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RESUMO

Micro-organismos associados a vegetais desempenham um papel importante na
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos. Com isso, a busca por novas fontes
de substancias bioativas tem se intensificado, destacando os estudos realizados com
fungos endofiticos, os quais apresentam uma elevada diversidade taxondmica e
estrutural dos metabdlitos secundarios, sendo estes com potencial antitumoral,
antimicrobiano e antifungico. Estas observacGes motivaram o desenvolvimento do
presente trabalho, o qual visa a bioprospec¢do dos fungos endofiticos associados as
variedades morfoanatdmicas da espécie vegetal Casearia sylvestris e o estudo do perfil
metabolémico de Preussia sp por abordagens OSMAC (One Strain Many Comounds).
Para tanto, o isolamento dos fungos endofiticos conduziu a vinte e quatro linhagens
puras, sendo onze linhagens de C. sylvestris var. lingua e treze de C. sylvestris var.
sylvestris, resultando em extratos brutos promissores na producdo de substancias
bioativas. A bioprospeccéo inicial conduziu a sele¢do do fungo endofitico Preussia sp.,
afim de realizar um estudo quimico da espécie por meio de abordagens OSMAC. O
cultivo em laboratério, nem sempre mimetiza o habitat natural dos micro-organismos e
ndo exploram de maneira completa toda diversidade das vias biossintéticas. Pequenas
alteracBes nos parametros fisicos e quimicos de fermentacdo sdo capazes de modificar
completamente o perfil metabolémico desses micro-organismos. Essas estratégias
buscam elicitar novas rotas biossintéticas, aumentando a diversidade dos metabolitos
secundarios produzidos a partir de uma Unica cepa fungica. Com isso, foram
estabelecidas trés estratégias de estudo, variando a composi¢do nutricional do meio
cultivo (MDB, Milho e MDB+Cu?"). O estudo de Preussia sp., cultivado em meio
liguido de MDB, levou ao isolamento de seis dicetopiperazinas, uma isoflavona
(Daidzeina) e o acido 2-(4"-hidroxifenil) propiénico. Do cultivo da linhagem em meio
solido de Milho foram isoladas duas xantonas, sendo uma isolada pela primeira vez
como produto natural, trés oxepinocromanonas e trés furocromanonas, sendo uma
furocromanona descrita pela primeira vez na literatura. O cultivo da linhagem em meio
liquido de MDB com adicdo de ions cobre, conduziu ao isolamento de duas
oxepinocromanonas, sendo uma inédita, além de uma pirriolida e a 2,4-diidroxi-3,6-
dimetilbenzaldeido. Varredura no espectro de UV do extrato bruto do cultivo em MDB,
na auséncia de cobre, néo indicou a presenca de cromonas, sugerindo que este metal
esteja elicitando a producdo desta classe de metabdlitos. Esse resultado fortalece a
abordagens de novas ferramentas eficazes na elicitagdo de novas vias biossintética por
meio de alteragdes nos parametros de cultivos. Algumas substancias puras foram
submetidas a avaliacdo da atividade fitotoxica e erradicacdo de biofilme formado pela
bactéria S. epidermidis ATCC 34984 e apresentaram bioatividade. Portanto, esses
resultados ressaltam a importancia de estudos da diversidade metabdlica de fungos
endofiticos, uma vez que estes possam ser uma fonte promissora de novos metabolitos
secundarios bioativos por meio de uma Unica cepa fungica.

Palavras-chave: Casearia sylvestris. Fungos endofiticos. Preussia sp..OSMAC.



ABSTRACT

Microorganisms associated with plants perform an important role for discovery and
development of new drugs. Hence, the search for new sources of natural bioactive
compounds has been intensified, emphasizing the studies carried out with endophytic
fungi, that present a high taxonomic and structural diversity of secondary metabolites,
with antitumoral, antimicrobial and antifungal potential. These observations led to the
purpose of the present work, that aimed the bioprospection of endophytic fungi
associated with two morpho-anatomical varieties of the vegetal species of Casearia
sylvestris and the metabolomic profile of Preussia sp. by the OSMAC (One Strain Many
Comounds) approach. Therefore, the isolation of endophytic fungi conducted to twenty
four pure strains, eleven strains from C. sylvestris var. lingua and thirteen from C.
sylvestris var. sylvestris, resulting in promissing crude extracts for production of
bioactive compounds. The initial bioprospecting led to the selection of the endophytic
fungus Preussia sp. and a chemical study by OSMAC approach were accomplished.
Cultivation in the laboratory doesn’t always mimics the natural habitat of the
microorganisms and because of that the diversity of biosynthetic pathways aren’t fully
exploit. Small changes in the physical and chemical parameters of fermentation are
capable to modify completely the metabolomic profile of these microorganisms. These
strategies are used to elicit new biosynthetic pathways and increase the production of
secondary metabolites using only one fungal strain. Thereby, three strategies varying
the nutritional composition of the culture medium (PDB, Corn and PDB+Cu?*) were
selected. In the study of Preussia sp., cultivated in liqguid medium of PDB, six
diketopiperazines, one isoflavone (daidzein) and the 2-(4-Hydroxyphenyl) propanoic
acid were isolated. With the same strain, cultivated in solid medium of corn, two
xantones, one of them isolated for the first time as a natural product, three
oxepinochromenones and three furochromanones, one of them described for the first
time in the literature, were isolated. The cultivation in liquid medium of PDB with
addition of copper ions, afforded to the isolation of two oxepinochromenones, one
already known and the other a novel molecule, besides the pirriolide and the 2,4-
dihydroxy-3,6-dimethylbenzaldehyde. It wasn’t found, with a closer look in the UV
spectrum of the crude extracts obtained from the liquid medium of PDB without copper
addition, the presence of chromones, suggesting that the metal elicited the production of
this class of metabolite. This result strengthens that the new approaches for eliciting
new biosynthetic pathways through changes in cultivation parameters are effective
tools. Some of the isolated compounds were submitted to evaluation of the phytotoxic
activity and eradication of biofilm formed by the bacterium S. epidermidis ATCC 34984
and presented bioactivity. Finally, these results highlights the importance of studies of
the metabolic diversity of endophytic fungi, since it may be a promising source in the
discovery of new bioactive fungal secondary metabolites through a single fungal strain.

