hospedeira Substancia Atividades Ref.
A. versicolor Anthocidaris crassispana AnticolorinaB,CeD Citotdxica 1
A. flavipes Casca do arroz (Egito) Ergosterol, Aspulvinona, &cido 6-metilsalicilico, 4,4” dihidroxipulvinona Antimicrobiana 2
A. terreus Sinularia kavarattiensis Aspernolides A Citotoxica 3
A. tubingensis  Fallugia paradoxa Malformina A Citotoxica 4
A. versicolor Sargassum thunbergii Brevianamida M, 6,8-di-O-Metilaverufina e, 6-O-Metilaverufina Antimicrobiana e 5
Citotoxica
A. tamarii Ficus carica L. Dicetopiperazina indolil (fumitremorgina B e C) antifitopatogénica 6
A. wentii Gymnogongrus YicatinaBeC Antimicrobiana 7
flabelliformis
Aspergillussp. NI Tropolactonas A, B e CD Citotoxica 8
A. sydowii Scapania ciliata S. Lac Emodina, questina Imunossupressora 9
Aspergillussp  Peltigera elisabethae var. Violaceo l e Il Anti ABy, 10
mauritzii.
Agua do mar Asperbifenil e Asperxantona Virus mosaidodo 11
tabaco -TMV
A. wentii Alga marron Sargassum Lactonas tetranorditerpenoides Antimicrobiana, 12
citotoxica
A. wentii Alga marron Sargassum Metil 4(3,4-dihidroxibenzamida)butanoato (2), 5-O-metilsulocina (3), metil 2-(2,6-dimetoxi-4- Antioxidante 13
metilbenzoil)-3,5dihidroxibenzoato  (4), metil-2-(2,6-dihidroxil-4-metilbenzoil)-3-hidroxi-5-
metoxibenzoato (5) fisciona (6), cido 4-(3,4dihidroxibenzamido)butanoico
A. flavipes Acanthus ilicifolius Butirolactona aromética Antimicrobianae 14

antibiofilme

Legenda: NA - ndo avaliada. NI - ndo identificada. Ref. — Referéncias. 1. NAKANISHI et al., 2013. 2. NAGIA & EL-METWALLY ., 2012. 3. PARVATKAR et al., 2009. 4. ZHAN et al., 2007.
5. MIAO et al., 2012. 6. ZHANG et al., 2012. 7. SUN; R-R. et al., 2012. 8. CUETO et al., 2006. 9. SONG et al., 2013. 10. HUAN ZHAO et al., 2014. 11. WU; OUYANG; TAN, 2009. 12. SUN,
H-F. etal., 2012. 13. XIN LI et al., 2014. 14. BAl et al., 2014.
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2.6. Herbicidas naturais

O uso indiscriminado de herbicidas sintéticos, nas Ultimas décadas, causou aumento
na incidéncia de resisténcia das espécies daninhas e consequentes danos a saude animal,
humana, além de causar poluicdo ambiental (SANTOS & VARAVALLO, 2011). Sendo
assim, a busca por solucBes alternativas para substituir o uso dos defensivos agricolas
quimicos, levou o interesse de pesquisadores em conhecer melhor os herbicidas naturais,

denominados aleloquimicos.

Aleloquimicos sdo metabolitos secundarios produzidos por plantas e micro-
organismos, que influenciam de maneira a estimular ou a inibir, o crescimento e o

desenvolvimento de sistemas bioldgicos naturais (LIMA, 2011).

Desde os trabalhos pioneiros da década de 40, numerosos bioensaios, baratos e de
facil execucdo, tém sido desenvolvidos e utilizados para verificar a possivel atividade
alelopatica de substancias puras, extratos e fracdes. O ensaio mais comumente utilizado é
aquele onde se coloca sementes para germinar em placas de Petri, com papel de filtro como
suporte. A semente mais usada, dentre outras é a da alface, Lactuca sativa, de féacil

germinacao e alta sensibilidade (SANTOS & MORAES, 2011).

2.6.1. Potencial herbicida de metabdlitos de Fungos Endofiticos

A busca por novos agentes agroguimicos tem encontrado nos produtos naturais
originados de plantas e micro-organismos, fontes alternativas de interesse econémico e
ecologico (SANTOS; OLIVEIRA; GUILHON, 2008).

Dentre os produtos naturais, atualmente destaca-se os metabolitos fungos endofiticos,
que alem de exercerem diversas fun¢es de importancia para o hospedeiro estdo entre 0s

produtos naturais como fontes potenciais de acdo bioldgica por atuar no biocontrole e/ou
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promocdo de crescimento de plantas, favorecendo a preservacdo do meio ambiente
(SANTOS & VARAVALLO, 2011).

Estudos revelaram que oito substancias isoladas do extrato do meio micelial de
Edemia gomezpompae, um fungo endofitico associado a Amaranthus hypochondriacus, com
atividades alelopatica, sdo elas: palmarumicinas (2, 3 e 6), pressumerinas (4, 7 a 9) e um
esterdide (ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one) (Figura 9), com inibicdo da germinacdo das
sementes e do comprimento radicular das espécies A. hypochondriacus (grdo nutritivo),
Solanum lycopersicum (tomate), e Echinochloa crusgalli (capim), com valores de ICsp de <

200 mg mL™ (MACIAS-RUBALCAVA et al., 2014).

) OH

5

Figura 9. Substancias isoladas de Edemia gomezpompae com potencial herbicida.
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2.7. Micro-organismos patogénicos usados nos ensaios antimicrobianos

2.7.1. Género Staphylococcus

Staphylococcus aureus é um patégeno humano frequentemente encontrado na pele e
nas fossas nasais de pessoas saudaveis. O Género possui 33 espécies, dos quais 17 fazem
parte da microbiota da pele humana normal e de outros sitios anatémicos de onde podem ser
isolados. S. aureus € uma bactéria esférica, do grupo dos cocos Gram-positivos,
significativo, que causa um amplo nimero de doencas sistémicas letais. S. aureus foi
descrita pela primeira vez por Alexandre Ogston em 1880, isolada de procedimento
cirdrgico e atualmente € um dos micro-organismos mais comuns nas infecgdes em todo o
mundo (SANTOS et al., 2007; INGRAHAM & CATHERINE, 2010.

O nome Staphylococcus vem do grego e significa “cocos” semelhante a uvas (Figura
10). Este nome € apropriado, porque a disposicao celular destes cocos assemelha-se a um

cacho de uvas (SILVA; YANAGUITA; ARAUJO, 1992).

Fonte: www.iessierrasur.es; Methicillin-resistant_Staphylococcus_aureus
Figura 10. Estriamento em placa de Petri e microscopia eletrénica de S. aureus.

S. aureus € uma das espécies de maior interesse médico por estar freqiientemente
relacionada com diversas infecgdes das mais simples, como espinhas e furinculos, até as
mais graves, Como pneumonia, meningite e outras. S. aureus foi uma das primeiras bactérias
a serem controladas com a descoberta dos antibiéticos, mas devido a sua enorme capacidade
de adaptacgdo e resisténcia, tornou-se uma das espécies de maior importancia no quadro das

infeccOes hospitalares e comunitarias (SANTOS et al., 2007).
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2.7.2. Género Pseudomonas

A familia Pseudomonadeaceae € uma mistura complexa de patégenos oportunistas de
vegetais, animais e humanos. As Pseudomonas sdo organismos ubiquo encontrados no solo,
matéria organica em decomposicao, vegetais e &gua. Também séo infelizmente, encontradas
em todo o ambiente hospitalar, em reservatérios Umidos, como alimentos, pias, sanitérios,
esfregdes e equipamentos de tratamento respiratorio.

As Pseudomonas possuem varios fatores estruturais e toxinas que as tornam
resistentes aos antibidticos mais comumente usados. No entanto as infec¢bes por
Pseudomonas sdo oportunistas, restritas a pacientes com imunidade baixa, por exemplo:
com infec¢bes pulmonares, de ouvido, queimaduras e outros (SILVA; YANAGUITA,
ARAUJO, 1992).

O género Pseudomonas conta com 212 espécies e 18 subespécies, dentre elas
Pseudomonas aeruginosa que se apresenta na forma de bastonetes de 0,5 a 0,8 um de
largura por 1,5 a 3,0 um de comprimento (Figura 11). E um bacilo gram negativo, aerdbio,
ndo-esporulado, ndo-fermentador de glicose e movel devido a presencga de um flagelo polar.
As células de P. aeruginosa podem ser visualizadas ao microscopio como isoladas, aos

pares ou em cadeias curtas (FERREIRA & LALA, 2010).

Fonte: www.jaypeejournals.com
Figura 11. Estriamento em placa de Petri e microscopia eletronica de P. aeruginosa.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral
Contribuir com o conhecimento dos microrganismos endofiticos da Amazénia, através de
estudos quimicos e biologicos de fungos endofiticos associados a uma espécie de Gustavia

sp. coletada no estado do Amazonas.

3.2. Especificos

¢ Isolar fungos endofiticos dos tecidos de Gustavia e identificar quanto ao género;

e Conservar os fungos isolados em condicBes vidveis para compor a micoteca do
grupo GEMMA;

e Submeter a ensaios antimicrobianos, citotdxicos e alelopéaticos extratos de linhagens
representantes dos géneros ou grupos de fungos endofiticos isolados;

e Identificar por técnicas morfolégicas e moleculares as espécies das linhagens de
fungos selecionadas para o estudo quimico;

e Isolar e identificar por técnicas cromatograficas, espectrométricas (EM) e
espectroscopicas (RMN 1D e 2D) metabdlitos secundarios das linhagens que

apresentarem os melhores resultados nos testes de atividade bioldgica.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Coleta do material botanico

Os materiais botanicos, folhas, galhos, caule e raiz, da Gustavia sp. foram coletados
na Fazenda Experimental da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), localizada no
km 38 da BR-174, no estado do Amazonas, de coordenadas geograficas: 02° 30° 40.9” S e
60° 02’ 56.9” O.

No local de coleta, os materiais botanicos foram lavados com dagua estéril e
armazenados em sacos plasticos. Em seguida foram transportados para o Laboratério de
Quimica e Microrganismos do Grupo de Estudo em Espectrometria de Massas e

Microrganismo da Amazénia — GEMMA, da UFAM.

4.2. Isolamento e purificacdo dos microrganismos
Para os procedimentos de isolamentos dos microrganismos foram preparadas

solucBes de antibidticos e meios de culturas descritos abaixo.

4.2.1. Solucgdes utilizadas na esterilizacéo e inocula¢éo do material botéanico

o Solugéo de etanol 70 %;

o Solugéo de hipoclorito de sodio a 3 %;

o Solugéo de hipoclorito de sodio a 4 % ;

o Solugdo de fluconazol — solubilizar comprimido de 200 mg em agua estéril, para
uma concentrac&o de 50 mg.mL™;

o Solugdo de amoxicilina ou amplicilina - solubilizar uma cépsula (500 mg) em agua
estéril, para uma concentracdo de 50 mg.mL™;

o Solugdo de tetraciclina - solubilizar uma cépsula (500 mg) em alcool 70 % e &gua

estéril (1:1), para uma concentragdo de 50 mg.mL™.
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4.2.2. Preparo dos Meios de culturas

a) ISP2— para 1L de agua destilada, usar: 4,0 g de extrato de levedura, 4 g de
dextrose, 10 g de amido e 10 g de extrato de malte.

b) AVEIA- para 1 L de &gua destilada, usar: 10 g de AVEIA, 10 g de malte, 4 g de
extrato de levedura e 4 g de dextrose.

c) Batata Dextrose e Agar (BDA) — para 1 L de 4gua destilada, usar: 200 g de batata,

20 g de dextrose, 2 g de extrato de levedura e 15 g de agar.

d) CY (Czapek yeast autolysate) - inicialmente preparou-se 100 mL da solucdo
concentrada de Czapek pela dissolucdo de: 30 g de NaNOs, 5 g de KCI, 5 g de MgS0,.7H,0 e
0,1 g de FeSO,4.7H,0 em 100 mL de agua destilada. Desta solucdo foram utilizados 10 mL para
preparar 1 L de meio de cultura, acrescentando mais 1,0 g de K;HPO,, 5,0 g de extrato de
levedura e 30 g de dextrose avolumando-se para 1 L com agua destilada.

Os meios de culturas foram autoclavados por 15 min. a 120 °C.

4.2.3. Isolamento dos micro-organismos

Cada material botanico foi, selecionado e lavado com agua corrente em abundancia
para remover as impurezas superficiais e o excesso dos epifiticos. Em seguida, foram
fragmentado e imersos nas solucdes: 1. alcool a 70 %; I1. Hipoclorito a 3% ou 4 % por 3a 4
min (Tabela 8); 111. Alcool a 70 % e 1V. agua destilada estéril. Da solucdo 1V foi retirada
uma aliquota de 50 uL para controle da esterelizacdo. Todos os procedimentos foram
realizados em camara de fluxo laminar (SOUZA, 2006).

Adic¢do do antibidtico ao meio de cultura:

e Para cada 1 L dos meios de culturas ISP2, AVEIA e BDA, foi adicionado 1 mL de

cada uma das soluges antibidtico amplicilina (A) e tetraciclina (T);
ePara cada 1 L dos meios de culturas AVEIA e ISP2, foi adicionado 1mL de cada

uma das solucoes, cetoconazol (CT) e T.

50



Tabela 8. Tempo de imersdo dos tecidos vegetais nas solu¢cfes de hipoclorito.

Tecidos Vegetais [ 1 Solucéo Il Periodo (min)
Casca da raiz 4% 4

Casca do caule

Casca dos galhos

Caule 3% 3
Folha
Galhos

Raiz

Em condic@es estéril, no fluxo laminar foi transferido 25 mL de meio de cultura para
cada placa de Petri, estas foram inoculadas com 4 fragmentos dos tecidos vegetais na forma
de matriz (2 x 2), e monitorada nas temperatura 18, 26 e 32 °C em incubadora de DBO por

15 dias. A Figura 12 apresenta de forma resumida o esquema analitico para isolamento dos

micro-organismos.

Coleta Material Botanico
(caule, folha, galho e raiz)

o Lavagem com 4gua corrente
o Sele¢do manual
o Desinfeccéo com soluges

Tecidos Vegetais
(casca do caule, casca do galho, casca
da raiz, caule, folha, galho e raiz)

o Inoculagdo em diferentes meios de
culturas + antibidticos
o Monitoramento em incubadora DBO

—> AVEIA + CT —
—> Bactérias

—> ISP2+CT —

—> AVEIA + AT —
Fungos
—> + —T> >
EllaNdaN Endofiticos
Legenda: —> ISP2 + AT — o Purificagio
AT — Ampicilina + Tetraciclina o ldentificacdo
CT - Cetoconazol + Tetraciclina o Conservacao

Figura 12. Esquema analitico das etapas de isolamento dos endofiticos de Gustavia sp.



As placas contendo os fragmentos foram monitoradas diariamente, apds crescimento
foi iniciado a etapa de purificacdo por repiques sucessivos e transferéncia das cepas para
outras placas (Figura 13), com ou sem antibi6tico, por técnicas de microcultivo e/ou por

cultura monosporica (cultivo através de um Unico esporo), até obtencdo das linhagens puras.

Figura 13. Resumo dos procedimentos para uma das formas de obtencdo de linhagens puras de
fungos endofiticos.

4.3. ldentificacdo e conservacgao dos fungos endofiticos de Gustavia sp.

A identificagdo a nivel de género foi feita por agrupamento macromorfoldgico
através da observacéo caracteristica de cada individuo, tais como: aspecto, forma, coloracéo
e consisténcia das coldnias. Para visualizacdo das estruturas microscopicas foram
confeccionadas laminulas com microcultivo, utilizando corante azul de lactofenol (blue
coton) sobre as ldminas de microscopia. As imagens foram ampliadas de 200 a 400 vezes, e
comparadas com as imagens de literaturas especializadas (GUERRERO & SILVEIRA,
2003; KIFFER & MORELET, 1999; BONONI, 1998; GILMAR, 1959).

As linhagens de fungos endofiticos de Gustavia sp. isoladas, foram identificadas (a
nivel de género), purificadas e conservadas em cinco formas distintas, para compor a

micoteca do GEMMA.
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4.4. Fermentagdo em pequena escala para obtencéo dos extratos

Foram selecionadas 21 linhagens representativas dos diferentes grupos de fungos
isolados de Gustavia sp. As linhagens foram cultivadas em erlenmeyers de 250 mL,
contendo 100 mL dos respectivos meios de culturas em que foram isolados. Em cada
erlenmeyer foi inoculado com cinco fragmentos de cada fungo, colocados sob agitagéo a
120 rpm, em aparelho de Shaker.

A temperatura e o periodo de cultivo ideal foram estabelecidos conforme as
necessidades fisiologicas de cada grupo de fungo. As amostras foram preparadas em
triplicata, incluindo a amostra controle.

Apbs o periodo de cultivo das linhagens, que variou de 15 a 21 dias, conforme as
caracteristicas de cada linhagem, foi verificado o pH dos controles e dos liquidos
fermentados, em seguida estes foram filtrados e transferidos para frascos ambar de 1 L, com
tampa. Os filtrados foram recobertos com 100 mL de acetato de etila (AcOEt), identificados
e armazenados em geladeira para serem submetidos a extracdo por particéo.

Foram obtidos os extratos tanto do meio micelial quanto do liquido fermentado, para
estudo quimico. O liquido fermentado foi submetido a particdo em duas etapas, sendo a
primeira com AcOEt, seguido da mistura de AcOEt/Isopropanol (iPr-OH) 7:3
volume/volume (V/V) (Figura 14). Estes extratos foram codificados como extratos E1 e E2,

respectivamente.
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Filtragdo

~

Liquido fermentado

f—

Fermentacéo

Fungo fermentado

Micélio

Figura 14. Fermentacdo em pequena escala: (a) indculo no meio de cultura liquido; (b) meio de
cultura fermentado; (c) liquido fermentado filtrado e (d) maceracdo do micélio.

Os micélios foram submetidos a extracdo por macera¢do com etanol (EtOH), ap6s
24 h com metanol (MeOH). Os extratos foram reunidos e filtrados em funil de Buchner,
identificados e armazenados em geladeira para serem concentrados. Os extratos do micélio
foram codificados como extrato E3.

Todos os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo — Tecnal®,
sob pressdo reduzida com bomba de vicuo e mantidos em dessecador com silica ativada ou
armazenados em geladeira, aguardando outros procedimentos.

De cada linhagem foram obtidos trés extratos (E1, E2 e E3), estes foram submetidos
a ensaios de atividade antimicrobiana, citotdxica e alelopatica. A Figura 16 apresenta de

forma resumida a obtencéo dos extratos de fungos em pequena escala.
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Amostras de fungo
(21linhagens )

o Amostras em triplicata
o Modo de fermentacdo - agitacao;

Linhagens
Fermentadas
Filtrado Residuo
Liquido fermentado micélio
l> Particdo o Maceragéo sequenciadacom
EtOH e MeOH
o AcOEt \l/ \l, o AcOEY/i-PrOH (7:3) o Reunido dos extratos
Extrato E1 Extrato E2 e
Legenda:
AcOEt — Acetado de Etila
EtOH — Etanol

i-PrOH — Isopropanol
MeOH - Metanol

Figura 15. Esquema analitico para obtengdo dos extratos de 21 linhagens de fungos endofiticos de
Gustavia sp. para ensaios bioldgicos.

4.5. Teste de atividades bioldgicas

4.5.1. Teste de atividade antimicrobiana

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados no laboratorio de Genética
Aplicada a Saude e a Biotecnologia da Universidade Estadual do Amazonas — UEA,
conforme recomendacdo do US National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLYS), 1997. Os patogenos C. albicans (CFAM 1132), S. aureus (CBAM 026) e P.
aeruginosa (CBAM 02450), foram cedidos da Colecdo Bioldgica da Fundagdo Osvaldo
Cruz (FIOCRUZ — AM). As bactérias foram reativados em placas de Petri contendo Agar
Brain Heart Infusion (BHI) e C. albicans em Agar Sabouraud (Sb), para depois serem
repicadas para 0s mesmos meios de culturas liquidos respectivamente.

Os ensaios foram realizados em placas de 96 pogos, estas foram preenchidas com: (i)

100 uL do meio de cultura na concentracdo dobrada (para levedura - Sb, para as bactérias -
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BHI); (ii) 100 uL da solugdo da amostra e (iii), 5 uL da suspensédo de células dos patégenos
a serem avaliados (bactéria, 1,5 x10 ®UFC mL™) e (levedura, 4,5 x10°), seguido de
incubacdo a 37 °C (24 h). As amostras (extratos e fracbes) foram solubilizadas na solugéo
H,O/dimetilsulféxido (DMSO), a 9:1.

As solucdes controles (Fluconazol, Ampicilina e tetraciclina) foram preparadas na
mesma concentracdo das amostras, ou seja, 2 mg.mL™. Para controle negativo foi usado a
solug@o em que as amostras foram solubilizadas.

A atividade de antibiose foi registrada conforme a mudanca de coloragdo nos pogos
depois da adigdo de 10 pL dos reveladores. Para bactéria foi usado cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio - TTC a (2,0 % em agua estéril), para levedura foi usado Nitro azul de

tetrazdlio — NBT a (1 % em etanol 70 %).