Keywords: Casearia sylvestris. Endophytic fungi. Preussia sp..OSMAC.
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1. Introducéo

1.1 Produtos Naturais

Ao longo da histdria, sabe-se que a Natureza, principalmente as plantas, tem
fornecido recursos naturais imprescindiveis para o desenvolvimento e sobrevivéncia do
homem. Embora de forma rudimentar, a espécie humana utilizou os produtos naturais
na caca, na alimentagéo, na cura de doencas, etc.

Apesar da grande importancia dos metabolitos primarios como matéria-prima
para inimeros processos, plantas, fungos, bactérias e animais sdo cultivados ou
extraidos de seu habitat em busca de substancias especiais, 0os chamados metabolitos
secundarios. Esses metabolitos servem de base na industria agroquimica para a
produgdo de pesticidas, herbicidas, fabricacdo de produtos cosméticos, perfumes,
corantes e principalmente no desenvolvimento de farmacos (BARREIRO; BOLZANI,
2009; LUBBE; VERPOORTE, 2011).

A curiosidade acerca das estruturas quimicas dos produtos naturais €, no
entanto, relativamente recente, e estudos sistematicos feitos nesse sentido datam apenas
da segunda metade do século XIX.

Isolada em 1804 pelo farmacéutico alemdo Friedrich Wilhelm Adam, a
morfina (Figura 1) como constituinte majoritario de Papaver somniferum, planta da
qual se obtém o dpio, foi o primeiro metabdlito secundario a ser comercializado, por E.
Merck em 1826, e foi amplamente utilizada durante a Segunda Guerra Mundial e €é
usada até hoje como analgésico. E inspirou a descoberta posterior dos derivados 4-fenil-
piperidinicos (Figura 1) como uma nova classe de hipnoanalgéesicos de emprego mais
efetivo e seguro. (BARREIRO; BOLZANI, 2009; CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN,
2014).
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Figura 1 - Morfina e derivados 4-fenil-piperidinicos.

o CHs

Morfina

Meperidina

CH, O

N N
OH
CHs
5 o

N-metil-4fenil-pieridina-4-carbonilado ~ Acido N-metil-4fenil-pieridina-4-carboxilico
Fonte: Autor

Descobertas como o antibiético penicilina G (Figura 2), por Fleming em 1929,
isolada do fungo Penicillium notatum e outros antibidticos ndo s6 auxiliaram no
aumento da expectativa de vida, mas serviram de estimulo para desenvolvimento de
novos programas de pesquisa em torno dos produtos naturais. Esta descoberta iniciou
um periodo de extensa investigacdo de micro-organismos, principalmente por empresas
farmacéuticas, na busca por novos antibidticos, como a descoberta das cefalosporinas,
como a cefalosporina C, isolada de fungos do género Acremonium, e as tetraciclinas,
como a clortetraciclina, isoladas de actinomicetos do género Streptomyces (Figura 2)
(CRAGG, GROTHAUS; NEWMAN, 2014).
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Figura 2 - Antibioticos produzidos por micro-organismos.
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Newman & Cragg publicaram quatro revisdes (2000, 2007, 2012 e 2016) as
quais mostram que aproximadamente 31% dos farmacos de uso clinico presentes no
mercado farmacéutico séo origem natural (Figura 3). De modo geral, esses compostos
sdo encontrados como isolados, derivados, analogos ou entdo obtidos através de
processos de semi-sintese. Em ultima analise, os metabolitos obtidos de fontes naturais
tém servido de inspiracdo para a sintese de novas entidades quimicas (NEWMAN;
CRAGG, 2007, 2012, 2014).
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Figura 3 - Total de novos farmacos aprovados entre Janeiro/1981 e Dezembro/2014. (B -
macromolécula bioldgica; N - Produto Natural inalterado; NB - farmaco botéanico, definido
como mistura; ND - derivado de Produto Natural; S - farmaco sintético; S* - farmaco sintético;
S* - farmaco sintético que apresenta como farmacoforo um Produto Natural; V - vacinas; /NM -
mimetizam Produtos Naturais.
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$*/NM, 162, 10% B, 250, 16%

N,67,4%

o / NB, 9, 1%

$*,61,4%

S/NM,172,11% ~ ND, 320, 21%

/0

S$,420,27%

mB mWN mNB END =S S/NM mS* mS*/NM mV
Fonte: Newman e Cragg (2016)

Em revisdo sobre produtos naturais como fontes de novos farmacos nos
Gltimos 30 anos, Newman & Cragg (2012), relatam que um nudmero significativo de
farmacos baseados em produtos naturais sdo produzidos por micro-organismos. E mais
interessante ainda, sé@o produzidos pelas constantes interagcfes microbianas com 0s
hospedeiros na qual esses micro-organismos foram isolados.

Os micro-organismos tém atraido a atencdo de muitos pesquisadores, e vem
aumentando expressivamente nos Gltimos anos, principalmente, visando o entendimento
das relagBes ecoldgicas as quais desenvolvem com seus hospedeiros, além de serem
uma fonte inspiradora para a descoberta de novos metabdlitos secundarios bioativos. De
23.000 compostos ativos (antimicrobianos, citotoxicos, antivirais e imunossupressores)
a partir de micro-organismos, 42% sao produzidos por fungos e 32% por actinomicetos.
12% dos antibidticos sdo produzidos por bactérias ndo filamentosas e cerca de 20% sdo
produzidos por fungos filamentosos (DEMAIN, 2014).