4.5.2. Teste de atividade citotdxica in vitro
Os ensaios de citotoxidade foram realizados no Laboratério de Oncologia
Experimental da Universidade Federal do Ceara (UFC). Nos experimentos foram avaliados
amostras de extratos, fracdes e substancias em periodos distintos. Estas foram avaliadas
contra as linhagens de células tumorais de HL60 (leucemia-humano); SF-295(glioblastoma-
humano) e MDA-MB435 (melanoma-humano), HCT116 (célon retal) e OVCAR-8
(ovério), cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA).
As amostras foram solubilizadas em DMSO na concentragdo estoque de
10 mg. mL™? e avaliadas pelo método do MTT (MOSMANN, 1983). As células foram
distribuidas em placas com 96 pogos nas seguintes densidades: 0,1 x 10°para HL60,MDA-
MB435, HCT116 e OVCAR-8 e 0,7 x 10° para SF-295. As placas foram incubadas por
72 h em estufa com 5 % de CO, a 37 °C. Para cada ensaio, as amostras foram avaliadas em
triplicata em dois experimentos independentes, nas concentracdes, 50 pg mL™ para os

extratos, 5 pg mL™* para fracdes e de (0,010 - 5 pg mL™ 1) para substancia. A Doxorrubicina
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foi utilizada como controle positivo e para controle negativo o DMSO. As absorbancias
foram obtidas com o auxilio de um espectrofotdbmetro de ultravioleta para leitura de
microplaca a 595 nm.

Foram realizados trés experimentos, no primeiro foram avaliadas 49 amostras de
extratos brutos, no segundo experimento foram avaliadas 32 fracbes e no terceiro
experimento foram avaliadas trés amostras. Em cada experimento foram utilizadas trés ou
quatro das seguintes células tumorais de HL60 (leucemia - humano), SF-295 (glioblastoma -
humano), MDA-MB435 (melanoma - humano); HCT116 (c6lon - humano), SF-295
(glioblastoma - humano) e OVCAR-8 (ovario - humano).

Os potencias citotoxicos das amostras foram avaliados conforme a escala de
intensidade e o crescimento celular que variou de 1 a 100 %, identificada como: sem
atividade (SA), de 1 a 49,9 %pouca atividade, (PA); de 50 a 74,9 %atividade moderada

(MO)e de75 a 100 % alta atividade (AA).

4.5.3. Teste de atividade alelopatica

A avaliacdo da atividade alelopatica foi realizado com 21 amostras entre extratos e
fracdes com metodologia adaptada de LIMA e colaboradores (LIMA et al., 2011). As
amostras foram solubilizadas em é&gua para concentracdo final de 1 mg. mL™. Foram
utilizadas placas de plastico de 90 mm de diametro, contendo 2 papéis de filtro Whatman n°
1, de 90 mm, umedecido com 3 mL das solugdes testes e controle (dgua destilada). Cada
placa foi semeada com 20 sementes de Lactuca sativa Var. grands rapids L (alface) da
marca Isla, na forma de matriz de 4 x 5 sobre os papeis de filtro.

Os ensaios foram realizados em quintuplicata, as placas de Petri foram vedadas com
filmito, incubadas em uma Cémara de Geminacdo da FANEM, modelo 247, mantidas sob
iluminacdo com lampadas fluorescentes por 12 h, a 25 °C durante 5 dias. Em seguida as

placas foram abertas para medir o comprimento total da raiz e comprimento da parte aerea.
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Foram consideradas ativas as amostras que causaram inibicdo do crescimento das
sementes e as que tiveram o crescimento além do controle, sendo que a atividade alelopéatica
estd relacionada com a inibicdo do crescimento. Os comprimentos da raiz e parte aérea

foram registados e analisados estatisticamente.

4.6. Extracdo do DNA para identificacdo das espécies dos fungos

As amostras de DNA dos fungos das linhagens 400, 447,401e 455 foram obtidas com
auxilio do kit de extracdo - Life Science unlimetd - InnuPREP Plant DNA Kit.

Para a extracdo das amostras de DNA seguiram-se as seguintes etapas: (i) inoculagéo
e fermentacdo dos fungos no meio de cultura (BD) por 24 h; (ii) separacdo do micélio por
filtracdo em funil de Buchnner com papel de filtro estéril; (iii) trituracdo do micélio em
nitrogénio liquido, com auxilio de gral de agata e pistilo. A partir deste ponto da pesquisa
utilizou-se o kit de extracdo InnPREP Plant DNA, com pequenas modificagdes ao protocolo
do fabricante. (v) 120 a 180 mg de cada amostra foram adicionados em tubos de 2 mL e
adicionados os reagentes: Lises SLS (400 uL) e Proteinase K (25 uL). Em seguida, as
solugdes foram misturadas no Vortex por 5s e incubadas em banho Maria a 50 °C, por
30 min. Estas foram transferidas para novos tubos de 2,0 mL, contendo colunas de preé-
filtragem e centrifugadas por 1 min a 12.000 rpm. As colunas foram descartadas e aos
filtrados foi adicionado 200 uL da solucdo SBS.

As misturas foram transferidas para novos tubos de 2,0 mL, contendo uma coluna do
Spin filtro e centrifugadas por 2 min a 12.000 rpm. A coluna foi transferida para um tubo
novos e adicionado 500 pL de HS (primeira solugdo lavagem), seguida de centrifugacao por
1 min a 12.000 rpm, e adicionado 750 uL de MS (segunda solugéo de lavagem), novamente

centrifugado por 1 min a 12.000 rpm.
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O filtrado foi descartado e a coluna foi transferida para outro tubo e novamente
centrifugada por 2 min. na velocidade maxima do aparelho. A coluna contendo o DNA foi
transferida para outro tubo e eluido lentamente com 100 pL de agua purificada livre de DNA
e deixada por 1 min a temperatura ambiente e novamente, centrifugado por 1 min a
8.000 rpm.

O resultado da extracdo de cada amostra foi analisado inicialmente em gel de agarose
0,8 %. As amostras continham 3 ul de DNA acrescidos de 3 pl de rede gel preparado com
azul de bromofenol. O gel foi corrido em eletroforese, com tampéo tris-acido bérico EDTA
(TBE), e observado na luz ultravioleta (260 nm) em aparelho transiluminador, utilizando

marcador de massa molecular de 1 Kb da Invitrogen.

4.6.1. Reagdo de Polimerizagdo em Cadeia - PCR

As amostras foram preparadas em tubos de 200 uL e 0 mix em tubos de 1.000 pL,
utilizando marcador de massa molecular de 1 Kb e “primers” para a regido Its-1 e Its-2 do
rDNA, a qual foram amplificadas em aparelho termociclador, programado para 35 ciclos
com desnaturacédo a 94 °C por 60 min; seguido de anelamento a 55 °C por 60 min e extens&o
a 72 °C por 40 min.

Os resultados das amplificaces foram analisados novamente em gel de agarose 1,5
% como anteriormente citado.

O produto da PCR foi purificado com a enzima Exo SAP (GE) e submetido ao PCR
de sequenciamento e por fim, confrontadas por meio do programa de computador de
alinhamento chamado de Basic Local Alignment Search Tool - BLAST, disponivel
em:<http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi>, com auxilio do banco de dados de sequéncias

depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/).
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4.7. Fermentagéo das linhagens em escala laboratorial

Nesta etapa dos trabalhos foram obtidos os extratos de quatro linhagens de fungos
(400, 401, 447 e 455) e para dar inicio ao processo de isolamento de metabdlitos de
amostras complexas é feito uma coluna filtrante do extrato bruto, as fragbes sdo analisadas
por cromatografia de camada delgada (CCD) e submetidas a outros fracionamentos, gerando
assim, um grande numero de amostras que foram analisadas por espectrometria de massas
e/ou por LC/MS para isolamento dos metabdlitos, para em fim obter os espectros de RMN.

Ao longo dos fracionamentos dos extratos foram gerando um grande nimero de
novas fracdes. Situacdo esta que facilmente poderia fugir ao controle. Sendo assim, optou-se
em adquerir, de uma grande parte das fracdes, ainda semi purificadas, os espectros de RMN
de *H, como forma de selecionar as amostras promissoras. Dessa forma foram adquiridos os
espectros de RMN de *H de 81 amostras, dentre extratos e fracdes para uma anélise prévia
dos sinais. As gque apresentavam sinais com multiplicidades bem definidas foram obtidos os
espectros de RMN 2D. As que apresentavam sinais pouco definidos foram separadas para
serem purificadas por cromatografia de camada delgada preparativa — CCDP.

Como forma de simplificar os codigos e localizar mais rapido os espectros de RMN
das amostras, seus codigos foram relacionados em tabelas e receberam um nimero de ordem
(dados nédo divulgados, apenas como controle). Estas numeragdes foram mantidas junto aos
cddigos.

Nos esquemas analiticos de cada extrato foram descritos apenas as fragfes que deram

origem a amostra contendo metabdlitos isolados.

4.7.1. Fermentacao da linhagem 447
A linhagem 447 de X. sp. foi isolada de folha de Gustavia sp. do meio de cultura
ISP2 (item 4.2.2. Preparo dos Meios de culturas). Para fermentacdo em escala laboratorial e

producdo dos extratos, o fungo foi reativado em nove placas de Petri em ISP2 por trés
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semanas, fragmentado em cerca de 1 mm? e inoculado em 60 frascos erlenmeyers de 1 L
contendo 300 mL de meio de cultura ISP2 estéril. Cada frasco foi inoculado com 8
fragmentos, fechados com tampdes de algoddo e gazes e incubado a 25 °C por 23 dias. Ap6s
este periodo foi registrado o pH do liquido fermentado, em seguida este foi separado do
micélio e, em uma tentativa de eliminar o amido precipitado, o liquido fermentado foi
filtrado consecutivamente em gazes, algoddo ou papel de filtro qualitativo, em funil de
Buchner e/ou funil comum, com e sem vacuo.

Dessa forma foram obtidos cerca de 13 L do liquido fermentado que foi armazenado
em frasco ambar e adicionado 100 a 150 mL de AcOEt para evitar contato com o ar, até o
momento da extracao.

Visando agilizar os procedimentos de extracdo por particdo, devido ao grande
volume do liquido fermentado, foi montado um sistema com trés funis de separacdo em
série, de forma que 900 mL do liquido fermento fora extraidos trés vezes consecutivas no
mesmo solvente, AcOEt, porém no primeiro funil foi adicionado 600 mL do solvente de
extracdo e nos dois ultimos 700 mL.

Os extratos em AcOEt foram reunidos, concentrados e identificado como extrato X1.

A segunda extracdo do meio liquido por particdo foi feita com a mistura dos
solventes AcOEt/i-PrOH(7:3) 700 mL por funil, porém nesta etapa foram utilizados apenas
dois funis de separacdo e o volume do caldo fermentado foi reduzido para 500 mL. Os
extratos obtidos foram reunidos, concentrados e identificados como extrato X2.

O micelio foi submetido a extracdo por maceracao a frio em periodos sucessivos de
24 h, primeiro com EtOH e em seguida, com MeOH. Os extratos foram reunidos,

concentrados e identificados como X3 e armazenado para procedimentos posteriores.
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4.7.1.1. Fracionamento dos extratos da linhagem 447

Os extratos X1 e X2 da linhagem 447 tiveram baixos rendimentos. Apds anélise por
CCD com silica fase normal, usando varias combinagdes dos solventes hexano (Hex),
AcOEt e MeOH, foram reunidos e identificados como X12 (1,0 mg).

Ao longo do fracionamento de todos os extratos das quatro linhagens de fungos em
estudos foram utilizados os mesmos solventes Hex, AcOEt e MeOH, em ordem de
polaridade crescente.

O fracionamento do extrato X12 iniciou por coluna filtrante em silica gel, sob
pressao reduzida, eluida com Hex:AcOEt:MeOH, em gradiente de polaridade crescente, na
qual foram obtidas 4 fragdes: X12a (1:1:0), X12b (0:1:0), X12c (0:9:1) e X12d (0:0:1).
Apbs analise por CCD a fragdo X12c (420 mg) foi fracionada por CC (25cm x1,5 cm) em
silica gel, com os mesmos solventes acima citados em gradiente de polaridade crescente. As
16 fracdes coletadas foram analisadas por CCD e reunidas por semelhancas, resultando em
12 fragdes: X12c F1 e X12c F2 em (9:1:0), X12c F3 e X12c F4 em (8:2:0), X12c F5, X12c
F6 e X12c F7 em (7:3:0), X12c F8 e X12c F9 em (1:1:0), X12c F10 e (0:1:0), X12c F11 em
(0:9:1), X12c F12 em (0:0:1).

A fracdo X12c F8 apresentou um sélido amorfo de coloracéo bege que foi analisado
por CCD, espectrometria de massas e espectros RMN 1D e 2D.

O esquema analitico (Figural6) apresenta de forma resumida as etapas realizadas

para isolamento da amostra X12c F8.
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Linhagem 447
(Xylaria sp.)

o Fermentagdo em modo estético 60
frascosde 1 L (300 mL de ISP2/frasco)
23 dias, pH ~5-6

Filtracao
(fermentado)
I
v
Filtrado Residuo
liquido fermentado micélio
o Parti¢do liquido-liquido o Maceragéo sequenciadacom
. EtOH e MeOH
© AcOEt o ACOEY/I-PrOH (7:3) o Reunido dos extratos
Extrato X1 Extrato X2
Extrato X3

o Andlise por CCD
(Hex:AcOEt:MeOH)
o Reunido dosextratos

—> X12(19)

o Coluna filtrante —silica 230 a 400 mesh
o Eluente Hex:AcOEt:MeOlH_— 4 fragoes S
o Andlise por CCD
o Reunido dosextratos

Extrato X12c
F2 (420 mg)

o Coluna cromatografica —silica 230 a 400 mesh
o Eluente Hex: AcOEt:MeOH — 16 fracdes

o Andlise por CCD

o Reunido dosextratos

Legenda:

AcOEt — Acetado de Etila
EtOH — Etanol

Hex— Hexano

i-PrOH — Isopropanol
MeOH - Metanol

X12c F8

(72 3 mg) o Hex:AcOEt (1:1)

Figura 16. Esquema analitico para obtengdo dos extratos e fracionamento da linhagem 447

4.7.2. Fermentacdo da linhagem 401
A linhagem de 401 foi isolada da casca da raiz de Gustavia sp. cultivada no meio de
cultura ISP2 (item 4.2.2. Preparo dos Meios de culturas). Esta linhagem foi fermentada em

dois meios de culturas distintos, CY e ISP2, relatados a seguir.

4.7.2.1. Fermentacéo da linhagem 401 no meio de cultura CY
Foram preparados 2,4 mL do meio de cultura CY, (item 4.2.2. Preparo dos Meios de
culturas) distribuidos em 13 frascos erlenmeyers de 500 mL (170 mL), mais o controle.
Inoculacdo — da linhagem 401 foi reativada e cultivada por trés semanas em duas
placas de Petri com meio de cultura BDA. Uma alcada dos esporos foi tranferido para dois

tubos de ensaios com &gua autoclavada. Treze erlenmeyers e o controle foram inoculados
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com 50 puL dos esporos em suspensdo. Apos a incubagdo no modo estatico a 25 °C por
27 dias, o pH do liquido fermentado foi registrado, o micélio foi separado do liquido
fermentado, filtrado em funil de Buchner com papel de filtro qualitativo, em sistema de
vacuo.

Foram obtidos cerca de 1.900 mL do liquido fermentado que foi extraido em
cartucho SPE (Solid Phase Extration) - cartucho do tipo seringa de injecdo de 60 mL,
descartavel contendo 10 g fase fixa C18.

Para a extracdo do liquido fermentado, fez-se primeiro o condicionamento do
cartucho SPE com H,O:MeOH 5 % sob sistema de vacuo. Apds o condicionamento, a cada
ciclo de extracdo, cerca de 800 mL do caldo fermentado foi gradativamente filtrado e
extraido, sob baixa pressdo. Os analitos retidos foram extraidos, primeiro com 60 mL de
acetona, seguidos de uma ou duas extracbes com 60 mL de MeOH. Os extratos foram
reunidos, concentrados e identificados como PC1 e armazenados em dessecador até o
fracionamento.

O micélio foi extraido por maceracdo por duas vezes a cada 24 h com a mistura
EtOH:MeOH (1:1), os extratos foram reunidos, concentrados, identificados como PC3 e

armazenado no dessecador até o fracionamento.

4.7.2.2. Fracionamento do extrato do micélio da linhagem 401 em CY

O extrato PC3 (1,4 g) da fermentagcdo do micélio em CY foi solubilizado em &gua,
ajustado o volume para 5 % de MeOH e submetido a procedimentos de particdo liquido-
liguido com Hex:AcOEt (8:2) e extraido por duas vezes consecutivas. Os extratos foram
reunidos, concentrado em rota evaporador e identificado como PC3a (509,7g). Apos analise
por CCD, o extrato PC3a foi fracionado por coluna cromatogréafica aberta com os solventes

Hex:AcOEt:MeOH, em gradiente de polaridade crescente. Foram obtidas 14 fracdes, que
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foram analisadas por CCD e reunidas conforme as semelhangas. A partir dessas anélises

foram feitos outros fracionamentos, obtendo assim, as quatro amostras a seguir.

As fracbes de 1 a 3 foram reunidas, (337,9mg) e submetidas a um novo
fracionamento que resultou em sete novas fracbes. A fracéo 2 (78,9 mg), obtida da
eluicdo em Hex:AcOEt (9:1), foi identificada como PC3a F2 (71), analisada por
CCD.

As fracdes 8 e 9, foram reunidas (70,0 mg) e purificada por HPLC preparativa, em
coluna C18 (Phenomenex) 250 mm x 15 mm, com os solventes MeOH/H,0O (7:3),
que resultou em duas fracdes identificadas como PC3a F8 (1)(2,7 mg) e PC3a
F8(2)(0,5 mg), obtida em MeOH 100 %.

As fracbes 11 e 12 foram reunidas, (39,9 mg) e submetidas a um novo
fracionamento, que resultou em quinze novas fragdes. As fraces de 10 a 13 obtidas
a partir da eluicdo em Hex:AcOEt (7:3 a 1:1) foram reunidas e identificadas como
PC3aF10,13(81)(3,1 mg), analisada por CCD.

O esquema analitico (Figura 17) apresenta, de forma resumida, as etapas realizadas

para isolar as amostras PC3a F2 (71), PC3a F8(1), PC3a F8(2) e PC3a F10,13 (81).
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Linhagem 401
(Penicillium sp.)

o Fermentagéo em modo estatico 13
frascosde 1 L (170 mL de CY/frasco)

27 dias, pH ~5-7
Filtracéo
(fermentado)
|
v v
Filtrado Residuo
(fragéo liquida do (fragédo sélida do
fermentado) fermentado)
o Extracdo em fase solida (SPE) e C18 o Maceragdo por 24 h sequenciada
sequenciada com Acetona e MeOH com EtOH e MeOH
o Reunido dosextratos o Reuniéo dosextratos

Extrato PC1 Extrato PC3
(220,7 mg) (1,49)

o Particéo liquido-liquido

o Hex:AcOEt (8:2) \L \l/ o MeOH 5 %
Legenda:
AcOEt — Acetado de Etila PC3a Fragdo
EtOH — Etanol (509,7 mg) Hidroalcodlica
Hex — Hexano

o CC-silica 230 a 400 mesh
MeOH - Metanol o Eluente Hex: AcOEt:MeOH — 14 fra¢bes

o Anélise por CCD
\L o Hex:AcOEt (8:2) \L o ACOEt:MeOH (9:1) ‘l’o MeOH PA.

F1-3 F8-9 F11-12
(337,9 mg) (70,0 mg) (39,9 mg)

o CC - silica 230 a 400 mesh o Coluna filtrante — silica 230 a 400 mesh
o Eluente Hex:AcOEt:MeOH - 7 fragbes o Eluente Hex:AcOEt:MeOH - 15 fragdes
o Andlise por CCD o Andlise por CCD
o Hex:AcOEt (9:1) o Hex:AcOEt (7:3 a 100 %)

o HPLC preparativa C18 Phenomenex —
250mm x 15 mm
o Eluente Hex:AcOEt:MeOH/H,0 (7:3)

Figura 17. Estudo quimico do extrato PC3 da linhagem de 401 fermentado em CY.

4.7.3. Fermentacgéo da linhagem 401 no meio de cultura ISP2

A linhagem 401 foi reativada em 6 placas de Petri por trés semanas. Os esporos
foram raspados e transferidos para tubos criogénicos contendo agua estéril e glicerol a 15 %.
Cinqueta microlitros (50 uL) da suspensdo de esporos foi inoculada em 51frascos
erlenmeyers de 1L, contendo 300 mL do meio de cultura liquido ISP2. Estes foram
fechados com tampdes de algodao e gazes, incubados a 25 °C por 17 dias. O pH do liquido
fermentado foi registrado, o micélio foi separado do liquido fermentado e filtrado
consecutivamente em gazes, algodao, papel de filtro qualitativo em funil de Buchner em

sistema de vacuo.
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Foram obtidos cerca de 12,6 L do liquido fermentado que foi armazenado em frascos
ambar, aos quais adicionou-se 5 % de MeOH, para evitar um novo crescimento de fungo, até
0 momento da extracao.

Para extracdo por parti¢do liquido-liquido iria ser utilizado cerca de 3 L de solvente
AcOEt. Assim, com o objetivo de reduzir o volume do solvente AcOEt usado nos
procedimentos de extracdo por particdo, fez-se a substituicdo desse método para extragdo em
fase sdlida, SPE contendo 10 g fase fixa C18.

Para a extracdo do liquido fermentado, fez-se primeiro o condicionamento do
cartucho SPE com H,O0:MeOH 5 % sob sistema de vacuo. Apds o condicionamento, cerca
de 1 L do caldo fermentado foi gradativamente filtrado e extraido com 60 mL de acetona,
seguidos de uma ou duas extraces com 60 mL de MeOH. Os extratos foram reunidos,
concentrados e identificados como P11 e armazenados em dessecador até o fracionamento.

Para obtencdo do extrato do micélio do meio de cultura ISP2 foram seguidos 0s
mesmos procedimentos para obter os extratos dos micélios das linhagens anteriormente
descritas, o qual foi identificado como PI3 e armazenado em dessecador até o

fracionamento.

4.7.3.1. Fracionamento dos extratos da linhagem 401 fermentada em 1SP2

O extrato P11 foi analisado por CCD em silica gel com véarias combinagdes dos
solventes Hex:AcOEt:MeOH, apés analise por CCD foi submetido a uma coluna filtrante
em silica gel, sob pressdo reduzida, em gradiente de polaridade crescente. Foram geradas 3
fracOes: L1 em (1:1:0), L2 em (0:9:1) e L3 em (0:0:1). Apos analisadas por CCD, a fragdo
L2 foi novamente fracionada em coluna cromatogréafica aberta, com os mesmos solventes,
gerando nove fragdes identificadas como L2a (8:2:0), L2b (7:3:0), L2c (6:4:0), L2d e L2e

(1:1:0), L2f (0:1:0), L2g (0:9:1), L2h e L2i (0:0:1) . Foram adquiridos os espectros de RMN
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de 'H de todas as amostras para analise, porém somente da amostra L2c (46) (5,2 mg) foram
adquiridos os espectros de 2D.

A amostra L2e (48) (7,9 mg) foi analisada por LC/MS, no qual foi usada coluna
Luna C18 (fase reversa), 5y, tamanho 150 mm x 4,60 mm — Phenomenex, com eluentes:
MeOH (A) grau HPLC e agua (B) Milli-Q com 1% de acido formico (HCOOH), com
gradiente de eluicdo de MeOH:H,0O (1:1), por 30 min. iniciando com (A) a 100 % até 50 %,
aguardando um tempo de 15 min. para estabilizacdo da coluna. As analises foram feitas com
fluxo de 1 mL.min™, com injecdo continua.

Como os extratos de micélio dos fungos contém bastantes polissacarideos como
produto da parede celular, para o fracionamento do extrato P13, optou-se em submeter parte
dele a procedimento de extracdo por particdo com AcOEt.

Sendo assim, o extrato P13(4,14 mg) foi solubilizado em &agua com MeOH 5% e
particionado com AcOEt. Apos seco o extrato P13(1,44 mg) foi submetido anélise por CCD
de silica gel com varias combinagdes dos solventes Hex: AcOEt:MeOH e submetido a uma
coluna filtrante em silica gel, eluida sob pressdo reduzida, com gradiente de polaridade
crescente. Foram geradas 4 fracdes: Pl3a (9:1:0), PI13b em (1:1:0), PI13c (0:1:0) e PI3d
(0:0:1). A fragéo, PI3c (353 mg) foi novamente fracionada gerando 11 novas fragdes: P13c
F1 (9,5:0,5:0),PI3c F2 e PI3c F3 (9:1:0), P13c F4 e P13c F5 (8:2:0), PI3c F6e PI13cF7
(7:3:0), PI3cF8ePI3c F9 (1:1:0), PI3cF10 (2:8:0), PI3cF11 (0:0:1). A fracéo,
P13cF7(12,4 mg) apresentou um sélido branco com residuo de graxa, que foi lavado com
Hexano, recristalizado e analisado por CCD. Foram adquiridos os espectros de RMN 1D e
2D para elucidagdoda amostra.

O esquema analitico (Figura 18) apresenta de forma resumida, as etapas realizadas

para o isolamento as amostras L2c(46), L2e(48) e P13c F7.
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Linhagem 401
(Penicillium sp.)

Legenda: o Fermentagéo em modo estético 51
AcOEt — Acetado de Etila frascosde 1 L (300 mL de ISP2/frasco)
EtOH — Etanol 17 dias, pH ~5-6
Hex— Hexano . =
1-PrOH — Isopropanol Filtracéo
MeOH - Metanol (fermentado)
I
v
Filtrado Residuo
liquido fermentado micélio
o Extragio em fasesolida (SPE) e C18 o Maceragdo sequenciadacom
sequenciada com Acetona e MeOH EtOH e MeOH
0 Reunido dos extratos 0 Reunido dos extratos

Extrato P11 Extrato P13
(450 mg) (24 9)

o Coluna filtrante —silica 230 a 400 mesh
o Eluente de poalridade crescente

o Partigdo liquido-liquido

o Analise por CCD o AcOEt ‘l’ o MeOH 50 %
\Lo Hex:AcOEt(1:1) |, o ACOEt/MeOH (9:1) \1, o MeOHP.A.
L1 L2 L3 P13 Fracédo
‘ @ mg) ‘ ‘ (105 mg) ‘ ‘ (170 mg) ‘ (353 mg) Hidroalcodlica

o CC-silica 230 a 400 mesh

o Eluente Hex: AcOEt:MeOH — 10 fragbes
o Anélise por CCD

o MeOH 5 %

o CC - silica gel 60 PF (Merck)
o Eluente Hex: AcOEt:MeOH — 12 fracdes
o Andlise por CCD

\Lo Hex:AcOEt (6:4) \l? Hex:AcOEt (1:1)
L2c (46) L2e (48)
(5,2mg) (9,1 mg)

Figura 18. Estudo quimico dos extratos da linhagem de 401. fermentado em ISP2.

4.7.4. Fermentacgéo da linhagem 455

A cepa de 455 foi isolada da casca dos galhos de Gustavia sp. cultivada em meio de
cultura BDA. Para a fermentacdo, o fungo foi reativado em 6 placas de Petri e cultivado por
trés semanas. Os esporos foram raspados e suspensos em tubos criogénicos contendo agua
estéril e glicerol a 15 %. Esta suspensdo foi inoculada em 49 frascos erlenmeyers de 1 L
contendo 300 ml do meio de cultura liquido BDL. Cada frasco foi inoculado com 50 pL da
suspensdo de esporos, fechados com tampédo de algoddo e gazes, mantidos a temperatura
ambiente e cultivados por 21 dias. Apds este periodo registrou-se o pH do caldo fermentado,
este foi separado do micélio e filtrado em funil de Buchner com papel de filtro qualitativo.
Foram obtidos 13 L do liquido fermentado que foram armazenados em frascos &mbar, aos

quais foram adicionados 5 % de MeOH até o momento da extracao.
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A extracdo do liquido fermentado foi feita em cartucho de SPE seguindo 0os mesmos
procedimentos descreitos anteriormente para obtencdo do extrato Acetona:MeOH (1:1). Os
extratos obtidos foram reunidos e identificados como Al e armazenado em dessecador para
procedimentos posteriores.

Para obtencdo do extrato do micélio da linhagem 455 foram seguidos os mesmos
procedimentos para obter os extratos dos micélios das linhagens anteriormente descritas. O
extrato do micélio foi identificado como A3 e armazenados em dessecador para

procedimentos posteriores.

4.7.4.1. Fracionamento dos extratos da linhagem 455

Apds analise por CCD, o extrato A3 da linhagem 455 foi submetido a uma coluna
filtrante em silica gel, sob pressdo reduzida, em gradiente de polaridade crescente. Foram
geradas 3 fracbes: A3a em Hex:AcOEt:MeOH (1:1:0), A3b em Hex:AcOEt:MeOH (0:1:0),
A3c em Hex:AcOEt:MeOH (0:1:1). Foram obtidos e analisados os espectros de RMN *H
das trés fragdes A3a-c. O espectro de RMN 'H da fragcdo A3b (72,3 mg), codificada como
A3b 36 foi avaliado e submetido a purificagdo por CCDP. A amostra foi eluida em
(CHCI3):MeOH (9:1), na qual foram geradas 3 fracdes, P1, P2 e P3. Estas tiveram seus
espectros de RMN de *H adquiridos e analisados, porém somente da amostra A3b 36_P3
(9,4 mg) foram adquiridos os espectros de RMN 1D e 2D.

O esquema analitico (Figura 19) apresenta, de forma resumida, as etapas realizadas

para isolar a amostra A3c 36_P3.
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Linhagem 455
(Aspergillus sp)

o Fermentagao em modo estéatico 49
frascosde 1 L (300 mL de DBL/frasco)

21 dias, pH ~6-7
Filtracéo
(fermentado)
[
v v
Filtrado Residuo
liquido fermentado micélio
o Extragdo em fase sélida (SPE) o Maceragdo por24 h sequenciada
sequenciada com Acetona e MeOH com EtOH e MeOH
\/ o Reunido dos extratos \ o Reunido dosextratos

Extrato Al Extrato A3
(655 mg) (1,14 9)

o CC-silica gerl 230a 400 mesh

o Eluente Hex: AcOEt:MeOH — 4 fracdes
o Analise por CCD

) © Hex:AcOEt (1:1)

\

A3b
(72 mg)
Legenda: .
ACOEt — Acetado de Etila o fr;:g%z; silica gerl 60 PF (Merck) —3
EtOH — Etanol
Hex— Hexano
MeOH - Metanol . (94mg) |

Figura 19. Esquema analitico do extrato A3 da linhagem 455.

4.7.5. Fermentagéo da linhagem 400

A linhagem de 400 foi isolada da casca dos galhos de Gustavia sp. cultivada no meio
de cultura ISP2. Para fermentacdo da linhagem 400 foram utilizados 60 frascos erlenmeyers
de 1L contendo 300 mL de meio de cultura ISP2 estéril, inoculado com 8 fragmentos e
incubado a 25 °C por 23 dias. Em seguida, o liquido fermentado foi filtrado por gravidade,
extraido por particdo, concentrados e identificados como: N1 em AcOEt a 100 % e N2 em

AcOEt:i-PrOH (7:3).
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O micélio foi extraido por maceracdo por duas vezes a cada 24 h com a mistura
AcOEt:MeOH (1:1), os extratos foram reunidos, concentrados, identificados como N3 e

armazenado no dessecador até o fracionamento.

4.7.5.1. Fracionamento dos extratos da linhagem 400

Os extratos N1e N2 da linhagem 400 ap6s analisados por CCD em fase normal com
as varias combinacdes dos solventes Hex:AcOEt:MeOH. Separadamente, estes extratos
foram fracionados em colunas filtrantes em silica gel, sob pressdo reduzida, eluida com os
mesmaos solventes, em gradiente de polaridade crescente.

Do extrato N1 foram geradas 4 fragbes: N1a (9:1:0), N1b (1:1:0), N1c (0:1:0), N1d
(0:0:1). Ap6s anélise por CCD, foram adquiridos os espectros de RMN de *H de todas as
fracdes para uma analise preliminar dos sinais. Apos a analise exploratério dos sinais do
espectro de RMN de 'H, a amostra N1b foi fracionada por CCDP, eluida com a mistura
CHCI3:MeOH (8:2), da qual foi isolada a amostra N1b(17_4P). A amostra N1lc foi
fracionada por CCDP, eluida com a mistura CHCI3:MeOH (9:1), da qual foi isolada a
amostra N1c(16_2P).

Assim, com base nos espectros de RMN de *H foram obtidos os espectros de RMN
2D das amostras N1a (15), N1b(17_4P) e N1c(16_2P) para serem elucidados.

O esquema analitico (Figura 20) apresenta de forma resumida, as etapas realizadas

para isolar as amostras N1a-c.
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o AcOEt

Extr
a1

Linhagem 400
(Nectria setofusariae)

o Fermentagéo em modo estatico 60
frascosde 1 L (300 mL de ISP2/frasco)

o Particdo liquido-liquido

o ACOEH/i-PrOH (7:3)

Extrato N2
(165 mg)

o Coluna filtrante — silica 230 a 400 mesh
o Eluente Hex:AcOEt:MeOH — 4 fracdes

o Hex:AcOEt (9:1)

o AcOEta 100%

Nla (15)
(4,2mg)

N1b
(105

Nilc
(290 mg)

o CCDP—silica gel 60 PF (Merck) - 4 fragbes
o CHCl;:MeOH (9:1)

N1b (17_4P)
(13,5 mg)

o CCDP —silica gel 60 PF (Merck) - 4 fracdes
o CHCI;:MeOH (8:2)

N1c(16_2P)
(@)

23 dias, pH ~5-6
Filtracao
(fermentado)
]
v
Filtrado Residuo
liquido fermentado micélio

o Maceragédo sequenciadacom
EtOH e AcOEt:MeOH (1:1)
o Reunido dos extratos

Extrato N3

Legenda:

AcOEt — Acetado de Etila
CHClz - Cloroférmio
EtOH - Etanol

Hex— Hexano

1-PrOH — Isopropanol
MeOH - Metanol

Figura 20. Estudo quimico para obteng&o dos extratos e fracionamento da linhagem 400.



5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Isolamento, Preservacdo e ldentificacdo morfolégica dos fungos endofiticos
isolados de Gustavia sp.

A partir de 384 fragmentos dos tecidos vegetais sadios de Gustavia sp. inoculados,
foram isolados 93 fungos endofiticos (24,21 %), com destaque para 0 meio de cultura BDA,
0 qual apresentou o maior percentual de isolados, seguido do meio de cultura ISP2 (Figura
21). A taxa de colonizacdo de fungos endofiticos cultivaveis encontrada nesta pesquisa €
bem mais baixa que as descritas para Palicourea longiflora (Rubiaceae) que foi de 62,1 %,
Strychnos cogens (Loganiaceae) com 36,8 %, Annona squamosa L. com 66,14 %, Annona
muricata L com 70,93 % e (ambas Annonaceae), Myrcia guianensis (Mirtaceae) com 76,6
% (BANHOS et al, 2014; SILVA et al, 2006; SOUZA et al, 2004). Este resultado pode estar
relacionado com o porte da hospedeira que € uma arvore emergente (arvore de grande porte)

na floresta, mas tais suposices necessitam serem melhor investigadas.

= |SP2 (tetraciclina+ampicilina)

B |SP2 (Cetoconazol + tetraciclina)

W Aveia (tetraciclina + ampicilina)

= Aveia (cetoconazol + tetraciclina)

= BDA (tetraciclina+ampicilina)

Figura 21. Gréfico do percentual de fungos endofiticos isolados em relagdo aos meios de cultura
utilizados.

Dos meios de cultura (ISP2, Aveia e BDA) que continham os antibidticos tetraciclina
e amplicilina foram isolados 80 (86 %) fungos, de acordo com o esperado, pois 0S
antibioticos utilizados eram bactericidas para bactérias Gram positivas e Gram negativas.

Entretanto dos meios de cultura (ISP2 e Aveia) que continham cetoconazol e tetraciclina
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para a inibicdo de bactérias Gram negativas e fungos foram isolados ainda 13 (14 %) fungos
e sete bacérias Gram positivas 0 que indica uma resisténcia por parte destes aos antibioticos
usados, ou mesmo a degradacdo destes antibioticos.

Pelas analises macro e micro-morfolégicas foram identificados sete géneros:
(Fusarium,  Xylaria, Pestalotiopsis, Penicillium, Cephalosporium,  Aspergillus,

Colletotrichum (fase sexuada Glomerella) (Figura 22) e dois grupos ndo identificados.

%~

(@)

«©) )
Figura 22. Imagens de microcultivo de fungos endofiticos isolados de Gustavia sp. Pestalotiopsis
sp. (a), Colletotrichum sp. (b), Aspergillus sp. (c) e Penicillium sp. (d). Observagédo de a, b, e ¢ em
objetivas de 20x e 40x.

el

O maior nimero de isolados foi identificado na casca da raiz (23 %), contudo a
maior diversidade de isolados por tecidos foram identificados na casca do caule e do galho,
ambos com 7 grupos, dentre estes inclui-se os ascomicetos (8 %) que ndo foram
identificados, além do grupo Mycelia sterilia (24 %), também agrupados a parte como nao
identificados (Figuras 24 e 25). A raiz foi o tecido menos diverso de fungos, no qual foram
identificados, apenas trés grupos, Penicillium, Cephalosporium e M. sterilia e do caule nédo
se isolou nenhum fungo.

A figura 23 e 24 apresentam os graficos da ocorréncia e diversidade de fungos

endofiticos associados a Gustavia sp. identificados pela observacdo das estruturas macro e
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micro-morfologicas, no qual observou-se maiores percentuais dos géneros, Penicillium (22
%), Cephalosporium (16 %) e Xylaria (10 %), sendo os dois primeiros com ocorréncia em
cinco do sete tecidos vegetais selecionados para estudo. E possivel que o nimero de isolados
nos tecidos vegetais possa variar conforme o periodo de chuva na regido, porém o
acompanhamento da sazonalidade n&o era escopo deste trabalho e deve ser investigada

futuramente.

6 -
5 Fusarium (8 %)
% m Xylaria (10 %)
E 4 | Colletotrichum (8 %)
8 3 - — m Pestalotiopsis (3 %)
g m Penicillium (22 %)
w_qo: B ' B = Cephalosporium (16 %)
cZ:s 1 mi — m Aspergillus (3 %)
1 NI (24 %)
0 EE=E === e

. . " m Ascomiceto (8%)
folha raiz galho  c.raiz  c.caule c.galho

Figura 24. Diversidade de fungos endofiticos isolados por tecidos em geral nas amostras de
Gustavia sp. NI (ndo identificada)
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Foram catalogadas e preservadas (Figura 25) 67 linhagens de fungos endofiticos de
Gustavia sp. na colecdo de fungos do GEMMA. Estes recursos naturais sdo de grande
importancia para o conhecimento e a conservagdo da biodiversidade microbiana de florestas
tropicais, bem como uma riquissima fonte de produtos naturais que poderam ser utilizados

em pesquisas futuras.

Figura 25. Formas de conservacdo das linhagens de fungo endofiticos de Gustavia sp.: tubo de
ensaio com meio de cultura inclinado, coberto com 6leo mineral (a); palito em tubo de ensaio dentro
de tubo Falcon (b); tubo criogénico com 20 % glicerol (c); método de Castellani (d) e em placa de
plastico (e).

5.2. Identificacdo molecular das linhagens selecionadas para o estudo quimico

Quatro linhagens de fungos endofiticos (Fusarium sp. — 400, Penicillium sp. — 401,
Xylaria sp. — 447 e Aspergillus sp. — 455) foram selecionados com base nos resultados dos
ensaios biologicos para o estudo quimico, e estas tiveram seus DNAs extraidos de acordo
com o item 4.8. Trés destes foram extraidos de modo satisfatorio. Como se tratava de
linhagens distintas, o periodo de cultivo variou conforme as caracteristicas de cada fungo.
Sendo assim, as linhagens como 455 e 401 foram as primeiras a crescer e tiveram seus
DNASs extraidos antes de esporular, com tempo de cultivo de 24 a 72 h. As linhagens de 447
e 400 tiveram o tempo de cultivos maior, 12 dias. O rendimento do peso seco do micélio foi
cerca de 6 a 10 g, muito acima da quantidade necessaria para extragdo com o Kit, que era de

no maximo 200 a 400 mg de amostra (folhas) (Figura 26).
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401 455 447 400

Figura 26. Perfil eletroforético do DNA genémico das linhagens 401, 455, 447 e 400 em gel de
agarose a 0,8 %.

A linhagem 455 teve seu DNA extraido (figura 26), mas apresentou contaminacao e
ndo amplificou nas etapas seguintes, por isso a identificacdo ficou apenas a nivel
morfolégico como Aspergillus sp. Sabe-se pelas caracteristicas macroscopicas que ele
pertence ao grupo flavus por apresentar col6nias tipicamente verde-amarela, as vezes
tornando-se verde-oliva marrom nas coldnias (com mais de 2 semanas), crescimento rapido
a 28 ° C, com conididéforos unisseriados e muitas vezes em mistura com vesiculas menores
que sdo as primeiras a aparecerem e depois maiores que sdo as Ultimas a aparecerem. A
vesicula é redonda e os conidios redondos apresentam uma radiacdo uniforme (figura 23c).

Estes dados observados estdo de acordo com Summerbell (1998) que fez uma reviséo
dos grupos de Aspergillus de importancia médica e descreve o Grupo flavus como
importante causador de fibrose cistica, alergias bronco-pulmonares, sinusites, além da
producdo das conhecidas aflotoxinas que causam hepatotoxidade e hepatocarcinogenese
(SUMMERBELL, 1998; GEISER et al, 2001). De acordo com esses autores o Grupo flavus
¢ de grande importancia na producdo de métabdlitos secundarios com atividade
inumosupressora e merece estudos mais detalhados na identificagdo de novas espécies e na
classificacdo taxonémica. Futuramente sera feito a identificagdo molecular desta linhagem
(455) pelo sequenciamento do rDNA e tambem pelo perfil de metabdlitos secundarios e de

proteinas ribossomais.
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A linhagem 400 foi identificada como Nectria setofusariae Samuels & Nirenberg
1989, espécie descrita dentro do Grupo Fusarium. Este Grupo teve uma revisao taxonémica,
apoiada na filogenia, em dados histéricos e moforlégicos por Gréfenhan e colaboradores
(2011) fortemente confirmada pelas analises estatisticas filogenéticas. A anélise filogenética
combinada mostra que o atual conceito de Fusarium ndo é um grupo monofilético e que o
género se divide em dois grandes grupos, um basal na familia, o outro terminal, separados
por um grande grupo de especies classificadas em géneros como Calonectria, Neonectria e
Volutella. Sem importancia médica para infec¢fes, mas de grande importancia agrondémica,
pois € um dos mais importantes fitopatdgenos. Reconhecido mundialmente por provocar
perdas na producdo agricola antes e pds colheita, como produtor de micotoxinas: ex. as
Zearelonas que causam intoxicacdo alimentar em humanos e outros animais (NIRENBERG
& SAMUELS, 2000; DESJARDINS & PROCTOR, 2007; GRAFENHAN et al, 2011).