Nesse contexto, uma classe especifica de micro-organismos se destaca, 0s
fungos que vivem no interior de espécies vegetais, sem afeta-las e, até mesmo

protegendo-as contra stress bidticos e abidticos, chamados de fungos endofiticos.
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1.2 Fungos endofiticos e seu potencial metabolico

Antes de se iniciar o estudo desta comunidade € importante a definicdo do
termo endofito, termo originalmente introduzido por Bary (1866), refere-se a todos o0s
organismos que colonizam tecidos de plantas, distintos dos epifiticos que vivem na
superficie das plantas. Carroll (1986) definiu como endofiticos como mutualistas que
colonizam partes aéreas de tecidos vegetais vivos e ndo causam danos ao hospedeiro, e
a partir do qual fungos patogénicos, micorrizicos sdo excluidos (SUN; GUO, 2012).
Petrini (1991) ampliou a definicdo de Carroll, incluindo todos os organismos que
habitam diferentes 6rgaos vegetais (raiz, caule, folha, flor, frutas e sementes) das plantas
hospedeiras, principalmente inter ou intra-celular, pelo menos uma fase do seu ciclo de
vida, sem causar dano aparente para a planta hospedeira (ZHENG et. al, 2016). Os
micro-organismos endofiticos sdo isolados dos tecidos internos do hospedeiro, apos
esterilizacdo da superficie dos mesmos, seguido de incubacdo sobre uma variedade de
meios para estimular o crescimento destes (PETRINI et al., 1992).

Considerando a existéncia de cerca de 300 mil espécies de plantas de diferentes
nichos e ecossistemas e que estas podem hospedar pelo menos um fungo endofitico, a
diversidade destes micro-organismos € enorme (STROBEL; DAISY, 2003). No entanto,
apenas alguns destes tém sido estudados, indicando que a oportunidade de se encontrar
um fungo endofitico promissor & ampla. Além disso, estudos sobre os fungos
endofiticos de plantas sdo fundamentais para fornecer informag6es sobre a diversidade
global e distribuicdo, bem como para a descoberta de novas espécies (ZHENG et. al,
2016).

E relatado que as interacbes entre fungos e seus hospedeiros resultam no
aumento da producdo dos metabdlitos secundarios por estes micro-organismos. Dessa
maneira, os fungos endofiticos sdo uma fonte importante para a descoberta de novos
metabdlitos secundarios bioativos, uma vez que crescem nos tecidos internos de plantas
e seu crescimento envolve continua interacdo metabdlica entre os organismos. Este é
um exemplo de triagem inteligente e uma estratégia para a exploracao do potencial de
producdo de metabdlitos secundarios bioativos que um fungo pode oferecer (SCHULZ
et al., 2002).
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As interacdes estabelecidas pelos endofitos podem variar de mutualismo
(endofito e planta hospedeira obtém vantagens) a parasitismo (somente o endofito é
beneficiado). Na associagdo mutualistica o endofito recebe nutrientes e protecdo da
planta hospedeira, enquanto auxilia a planta na produgdo de enzimas e metabdlitos
secundarios na protecao contra patdgenos (BAE et al., 2009; KUSARI, 2015).

Alguns relatos sugerem um complexo sistema de comunicacdo envolvendo
cruzamento de informacgdes genéticas entre endofitos e a planta hospedeira durante a
formacdo da associacdo. Além disso, os genes envolvidos podem regular a producéo de
metabdlitos secundarios bioativos e conferir resisténcia as plantas hospedeiras
(BAILEY et al., 2006). Como exemplo, em plantas sensiveis a seca, 0s fungos
endofiticos, além de armazenarem e secretarem acUcar e alcool, também reduzem a
transpiracdo das folhas, evitando assim o stress hidrico da planta (ZHANG; SONG;
TAN, 2006).

No entanto, a interacdo mutualistica entre fungos endofiticos e plantas esta
sendo questionada, pois a adaptacdo em seu hospedeiro depende também do gendtipo da
planta e do endofito, de fatores abioticos e de outras espécies que interagem direta ou
indiretamente com hospedeiro (FAETH, 2002; MULLER; KRAUSS, 2005).

Outros autores sugerem que a colonizacdo assintoméatica decorre de um
equilibrio entre a viruléncia do fungo endofitico e as respostas de defesa da planta. Esta
balanca € dindmica e pode ser alterada sob condi¢Oes de stress do hospedeiro ou
alterac@es fisiologicas em um dos organismos envolvidos (SCHULZ et al., 2005). A
interacdo endofito-planta pode ndo ser apenas o equilibrio entre a viruléncia e as
respostas de defesa, mas uma interagdo mais complexa. Por exemplo, o endofito F.
solani, isolado de C. acuminata, a qual produz o anticancerigeno camptotecina
(KUSARI et al., 2009), também produz os precursores da camptotecina. No entanto, a
enzima envolvida na biossintese deste composto esta presente somente na planta
hospedeira (KUSARI; ZUHLKE, SPITELLER, 2011). Entdo é necessario reconsiderar
se a transferéncia horizontal de genes (planta para genoma do enddéfito ou vice-versa) é
0 Unico mecanismo no qual os endofitos possam produzir 0s mesmos compostos que
seu hospedeiro (KUSARI; SPITELLER, 2011).

Como as plantas sdo colonizadas por diversos micro-organismos endofiticos,
estes podem interagir direto ou indiretamente como outros endofitos. Estas interacdes
desempenham um papel fundamental na producéo de metabdlitos por bactérias e fungos
endofiticos (KUSARI; HERTWECK; SPITELLER, 2012).
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Dentre os estudos com fungos endofiticos, alguns produtos naturais merecem
destaque, como os anticancerigenos: derivados de antracenediona (ZHANG et al.,
2010), 22oxa-(12)-citocalasinas (PRITI et al., 2009) e novos meroterpenoides
(pestalafones J e K) (WANG, B., 2016). Pesquisas ainda relatam outros compostos com
atividades promissoras como a antraquinonas (ZHANG; SONG; TAN, 2006) e a 10-
hidroxicamptotecina (SHWETA et al., 2010), poderosos agentes antineoplasicos,
isolado dos fungos enddéfitos Pleospora sp. e Fusarium solani, respectivamente; e o
subglutinol A e B, um agente imunossupressor, produzido pelo endofito Fusarium
subglutinans (GUO et al., 2008). Kusari e Spiteller (2011) descreveram a producédo de
hipericina a partir de um endofito isolado de Hypericum perforatum, um agente usado
no combate a depressdo e ansiedade. Em 2012, isolou-se do fungo endofitico
pertencente ao género Phoma associado a Arisaema erubescens, 0s metabolitos
tricodermina e cercosporamida, com fortes atividades antifungicas e antineoplésicas
(WANG, L. et. al., 2012). Paclitaxel (quimioterapico) e a huperzina A (tratamento do
mal de Alzheimer), foram detectadas em linhagens de fungos endofiticos obtidos das
plantas originalmente produtoras dessas substancias (NEWMAN; CRAGG, 2015).