A linhagem 447 foi identificada como Xylaria adscendens Fr. 1851 (Tabela 15). Um
género de Ascomycetos reconhecidos primeiramente em regides temperadas e que a partir
da década de 80 comecam a ser descritos como endofitos e com sua maior diversidade
descrita nos ultimos anos em regides tropicais (MEDEL et al, 2008; BAYMAN et al, 1998;
FROHLICH; HYDE, PETRINI, 2000, BRUNNER & PETRINI, 1992). As linhagens 400 e
447 apresentaram indice de similaridade de 99 % com sequéncias depdsitadas no banco de
sequencias nucleotidicas do NCBI.

A linhagem 401 foi identificada como Penicillium chrysogenum, com indice de
similaridade de 100 %. Este alto indice de similaridade é o reflexo da importancia dos
estudos do Género Penicillium que tem nesta espécie, um dos seus mais importantes
representantes na producdo biotecnologica de diferentes metabolitos. Van Den Berg e
colaboradores (2008) publicaram o sequenciamento e a analise do genoma completo desta
espécie com 32.19 Mb, demostrando a presenca de 12.943 genes, destes 57 % (7.703)

relacionados a proteinas desconhecidas. ldentificaram numerosos genes responsaveis por
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etapas-chave na producéo de penicilina. Analises de microarrays de DNA foram utilizadas
para comparar 0s transcriptomas da cepa sequenciada a uma cepa melhorada para a
producdo de penicilina G, ambas cultivadas na presenca e na auséncia do acido fenilacético,
precursor de cadeia lateral. A transcricdo de genes envolvidos na biossintese de valina,
cisteina e um &cido aminoadipico, precursores para a biossintese de penicilina, assim como
0s genes que codificam micro proteinas de adesdo, foram aumentadas na cepa melhorada.
Alguns produtos de genes mostraram-se controlar diretamente a saida dos p-lactdmicos.

Muitos processos-chave de transporte celular envolvendo as penicilinas e
intermediarios continuam a ser caracterizados ao nivel molecular. Genes previstos para
codificar transportadores foram fortemente expressos entre 0s genes transcricionalmente
responsaveis pela regulacdo da producéo da penicilina G, potencialmente ilustrando o futuro
da gendmica orientada pela engenharia metabdlica (VAN DEN BERG et al., 2008).

Tabela 9. Resultados dos sequenciamentos das regides Its1 e Its2 do rDNA das amostras de fungos
endofiticos de Gustavia sp.

Colecéo indice de similaridade (%) Sequéncia blast — julho de 2012
400 99 Nectria setofusariae
401 100 Penicillium chrysogenum
447 99 Xylaria adscendens
455 e e

5.3. Extratos dos fungos endofiticos em escala analitica

Foram obtidos 63 extratos em escala analitica, sendo: 21 oriundos das extra¢des por
maceracdo do micélio; 21 da primeira extracdo por particdo do liquido fermentado e 21 da
segunda extracdo por particdo do liquido fermentado. Porém, algumas amostras ndo tiveram
rendimentos suficientes (> 40,0 mg) para serem submetidos a todos os ensaios bioldgicos.
Os extratos que apresentaram bons rendimentos foram submetidos aos ensaios de atividades,
antimicrobiana contra bactérias Gram (+) e Gram (-) e uma levedura, citotoxidade in vitro e

alelopatica, no qual os resultados serdo discutidos nos proximos topicos.
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5.4. Teste de atividade antimicrobiana dos extratos

De 38 amostras de extratos ensaiados quanto a atividades antimicrobianas, 28 %
foram ativas contra pelo menos um dos patdgenos avaliados: seis apresentaram atividade
contra P. aeruginosa, uma contra S. aureus e quatro contra C. albicans (Tabela 10, Figura
27).

Dentre os extratos das linhagens avaliadas contra os trés patogenos, os melhores
resultados se concentraram nos extratos da linhagem 400 (N. setofusariae) no qual o extrato
AcOEt (E1) indicou potencial contra os trés patdgenos avaliados e os extratos E1, E2 e E3
indicaram potencial contra C. albicans. Outras amostras que se destacaram nos resultados
dos ensaios antimicrobianos foram as relacionadas aos extratos das linhagens 401 (P.
chrysogenum) e 447 (X. adscendens), as quais apresentaram atividade contra P. aeruginosa
e C. albicans. Banhos (2014), ao avaliar a capacidade antimicrobiana de fungos endofiticos
de M. guianensis ndo encontrou boa atividade antibacteriana, entretanto encontrou uma boa
atividade anticandida para a linhagem de N. haematococca, espécie também relacionada
com o grupo Fusarium. N&o foi econtrado artigos relacionados a ensaios bioldgicos de X.
adscendens, no entanto estudos recentes revelaram este género como uma fonte rica de
metabolitos secundarios farmacologicamente ativos, incluindo atividade citotoxica e
antimalarico (ISAKA, et al., 2014), antimicrobiana (WU, S-H et al., 2014), antifungico

(SILVA, G. H et al., 2010), e inibidor enzimatico (NONG et al., 2013).
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Tabela 10. Resultados de atividade antimicrobiana em placa de Elisa dos extratos de fungos
endofiticos de Gustavia sp. obtidos em escala analitica e revelada com TTC.

Tecido Meio cultura Linhagem Género Extrato P.a Sa Ca
El + +
ISP2 400 Nectria E2 - -
C. galho E3 - -
BDA 435 Ascomiceto E2 - - -
AVEIA 423 Ascomiceto E2 + - -
_— El + - -
Galho ISP2 401 Penicillium
E2 + - -
lari E2 + - -
Folha ISP2 447 Xylaria E3 ) ) .
C. caule ISP2 395 Penicillium El - - -
C. raiz ISP2 404 Penicillium E2 + - -

El= Ext. liquido fermentado (AcOEt); E2 = liquido fermentado (AcOEV/i-PrOH) (7:3); E3 = Ext. do micélio
EtOH/MeOH 1:1 (V/V) na concentragdo de 1 mg . mL™.

5.4.1. Teste de atividade antimicrobiana das frac6es

A avaliacdo da atividade antimicrobiana das fragdes contra os patégenos C. albicans,
S. aureos e P. aeruginosa, indicou 21 amostras ativas. Dentre as 21 amostras, 15 foram
ativas contra P. aeruginosa sendo, cinco de Nectria setofusariae (linhagem 400), oito de
Penicillium chrysogenum (401) e duas de Xylaria adscendens (447) e seis amostras foram
ativas contra C. albicans, sendo cinco da linhagem 400 e uma de 447. As fragOes e extratos
da linhagem 455 (Aspergillus sp.) ndo foram avaliadas nestes ensaios (Figuras 27 e 28). Os
dados obtidos para P. chrysogenum estdo de acordo com a literatura que o descreve como
produtor de substancias B-lactamicas de amplo espectro bactericida, mais a frente. Contudo
ndo encontramos dados para as outras duas espécies avaliadas, exceto poucos relatos para o

género Nectria e Xylaria (BANHOS et al., 2014; SILVA et al, 2010).
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Controle (-)

Ensaio realizado 18/01/2012

Placa de Elisa — Pseudomonas aerugionosa (-)

L {23 [1]2]3 1L [ 2[3]1]2 3
A | Ext3CF2Fla-Fla Ext3CF1F3 Ext12 CF2-F8 Ext.3 Fusarum
B || Ext3CF2Fla-F2 Ext.12 CF1-Fl Ext12 CF2-F9 Ext.3 Xilaria
C || Ext3CF2Fla—F3 Ext12 CF1-F3 ||Extl2 CF2-FIl0,11 Ext. 1,2 F2 Xilaria
D || Ext3CF2Fla-F4 Ext12 CF1-F4 ||Extl2 CF2-FI1213
E || Ext3CF2Fla-F5 Ext.12 CF2-Fl Ext.12 CF2 -Fl4
F || Ext.3 CF2F2-F2ab || Extl2 CF2-F6 Ext.1 Fusarum
G | Ext3CF2F2-F2c Ext.12 CF2 -F7 Ext.2 Fusarium
H Controle (-) Controle (+) Controle (-)

O grau de turbidez (escala de Mc Farland) para P.a e S.a foide 3 x 108
b
Figura 27. Ensaio de atividade em placa de Elisa contendo extratos e fracdes de Nectria setofusariae

e Xylaria adscendens frente a Pseudomonas aeruginosa (a) e quadro com codigos das amostras em
triplicata (b).

Extrato 1 24 24,7
Extrato 2 18 18,0
Extrato 3 25 24,7
F 1Ext 1 14 14,3
F 2Ext 1 25 26,3
F 34Ext 1 18 19,0
F 5Ext 1 24 26,7
F 6 Ext 1 35 35,3
Controle (+) 19 18,3

Figura 28. Ensaio de atividade antimicrobiana das fragdes de Netria setofusariae frente a Candida
albicans (a) e dados tabelados da média de trés repeticoes.
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A atividade antifungica das fracOes de Netria setofusariae foi igual ou superior para
a maioria destas, exceto para fracdo 1 do extrato 1 (Figura 28). Considerando que 0s extratos
de micro-organismos contém menos substéncias que os de plantas, o fracionamento resulta
em misturas memos complexas. Portanto esta acentuada atividade pode esta relacionada a
uma substéncia em especial ou a sinergia de algumas poucas substancias presentes nestas
fragdes. CAFEU; SILVA; TELES (2005) ao realizar um estudo biomonitorado de
metabdlitos de fungos endofiticos de P. marcgravii contra fitopatdgenos isolou cinco
substancias (&cido 2-hexil-3-metil-butanodioico, citocalasin D, 7-declorogriseofulvin,
citocalasin B e griseofulvin e destas apenas as substancias 1 e 2 apresentaram atividade
fungicida. O que corrobora com a hipotese que as fracdes de Netria setofusariae continham
poucas substancias.

Souza et al. (2004), ao avaliar a atividade candicida de 79 fungos endofiticos
isolados de P. marcgravii e de S. cogens ndo detectou essa atividade no meio de cultura
fermentado. Barbosa (2009), ao avaliar 106 extratos de fungos endofiticos de varias
hospedeiras também ndo encontrou resultados relevantes com atividade candicida.
Entretanto Oliveira (2013), ao estudar a biodiversidade e o potencial antimicrobiano dos
fungos endofiticos de Duguetia flagellaris comparou o resultado da bioatividade presente no
meio de cultura de liquido fermentado e de extratos e percebeu que a avaliacdo apenas com
0 meio de cultura fermentado pode deixar passar despercebidas moléculas bioativas, pois
estas estariam em baixa concentragdo. Em continuidade ao trabalho de Oliveira, Queiroz
(2014) investigou o potencial antimicrobiano de Phaecelomyces lilacinus com bons
resultados contra S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans. Os ensaios de bioautografia
revelam a sinergia de 2 a 3 moléculas por fragdes avaliadas. Estes resultados corroboram
com a importancia dos estudos de fungos endofiticos de regides tropicais como o0 que

estamos desenvolvendo neste trabalho.
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5.5. Testes de citotoxidade in vitro

5.5.1. Resultados da avaliacao citotdxica dos extratos brutos

Quarenta e nove amostras de extratos de fungos endofiticos foram avaliados frente as
linhagens de células tumorais de HL60 (Leucemia), SF-295 (Glioblastoma) e MDA-MB435
(Melanoma). Os resultados de inibicdo do crescimento celular sdo apresentados a seguir
plotados em quatro gréaficos, e no texto sdo destacados os melhores resultados.

O grafico da figura 29 apresenta os resultados citotoxicos de 18 extratos de seis
linhagens de Penicillium, no qual foram observados 12 extratos com atividades entre 50 a
100 %, frente as trés linhagens de células tumorais avaliadas. Dentre estes resultados estaca-
se 0 extrato E1 da linhagem de Penicillium chrysogenum frente as trés linhagens de células
avaliadas, o qual indicou inibicdo proliferativa das células tumorais entre 71 a 100 %. Outro
extrato desta mesma linhagem que se destaca é o E3, o qual indicou 72 % de inibicdo das
células tumorais de Glioblastoma. Foi observado também, uma maior concentragdo de
extratos ativos frentes a linhagem tumoral de Glioblastoma, com 8 resultados, sendo estes
extrados: dois de cada linhagem dos Penicillium 1, 2, 5 e 6 (P. chrysogenum), todos com

alta atividade.
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Figura 29. Avaliacdo citotdxica dos extratos de Penicillium spp. E1(AcOEt); E2 (AcOEt/l-prOH
(7:3)); E3 (EtOH/MeOH (1:1)).
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O gréfico da figura 30 apresenta os resultados citotdxicos de 12 extratos de quatro
linhagens de fungos (Aspergillus sp., Actinomiceto, Xylaria adscendens e Nectria
setofusariae), no qual foram observados 18 resultados com atividades promissoras. Dentre
estes destacam-se 0s extratos da linhagem de Aspergillus sp., considerado até aqui, 0 melhor
resultado dentre os demais extratos avaliados. Com excec¢éo do extrato E3 de Aspergillus sp,
frente a linhagem de Melanoma, os demais extratos desta linhagem indicaram alta atividade
com inibicdo proliferativa entre 76 a 100 % frente as trés linhagens de células tumorais
avaliadas. Foram observados também uma maior concentracdo de extratos ativos frentes as
linhagens de Leucemia e Glioblastoma com 14 extratos ativos, sendo quatro de N.

setofusariae, quatro de Actinomiceto e seis de Aspergillus sp., todos com alta atividade.
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Figura 30. Avaliacdo citotoxica dos extratos de Aspergillus sp., Actinomiceto, Xylaria adscendens e
Nectria setofusariae.

No gréfico da figura 31 estdo apresentados os resultados citotoxicos de 12 extratos de
quatro linhagens de fungos (Pestalotiopsis sp., Colletrotrichum sp., Cephalosporium sp. e
uma linhagem néo identificada), no qual foram observados 6 resultados com com alta
atividades frente as trés linhagens tumorais avaliadas. A como nos dois graficos anteriores

foi observado também uma maior concentracdo de extratos ativos frente a linhagem tumoral
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de Glioblastoma com 4 extratos ativos, sendo um da linhagem né&o identificada (NI), um de

Colletotrichum sp. e dois de Pestalotiopsis sp.
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Figura 31. Awvaliacdo citotoxica dos extratos de Pestalotiopsis sp., Colletotrichum sp.,

Cephalosporium sp., NI = ndo identificado frente as linhagem tumorais de Leucemia, Glioblastoma e
Melanoma.

No grafico da figura 32 sdo apresentados os resultados citotdxicos de 7 extratos de
trés linhagens de fungos Ascomicetos, no qual foram observados 3 resultados com alta

atividades frente a linhagem tumoral de Glioblastoma com trés extratos ativos, sedo dois do

Ascomicetos 1 e um do Ascomiceto 3.
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Figura 32. Avaliacdo citotdxica dos extratos de trés linhagens de Ascomicetos frente as linhagens de
células tumorais de Leucemia, Glioblastoma e Melanoma.
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5.5.2. Resultados da avaliacao citotoxica das fragdes

A avaliacdo citotdxica de 32 fracdes, sendo 8 da linhagem 400; 8 da linhagem 401;
10 da linhagem 447 e 6 da linhagem 455. Duas dessas amostras indicaram resultados
promissores inibindo a proliferacéo das trés linhagens de células tumorais com percentual de
inibicdo entre 50 a 100 %, ou seja, de moderada a alta atividade. A amostra 400 (3) de N.
setofusariae (N3) que apresentou 100 % de inibicdo proliferativa das linhagens de células
tumorais de célon e ovario. A amostra 455 (6) de Aspergillus sp. que apresentou atividade
contra as trés linhagens de células avaliadas, sendo o melhor resultado com alta atividade
(94,22 %) contra as células tumorais de ovario.

A tabela 11 apresenta apenas os resultados das fragdes ativas frente as trés linhagens
de células tumorais, no qual os valores correspondem ao percentual de inibicéo IC.

Tabela 11. Resultado da avaliagdo citotdxica das fracBes dos extratos de fungos endofiticos de
Gustavia sp. frente trés linhagem de células tumorais in vitro.

Percentual de inibicao

AMOSTRA - : .
Colon Glioblastoma  Ovario

400 N3F3 100 3,36 100

455 A1 F2 74,48 55,15 94,22

5.5.3. Resultados da avaliacao citotoxica dos constituintes isolados

Trés amostras contendo seis constituintes (descritas a seguir) foram submetidas a
avaliacdo citotdxica frente a quatro linhagens de células tumorais. As amostras 1 [F8(1)] e 2
[F8(2)] correspondem aos constituintes isolados do extrato do micélio da fermentagéo de P.
chrysogenum (401) em CY, identificados no item 6.2.2 - 6.2.3. A amostra 3 (L2c (46)
corresponde aos constituintes isolados do extrato do meio liquido da fermentacdo deste P.
chrysogenum cultivado em ISP2, identificado no item 6.2.3 (Tabela 12). A amostra 1 é uma
mistura dos constituintes (peroxido de ergosterol nas formas endo e exo), a amostra 2 € uma
substancia (Esterigmatocistina) e a amostra 3 é uma mistura de trés constituintes

(trichodimerol, dihydrotrichodimerol e tetrahydrotrichodimerol) identificados no item 5.10.1
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da pag. 120. Os experimentos indicaram resultados promissores principalmente para as
amostras 1 e 2, frente as linhagens de células tumorais de ovario com concentracdo proxima
ao controle (Clsp< 1 pg/mL).

Tabela 12. Percentual de inibicdo de trés amostras isoladas dos extratos de fungos endofiticos de
Gustavia sp. frente a quatro linhagem de células tumorais in vitro.

Amostra Cadigo Leucemia Ovaério Colon Glioblastoma

1 F8 (1) 1,11 0,77 1,95 3,07
0,85-1,15 0,64-0,93 0,45-2,62 2,19-4,30

2 F8 (2) 0,72 0,32 0,73 2,01
0,58-0,88 0,23-0,40 0,48-1,11 1,64-2,46

3 F2(L2C4) >5 >5 >5 >5

4 Dox® 0,01 0,34 0,02 0,24
0,01-0,03 0,22-0,41 0,01-0,04 0,15-0,29

Dox = Doxorrubicina (controle)

Silva et. al., (2006), isolou cinco sesquiterpenoides de Phomopsis cassiae, um fungo
endofitico associado com Cassia spectabilis (Leguminosae). Na qual a avaliacdo citotoxica
dos metabolitos frente a HelLa (linhagem de células tumorais de cancer de colon), tendo
como controle Cisplatina, indicou apenas o metabolito, 3,12-dihidroxicadaleno ativo, porém
a menor concentracdo ativa foi de 1Cso (20 pmol L™). Sendo assim, os dados da tabela 12 em
comparagdo com os resultados obtidos por Silva et al. (2006), sdo mais promissores para as
amostra 1 e 2 frente a linhagem de células tumorais de ovario. A origem do micro-
organismo endofitico e o ambiente da planta hospedeira estdo diretamente relacionados com

as atividades bioldgicas detectadas para estes.

5.6. Teste de atividade alelopética

Foram avaliadas as atividades alelopaticas de 52 amostras, entre extratos e fracoes,
sendo 12 dos extratos em pequena escala e 30 das quatro linhagens escolhidas para estudo
quimico. Os resultados indicaram quatro amostras com potencial alelopatico (inibindo o
crescimento das sementes) e quatro que favoreceram o crescimento das radiculas (Figura
29).

Das quatro amostras que inibiram o crescimento das sementes, 2 sdo de N.

setofusariae (400), 1 de X. adscendens (447) e 1 de Aspergillus sp. (455). Das quatro
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amostras que favoreceram o crescimento das plantulas, 2 sdo da linhagem de 455, 1 da
linhagem de 400 e outra de 447 (Figura 33). Estas amostras apresentaram resultados
semelhante a de fito-homénio de crescimento, isto é, favoreceram o crescimento das
radiculas. Os fito-horménios sdo substancias que atuam sobre a balanca hormonal dos
vegetais, nos processos metabolicos e de crescimento, aumentam a produtividade total de
plantas e melhoram sua resisténcia em condi¢bes climaticas adversas (GARATE;
MAGALHAES; ROMEIRO, 1998; ZULLO & ADAM, 2002).

Ambos os resultados sdo promissores e podem servir como alternativa para o
controle de plantas invasoras e para aumento da produtividade na agricultura, uma vez que
substancias provenientes do metabolismo secundario tanto de plantas e/ou micro-organismos
podem inibir ou estimular o crescimento e desenvolvimento de outras espécies. E certo que

para iSso serdo necessarios outros estudos.
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Figura 33. Resultado dos ensaios de atividade alelopatica.

Biomoléculas denominadas aleloquimicos, produzidas por plantas ou micro-
organismos, quando langadas no ambiente podem influenciar, de modo a favorecer ou

prejudicar o crescimento de outras espécies. Oferecendo assim, novas oportunidades para
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diversificar o controle de pragas na agricultura e na préatica agricola, e, nesse sentido, 0s
fungos podem contribuir de forma positiva.