Do fungo endofitico Penicillium raciborskii, isolado de Rhododendron
tomentosum Harmaja (KAJULA, 2016), foram isolados os raros dipeptideos ciclicos,
epipolitiodicetopiperazinas, devido a presenca de pontes de sulfeto entre os carbonos a-
B ao invés da ponte entre os carbonos a-a (Figura 4).

Esses resultados demonstram a diversidade quimica dos micro-organismos

endofiticos.

Figura 4 - Estruturas quimicas epitiodicetopiperazinas isoladas do fungo endofitico Penicillium
raciborskii.

Estudos recentes do genoma de micro-organismos revelaram que o potencial
biossintético destes organismos é muito inexplorado. Desta forma, o nimero de genes

que codificam a producdo de enzimas responsaveis pela biossintese de metabolitos
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secundarios € muito maior do que a producdo destes metabdlitos pelos micro-
organismos estudados. Uma razdo para esta observacdo € que apenas alguns
subconjuntos de genes responsaveis pela biossintese de produtos naturais sejam
expressos sob as condigfes de cultivo laboratoriais. Desse modo, apenas uma porgéo
limitada de metabolitos secundarios é produzido (WILLIAMS et al., 2008;
HERTWECK; SCHERLACH, 2009; CICHEWICZ, 2010; LIU et al., 2014).

Dentro dessa perspectiva, pesquisadores tem buscado alternativas para obter
acesso a este reservatdrio de metabdlitos secundarios potencialmente bioativos, uma vez
que o cultivo em laboratério ndo possui todas as condigdes para mimetizar o habitat
natural dos micro-organismos e ndo exploram de maneira completa toda complexidade
e diversidade estrutural que esses organismos biossintetizam (BRAKHAGE;
SCHROECKH, 2011; WILLIAMS et al., 2008).

Desta forma, a partir de estudos de co-cultivo de micro-organismos, que
envolve o cultivo de dois ou mais micro-organismos no mesmo ambiente, da
epigenética, que consiste em mudancas hereditarias na expressao génica, sem alteracdo
na sequéncia de DNA, e modificacGes nos parametros de cultivo, se apresentam como
metodologias alternativas para a exploracdo de moléculas biologicamente ativas e
estratégias eficazes para induzir a expressdo de vias silenciosas em micro-organismos
(BERTRAND et al., 2014; CICHEWICZ, 2010; BILLS et al., 2007; BODE et al., 2002)

Nesta concepgdo, realizando modificagcbes sistematicas nos parametros de
fermentacdo, altera-se de maneira significativa o perfil metaboldmico desses micro-
organismos. Essas alteracbes nos parametros de cultivo para aumentar a diversidade
metabdlica de uma Unica estirpe flngica, é denominada de OSMAC (One Strain - Many
Compounds) (BODE et al., 2002; CHIANG et al., 2009).

Nesse contexto, a OSMAC vem sendo incorporada aos estudos metabolémicos
como ferramenta util para obtencdo de novos metabdlitos secundarios. Estudos tém
demostrado que 0s micro-organismos sdo sensiveis aos meios de cultura na producéo de
metabolitos secundarios, e que a mudanca do meio de cultura pode levar a alteracfes
nos perfis do metabolémicos (DING et al., 2012, CHOMCHEON et al, 2009). Desse
modo, o meio de cultura é um dos principais fatores que tém impacto sobre a producéo
de metabdlitos de um micro-organismo.

Recentemente, ZHENG et al., 2013 e ZHAO et al., 2015, ao estudar o fungo
Nodulisporium sp., isolado do liquén Everniastrum sp, observaram a producdo de uma

classe de esterdides (4-metil-progesteroides), em meio solido de arroz, raramente
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obtidos na natureza e suas atividades bioldgicas ainda poucos relatadas. Utilizando a
abordagem OSMAC o micro-organismo foi submetido a fermentacdo em diversos meios
de cultivo e, a investigacdo quimica conduziu ao isolamento de dez andlogos do 4-metil-
progesterdides, em meio de cultivo MDB.

Estudos indicam que a incorporacdo de metais pesados ao meio de cultura, ndo
sO melhoraram a producdo de metabdlitos secundarios, mas também aumentam a
diversidade estrutural de metabdlitos produzidos pelo fungo. Em revisdo sobre a
avaliacdo do efeito dos ions metdlicos sobre a producdo de metabdlitos
secundarios/diferenciacdo celular, Weinberg, 1990, descreve que a regulagdo esta
envolvida principalmente a nivel de transcri¢io. Além, trés metais pesados, Mn*?, Fe*3 e
Zn*2 desenvolvem um papel chave no metabolismo secundario de uma grande variedade
de micro-organismos (PARANAGAMA et al, 2007; PETTI, 2011).

Estudos realizados por FILL e colaboradores (2016) demonstraram que 0
metabolismo secundario de Penicillium brasilianum €é sensivel a variacdo da
composicdo quimica do meio de cultivo. Em trabalhos anteriores P. brasilianum (FILL,
et al.,, 2013), isolado das cascas da raiz de Melia azedarach, demostrou ser um
importante produtor de metabolitos secundarios bioativos, principalmente brasiliamidas,
meroterpenos, alcaloides, principalmente verrucologinina e verrucologinina TR2. Por
meio da adicdo de CuSO4 ao meio de cultura, P. brasilianum levou a inibigdo da
biossintese da verrucologinina e, ao mesmo tempo foi capaz de elicitar um novo
composto sob estas condigcdes, um ciclodepsipeptideo, a estrutura Gnica com trés
aminoéacidos ciclicos e acido pipecolinico, que é raro como produtos naturais, e este foi
descrito pela primeira vez no em um organismo terrestre.

De posse do conhecimento de que os fungos endofiticos sdo prolificos
produtores de substancias bioativas associado ao fato que alteracGes nas condicOes de
crescimento microbiano aumentam a diversidade da producdo metabdlica, esse nicho de
micro-organismos se torna uma fonte promissora para a descoberta de novos
metabdlitos de interesse. E possam contribuir para o entendimento das interacGes entre

0S micro-organismos e a espécie hospedeira e de valor biotecnoldgico.
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1.3 Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae)

A espécie Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae) é um exemplo notavel de como
variacbes morfologicas ocorrem de acordo com diferentes ecossistemas de origem,
sendo que tais eventos parecem estar relacionados com as adaptacdes ao ambiente e
com a plasticidade fenotipica. Trata-se de um importante representante do género
Casearia Jacq. que contém cerca de 180 espécies de distribuicdo neotropical
(SLEUMER, 1980; MARQUETE, 2010) e com 50 delas largamente distribuidas no
Brasil (MAISTRO et al., 2004). Devido a enorme diversidade morfoldgica, Sleumer
(1980) admite duas variedades distintas para esta espécie: C. sylvestris var. sylvestris e
C. sylvestris var. lingua (Figura 5).

Figura 5 - Variedades morfoamatdmicas de Casearia sylvestris.

Casearia sylvestrisvar. sylvestris Casearia sylvestrisvar. lingua

Fonte: Autor

Além da grande importancia quimica e ecoldgica, esta espécie possui também
notavel destaque econémico e farmacol6gico devido aos usos populares e comerciais de
C. sylvestris, que incluem o tratamento de Ulceras e gastrites, utilizagdo como
cicatrizante e antiofidico (FERREIRA et al., 2011). Propriedades bioldgicas de extratos,
fracbes ou substancias isoladas desta espécie tém sido estudadas, tais como as
atividades antiulcerogénica (BASILE et al., 1990; ESTEVES et al., 2005), antiofidica
(BORGES et al., 2000; BORGES et al., 2001; CAVALCANTE et al., 2007;), citotdxica
(DA SILVA et al., 2008; MAISTRO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2009; FERREIRA
et al., 2010; SANTOS et al.; 2010) e anti-inflamatéria (RASLAN et al., 2002), dentre

outras. Por este motivo, C. sylvestris € uma das espécies consideradas como prioritarias
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para conservacdo e manejo sustentavel, uma vez que devido ao disseminado uso
popular, torna-se alvo facil para a exploracdo comercial e medicinal.

Quimicamente, tanto C. sylvestris quanto outras espécies do género Casearia,
caracterizam-se pela presenca de diterpenos clerodanicos altamente oxigenados,
marcados pela presenca de insaturagOes e geralmente com hidroxilas esterificadas. Tais
compostos, também denominados casearinas, constituem marcadores taxonémicos para
Casearia e sdao amplamente encontrados nas folhas, caule, casca do caule, raiz e
sementes de individuos do género (CARVALHO et al.,, 1998; CARVALHO et al.,
2009; SANTOS et al., 2007; WANG et al., 2009).

Estudos da variabilidade quimica infraespecifica da espécie Casearia sylvestris
realizados por Bueno (2015), confirmam a producdo prioritaria de flavonoides
glicosilados pela variedade lingua, para a variedade sylvestris, foi possivel observar a
producdo caracteristica de diterpenos clerodanicos.

A potencialidade quimica e bioldgica apresentada pelas variedades
morfoanatdmicas da espécie Casearia sylvestris associada ao fato que os fungos
endofiticos apresentam uma enorme capacidade de produzir metabdlitos secundarios
potencialmente bioativos, nos motivaram ao estudo quimico e biolégico dos fungos
endofiticos associados a esta espécie vegetal, objetivando obter dados que direcionem
para a compreensao da relacdo endofito-hospedeiro e a utilizacdo dos produtos destes

fungos nas areas de interesse.

1.4 Género: Preussia

O género Preussia é um fungo filamentoso pertencente a familia
Sporormiaceae, e classe dos Ascomicota, o0 qual compreende espécies do solo, madeira,
plantas mortas e ocasionalmente, como endofiticos. Varias espécies de Preussia foram
documentados e incluem P. africana, P. australis, P. minimos, P. cylindrica e P.
funiculata como as principais espécies representantes do género (PFENNING, 2000;
MAPPERSON et al., 2014).

Estudos quimicos de Preussia revelam que o, metabaloma deste fungo
endofitico ainda é pouco estudado. Pesquisa realizada na base de dados DNP
(Dictionary of Natural Products) verificou a apenas trinta e dois compostos isolados

para esse género. Estes resultados reforcam a necessidade de estudos da diversidade
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metabdlica de fungos endofiticos, uma vez que estes podem ser uma fonte promissora

de novos metabolitos secundarios bioativos.

Zhang et al. (2012) descreveram o isolamento de uma tiopiranocromona e cinco
cromonas a partir do fungo Preussia afriacana, isolado do liquém Ramalina calicaris,
sendo que o isolamento do metabolito da classe das tiopiranocromonas é o primeiro

relato de ocorréncia natural.
Na Figura 6, estdo mostrados alguns metabolitos produzidos por fungos do

género Preussia.
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Figura 6 - Substancias isoladas do género Preussia.
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Fonte: Autor
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2. Objetivos
Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo a bioprospeccdo dos
fungos endofitos associados as duas variedades morfoanatbmicas da espécie vegetal

Casearia sylvestris e estudar o perfil quimico de Preussia sp. por abordagens OSMAC.



Materiais e Métodos 43

Materiais e Métodos



Materiais e Métodos 44

3. Materiais e métodos

3.1 Materiais

3.1.1 Meios de cultivo

Tabela 1 - Meios de cultura utilizados para o cultivo dos fungos endofiticos.