Os aleloguimicos tém sido estudados como alternativa ao uso de defensivos agricolas
seja como herbicida, inseticida ou nematicida. Essas substancias sdo geralmente isoladas do
metabolismo secundario das plantas, podendo também ser de fungos associados a planta,
como os fungos endofiticos. Dentre a infinidade das classes de substancias com potencial
alelopéatico descritos, destacam-se os fendis, terpenos, poliacetilenos, acidos graxos,
peptideos glicosideos, taninos, alcal6ides, cianogénicos, sesquiterpenos, flavonoides e

acidos fendlicos (ZULLO & ADAM, 2002; MACIAS-RUBALCAVA et al., 2010).

5.7. Rendimentos dos extratos obtidos em escala laboratorial.

Os rendimentos dos extratos obtidos do liquido fermentado e do micélio em escala
laboratorial estdo relacionados na tabela 13. Em todas as linhagens observou-se um maior
rendimento dos extratos do meio micelial, possivelmente devido a presenca de
polissacarideos que sdo extraidos da parede celular, juntamente com os metabdlitos do meio
intracelular dos fungos, que para este estudo tornou-se um interferente.

Tabela 13. Rendimento dos extratos das linhagens de fungos endofiticos.

Linhagem Extrato Extracdo Massa (mg)
447 X12 particdo 1.019
X3 maceragéo 5.403
N1 artico 1.350
400 N2 partic 185
N3 maceragéo 6.241
P1 SPE 1.605
401 (1SP2) P3 maceragéo 4.140
C1 SPE 270,7
401(CY) C3 maceragao 1.510
Al SPE 705
455 A3 maceracio | 2.068
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5.8. Identificacio dos constituintes isolados dos extratos
Os espectros de RMN 1D e 2D completos de todas as amostras isoladas e

identificadas, estdo em anexo.

5.8.1. Linhagem 447 X. adscendens

A amostra X12c F8, um solido amorfo com coloracdo bege, isolada do meio liquido
fermentado de X. adscendens, e revelou uma mancha na analise por CCD com os eluentes
Hex:AcOEt (1:1), porém pela anélise de seus espectros de massas e de RMN 1D e 2D e foi
constatado que esta amostra € uma mistura de duas substancias que sao discutidas a seguir.

No espectro de ions totais de X12cF8 no modo negativo, com ionizagdo por
elétrospray, foi observado um pico intenso em m/z 213 ([M-H]), correspondente a
substancia majoritaria de massa 214 u, e outro bem menos intenso em m/z 221 ([M-H]") que
corresponde a segunda substancia identificada, de massa 222 u. A fragmentagéo seriada do
fon em m/z 213 (MS®) da amostra X12cF8 apresentou apenas um fragmento de m/z 169,
relativos a perda de CO,, indicando assim, a presenca de uma substancia carboxilada na

amostra (Figura 34).

44718 #106-110 RT: 1,14-1,19 AV:5 NL: 3,96
T: ITMS - ¢ ESI Full ms3 213,00@cid20,00 169,00@cidz

100+ 1718 #34 RT: 0,38 AV: 1 NL: 1,04E4
ITMS - ¢ Esn@so,oo-moo,om
95 100 213,1
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Figura 34. Espectro de massas por ESI-ITMS®do ion em m/z 213 ([M-H]) da substancia majoritaria
da amostra X12cF8.
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No espectro de RMN de *H da amostra X12cF8, obtido em CHCI; foram observados
sinais de baixa e de alta intensidades, porém bem definidos, sem sobreposi¢des, passiveis de
serem identificados (Figura 35). Dentre os sinais de baixa intensidade foi observado um com
deslocamento quimico em & 11,94, podendo ser de H de &cido carboxilico ou H de
hidroxilas queladas. Outros sinais foram observados na regido caracteristica de H olefinicos
e aromaticos, entre 6 6,5 e 8,5, e na regido de H alifaticos, entre & 0,85 e 2,35. Estes sinais

serdo discutidos adiante.
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No espectro de RMN de *3C obtido em 100 MHz foram observados sinais intensos,
os quais foram atribuidos a substdncia majoritaria e sinais bem menos intensos, da
substancia minoritaria. Também foi considerada a possibilidade de sobreposicdo de alguns
sinais da substancia minoritaria com os da substancia majoritaria.

Pela analise combinadas dos espectros de RMN de *C e DEPT 135 (Figuras 36 e 37)
e considerando a intensidade dos sinais foram feitas as atribui¢es dos sinais dos atomos de
carbono da substancia majoritaria (1): metilicos em & 13,9 e 15,22; metilénicos em & 22,4,
28,1, 28,8 e 31,5; metinicos em 6 37,5 e 147,3 e carbono quaternario em 6 131,1, 171,8 e
179,9. Os sinais de carbono minoritarios também foram analisados, conforme serd

apresentado mais a frente.
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Figura 36. Espectro de RMN de **C da amostra X12cF8 a 125 MHz, em CDCls.
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Figura 37. DEPT 135 da amostra X12cF8 X12cF8 a 125 MHz, em CDCls.
5.8.2. Identificacdo da substéncia majoritaria da amostra X12cF8
Na analise para a identificagdo da substancia majoritaria os sinais de RMN de BCem
6 171,8 e 179,9 foram atribuidos a &tomos de carbono de grupos carboxilas, coerente com a
perda de CO, observada no espectro de massas. Por sua vez, os sinais em & 131,1

(tetrassubstituido) e 147,3 (metinico) foram atribuidos a uma dupla conjugada com uma das
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1  carboxilas, considerando-se a diferenga de deslocamento quimico e o grau de hidrogenagédo
2 dos mesmos.

3 No espectro de RMN de *H e correlacdes de HSQC é possivel observar a presenca de
4 um quarteto metinico em 4 3,66 (C-37,5), com (J = 7,1 Hz), cuja multiplicidade e constante
5 de acoplamento sugerem a presenca de uma metila vicinal. Esta é confirmada através da
6 observacdo de um dubleto em & 1,36 (C-15,5), com o mesmo valor de J e conforme
7  observacdo em COSY (Figura 38). O hidrogénio em & 3,66 apresentou no HMBC
8 correlagbes com os atomos de carbono em: & 179,9, 171,8, 131,1, 147,3 e 155. O
9  hidrogénio em 6 1,36 apresentou correlacbes no HMBC com os atomos de carbono em: &

10 179,9, 131,1 e 37,5. Estas informacdes sdo coerentes com a estrutura parcial da substancia

11  apresentada na Figura 39.

1,36

—3.6678
—3.6556 | ]
—1.3669
—1.3551

3.6796
3.6439

1.02 3.10

T T T T
3.70 3.65 : 1.40 1.35

12
13 Figura 38. Regides ampliadas do espectro de RMN de 'H e do mapa de correlacdes de HSQC e

14 espectro de COSY da amostra X12cF8 destacando os atomos de hidrogénio em & 1,36 e 3,66.
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Figura 39. Regides ampliadas do mapa de correlagdes de HMBC e da amostra X12cF8 destacando
os atomos de hidrogénio em & 1,36 e 3,66.

No HSQC o sinal do carbono em & 147,3 foi observado em correlagdo com um sinal
de hidrogénio em & 7,02 cuja multiplicidade aparenta a de um tripleto (J = 7,6 Hz). Este
sinal apresenta correlacdes & longa distancia em 2J com os carbonos em & 37,5 e 171,9, além
das correlagbes com os atomos de carbono em & 28,1, 28,8 e 131,1. Este hidrogénio em &
7,02 também acopla com um multipleto em & 2,23 que corresponde a dois atomos de
hidrogénio conectados ao carbono em & 28,8, observados do mapa de correlagbes de COSY.

Desta forma € possivel sugerir uma segunda estrutura parcial para a substancia majoritaria

da amostra X12cF8 (Figura 40).
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Figura 40. Regides ampliadas do espectro de RMN de 'H e dos mapas de correlacdes de HMBC,
HSQC e COSY da amostra X12cF8, destacando os H em 6 7,02 e 2,23.

O multipleto em & 2,23 corresponde a dois atomos de hidrogénio conectados
diretamente ao carbono em 6 28,8 e em correlagdo com os atomos de carbono em 28,1 e
31,5 (metilénicos) e em & 131,1. Esse multipleto ndo apresenta caracteristicas de sinal de
primeira ordem, como pode ser deduzido a partir do nimero de picos e das variacfes das
distancias entre eles (Figura 41). Considerando a semi-estrutura em que os dois hidrogénios
correspondentes a esse sinal sdo apresentados, se poderia esperar um duplo-tripleto em caso
da equivaléncia de ambos ou dois duplo-duplo-tripletos em caso de ndo equivaléncia. No
entanto, o que se tem € um sinal com dez picos. Tem-se portanto, um sistema em que os dois
hidrogénios ndo sdo equivalentes porém, por apresentarem deslocamentos quimicos quase
coincidentes entre si, formam com os atomos de hidrogénio adjacentes um tipico sistema
AMNX. Embora o centro estereogénico no carbono em & 37,5 os fagca quimicamente

diferentes, o ambiente quimico muito semelhante de ambos os faz pouco diferentes
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magneticamente. Nestas condi¢fes, pode-se afirmar também que o sinal do hidrogénio
vizinho em & 7,02 (Figura 40), apesar da aparéncia de tripleto € um duplo-dupleto que

acopla com Js coincidentes com os atomos de hidrogénio em 6 2,23.
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Figura 41. Espectro de RMN de 'H e regides ampliadas dos mapas de correlacdes de HSQC e
HMBC da amostra X12cF8, destacando o hidrogénio em 6 2,23.

O multipleto em & 1,49, correspondente a dois hidrogénios, acopla com os
multipletos em & 2,23 e 1,33, apresenta correlagéo direta com o sinal 6 28,1 (Figuras COSY
e HSQC) e correlagbes com os sinais em 6 147,3, 31,5, 28,8 e 22,4. Dois destes sinais, 0S
metilénicos em & 31,5 e 22,4, também estdo em correlagdo com o tripleto em & 0,89,
conectado ao carbono em & 13,9, caracteristico de metila terminal de cadeia alifatica

(HMBC; Figura 42), completando-se assim a determinacdo da estrutura molecular em

questao.
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Figura 42. RegiGes ampliadas dos mapas de correlagdes de HMBC e HSQC e do espectro de RMN
de 'H, destacando as correlagdes dos sinais de hidrogénio em & 1,49, 1,33 e § 0,89 da amostra
X12cFs8.

Assim, de acordo com os dados dos espectros de massas e RMN 1D e 2D, verificou-
se que a substancia majoritaria da amostra X12cF8 possui a formula molecular C11H104
(213 u; Figura 44), coerente com a estrutura do &cido 2-Hexil-3-metil-butanodioico, também
denominado acido 2-Hexildieno-3-metilsuccinico ou simplesmente &cido piliformico, um
produto natural isolado de fungos endofiticos do género Xylaria (Tabela 14; Figura 44
CAFEU et al., 2005a). O fragmento do ion em m/z 213 ([M-H]) observado para a
substancia majoritaria da amostra X12cF8 também séo coerentes com o &cido piliférmico

(Figuras 35 e 43).
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2 Figura 43. Sugestao de fragmentacdo parcial da estrutura do &cido piliférmico.
3 Tabela 14. Atribuicdes de **C e 'H em comparacdo com os dados da literatura para a substancia
4 &cido piliférmico.
X12cF8! | acido piliformico?
C &°C &y (multdHz) HMBC 8°C &y (mult.J Hz) HMBC
1 1719 172
2 1311 131
3 375 3661H(q7,1)  C-1,C-2;C-4,C5C11 37 3,6(q,7,1) C-1; C-2; C-4; C-5; C-11
4 1799 182
5 1473 7021H(dd,7,6:76) C-1;C-2;C-3;C-6;C-7 146 6,98 (t, 7,4) C-1; C-2; C-3; C-6
6 288 2,232H (m,) C-1;C-2;C-5;C-7;C-8 32 2,22 (m) C-2;C-5;C-7;C-8
7 281 1,49 2H (m) C-5; C-6; C-8; C-9 29 1,42 (m) C-5; C-6; C-8
8 315 1,33 2H (m) C-6; C-9; C-10 33 1,32 (m) C-7; C-9; C-10
9 224 1,33 2H (m) C-7; C-8; C-19 23 1,32 (m) C-7; C-8; C-10
10 13,9 0,89 3H (1,7,0) C-8;C-9 15 0,90 (t) C-8;C-9
11 155 1,36 3H (d,7,1) C-2;C-3;C-4 16 1,31 (m) C-2;C-3; C-4
5  Espectrometro Bruker de 600 MHz em Cloriférmio -d
6  %CHESTERS; O’HAGAN, 1997); (SANTOS, 2006)
E73 “Bruker ARX-200 para espectro de 1D; Bruker AVANCE DRX-400 para espectro de 2D em Cloriférmio -d
9
10 .
11 Figura 44. Acido piliférmico (C11H1704)
12
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O écido piliférmico foi isolado pela primeira vez dos fungos endofiticos X. malie X.
longipes, mas também foi encontrado em outras cinco espécies de Xylaria e em fungos de
outros géneros da familia Xylariaceae como Hypoxylom e Peronea, dos quais foi isolado em
maior quantidade (ANDERSON; EDWARDS; WHALLEY, 1985). Considerando os dados
da literatura recentemente consultados, esta é primeira vez que ocorre o isolamento do &cido
piliformico de X. adscendens.

Este acido ocorre na natureza na forma racémica () em ambas conformacdes E e Z.
A conformacdo em E foi obtida por sintese, a literatura relata que na forma Z, os sinais dos
hidrogénios vinilico e do metileno alilico aparecem em & 6,23 e 2,63
(MANGALESWARAN; & ARGADE, 2000). Embora a conformacdo em E tem sido obtido
por sintese, os dados obtidos no presente trabalho indicam o composto na conformagéo E.

Dados da literatura indicam que o &cido piliférmico apresenta moderada atividade
frente as linhagens de cancer de mama e de pele (CHINWORRUNGSEE et al., 2001), no
entanto este artigo ndo informa qual a conformacdo que foi ativa. O acido piliférmico
também indicou atividade frente aos fungos fitopatogénicos Cladosporium cladosporioidese
Cladosporioides sp. e Haerospermum (CAFEU et al., 2005). Destacando assim a

importancia desse estudo.

5.8.3. Identificacdo do segundo constituinte da amostra X12c F8

Para a identifiagdo da segunda substancia da amostra 447 X12c F8, foi observado
inicialmente no espectro de RMN de *H um sinal com deslocamento quimico em & 11,93,
caracteristico de hidrogénio de hidroxila quelada e cujas correlacbes no mapa de contornos
de HMBC com carbono em & 109,0; 116,4 e 166,2 permitiram propor uma primeira

estrutura parcial para a molécula (Figura 45).
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Figura 45. Regides ampliadas do mapa de correlacdes de HMBC e do RMN de **C da amostra
X12cF8, destacando as correla¢6es do hidrogénio em 6 11,9.

O carbono em & 116,4, esta correlacinado a um hidrogénio em & 6,96 (dbr J=9,0:0,6
Hz), que apresenta acoplamento orto com outro hidrogénio em 8,22 (d J = 9,0 Hz) e
correlagbes com trés atomos de carbono em 6 109,0; 117,6 e 166,4. Igualmente coerente em
uma estrutura parcial aromatica. O hidrogénio em 8,22 foi registrado no HSQC ligado ao
carbono 139,4 e em correlagdes com os atomos de carbonos em & 144,5, 166,2, 171,8, sendo
este atribuido a um carbono acil-carboxilico, uma vez que ndo foi observado qualquer outro

sinal de hidrogénio correlacionado a ele (Figura 46).
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Figura 46. Regibes ampliadas dos mapas de correlagcbes de HMBC e HSQC, espectro de RMN de
3C da amostra X12cF8 e a respectiva estrutura parcial.

Para a identificacdo dos outros ligantes do anel aromatico, foi observado hidrogénio
diastereotopico em 6 3,04 (dd J = 18,0:11,8 Hz), ligados a um carbono metilénico em & 32,8
e em correlagcdes com carbono em 6 109,0, 117,6 e 144,5. O hidrogénio em & 3,04 também
apresenta correlagdes com os carbonos em & 20,7 (metilico) e 75,6 (metinico ligado a
oxigénio). Os atomos de hidrogénio dos carbonos em 6 32,8 e 20,7 apresentam acoplamento
com um hidrogénio metinico em 6 4,67 (dgd J = 11,8: 6,4: 3,2 Hz) conectado ao carbono em
d 75,6, caracteristico de carbono ligado a oxigénio, que sugere a presenca de um anel de
lactona fundido ao anel aromatico. Por fim, o hidrogénio metilico em & 1,56 aparecem
ligados ao carbono em & 20,7 e apresenta correlacdes com os atomos de carbono em & 32,8 e

75,6, completando os dados para determinar a estrutura parcial alifatica ciclica do anel

lactona ligada ao anel aromatico (Figura 47).
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Figura 47. Regides ampliadas dos mapas de correlagdes de HMBC e HSQC, do RMN de *C da
amostra X12cF8, destacando a identificacdo da parcial alifatica da estrutura.

O pico observado em 221 ([M-H]") no espectro de massas (Figura 35 e 48) pressupde
uma substancia de massa 220 u, a qual se ajusta a estrutura da 5-carboximeleina, isolada
pela primeira vez por Anderson e colaboradores em 1985 do fungo Hypoxylon illitium,
pertencente a familia Xylariaceae (Tabela 15; Figura 43b).

Ensaios de atividade alelopatica desenvolvidos nos estudos de Okuno e
colaboradores (1986) indicaram o 5-carboxi-meleina como uma substancia bastante toxica,
pela inibicdo do crescimento de sementes de alface, sendo este resultado de grande
importancia para a agricultura, quando aplicado como uma alternativa no controle de ervas
daninha (OKUNO; OIKAWA; GOTO, 1986).

O 5-carboximeleina e o acido piliférmico, juntamente com outros metabolitos foram

isolados do fungo marinho Halorosellinia oceanica, no qual foram avaliadas as atividades
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citotoxicas, anti-microbiana e antimalarica. Nos estudos de Chinworrungsee e colaboradores
em 2001, ambas substancias exibiram moderada atividade contra células de cancer de pele
com ICsp de 13 e 3 pg.mL™, respectivamente. O 5-carboximeleina exibiu moderada
atividade antimalarica (CHINWORRUNGSEE et al., 2001).

Embora as substancias, acido piliformico e 5-carboximeleina, aqui identificados
sejam metabdlitos fungicos bem conhecidos de ocorréncia na familia Xilareaceae, esta é a

primeira vez que ocorre o isolamento do 5-carboximeleina de X. adscendens.
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Tabela 15. Atribuicdes de *C e *H da substancia 5-carboximeleina em comparacéo com os dados da literatura.

X12cF8! 55C
C &'"H (mult. J/Hz) 51°C HMBC 1) 8'H (mult. J/Hz) [ I i
1 e 1718 e 169,2(s) 170,35 1695
22
3 4,67 1H, (dqd,11,8,6,4,32) 756  =eeeeeeeeee- 4,72 1H (m) 751(d) 7568 754
3,04 1H (dd, 11,8, 3,2) C-3, C-4a, C-5, C-6, C-8a, 2,96 1H (dd,18,0, 12,0)
4 3921H(ddd, 180,118,06) 28 C-9, C-4a, C-5,C-8a 3,82 1H (dd,18,0, 3,0) 320() 3293 322
R 1445 e 1432 (s) 1434
5 e 1176 e 1194 (s) 139,11 1091
6 8,22 1H (d, 9,0) 1394 C-4a, C-8, C-10 8,15 1H (dd, 9,6) 1386(d) 11585 1384
7 6,96 1H (dd,9,0, 0,6) 116,4 C-5,C-8a,C-8 6,94 1H (dd,9,6) 1153(d) 16515 1155
8 e 1662  meeeeeeeeeee- 1637(s) 109,30 1639
8a e 1090 e 1088(s) 14365 120,1
9 1,56 3H (d,6,4) 207 C-3,C-4 1,44 3H(d,6,0) 201(q) 2043 204
10 e 1718 e 168,47  167,2
OH 11931H(s) - C-7,C-8a,C-8 11,61 1H(s)
OH 12,94 1H (s)
! Espectrometro 600/150 MHz, em CDCls.
| = (OKUNO; OIKAWA; GOTO, 1986), (RMN 'H de 60 MHz, em CDCl; e DMSO-d6), 11 =(OPPONG et al., 2009), 111 = (CHINWORRUNGSEE et al.,

2001), (400 MHz, DMSO d)

O OH

(@) (b)
Figura 48. Constituintes da amostra X12cF8, acido piliférmico (C1;H;1704) (a) e 5-carboximeleina (C1;H140s) (b)
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5.9. Linhagem 401 P. chrysogenum — fermentagdo em CY
O fracionamento do extrato do micélio, EC3 da linhagem 401 em CY levou ao
isolamento de quatro amostras que receberam os seguintes codigos: F2 (71), F8(1) e F8(2)

e F10-13(81). Estas serdo discutidas nos topicos a seguir.

5.9.1. Amostra F2 (71)

A amostra F2 (71) apresentou aspecto de 6leo, pouco viscoso de coloragdo branca.
O espectro de RMN de *H dessa amostra indicou presenca de poucos sinais, com destaque
para o sinal de simpleto em & 9,74, caracteristico de hidrogénio de &cidos carboxilicos e
um multipleto em & 5,33, caracteristico de hidrogénio olefinico. Os demais sinais
encontram-se na regido de campo alto 6 0,8 e 2,4 (Figura 49).

A integracdo dos sinais A, B e E do espectro de RMN de 'H permitiu a
identificacdo da amostra como uma mistura de &cidos graxos saturados e mono-

insaturados, em que estes representam entre 10% e 15% da amostra (BARISON et al.,

2010).
71.001.esp g
3 B D E
O'SSE RO-CO-CH,-CH,(CH,),-CH4
0.503
A
043 B D c / \ C E
z o.4o—§ RO-CO-CH,-CH,(CH,),,-CH,-CH=CH-CH,-(CH,),CHj E
E 0.35:; §
% o.3o:§
E 3 B
2 025—2 3
0.20:2 | D
0.15:§ QT')
3 C
0.103 A N
oosd R i § ¥
EREN '
] 1 1 ) -

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0
Chemical Shift (ppm)

Figura 49. Espectro de RMN de 'H da amostra F2 (71), a 600 MHz em CDCl.
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5.9.2. Amostra F8 (1)

A amostra F8 (1) apresentou aspecto de sélido cristalino, cuja anélise por CCD com
Hex:AcOEt (1:1), indicou apenas uma mancha na placa. Na anélise da amostra por
espectrometria de massas foi observado um pico majoritario em m/z 427 ([M-H]) no modo
negativo, compativel com uma substancia de massa 428 u. Também foi observado um pico
em m/z 409, referente a perda de uma molécula de &gua, por ionizagdo na fonte, tipica de

alcodis (Figura 50).

427,17
1007
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80;
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60;

50

40 409,33
307 44133
207 351,25
1 295,17 485,33 821,58
104 249,08 ’ ’
1 22008 52333 55717 60708 67125 72033 76508 8750 90675 98as
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Figura 50. Espectro de massas da amostra F8 (1) por ESI-ITMS no modo negativo.

No espectro de RMN de 'H foi observada a presenca de sinais de dupletos com
deslocamento quimico entre &6 6,22 e 6,67, caracteristicos de hidrogénio olefinicos e
diversos sinais de metilas com deslocamento entre & 0,80 e 1,10, tipicos de esqueleto
esteroidal (Figura 51). A ampliacdo da regido entre 5 6,22 e 6,67 revelou dois pares de
dupletos, um par com menor intensidade em & 6,60 e 6,29 e outro cerca de cinco vezes
mais intenso em & 6,51 e 6,25, porém ambos com o mesmo valor de J (8,5 Hz), revelando
a mistura de duas substancias com o mesmo sistema olefinico e em quantidades bem
diferentes (Figura 52). Em outras regides do espectro também foram observados sinais que

confirmam uma substancia minoritaria na amostra.
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Figura 51. Espectro de RMN de *H da amostra F8 (1), a 400 MHz em CDCl,.
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Figura 52. Regides ampliacdes do espectro de RMN de *H da amostra F8 (1).

A anélise do espectro de RMN de *3C revelou a presenca de 28 sinais mais intensos
com deslocamentos em: 6 12,9, 17,6, 18,2, 19,7, 20,0, 20, 6, 20,9, 23,4, 28,7, 30,1, 33,1,
34,7, 36,9, 37,0, 39,4, 39,4, 42,8, 44,6, 51,1, 51,7, 56,2, 66,5, 79,4, 82,2, 130,8, 132,3,
135,2, 135,4 (Figura 53). Através do DEPT 135 estes sinais foram identificados como sete
de carbonos metilénicos, seis de metilicos, onze de metinicos e quatro atomos de carbono
quaternarios. Os sinais em 6 130,8, 132,3, 135,2, 135,4 confirmam carbonos olefinicos e 0s
sinais em & 66,5, 79,4, 82,2 confirmam carbonos carbindlicos na substancia principal da
amostra.

A anélise combinada dos espectros de massas e de RMN, e a comparagdo com

dados da literatura permitiram a identificacdo da substdncia majoritaria da amostra
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PI3F8(1) como sendo o peroxido de ergosterol, um produto da oxidacdo do ergosterol,
comumente isolado de fungos Tabela 16 (SHIN; TAMAI; TERAZAWA, 2001;YUE et al.,

2001).

401_F2(1).esp

B
o)
|
1354
—1308
517
428
331

56.2

|
—1323
—66.5
511

13241352

—482

559

T T T T T T T T T
128 120 112 104

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16
Chemical Shift (ppm)

Figura 53. Espectro de RMN de **C e DEPT 135 da amostra F8(1), a 100 MHz em CDCls.

Numa nova analise dos dois pares de dupletos em 6 6,51 € 6,25 e em 6 6,60 e 6,29
(Figura 52), verifica-se que ambos correspondem aos atomos de hidrogénio ligados aos
carbonos 6 e 7 do peroxido de ergosterol. Os mais intensos, em & 6,51 e 6,25, estdo
relacionados ao 5a,8a-epidioxi-22E-ergosta-6,22-dien-33-ol, forma endo e 0s menos
intensos, em & 6,60 e 6,29, estdo relacionados ao 53,8B-epidioxi-22E-ergosta-6,22-dien-3p3-
ol, forma exo (YUE et al., 2001). Tem-se portanto a mistura do perdxido de ergosterol nas
formas endo e exo na amostra P13 F8(1), com predominancia da forma endo (5a,8a).

Estudos bioldgicos indicaram o peroxido de ergosterol (5a,8c) um inibidor seletivo
contra a enzima fosfolipase A, PLA; presente em veneno de cobra (Crotalus adamenteus)
além apresentar moderada atividade anti-inflamatoria e antitumoral contra cancer de

prostata (GAO et al., 2007; RUSSO et al., 2010;
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O perdxido de ergosterol (50, 8a) teve recentemente seu potencial antifibrotico
avaliado em rim de ratos, e foi indicado como um possivel agente terapéutico no
tratamento para prevencdo da fibrose renal (ZHU et al., 2014). Com base nos dados das
referéncias acima citadas, pode-se sugerir que o peréxido de ergosterol (Figura 54)
apresenta grande potencial farmacoldgico, sendo os fungos endofiticos a principal fonte

desse metabolito.

E importante ressaltar que até 0 momento n3o foi divulgado ensaios bioldgicos com
0 peroxido de ergosterol na forma exo (5B, 8fB), que seria um dado importante para

identificar a estrutura mais ativa da molécula.
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Tabela 16. Comparagdo entre os dados de RMN da substancia majoritaria da amostra F8(1) e do
peroxido de ergosterol.

F8(1)* Peroxido de ergosterol®
C| 8°c | &'Hmult,JHz 8°C | 8'Hmult,JHz
1 39,7 39,3
2 30,1 30,1
3 66,5 3,97 1H (m) 66,4 3,921H, (M)
4 34,7 34,7
5 79,4 79,4
6 130,8 6,25 e 6,29 2H (d, 8,5) 130,6 6,22 1H, (d, 8,4)
7 135,2 6,51 e 6,60 2H (d, 8,5) 135,3 6,48 1H, (d, 8,4)
8 82,2 82,1
9 51,1 51,1
10 37,0 37,0
11 20,6 20,7
12 39,4 39,3
13 44,6 44,6
14 51,7 51,7
15 28,7 28,7
16 23,4 23,4
17 56,2 56,2
18 12,9 0,73 3H(s) 12,9 0,77,3H (s)
19 18,2 0,84 1H (s) 18,2 0,84 3H, (5)
20 39,9 39,8
21 19,7 0,99 3H (d, 6,6) 19,7 0,95 3H, (d, 6,4)
22 132,3 5,22 1H, (d, 15,1) 132,2 5,18 1H, (d, 15,1)
23 1354 5,13 1H, (d, 15,1) 135,1 5,09 1H, (d, 15,1)
24 42,8 42,8
25 331 331
26 19,7 0,89 3H, (d, 6,9) 20,0 0,79 3H, (d, 6,6)
27 20,0 0,82 3H, (d, 6,6) 20,9 0,77 3H, (d, 6,6)
28 17,6 0,88 3H, (d, 6,9) 17,6 0,86 3H, (d, 7,2)

! Espectrometro de 400/100 MHz em CDCl;

“Espectrometro de 400/100 MHz para **C (KIM et al., 2005).

(e

2

Figura 54. Amostra F8(1) - Peroxido de ergosterol (C,gHz903)
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5.9.3. Amostra F8(2)

A amostra F8(2) apresentou-se como um solido amorfo de coloracdo amarelo forte.
A figura 55 mostra o cromatograma e o espectro de massa da amostra F8(2) obtido em
modo positivo. No qual é observado um Unico pico intenso em m/z 325 ([M+H]"),

correspondendo a uma substancia de massa 324.

100+ 325,26
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Figura 55. Cromatograma (a) e espectro de massas (b) da amostra F8 (2) obtidos por LC/APCI-MS.

No espectro de RMN de 'H da amostra F8(2) foi observado um simpleto em &
13,22, caracteristico de hidrogénio quelado e diversos sinais na regido entre 5 7,60 e 6,4,
indicando substancia aromética. Foi também observado um simpleto intenso em & 4,01, de
grupo metoxila, além de sinais na regido entre 6 4,83 a 5,46, de ligagcdes duplas (Figura

56).
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Figura 56. Espectro de RMN de 'H da amostra 401 PC3 F8(2) e regides ampliadas (CDCls, 600
MHz).

No HSQC o simpleto em & 13,22 ndo apresenta nenhuma correlagdo, porém no
HMBC apresenta correlagdes com trés sinais de carbono aromaticos em 6 109,1, 162,4 e
111,5. Conectado ao carbono em & 111,5 foi observado um hidrogénio em 4 6,76 (dd J =
8,3:0,9 Hz), o qual apresentou fortes correlacbes com carbonos em ¢ 105,9, 109,1 e fraca
com o carbono em & 162,4. Correlacionados pelos valores das constantes de acoplamentos
com o hidrogénio em 6 6,76, o hidrogénio em & 7,51 (dd J = 8,3:8,2 Hz, registrado como
um falso tripleto) e 6,85 (dd J = 8,2:0,9 Hz) estdo conectados respectivamentes carbonos
em 5 135,7 e 105,9.

O sinal em 6 7,51 apresentou correlacdo fraca com o carbono em & 109,1 e forte
com carbono em 6 155,0 e 162,4.

O sinal do hidrogénio em & 6,85 aparece parcialmente superposto com um dupleto
em d 6,84. Relacionadas a posi¢édo de ambos aparecem no HMBC correlagdes fortes com
carbono em 5 48,1, 109,1, 111,5, 145,4 e 164,6 e fracas com carbono em 6 102,6, 106,6,

155,0. Os dados até aqui apresentados sugerem uma estrutura parcial formada por um anel
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aromatico trissubstituido, contendo trés hidrogénio em carbono vizinhos e dois carbono
conectados a oxigénio, tendo um destes oxigénios a formagéo de uma hidroxila quelada
com um carbono acilico ou carbonilico, o qual estd conectado ao sexto carbono do anel

aromatico (Figura 57).
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Figura 57. RegiGes ampliadas do mapa de correlaceds de HMBC da amostra 401 PC3 F8(2)
destacando a multiplicidade dos sinais.

O dupleto em & 6,84 € o Unico sinal que ndo pertence a estrutura parcial sugerida no
paragrafo anterior. No mapa de correlacdo de HSQC o hidrogénio em & 6,84 mostra
correlagdo com o carbono em & 113,3, esse hidrogénio tem o valor da constante de
acoplamento (7,1 Hz) em comum com uma das constantes de outro sinal em & 4,81 (ddd J
= 7,1:2,6:2,2 Hz), que correlaciona com o carbono em & 48,1 e com a aparéncia de um
duplo tripleto. Este hidrogénio em & 4,81 apresentou 5 correlacfes, sendo com carbono em
6 102,6, 106,4 e 145,4, e correlagOes fracas com carbono em 6 113,3 e 162,4. Os dois
carbono (5 102,6 e 145,4), estdo correlacionados respectivamente aos hidrogénio em 6 5,45

(dd J=2,7:2,6 Hz) e em & 6,51 (dd J = 2,7:2,2 Hz) que de acordo com suas respectivas
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1 constantes de acoplamento, acoplam entre si e com o hidrogénio em & 4,81. No mapa de
2  correlacdes de HMBC o hidrogénio em & 5,45 apresenta correlagdes com os carbonos em &
3 48,1, 113,3 e 145,4, e 0 hidrogénio em 6 6,51 apresenta correlagcbes com carbono em &
4 48,1, 102,6 e 113,3. Um singleto com deslocamento em & 6,45, no mapa de correlacdo de
5 HSQC apresenta conec¢do com o carbono em 6 90,6, e no HSQC apresenta correlagdes

6 com carbono em 6 105,9 e 163,4 (Figura 58).
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10  Figura 58. Regides ampliadas espectro de RMN de 'H e do mapa de correlages de HMBC da
11  amostra F8(2), destacando a multiplicidade e as correlagdes dos sinais de hidrogénio.
12
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Figura 59. Estruturas parciais a partir dos dados do mapa de correlacbes de HMBC da amostra
F8(2), destacando os hidrogénios em & 4,81, 5,45 e 6,45.

Os dados dos espectros de RMN 1D e 2D acima discutidos (Tabela 17), juntamente
com os dados do espectro de massas, bem como a comparacdo com dados da literatura
(PACHLER et al., 1976, SAKAI; OHTE; OHSHIRO, 2008) permitiram a identificacdo da
amostra F8(2), como sendo esterigmatocistina (STC), (3aR,12cS)-8-hydroxy-6-methoxy-
3a,12c-dihydro-7H-furo[3',2":4,5]furo[2,3-c]xanthen-7-one) (Figura 60), uma
bifuranoxantona.

STC é uma micotoxina mutagénica e carcinogénica em animais e humanos, com
ocorréncia em diferentes espécies de fungos, mas principalmente em espécies do género
Aspergillus (ZHANG et al., 2013), tendo sido isolada de alimentos como graos, sementes,
queijo e outros (VERSILOVSKIS; BARTKEVICS; MIKELSONE, 2008). A STC ¢
precussora da aflotoxina B; (AFB;) de maior toxidade. Ambas tém estrutrura angular,
porém STC é menos toxica do que AFB;.

Estudos recentes usando substancias de origem de micro-organismos indicaram o
STC como uma substancia promissora no combate a doenca esterosclerética (acimulo de

gordura de baixa densidade em diversos tecidos) principalmente no figado e no intestino.
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STC age na inibicdo da ACAT2 (Acetyl-CoA-acetiltransferase), enzima que atua na

esterificacdo no processo de sintese e acimulo de éster de colesterol (BUHMAN et al.,

2000; OHSIRO et al., 2007; LEE et al., 2013). A atividade inibitéria de STC em relagdo a

ACAT2 é comparavel ao da substancia Piripiropeno A, também produzido por fungo, o

qual possui estrutura angular (SAKALI ; OHTE; OHSHIRO, 2008).

Este é o primeiro relato de esterigmatocistina isolado do fungo P. chrysogenum.

Tabela 17. Comparacdo entre os dados de RMN da amostra F8(2) e da esterigmatocistina.

F8(2)" a B’
c &% §'H (mult, JemHz) | HMBC §¥C | &H
OH 13,21 1H (s) C-2;C-3,C-4 13,25
1 181,4 180,9
2 109,1 108,8
3 162,4 162,1
4 111,5 6,76 1H (dd, 8,3 € 0,9) C-2;C-3;C-6 111,0 6,76
5 1357 7,50 1H (dd, 8,3 ¢ 8,2) C-3eC-7 1354 754
6 1059 6,85 1H (dd, 8,2 € 0,9) C-2; C-4; C-T; 1059 6,84
7 155,1 154,7
8 154,1 153,7
9 105,9 106,4
10 164,6 164,3
11 90,6 6,45 1H (s) C-9; C-10; C-12; C-13 90,4 6,44
12 163,4 163,0
13 106,1 105,7
14 113,3 6,84 1H (d, 7,1) C-10; C-15; C-16; C-17 113,1 6,81
15 48,1 4,81 1H (ddd, 7,1;2,6 € 2,2) C-9; C-10; C-14; C-16; C-17 479 4,82
16 102,5 5,46 1H (dd, 2,7 e 2,6) C-14; C-15; C-17 102,4 5,46
17 1454 6,51 1H (dd, 2,7 e 2,2) C-14; C-15; C-16 1451 6,52
OCH; 568 4,01 3H (s) 566 4,00

'Espectrometro de 600 MHz em CDCl,
2(PACHLER et al., 1976); ((SAKAI; OHTE; OHSHIRO, 2008)

Figura 60. Esterigmatocistina — (C1gH120s)
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5.9.4. Amostra F10-13(81)

No espectro de RMN de *H da amostra 401 PC3 F10 (81), um 6leo pouco viscoso
de coloracdo laranja, foram observados os sinais caracteristicos dos hidrogénios « e f dos
gliceride os em 6 4,15 (1H dd, 11,4:6,0 Hz) e 4,19 (1H dd, 11,4:6,0 Hz) e em 6 3,70 (1H
dd, 11,4:4,2 Hz) e 3,60 (1H dd, 11,4:6,0 Hz), além de um multipleto em & 3,93. Foram
observados diversos sinais com deslocamento entre 6 0,88 a 5,35 que sdo caracteristicos de
atomos de hidrogénio de metilas, metilenos e metinos que compdem as cadeias de acidos

graxos (Figura 61).

125

Figura 61 . Espetro de RMN de 1H da amostra PC3 FlO 13 (81)

A anélise das correlagOes dos sinais de hidrogénio da estrutura do glicerideo, nos
mapas de correlacdes de HSQC e HMBC revelou as correlagdes dos sinais de hidrogénio
em & 3,60 e 3,70 em conectagdo diretamente com o carbono em & 63,1, e multiplas
correlagdo com os sinais de carbono em 6 64,9 e 70,0. Os sinais de hidrogénio em 6 4,19 e
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4,15 apresentou correlagdo diretamente com o carbono em & 64,9, e correlacdo maliplas
com os sinais de carbono em 4 63,1, 70,0 e 174,4. Assim como, o multipleto em & 3,93 no
mapa de correlacbes de HSQC apresentou coneccdo direta com o sinal de carbono em &
70,0 e correlagdes maltiplas com os sinais de carbono em & 64,9 e 63,1. Os dados acima
sdo coerentes com a semi-estrutura tipica de monoglicerideos (Figura 62).
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Figura 62. Regides ampliadas dos mapas de correlagdes de HSQC e HMBC da amostra PC3 F10-
13 (81).

A exploracdo do mapa de correlacGes de HSQC e HMBC da amostra F10-13 (81)
revelou também as correlacbes dos sinais da cadeia de éster alifatico ligada ao
monoglicerideo. O HSQC mostra correlagdo do sinal de tripleto em & 0,88, atribuido a
atomos de hidrogénio metilénico, com o carbono em & 13,7, com J de 7,1 Hz. No mapa de
correlacdo de HMBC mosta correlagdo deste sinal com dois sinais de carbono metilénicos
em & 22,7 e 31,8. O HSQC mostrou o sinal de multipleto em & 1,36, atribuido a hidrogénio
metilénico, em correlacdo direta com o carbono em & 25,7, que no HMBC apresenta
correlagBes com os sinais de carbono metilénicos em & 29,3 e 34,1 e carboxilico em &
174,4. Estas correlagbes podem corresponder a presenga de um éster saturado, como o

acido palmitico, na posi¢do a do monoglicerideo (Figura 63).
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Figura 63. Regides ampliadas dos mapas de correlacdes de HSQC e HMBC da amostra PC3 F10
(81).
Foi observado também no HSQC um pequeno sinal de multipleto em & 5,35,

caracteristico de hidrogénio olefinico, ligado diretamente ao carbono em & 129,5. No
HMBC este hidrogénio apresenta correlagdo com os sinais de carbono metilénicos em &
25,3, 27,1 e 28,9, indicando ligacGes duplas em cadeia alifatica tipica de acidos graxos
insaturados, como o linolénico, o linoleico e o oleico (Figura 64).

Portanto, a amostra 401 PC3 F10 (81) é uma mistura de monoglicerideos de pelo
menos um acido graxo saturado e um &cido graxo insaturado, em menor quantidade. Sendo
necessario a esterificacdo da amostra e analise no espectro de massas para confirmacéo da

presenca dos acidos graxos na mesma.
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Figura 64. Monoglicerideos identificados na amostra 401PC3 F10 (81).

5.10. Linhagem 401 P. chrysogenum — fermentacéo em ISP2

5.10.1. Amostra L2c (46)

A amostra L2c (46) apresentou caracteristicas de solido amorfo de coloracédo
amarela intensa e apenas uma mancha na analise por CCD. No espectro de massas da
amostra no modo positivo ionizada por eletrospray foram observados dois grupos de picos
em m/z 497, 499 e 501 ([M+H]"; Grupo 1 e em m/z 519, 521 e 523 ([M+Na]"; Grupo 2).
Estes picos sdo coerentes com uma série de substancias da classe dos bisorbicilinoides que
se diferenciam entre si apenas pelo grau de instauracdo, com as massas respectivas de 496,

498 e 500 u (Figura 65).
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Figura 65. Espectro de massas da amostra 401 EI1 L2c (46) por ESI no modo positivo.

A semelhanca entre essas substancias foi retificada pela analise de seus espectros de
fragmentacdo que apresentaram ions intensos com valores de m/z iguais ou
aproximadamente a metade do valor da massa fragmentada. Os ions de m/z 497 e m/z 499
apresentaram separadamente, um mesmo fragmento intenso de m/z 249, indicando perda
de massa de 248 e 250, respectivamente. O ion de m/z 501 apresentou um fragmento
intenso de m/z 251, com perda de massa de 250, isto €, as massas dos fragmentos dessas

substancias tambem se diferenciam por apenas duas unidades (Figura 66).
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Figura 66. fons fragmentos MS? dos picos em m/z 497 (a), 499 (b) e 501 (c) da amostra L2c (46)
por ESI no modo positivo.