Meios de cultura [QoL* Composicdo Fabricante
BDA 39 Fécula de batata (49), Acumedia
dextrose (20g) e &gar (159)
MDB 24 Fécula de batata (4g) e Acumedia
dextrose (20g)
Milho 1125 ) Yoki

Fonte: Autor

3.1.2 Solventes

Para a preparacdo dos extratos brutos em escala reduzida e ampliada, como para
cromatografia de camada delgada comparativa (CCDC), separa¢fes cromatograficas em
coluna (CC) e em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), foram utilizados: solventes
padrdes analiticos (PA) como metanol (MeOH), acetato de etila (AcOEt), diclorometano
(CH2Cl,), cloroférmio (CHCIs) e solventes de grau CLAE como MeOH e acetonitrila
(CH3CN) das seguintes marcas: Merck, J.T. Baker, Synth e Qhemis.

Em analises de ressonancia magnética nuclear (RMN) uni e bidimensional (1D e 2D)
utilizou-se os solventes deuterados: DMSO-ds, CDCl3 e CD3OD (Aldrich, CIL e Deutero).

3.1.3 Reagentes
Para os estudos dos extratos com adi¢do de metais foi utilizado sulfato de cobre
pentaidratado (CuSO4.5H,0) da marca Synth.

3.1.4 Cromatografia em Coluna
As separacdes cromatograficas em coluna foram realizadas em colunas de vidro,
empregando como fase estacionaria silica de fase reversa do tipo octadesil silano (C-18), da
marca Sorbent Technologies, com porosidade de 60 A e tamanho de particulas de 40-75 pm
(200-400 mesh) e silica gel silica gel da marca Aldrich, com porosidade de 60 A e tamanho de
particulas de 63-200 um (70-230 mesh). As dimens@es das colunas variaram de acordo com a

quantidade de material adsorvido.
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3.1.5 Cromatografia de Camada Delgada Comparativa
Nas analises por CCDC foram utilizadas placas de silica gel 60 G F254 analiticas

(Macherey-Nagel).

3.1.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos
(CLAE-DAD)

As analises por CLAE-DAD analitico foram realizadas no equipamento Shimadzu
com detector ultravioleta em arranjo de diodos (DAD) (Shimadzu SPD-M20A), com
degaseificador DGU-20A3 e injetor automatico Shimadzu SIL-20A. O tratamento dos dados
foi obtido através do software Shimadzu LC solution (versdo 1.25 SP2). Foi utilizada uma
coluna analitica Phenomenex Luna com silica tipo octadesil silano (C-18) (250 x 4,60 mm; 5
pm).

As separacOes cromatograficas por CLAE-DAD preparativo foram realizadas no
equipamento Shimadzu com detector ultravioleta em arranjo de diodos (DAD) (Shimadzu
SPD-M20A), com degaseificador, injetor manual e software Shimadzu LC solution (verséo
1.25 SP4). Foi utilizada uma coluna semi-preparativa Phenomenex Luna, silica C-18 (250 x

10,0 mm; 5 pm).

3.1.7 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos
(UHPLC)

As analises por UHPLC foram realizadas no equipamento Dionex, modelo Ultimate
3000 RS acoplado a detector de arranjo de diodos, compartimento para coluna com
aquecimento, bomba quaternaria e amostrador automatico, todos modelo 3000RS. Para o
tratamento e aquisicdo dos dados utilizou-se o software Chromeleon (versdo 6.80SR12,
Dionex). Foi utilizada uma coluna analitica Phenomenex de fase reversa com nucleo sélido
(Core-Shell Kinetex de 150 mm x 2,1 mm, 2,6 um,), com pré-coluna de mesma fase

estacionaria.

3.1.8 Ressonancia Magnética Nuclear
Os espectros de RMN 1D e 2D foram realizados em dois espectrometros, Bruker
Fourier 300 com campo magnético de 7,0 T e Bruker Avance Il HD 600 com campo
magnético de 14,1 T e criosonda TCI (Triple Chanel Inverse) de 5 mm. Deslocamentos

quimicos de *H foram referenciados de acordo com o pico dos solventes, CDCls (8n 7,26 -



Materiais e Métodos 46

Cambridge Isotope Laboratories, Inc.), DMSO-ds (on 2,50 - Sigma-Aldrich;) ou CD30D (oH
3,31 - Sigma-Aldrich), utilizados para solubilizar as amostras. Os deslocamentos quimicos de
13C também foram referenciados de acordo com o pico dos solventes, CDClz, DMSO-ds ou
CD30D (6c 77,2; 39,5; 49,0 respectivamente).

3.1.9 Espectrometria de Massas
Para as anélises de Espectrometria de Massas (EM) de alta resolugdo foi utilizado um
espectrometro da Bruker, modelo Maxix Impact, equipado com eletrospray (ESI) como fonte

de ionizacdo e analisador quadrupolo-tempo de voo (Q-TOF).

3.1.10 Outros

Tabela 2 - Equipamentos para o desenvolvimento do projeto.

Equipamento Fabricante

Autoclave vertical Quimis e Phoenix Luferco
Céamara de fluxo laminar Pachane PA-310
Milli-Q Millipore
Rotaevaporador BUCHI
Balanca analitica Mettler Toledo AG 245 e AG 204
Balanga semi-analitica Gehaka BG 2000
Fonte: Autor

3.2 Métodos

3.2.1 Obtencao das linhagens fungicas

Foram selecionados e coletados folhas e ramos saudaveis das espécies Casearia
sylvestris var. sylvestris e Casearia sylvestris var. lingua na cidade de Araraquara-SP.

As espécies vegetais tiveram a identificacdo confirmada pela Dra. Roseli B. Torres,
botanica especialista na antiga familia Flacourtiaceae e curadora do Herbario do Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC). Amostras testemunho da var. lingua e da var. sylvestris
foram depositadas no referido herbario sob os codigos IAC 55839 (ARA 13, P.C.P. Bueno et
al. 56) e IAC 55840 (ARA 14, P.C.P. Bueno 57), respectivamente.
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O isolamento dos fungos endofitos iniciou-se com a lavagem da superficie do
material vegetal em agua corrente, e esterilizacdo por imersdo em NaClO 1% e em etanol
70%, seguida de uma dupla lavagem em &gua estéril (Tabela 3). Apds o processo de
esterilizacdo, as folhas /ramos foram seccionados assepticamente (3 a 4) e incubados em
placas de Petri contendo batata-dextrose-agar (BDA) estéril. Ap6s a esterilizacdo em
autoclave, adicionou-se o antibiotico sulfato de gentamicina (66,7 pg mL™) ao meio de
cultivo para inibir o crescimento bacteriano. O crescimento dos fungos foi monitorado

diariamente e repiques sucessivos foram realizados até a obtencdo das linhagens puras (Figura

7).

Estas foram avaliadas quanto a pureza, através da aparéncia uniforme nas placas,

sendo posteriormente preservadas em agua estéril (slants)

Tabela 3 - Tempo de esterilizacdo das folhas e caule.

NaClO 1% Etanol 70% Aguas de lavagem
Folhas 3 min 1 min 10 min total
Ramos 5 min 3 min 10 min total

Fonte: Autor

Figura 7 - Etapas do isolamento das linhagens fungicas.

Fonte: Autor

Apobs o isolamento, os fungos endofiticos selecionados para os estudos quimicos
foram identificados por taxonomia e biologia molecular foi realizada pela empresa
Genotyping (Botucatu-SP) e estdo depositados na Micoteca do Departamento de Quimica

Inoculagao

!

Preservacdo Purfﬁcagao das Crescimento das
linhagens .
linhagens

Material vegetal Esterilizacdo

Organica do IQ/Ar-UNESP.
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3.2.2 Obtencao dos extratos brutos das linhagens fungicas em escala reduzida

Os fungos isolados e preservados foram repicados em placas de Petri contendo BDA.
Apos o crescimento desses fungos, aproximadamente, um terco de micélio de cada placa de
Petri foi inoculado em meio liquido de batata-dextrose (MBD) contendo agua ultra pura
esterilizada (3 frascos de Erlenmeyer contendo 300 mL de meio liquido) por 28 dias a 25 °C,
em modo estatico.

Ap0s 28 dias de incubacéo o caldo fermentado foi separado do micélio por filtracao a
vacuo e submetido a particdo liquido/liquido com AcOEt (3 vezes, 450,0 mL). O solvente foi
evaporado, obtendo-se assim os extratos bruto (Figura 8).

Figura 8 - Processo para obtengdo dos extratos brutos pelos fungos endofiticos isolados.

A Y
D 7 Crescimento: 900 mL de meio de
&/ cultivo MDB, sendo 3 frascos de

- ~—— _ Erlenmeyer (500 mL) cada.

Filtragdo a vicuo

Crescimento em
BDA l l
[ Fase Aquosa ] [ Micélios ]
Partigdo Liq Liq com AcOEt (3 x 450mL) l
l l ‘f . Descarte /‘)
[ Fase Aquosa ] [ Fase Orgénica ]
l Rotaevaporagho do solvente

(”’ Descarte ‘\\)
. e [ Extrato Bruto }

Ensaios Biologicos
RMN de 'H

CLAE-DAD Ap05tico

Fonte: Autor

Os solventes recolhidos foram reutilizados em cada extracdo individual e ap6s o
término foram adequadamente descartados em frascos previamente rotulados e encaminhados
ao descarte conforme as Normas Gerais de Gerenciamento de Residuos Quimicos no
IQ/UNESP presente no site: www.ig.unesp.br/APOIO-TECNICO/normas-residuos.pdf.

Para as andlises em CLAE-DAD modo analitico, as amostras (3,5 mg) foram

solubilizadas em 1 mL de solugdo H>O/CHsCN (95:05) e submetidas a um “clean up”
utilizando cartuchos de silica C-18 (Mackerey-Nagel Chomabond® ou Phenomenex
StrataTM - 3mL/500mg) acoplados em membrana Millipore® (0,2 um), posteriormente
redissolvidas na mesma condigdo. Apos este procedimento, as amostras foram analisadas,

utilizando uma coluna analitica Phenomenex Luna tipo octadesil silano (C-18), com injecao


http://www.iq.unesp.br/APOIO-TECNICO/normas-residuos.pdf
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de 30,0 pL e eluicdo em gradiente linear de HoO/CH3CN 95:05 & 00:100 em 40 min., mais 10

min limpeza, numa vazdo de 1,0 mL min e faixa de detec¢do de 200 - 800 nm.

3.2.3 Anélise multivariada dos dados de UHPLC dos extratos dos fungos isolados com

os extratos das duas variedades morfoanatémicas de C. sylvestris

Com o objetivo de comparar estatisticamente a produgdo metabdlica dos extratos
brutos dos fungos isolados, com os extratos das folhas de Casearia sylvestris var.lingua e
Casearia sylvestris var. sylvestris, estes foram analisados em UHPLC-DAD.

Para as analises em UHPLC, as amostras foram analisadas, utilizando-se uma coluna
de fase reversa com nucleo sélido (coluna Core-Shell Kinetex de 150 mm x 2,1 mm, 2,6 xm,
Phenomenex), com injecdo de 0,2 uL e uma fase mdvel ternaria de H20 (A), CH:CN (B) e
MeOH (C). O gradiente multilinear de 37 minutos esta indicado na Figura 9 a seguir.

Utilizou-se uma vazéo de 0,250 mL/min e faixa de detecgdo de 200-800 nm.

Figura 9 - Método por UHPLC-DAD para as andlises dos extratos brutos dos fungos isolados em
comparacdo com os extratos das variedades morfoanatémicas de C. sylvestris.