O espectro de RMN de *H da amostra L2c (46) registrou sinais com deslocamento

quimico na regido acima de 16 ppm, caracteristicos de hidrogénio fortemente quelados.
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1  Apresentou também diversos sinais na regido entre & 7,28 e 5,25, caracteristicos de H

2  olefinicos, e sinais na regido de metilas, metilenos e metinos (Figura 67).
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Figura 67. Espectro de RMN de 'H de 600 MHz da amostra 401 PI1 L2c (46) e regides ampliadas.

o O b~ w

Os sinais de hidrogénio com deslocamento acima de 16 ppm ndo apresentam
7  correlacdo direta com nenhum sinal de carbono observado no mapa de correlacGes de
8 HSQC, por outro lado, a integracdo destes sinais indicam que ha pelo menos uma
9  substancia majoritaria na amostra, na qual pode-se estimar as quantidades relativas na

10 ordem de 4:3:2, no qual os sinais em & 16,53 e 16,38 correspondem a uma mesma

11  substancia (Figura 68). Ao longo da discussdo dos dados veremos exatamente quais sdo

12  estas substancias.

16,59

4.01 2.92
| — l_

13 16 60 16 85 1680 6 am 16 40

14  Figura 68. Reglao ampliada espectro de RMN de 'H da amostra L20(46) destacando sinais dos
15  hidrogénios acima de 16,00 ppm.
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Para cada um dos sinais de hidrogénio acima de 16 ppm foram observadas as

correlagcdes no mapa de correlagdes de HMBC, por exemplo: para o simpleto em & 16,53

foram observadas as correlagdes com os sinais de carbono em & 34,8, 57,6, 103,4 e 192,8

(Figura 69). Assim como para o simpleto em & 16,37 no HMBC foram observadas as

correlagdes com os sinais de carbono em & 102,8, 175,9 e 118,8 (Figura 69).
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Figura 69. Regides ampliadas do mapa de correlacbes de HMBC da amostra L2c(46),
apresentando as correlagdes dos sinais de hidrogénio em & 16,53 e 16,37 ppm.
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No espectro de RMN de *H da amostra L2c (46) também foram observados sinais
tipicos de hidrogénio de metilas ligadas a carbono olefinicos. Um desses sinais, um dupleto
em & 1,65 (d, 6,2 Hz) que no HSQC mostrou conec¢do com o carbono em & 18,1, e no
HMBC apresentou correlagcbes com os sinais de carbono em & 129,1 e 126,5. O HSQC
mostrou as correlagbes dos sinais de hidrogénio em & 5,42 (m) e 5,50 conectados,
respectivamente aos sinais de carbono olefinicos em & 129,1 e 126,5 e no HMBC foi
observado as correlagdes destes sinais de hidrogénio com os sinais de carbono em 6 18,1 e
28,2. Este carbono em & 28,2 por sua vez, foi observado no HSQC em coneccao direta com
sinais de hidrogénio metilénicos em & 2,28 (m). Foram observados outros sinais de
hidrogénio multipletos em & 2,38 e 2,46, que no HSQC estdo conectado ao carbono em &
34,6. No HMBC estes sinais em & 2,38 e 2,46 correlacionam com os sinais de carbono em
6 192,8, 129,1 e 28,2 (Figura 70). O carbono em & 192,8 coincide com aquele observado
nas correlagdes do hidrogénio quelado em 6 16,53 (Figura 69), o qual também apresenta
correlacdo com o carbono em & 103,4, indicando assim, as correlagdes entre estas
estruturas.

Para a identificacdo da outra parte da molécula que possui uma insaturacdo foi
observado no mapa de correlacdo de HSQC, o sinal de hidrogénio com deslocamento em &
1,89 ligado ao carbono metilénico em & 19,0 no HMBC apresentou correlagdo com 0s
sinais de carbono em 6 131,0 e 140,3. No HSQC o carbono em & 140,3 mostrou correlacéo
com o hidrogénio em 6 6,19 e no MHBC correla¢fes com os sinais de carbono em & 143,7
e 19,0. No HSQC o carbono em & 143,7 apresentou correlacdo direta com o hidrogénio em
d 7,32, este por sua vez no HMBC apresentou correlagdo com os sinais de carbono em &
140,3 e 175,9, (Figura 71). O carbono em & 175 coincide com aquele observado nas

correlagbes do hidrogénio quelado em & 16, 37 (Figura 69), o qual também apresenta
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1 correlagdo com o carbono em & 102,8, indicando assim, as correlagOes entre estas
2  estruturas.
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Figura 71. RegiGes ampliadas dos mapas de correlagdes de HSQC e HMBC da amostra L2c(46)
destacando sinais dos hidrogénios em 6 1,89, 6,14, 6,19 e 7,32.

As anélises dos dados até aqui, juntamente com a busca na literatura, para esta
amostra, L2c(46) revelou tratar-se de mistura de trés substancias pertencentes a classe dos
bisorbicilinoides (dihidrotrichodimerol, tetrahidrotrichodimerol e trichodimerol), no qual
vale a pena uma reflexdo sobre os altos valores de deslocamento quimico dos sinais de
hidrogénio endlicos e dos sinais de carbono nas posi¢des 7/7° desses bisorbicilinoides
(Figura72). Como exemplo, vamos considerar o dihidrotrichodimerol que possui uma

cadeia lateral conjugada com o sistema -cetoendlico e a outra ndo conjugada.
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Figura 72. Estrutura molecular do bisorbicilinoide dihidrotrichodimerol.

Os valores acima de 16 ppm para os hidrogénios endlicos indicam que eles estdo
muito deficientes de densidade eletrdnica, o que pode ser justificado tanto pelo equilibrio
quimico quanto pela forte conjugacdo envolvendo as respectivas estruturas -ceto-enolicas

da molécula (Figura 73).

H e
Oj gO 1 OQ ’O 1
+ ,xH\.. - - --/H\ +

20" i0: 00 o
| 7 /Rl R\)\/’K%Rl

Figura 73. Estrutura de ressonancia do sistema de conjugagdo [3-ceto-endlicas da molécula.

R

A conjugacdo deixa os oxigénios enolicos com uma carga parcial positiva,
aumentando mais ainda seu efeito indutivo retirador de elétrons sobre os hidrogénios
conectados, e assim as desblindagens destes. Note-se que esta desblindagem é maior para o
hidrogénio endlico do dihidrotrichodimerol proximo a cadeia lateral que ndo esta conjuga
com o sistema [B-cetoendlico. Também neste lado da molécula observa-se o maior
deslocamento quimico para o carbonos enolico (C-7/7°), em torno de 192 ppm contra 176

ppm para o outro carbono endlico. Esse deslocamento, mais comumente encontrados para
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carbonilas conjugadas pode ser explicado considerando-se um equilibrio quimico tal que
ambas as estruturas ceto-endlicas possam coexistir em quantidades considerareis, fazendo
ambos os carbonos registrarem um sinal tipico de cetonas conjugadas. Além disso, uma
forte conjugacéo envolvendo os pares de elétrons livres dos oxigénios endlicos, acentua o
carater carbonilico dos carbonos ligados a eles e diminui seu carater endlico. Quanto a
significancia do equilibrio quimico, basta considerar as correla¢cbes dos hidrogénios
enolicos em ambos os lados dos sistemas B-ceto-endlicos (Tabela 18, figura 74).

Em relacdo a conjugacdo de ambas as estruturas ceto-endlicas em equilibrio,
observou-se 0s menores deslocamentos quimicos dos carbonos e hidrogénios enolicos
proximos a cadeia lateral conjugada com o sistema B-ceto-enolico, fato esperado pela
contribuicéo dessa cadeia lateral para 0 aumento da densidade eletronica na parte central da
molécula. Tanto o equilibrio quimico p-ceto-endlico em discussdo, quanto a
presumivelmente forte conjugacdo das respectivas estruturas podem ser atribuidos a forte
planaridade tipica de toda a parte central dos bisorbicilinoides.

A mesma sequencia de correlac6es foi observada iniciando-se com o sinal da metila
em & 1,89 (d, 6,2 Hz), porém observando-se no lugar dos carbonos sp® em & 28,2 e 34,8 e
de seus respectivos hidrogénios, sinais correspondentes a uma dupla ligagdo. Outros sinais
e respectivas correlacdes dos espectros de RMN 1D e 2D, juntamente com as analises dos
espectros de massas e a comparacdo com dados da literatura (LEE et al., 2005; LIU et
al,.2005a) permitiram identificar a substancia correspondente aos dados discutidos acima
como o dihidrotrichodimerol (Tabela 18; Figura 74). Permitiram também a identifica¢do na
amostra L2c (46) outras duas substancias igualmente pertencentes a classe dos
bisorbicilinoides: o trichodimerol (Tabela 19; Figura 75) e o tetrahidrotrichodimerol

(Tabela 20; Figura 76).
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A diferenca entre estas substancias encontra-se nos carbonos 8 ¢ 9 e/ou 8’ ¢ 9°, para
0s quais no trichodimerol ha duas ligagdes duplas, uma em cada cadeia lateral alifatica da
molécula; no dihidrotrichodimerol h& apenas uma ligacdo dupla nesses carbonos, em uma
das cadeias laterais; e no tetrahidrotrichodimerol as duas cadeias laterais ndo contém as
respectivas duplas.

Tabela 18. Atribuicdes de *C e 'H e comparacdo com os dados da literatura para a
substancia Dihidrotrichodimerol.

L2c (46)° Dihidrotrichodimerol®
C 8% & (mult,JemHz) HMBC §C 8'H
1 57,8 2,92 1H (s) 13°,4,2°,6,3,5,7 57,8 2,92 1H (s)
2 78,9 79,0
3 104,1 104,1
4 57,5 57,4
5 192,8 1914
6 103,4 103,3
7 193,1 192,8
8 34,8 2,46 1H (m) 9,10,7 34,7 2,38 m
2,38 1H (m) 9,10,7 245m
9 28,2 2,28 2H (m) 11,10,7 28,2 227 m
10 129,1 5,42 1H (m) 12,9 129,0 5,42m
11 126,5 5,50 1H (m) 12,9 126,4 549 m
12 18,1 1,65 3H (d, 6,2) 11, 10 17,8 1,64d (6,0)
13 21,3 1,42 3H (s) 1,2,3’ 21,2 1,425
14 18,7 1,43 3H () 1°,4,3,5 18,6 144s
OH 16,53 1H (s) 6,8,7 16,54 s
1’ 57,8 2,98 1H (s) 14,13°,4,2°,6°,3",5° 57,6 2,98s
2’ 78,9 78,9
3 103,8 104,2
4’ 57,5 58,7
5’ 192,8 198,3
6’ 103,4 102,8
A 175,9 176,0
8 1186 6,14 1H (d, 14,8) 10,7’ 1184 6,14 d (14,4)
9> 1437 7,32 2H(ddd, 14,8:10,9: 7,9) 11°,7 143,6 7,32 dd (10,8:15,0)
10’ 131,0 6,29 1H (m) 12° 130,8 6,29 m
11’ 140,3 6,19 1H (m) 9°,12° 140,4 6,20m
12° 19,0 1,89 3H (dd, 6,8) 11°,10° 18,8 1,88d (6,6)
13’ 24,1 1,42 3H (s) 1,2, 3 21,3 142s
14’ 19,0 1,44 3H (s) 1,3,4°,5 19,1 143s
OH 16,37 1H (s) 6,7,8 16,39 s

*Espectrometro 600 MHz para *H e para °C 150 MHz em CDClse TMS como padrdo interno.
(LEE et al., 2005)° 400 e 600 MHz em CDCl; e TMS como padr&o interno.
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Figura 74. Dihydrotrichodimerol -(CH340s), (MM = 498)

Tabela 19. Atribuicdes de *C e 'H e comparacdo com os dados da literatura para a
substancia Trichodimerol.

L2c(46) | Trichodimerol”

C 5% $'H (mult,JemHz) |  HMBC e 5*H

1 57,5 2,98 1H (s) 2,3,4,5,7,13, 14 57,5 2,99 1H (s)

2 789 789

3 104,1 104,1

4 592 58,8

5 1081 198,0

6 102,7 102,7

7 175,8 175,9

8 1189 6,14 1H (d, 14.8) 7,10 1185 6,13 1H (d, 15,0)
9 1437 7,32 1H (ddd, 14,8: 10,9: 7,9) 7,11 1436 7,31 1H (dd, 14,7: 10,2)
10 1310 6,29 1H (m) 12 130,9 6,28 1H (m)
11 1403 6,19 1H (m) 9,12 140,4 6,22 1H (m)
12 190 1893H (d, 6,2) 10,11 187 1,88 3H (d, 5,7)
13 21,1 1,42 3H (s) 1,2,3 213 1,42 3H (s)
14 18,7 1,45 3H (s) 1,3, 4,5 18,9 1,45 3H (s)
OH 16,32 1H (s) 6,7,8 16,34 1H (s)
I’ 57,5 2,98 1H (s) 57,6

> 789 789

3’ 104,1 104,2

591 58,7

s 1081 1983

& 1027 1028

7 175,8 176,0

g 1189 6,11 1H (d, 14,8) 7,10 1184 6,13 1H (d, 15,0)
9’ 143,7 7,32 1H (ddd, 14,8: 10,9: 7,9) 7,11 1436 7,31 1H(dd, 14,7: 10,2)
10 1310 6,29 1H (s) 12’ 130,8 6,28 1H (M)
11" 1403 6,19 1H (m) 9,12’ 140,4 6,22 1H (m)
12 190 1893H (d, 6,8) 100, 110 188 1,88 3H (0, 5,7)
13 211 1,42 3H (s) 1,23 213 1,42 3H (s)
4 197 1453H (5) 1,345 189 1,45 3H (5)
OH 16,32 1H (5) 6, 7,8 16,34 1H (5)

*Espectrdmetro 600 MHz para 'H e para °C 150 MHz em CDCl;e TMS como padréo interno.
(LEE et al., 2005)° (LEE et al., 2005)° 400 e 600 MHz em CDCl; e TMS como padréo interno.
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Figura 75. Trichodimerol- (Cy3H3,0g) (MM = 496)

Tabela 20. Atribuicdes de *C e 'H e comparacdo com os dados da literatura para a
substancia Tetrahidrotrichodimerol.

L2c (46)? Tetrahydrotrichodimerol®

C s°%  §H(mult.JemHz) |  HMBC stc | 5H

1 592 2,91 1H (s) 2,3,4,2,6,3,5,7 58,7 3,02 1H (s)

2 78,9 79,5

3 1038 105,0

4 576 58,7

5 1924 1923

6 1045 104,8

7 1924 1938

8 345 2,45 1H (m) 7,9,10 35,1 2,41 1H (dt, 14,9: 7,4)

2,39 1H (m) 7,9,10 2,57 1H (dt, 15,4: 7,7)

9 28,2 2,28 2H (m) 7,10, 11 29,0 2,25 2H (m)

10 1291 5,42 1H (m) 9,12 130,4 5,45 1H (m)

11 1265 5,50 1H (m) 9,12 1265 5,49 1H (m)

12 180 1,65 3H (m) 10, 11 18,0 1,61 3H (br d, 5,0)
13 216 1,42 3H (s) 1,2,3 21,9 1,35 3H (s)

14 215 1,42 3H (s) 3,4,5 19,9 1,38 3H (s)
OH 16,59 1 H (s) 6,7,8 16,61 1H (s)

I’ 592 2,91 1H (s) 2,3,4,5,6,7,13, 587 3,02 1H (s)

2 789 14 79,5

3 1045 105,0

4 576 58,7

s 1924 1923

6 1038 104,8

71924 1938

8 345 2,45 1H (m) 7,97, 10° 35,1 2,41 1H (dt, 14,9: 7,4)

2,39 1H (m) 7,9, 10° 2,57 1H (dt, 15,4: 7,7)

9 28,2 2,28 2H (m) 7,9, 10, 11° 29,0 2,25 2H (m)

100 1291 5,42 1H (m) 97,127 130,4 5,45 1H (m)

11’ 1265 5,50 1H (m ) 97,127 1265 5,49 1H (m)

12 180 1,65 3H (m) 107, 117 18,0 1,61 3H (br d, 5,0)
13’ 215 1,42 3H (s) 2,3 21,9 1,353H (s)

14 191 1,42 3H (s) 345 19,9 1,38 3H (s)
OH 16,59 1H (s) 6°,7.8 16,61 1H (s)

*Espectrometro 600 MHz para 'H e para **C 150 MHz, com uso de TMS como padrdo interno e para a
amostra CDCls.

(LIU et al., 2005a)° Espectrometro 600 MHz para *H e 150 MHz para *C, com uso de TMS como padréo
interno, e acetona delterada.
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Figura 76. Tetrahidrotrichodimerol - (C,3H350s), (MM = 500)

As primeiras substancias da classe dos sorbicillina foram isoladas como
contaminantes no processo de producdo da penicilina do fungo Penicillium notatum em
1948, por Cram e Tishler (BRINGMANN et al., 2010). Em 1981 foi isolado novamente e
nos anos seguintes, membros dessa familia tém sido isolados de cepas de diversos
ambientes diferentes (HARNED; VOLP, 2011).

Os bisorbicilinoides sdo derivados de um mesmo precursor policetideo simples, a
sorbicillina (Figura 77), que segundo hipdtese de proposta biogenética, a sorbicillina é
primeiramente ativado por oxidacdo e subsequentes reacdes de dimerizacdo seguidas por
reacOes intramolecular. (GRAVEL & POUPON, 2008). As moléculas formadas foram
classificadas por Nicolau (1999), como sorbicilinoides (monémero) e bisorbicilinoides

(dimeros) (LI et al., 2010).

bisorbicillinol

OH /
\/\/:?f T
OH
NS
7 @) \

trichodimerol

Figura 77. Sorbicillina, precursor comum de diferentes bisorbicilinodes (GRAVEL & POUPON,
2008).

Os sorbicilinoides sdo produtos naturais, altamente oxigenados, de moléculas
bioativas que tém sido isolados ndo somente de Penicillium, mas esporadicamente de

fungos Tricoderma, Verticillium e Acremonium, de sedimentos de fontes terrestres ou

135



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

21

marinha (HARNED, VOLP, 2011; MA et al., 2011; EVIDENTE et al., 2009; KONTANI;
SAKAPMI; MARUMO, 1994; TRIFONOV et al., 1986). A maioria dos sorbicilinoides
pertence a classe dos bisorbicilinoides, os quais possuem uma caracteristica marcante e
intrigante que s&o suas estruturas no formato de gaiola.

Os bisorbicillinoids, sdo formados a partir de duas moléculas de sorbicilina ou outra
especie de sorbicilina oxidativamente ativada, seja por ciclo adi¢do de Diels Alder ou por
sequencia de reacdo de Michael (Figura 78), levando a diferentes compostos de interesse

(GRAVEL & POUPON, 2008; NICOLAOU, 1999b).

Oxidacao enantioseletiva

Sorbicillin [hexacetideo]

cetalizacédo

Figura 78. Proposta da rota biossintética para formacgdodo trichodimerol a partir da sorbicillina.
Adaptado de (NICOLAOU, 1999).

Trichodimerol, dihidrotrichodimerol e tetrahidrotrichodimerol sdo produtos naturais
pentaciclicos, altamente oxigenados pertencentes ao grupo dos bisorbicilinoides, que
apresentam diversas atividades bioldgicas, tais como Glioblastoma, melanoma e cancer de
esdfago, antitripanossomal e inibidor TGF-p e TNF-o (fator regulador de células
cancerigenas) (ALY et al., 2011; SERWE; ANKE; ERKEL, 2009; LEE et al., 2005; GAO
etal., 1995 e BALDE et al., 2010).

No geral, os sorbicilinoides aqui isolados tém sido registrados na literatura, isolados
de fungos de fontes de sedimentos marinhos ou espécies de esponjas marinhas ou

oceénicas. Apenas o trichodimerol foi isolado e divulgado de P.chrysogenum (GAO;
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LEET; THOMAS, 1995), este € o primeiro relato da mistura dos trés bisorbicilinoides

Trichodimerol, dihidrotrichodimerol e

tetrahidrotrichodimerol)

isolados

de fungo

endofiticos P. chrysogenum associado a Gustavia sp. coletada na floresta amazénica.

5.10.2. Amostra L2c (48)

A analise exploratoria por LC/MS da amostra L2c (48)indicou diversos picos com

tempo de retencao entre 8,9 a 12,18, sendo o pico em 10,05 o majoritario (Figura 79).

T. 0.00 - 18.00
049
650000
aoooooé
550000%
500000%
450000%
400000
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300000% |
250000%
200000% \ 162
1500007 \

100000] 3.57\ 670 623 6.76
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O

NL:
6.70ES
Total Scan
PDA
Fatima_48
_D_140213
171909

Figura 79. Cromatograma da amostra L2c (48).

A analise de cada tempo de retencdo por espectrometria de massas

revelou as

sequintes m/z 517, 499, 513, 514, 515 e 497 [M+H]" juntamente com suas respectivas

massas com aduto de sodio [M+Na]".

O espectro de RMN de *H da amostra L2c (48) registrou sinais com deslocamento

quimico na regido acima de 16 ppm, caracteristicos de hidrogénios fortemente quelados,

além de diversos sinais na regido entre 6 7,80 e 5,20, caracteristicos de H olefinicos, e

sinais na regido de metilas, metilenos e metinos. Sinais estes similares aos encontrados na

amostra L2c(46) (Figura 80).
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Figura 80. Especto de RMN de 'H de 600 MHz em CDClI; e regides ampliadas da amostra L2c
(48).

A figura 81 apresenta 0s espectros de massas, juntamente com as sugestdes de
possiveis estruturas das substancias relacionadas com as massas encontradas para amostra
L2c (48) em comparacdo com a literatura (HARNED; VOLP, 2011).

O sinal intenso de m/z 517 corresponde a mesma massa da substancia
tetrahidrobisvertinolona, assim como o sinal de m/z 499 para a substancia bisvertinoquinol.
O mesmo ocorre para 0s sinais de m/z 497 e 515 que correspondem as substancias
bisorbicilinol e 16,17-dihidrobisvertinolona, respectivamente. O sinal que corresponde a
m/z 513, é relativo a massa do bisvertinolona contendo as duas liga¢6es duplas das cadeias

laterais da molécula do 16,17-dihidrobisvertinolona, figura a seguir.
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1  Figura 81. Perfis dos espectros de massas da amostra L2c(48), contendo sugestdo de membros da subfamilia sorbicilinoides.
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Sendo assim, com base nos resultados da amostra anterior (L2c (46), juntamente
com as buscas na literatura permitiu inferir que as substancias presentes na amostra
L2c(48) sejam de substancias membros da subfamilia dos sorbicilinoides, conhecidos
como bisvertinolides, produtos naturais bioativos isolados de diversos géneros de fungos,
tais como Acremonium, Trichoderma, Verticillium, e também de Penicillium
(BRINGMANN et al., 2005; MASKEY; GRUN-WOLLNY; LAATSCH, 2005; LIU et al.,
2005c; HARNED; VOLP, 2011). E importante ressaltar que este é primeiro relatado dessa
classe de substancia como produto de P. chrysogenum associado a Gustavia sp. coletada na

floresta amazonica.

5.10.3. Amostra PI3F7 (62)

A amostra PI3F7 (62) apresentou-se como um sélido cristalino, na qual as analises
dos dados dos espectros de massas e de RMN *H (Figura 82) sdo exatamente coincidentes
com os dados descritos para o perdxido de ergosterol (pagina 110, tabela 16 e figura 54),
sendo que a amostra P13 F7 (62) corresponde apenas a forma endo da substancia. Portanto,
esta substancia foi isolada do extrato do micélio da linhagem de P. chrysogenum nos dois

meios de cultura ISP2 e CY.

] MO1: 6.5 ppm; d; J=8.4; 1H
4 MO02: 6.24 ppm; d; J=8.4; 1H

6.51
—6.50

0.15 |

0.10 4 1.03 1.00

0.05 +

Figura 82. Espectro de RMN de *H em 600 MHz da amostra PI13F7 (62) e regides ampliadas.
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5.11. Linhagem 455 de Aspergillus sp.

5.11.1. Amostra A3b36_3P

A amostra 36_3P foi isolada como um solido branco, que com base nas analises do
espectro de RMN de 'H foi caracterizado como uma mistura de pelo menos duas
substancias, no qual foram observados diversos sinais entre & 7,15 a 7,31, sinalizando pelo

menos uma substancia aromatica (Figura 83).

36_F3P.H.esp Methanol

7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0

Figura 83. Espectro de RMN de 'H da amostra A3b36_3P em MeOD e regides ampliadas.

No mapa de correlacdo de HSQC, o sinal registrado em & 3,51 atribuido a 4&tomos
de hidrogénio metilénicos, mostra correlagdo direta com o carbono em & 44,9. No HMBC
este sinal em & 3,51 apresenta correlagdes multiplas com os sinais de carbonos em & 130,2,
138,4 e 178,8. Dessa forma, pode-se inferir que o metileno separa um grupo aromatico de
um grupo acido carboxilico ou éster.

Os sinais de hidrogénio em 6 7,17, 7,25 e 7,29 no mapa de correlacdo de HSQC

apresentam, respectivamente, correlacdo direta com os sinais de carbono em 6 127,7, 129,7
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e 130,2. No mapa de correlagdes de HMBC o hidrogénio em o 7,17 apresentou correlagéo
com o sinal do carbono em & 130,2, o hidrogénio em & 7,25 apresentou correlacbes com 0s
sinais de carbono em 6 129,4 e 138,4 e o hidrogénio em & 7,29 apresentou correlacfes com
0s sinais de carbono em & 44,9, 127,7 e 130,2. Nenhuma outra correlacdo foi observada

para os sinais discutidos neste paragrafo, indicando que na amostra 36_F3P estava presente

o &cido fenilacético (PAA) (Figura 84).

351 Lﬁ 3,51

E £ 35
E 130 3
=5 E 40
- 140 §45
? 150 £ 50
£ 160 c 55
= 170 = 60
<188 @) g0 - 65
Tr; WWWWTW:
355 3.50
35
q 8 ~
M~ N —
N
MM 8 ~
7,25 N PR ]
H < = - 40 e~
130,21L 7,17 7 60 120
1277 & 1277 . 125
- 80
3 130
1294 |2'|5 OH - 100 135
138,4 ! =
449! H E 140
127,717,29 - 120
138,4 < 1277 8 s
=== 2
T R adaan et
7.3 7.2 73 1.2

Figura 84. Regides ampliadas dos mapas de correlacfes de HSQC e HMBC da amostra 36_F3P
destacando as correlagdes dos sinais de hidrogénio.

A outra substéncia presente na amostra em quantidade bem menor foi o acido 4-
metoxifenilacetico, revelado pelas ampliacbes dos sinais na regido aromatica. As
correlacdes de sua metoxila estdo apresentadas na figura 85 e sua estrutura, com todas as

correlacdes observadas sdo apresentadas na figura 86.
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Figura 85. Espectro de RMN de *H e ampliagdes dos mapas de correlagdes de HSQC e HMBC da
amostra 36_F3P, destacando o sinal de hidrogénio em & 3,76.

O acido fenilacético (PAA) é um solido branco com odor desagradavel, que
conjugado com a glutamina sdo constituintes normais da urina do ser humano. E
encontrado na forma de acetato em fluidos bioldgicos de pacientes com nefrite e/ou
hepatite, bem como pacientes com fenilcetondria (doenca que provoca o retardo mental)
(WIGHTMAN & LIGHTY, 1982; MONTEIRO & CANDIDO, 2006).

O PAA é produzido naturalmente pela glandula metapleural da maior parte das
espécies de formigas, o qual é e utilizado como um agente antimicrobiano, e também na
producdo de substancias ilicitas, como metanfetaminas (TSUJIKAWA & KUWAYAMA,
2013).

O é&cido 4-metoxifenil acético € um metabodlito isolado de fungo e de planta.
Estudos bioldgicos indicaram este acido como um metabdlito potencial no tratamento de
cancer em uso direto ou indireto, como componente na sintese de compostos inorganicos
aplicados no tratamento da quimioterapia de cancer ou como agente inibidor de enzima

que catalisa o metabolismo oxidativo de compostos quimicos de origem exdgena e
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enddgena (drogas, toxinas, esteroides, prostaglandina e outros) (EL-BEIH et al., 2006;

GOMEZ-RUIZ & KALUDEROVIC, 2008; KIM et al., 2011).

Na tabela 21 s&o apresentadas as atribui¢fes dos sinais observados nos espectros de

RMN 1D e 2D, em comparagdo com os dados da literatura para identificagdo dos

constituintes contidos na amostra 36 F3P.

Tabela 21. Atribuicdes de **C e *H em comparacéo com os dados da literatura para as substancias,
acido fenil acético e acido 4-metoxifenil acético.

A3b36 3P ° | (MCNULTY; DAS, 2009)

C &®C &M (mult,JemHz) HMBC 81C 8'H
1 1783 e 1779

2 449 3,51 2H (s) C-1,C-3,C-4 41,4 3,61
R << Y S ——

4 130,2 7,29 2H (m) C-2,C-6,C-7 133,0 7,39
5 1294 7,25 2H (m) C-3,C-7 129,5

6 1277 7,17 1H (m) C-4,C-8 128,5 7,18
7 1294 7,25 2H (m) C-3,C-5 127,0

8 1302 7,29 2H (m) C-2,C-6, C-7 129,5 7,39

Acido 4-metoxi fenil acético®

C &% &"H (mult, JemHz) HMBC sC &'H
1 1787 - 178,2

2 432 3,43 2H (s) C-1,C-3 40,1 3,36
3 1259 @ e 125,6

4 1303 7,19 2H (m) C-2, C-3,C-5, C-6 130,4 7,22
5 1149 6,83 2H (m) C-3,C-7 1145 6,83
6 1600 = -mmeeeee- 159,0 3,77
7 1149 6,83 2H (m) C-5,C-3 1145 6,83
8 1303 7,19 2H (m) C-3,C-5 130,4 7,22
9 558 3,76 3H (s) C-9 56,2

#Espectrometro Bruker 600 MHz para 'H e 150 MHz para *C, com TMS como padrao interno e MeOD
para amostra.
b Espectrometro Bruker 200 MHz para *H e 50 MHz para **C, com TMS como padrio interno e CDCly
para amostra.

(a)
Figura 86. Substancias identificadas na amostra 36_F3P, 4cido fenil acético (a) e acido 4-metoxi
fenilacético (b)

H;CO

(b)

OH
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5.12. Linhagem 400 de N. setofusareae

5.12.1. Amostra Nla (15)

Os dados de RMN 1D e 2D para a amostra 15, apesar de terem sido obtidos em
CDCI; deuterado e ndo em metanol deuterado, apresentaram coeréncia com 0s descritos na
identificacdo da amostra A3b36F 3P. Logo a amostra 15 foi identificada como sendo o
4cido fenilacético. A figura 87 apresenta o espectro de RMN de *H e ampliagdes dos

mapas de correlagcbes destacando os sinais identificados.

—_ £ 40
E 60
15.H.esp 3 1275 ]
_ i
E g0 L =
< 1287 =
1.0 3 <5 —
E 100 129,5
% E
09 i 1335 E
(——=HMmBC} ~ HMBC £ ‘
74 73 72 740 | 785 730 725
3,66
07 F126

E 128

0.6

—7.27

£ 130

T
7.35

7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0
Figura 87. Espectro de RMN de 'H da amostra 15 e regies ampliadas dos mapas de correlacdes
de HMBC e HSQC.

5.12.2. Amostra N1C (16_2P)
A amostra 16_2P apresentou aspecto semi-solido de coloragdo marrom e, no

espectro de RMN de *H, a presenca de sinais na regido entre & 7,90 a 8,25, caracteristico de
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atomos de hidrogénio aromaticos, e diversos sinais na regido relativa a hidrogénio

metilénico, metinico e metilico (Figura 88).

16_2P.001.esp METHANOL-d4 METHANOL-d4

—215

0.13 =
0.12 -

0.11 =

MO4: 8.22 ppm; br. d; J=1.1; 1H

MO3(d) MO3: 8.18 ppm; d; J=7.9; 1H

0.10 =

0.09 =

3 M02:J7.94 ppm; dd; J=7.9, 1.1;

=
@

0.08 - ‘ % g
0.07 - : g
0.06 -

0.05 = | I

3
2 %
o |

-8.19

—8.22
8.22

T T T T T T T T T T T
0.04 = 8.25 820 ps 8.20 815 800 795

Figura 88. Espectro de RMN de 'H da amostra N1C (16_2P) da linhagem N. Setofurariae em
MeOD.

No mapa de correlacdo de HSBC foi observao um sinal alargado em & 8,22, este
apresentou conecgdo direta com o carbono em & 147,8 e no HMBC mostrou correlagdes
com os sinais de carbono em & 141,1 (metinico aromatico), 143,7 e 149,0 (quaternario). O
hidrogénio em & 7,94 (d J = 7,9 Hz), no HSQC apresentou correlacdo direta com o carbono
em & 141,1 e no HMBC mostrou correlagbes com sinais de carbono em & 33,5
(metilénico), 125,4 (metinico olefinico), 147,8, 149,0 e 169,9, sendo este atribuido a um
carbono carboxilico. Comparando os valores das constantes de acoplamento dos sinais de
hidrogénio, foi observado que o hidrogénio em & 8,18 (d J = 7,9 Hz), acopla em orto com o
hidrogénio em & 7,94, e no HMBC o sinal em 6 8,18 apresenta correlagdo com os sinais de
carbono em 6 143,7, 147,8, 149,0 e 169,9. Na descricdo foram contabilizados trés carbonos

hidrogenados e dois carbonos ndo hidrogenados para o sistema aromatico, sugerindo
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assim, a presenca de um heteroatomo na estrutura anelar, podendo ser um oxigénio ou um

nitrogénio. Estes dados permitem propor uma estrutura parcial da molécula (Figura 89).

S
Lo g
g N 1437 77%'
F10c 4
125,4 E
<3 ¢ g 335
- o 7940d (71.9:1,1) |joz'g
HMBGC g HSQC 149,0
— et 169,9

1811 HMBC
141, .
143,7 ——— )
< e 147,8 — 1
147,8 = s ——
149,0 i — . ? =
149,0 R 150
160
169,9 . 169,9 168
< —— < - s

S B o L ey L e e
8.25 8.20 8.15 8.10 8.05 8.00 7.95 7.90

Figura 89. Amplia¢Ges dos mapas de correlagdes de HMQC e HMBC da amostra N1C (16_2P) da
indicando as correlag¢fes dos sinais de hidrogénio do anel aromatico.

Para a identificacdo dos outros ligantes do anel aromético, observou-se inicialmente
que o carbono em & 33,5 apresenta correlagao direta com o sinal de tripleto em 6 2,69 (J =
7,1 Hz), o qual no mapa de correlagbes de HMBC mostrou correlagfes com 0s sinais de
carbono metilénicos em & 23,3 e 34,1 e com o0s sinais de carbono aromaticos em & 141,1,
143,7 e 147,8. No mapa de correlagdo de HSQC foi observado que o sinal do hidrogénio
em & 1,31 apresentou correlagdo direta com o carbono metilénico em & 23,3 e no HMBC
mostrou correlagdes com um carbono metilico em 6 14,2 e com o metilénico em & 34,1. No
HSQC o sinal de hidrogénio em & 1,59, apresentou correlacdo direta com o sinal do
carbono em & 34,1 e correlagfes a longa distancia com os sinais de carbono em & 23,3,
33,5 e 143,7. O carbono em & 14,2 apresentou no HSQC correlagdo direta com um
hidrogénio metilico em 4 0,92 (J = 7,3 Hz), e correlacdes a longa distancia com os sinais

de carbono em 6 23,1 e 34,1.
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Para definir

0 heteroatomo do anel

aromatico,

foram considerados 0s

deslocamentos quimicos dos sinais de carbono desta parte da molécula, especialmente

daqueles conectados a ele, os carbonos em 6 149,0 e 147,8. Estes valores sdo compativeis a

vizinhanca de um nitrogénio e muito baixos para a vizinhanca de um oxigénio, o qual seria

necessariamente carregado positivamente na estrutura aromatica proposta. Dessa forma

pode-se inferir que trata-se de um anel piridinico. A revisao da literatura sobre o género do

fungo Nectria setofusareae permitiu identificar a substancia como sendo o acido fusérico

(AF) ou &cido 5-butilpiridinicocarboxilico (Figura 90).
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O AF foi isolado pela primeira vez em 1937, do fungo Fusarium heterosporum. E
uma micotoxina com baixa toxicidade, porém junto com outras micotoxinas, que ocorrem
naturalmente no fungo, torna-se potencialmente mais toxica para animais e plantas
(BACON; PORTER; 1996).

Esta substancia apresenta potencial para o desenvolvimento de agentes virucida.
Estudos revelaram seu potencial para o tratamento de HIV, além do efeito de seus ésteres
como herbicidas naturais no controle de ervas daninhas (CAPASSO; EVIDENTE;
CUTIGNANO, 1996; LI et al., 2014; RAMAUTAR & MABANDLA, 2012). Este é o
primeiro relato da ocorréncia do AF em Nectria setofusariae associado a Gustavia sp.

A tabela 22 apresenta as atribui¢fes dos sinais de carbono e hidrogénio observados
nos espectros de RMN 1D e 2D. A figura 91 apresenta a estrutura do acido fusarico,
identificado da amostra N1C (16_2P).

Tabela 22. Atribuicdes de **C e *H em comparagdo com os dados da literatura para a substancia
acido fusarico.

N1C (16_2P)* | Acido fusarico?
C &%C 8 (mult, JemHz) HMBC §C &'H
1 e e e e
2 1490 e e 1449 e
3 1253  8,181H(d,7,9) C-2, C-4,C-5, C-6, C-11 124,5 8,17
4 1411 7,94 1H (dd, 7,9:1,1) C-2,C-3,C-6,C-7,C-11 138,5 7,75
5 1437 e e 1431 -
6 1477 8,22 1H (br) C-2, C-4, C-5, 1476 8,70
7 335 2,69 2H (t, 7,1) C-4,C-5,C-6, C-8,C-9 32,7 2,71
8 341 1,59 2H (m) C-5,C-7,C9 32,9 1,62
9 233 1,31 2H (m) C-8,C-10 22,2 1,34
10 142 0,92 3H (t, 7,3) C-8,C-9 13,7 0,90
11 1699 e e 1652 -

1 Espectrometro Bruker 600 MHz para *H e para *C 125 MHz, em MeOD com TMS como padrio interno.
2 (STIPANOVIC, 2011) Espectrdmetro Bruker AVANCE 300 e 500 MHz para *H e para *C 75 e 125 MHz, com
uso de TMS como padréo interno e para a amostra CDCl3

Figura 91. Acido fusarico (5-butil piridinicocarboxilico)
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1. CONSIDERAQC)ES FINAIS

Este trabalho teve como objetivo realizar estudos quimicos e biologicos de fungos
endofiticos associados a uma espécie de Gustavia coletada no Amazonas. Para isso, foram
isolados 93 fungos endofiticos dos tecidos vegetais de Gustavia sp., dos quais foram

conservadas 67 linhagens.

Por meios de técnicas macromorfolégicas e de microcultivo dos fungos foram
identificados em sete géneros: Fusarium, Xylaria, Pestalotiopsis, Penicillium,
Cephalosporium, Aspergillus e Colletotrichum. Alguns desses fungos foram identificados
como ascomicetos. O género Penicillium foi o de maior ocorréncia, com a maior

incidéncia de isolados na casca da raiz.

A atividade antimicrobiana dos extratos contra os patdgenos (bactérias Gram
negativas, Gram positivas e uma levedura), indicou potencial para os extratos de Nectria
setufusariae (linhagem 400). Fracdes dessa linhagem e de Penicillium chrysogenum
(linhagem 401) mostraram-se as mais promissoras contra os patégenos P. aeruginosa e C.

albicans, com 21 amostras ativas.

As atividades citotoxicas in vitro dos extratos dos fungos exibiram excelentes
resultados, com 46,9% das amostras indicando alta atividade (75% a 100% de inibicéo)
contra as linhagens de células tumorais de Leucemia, Glioblastoma e Melanoma,
destacando-se linhagens de Aspergillus e Penicillium chrysogenum (linhagem 401) como
as mais promissoras - 100 % de inibicdo. As atividades citotoxicas in vitro das fragdes dos
extratos com o0s melhores resultados positivos, também exibiram resultados promissores,
com percentual de inibicdo entre 50% e 100 % contra linhagens células tumorais de Colon
e Ovario, destacando amostras das linhagens de Nectria setufusariae (linhagem 400) e

Aspergillus sp.
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A substancia esterigmatocistina isolada do meio liquido e a mistura do peroxido de
ergosterol na forma endo e exo, isoladas do meio micelial e P. chrysogenum apresentaram
resultados promissores de inibicdo proliferativa das linhagens de células tumorais de
leucemia, ovario e colon, com concentracéo inibitdria proxima a do controle positivo, Clsg
<1 pg/mL.

A atividade alelopatica dos extratos e fragGes indicou potencial para as amostras
das linhagens de X. adscendens (447), N. setufusariae (400) e Aspergillus sp. (455),
inibindo ou favorecendo o crescimento das radiculas em quase 100 %. Os resultados
favorédveis asemelham-se aos de fito-homonio de crescimento. Estes resultados mostraram
0 potencial dos extratos de fungo endofiticos como alternativa para o controle de plantas
invasoras e/ou para aumento da produtividade na agricultura.

Dentre os metabolitos identificados nas quatro linhagens (&cido fenil acético e
acido fusarico do fungo Nectria setofusariae, acido piliformico e 5-carboximeleina do
fungo Xylaria adscendens, acido 4-metoxi fenil acético e acido fenil acético do fungo
Aspergillus sp., peroxido de ergosterol, mistura de monoglicerideos, estrigmatocistina,
mistura do trichodimerol, tetrahidrotrichodimerol e dihidrotrichodimerol) estudadas
guimicamente, além da esterigmatocistina isolada de P. chrysogenum chamam atencdo 0s
bisorbicilinoides da mesma linhagem, uma classe interessante ndo apenas por suas
estruturas Unicas, mais também pelas atividades biologicas relatadas na literatura. A
presenca da esterigmatocistina e dos bisorbicilinoides, e a detecgéo por espectrometria de
massas de outros sorbicilinoides nessa linhagem a tornam um alvo promissor para novas

investigacdes quimicas e de atividades biologicas.
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