100
%0 Tempo %B
(min)  “(ACN) _(MeOH)
@ 60 0 8 2
R 11 20 2
15 20 2
20 30 88 2
o 37 88 2
0 10 _20 30 40 SO 39 8 2
Tempo (min) 45 8 2

Para a analise dos dados, todos os cromatogramas, adquiridos em 235 e 254 nm, foram
exportados em formato ASCII, as matrizes resultantes foram entdo exportadas para 0 Microsoft
Excel 2010 (Microsoft, USA). As matrizes foram normalizadas, afim de, compensar variagdes
decorrentes da preparacdo das amostras e, erros sistematicos dos equipamentos. A
normalizacdo selecionada foi aquela, centrada na média, para que as coordenadas ficassem no
centro do conjunto de dados.

Os perfis metabolicos obtidos foram analisados utilizando a ferramenta
quimiometrica: Analise Discriminatoria por Minimos Quadrados (PLS-DA — Partial last
Square Discriminant Analysis), que otimiza a separa¢do entre 0s grupos através da variacdo
rotacional das componentes principais (PC Principal Component), sendo obtidas matrizes
denominadas de scores e loadings. Tais matrizes revelam informacdes sobre as relacdes entre
as amostras dispostas em planos dimensionais (scores) assim como para as variaveis
(loadings) (SAVORANI, et al., 2013).
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O software utilizado para o tratamento dos dados foi o programa computacional
Matlab (2014a).

3.2.4 Variac6es no meio de cultivo de Preussia sp. (CL-F-04).

Apo6s uma anélise detalhadas dos perfis quimicos e bioldgicos dos fungos endofiticos
isolados, a linhagem flngica codificada como CL-F-04 (Preussia sp.), foi selecionada para
estudo quimico e biolégico.

O fungo endofitico Preussia sp. foi cultivado em trés condi¢Ges de crescimento

distintas, alterando-se o seu meio de cultivo (MDB, MDB+Cu*2 e Milho).

e Obtencdo do extrato bruto de Preussia sp. em meio de cultivo MDB

Esta linhagem, que foi preservada em slants foi cultivada em placas de Petri
preparadas com meio BDA. Apoés seu crescimento, aproximadamente, um terco de micélio de
cada placa de Petri foi inoculado em meio liquido MBD, por 28 dias 25 °© C. Ap0s esse
periodo de incubacdo fez-se o processo descrito na Figura 10.

Figura 10 - Processo para obtengéo do extrato bruto de Preussia sp. em meio de cultivo MDB.

Cultivo em MDB
(10,8 L, 28 dias, 25°C)

Filtragdo avacuo

Crescimento em
BDA v [ v ]

[ Fase Aquosa ] Micélios
Particio Liq.Liq com AcOEt 3x54L) l
""""" D escan;%
v ¥ e v
[ Fase Aquosa ] [ Fase Orgénica ]
l Rotaevaporagdo do solvente
»\l_)escaﬂe_ ______ \ Extrato Bruto
""""""" 880 mg
Fonte: Autor
) Obtencéo do extrato bruto de Preussia sp. em meio de cultivo MDB+Cu*?

O fungo endofitico Preussia sp. preservado em slants foi cultivado em placas de
Petri preparadas com meio BDA, por 5 dias, posteriormente por¢des de massa micelar foram

inoculadas em uma solucdo aquosa de peptona e glicose, 0,2% e 0,5% respectivamente, por 7
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dias, para reativacdo da linhagem flngica. Apds esse periodo de incubacdo o fungo foi
inoculado em placas de Petri preparadas com meio BDA. Apds seu crescimento,
aproximadamente, um terco de micélio de cada placa de Petri foi inoculado em meio liquido
MBD com solugdo de sulfato de cobre, por 28 dias 25 © C. A concentracdo utilizada esta
descrita na Tabela 4.

Tabela 4 - Condigdes do meio de cultivo MDB+Cu*?,

[] final em Volume de [] da solucéo estoque Volume da
UM MDB em mL de CuSO4.5H,0 em  solucéo estoque
uM em pL
MDB+Cu*? 250 250 100 625

Fonte: Autor
Ao termino do periodo de incubacdo realizou-se o processo descrito na Figura 11
para obtencédo do extrato bruto.

Figura 11 - Processo para obtengdo do extrato bruto de Preussia sp. em meio de cultivo

MDB+Cu*2.
Reativagao em Agua Cultivo em MDB+Cu™?
i DT (2.1 L, 28 dias, 25°C)

Filtragdo a vécuo

Crescimento em l

BDA _ l

Partigdo Liq.Liq com AcOEt 3x 1.0L)

[ Faseomgica |

Rotaevaporagdo do solvente

\Descaﬂe ________ J Extrato Bruto
120 mg

Fonte: Autor

e Obtencdo do extrato bruto de Preussia sp. em meio de cultivo Milho

A linhagem endofitica, preservada em slants foi cultivada em placas de Petri
preparadas com meio BDA, e reativada seguindo a metodologia descrita acima. Ap6s o
processo de reativagcdo Preussia sp., aproximadamente um ter¢co de micélio de cada placa de
Petri foi inoculado em meio sélido Milho, por 21 dias 25 °© C. Terminado o periodo de

incubacdo, fez-se o processo descrito na Figura 12.
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Figura 12 - Processo para obtengéo do extrato bruto de Preussia sp. em meio de cultivo
Milho.

peptonada

Cultivo em Milho ’
(peptona 2% + glicose 5%)

1,35 Kg. 21 dias, 25 °C

Reativacdo em Agua
—>

. Extragdo com MeOH (~ 11 L)
Crescimento em Rotaevaporagdo do solvente
BDA
‘ Extrato Metandlico
(8800 mg)
Solubilizagdo em 400 mL de H,O
Particdo Liq.Liq com AcOEt (3x200 mL)
‘ Extrato AcOEt ( Extrato Aquoso ’
(7600 mg) (1200 mg)
Solubilizagdo em 300 mL de CH;CN l
Particdo Liq.Liqg com Hexano (8x150 mL) e S "
l l Cy Armazenado__’,:fi'
‘ Extrato Hexanico ’ ‘ Extrato Acetonitrila ’
(6500 mg) (1100 mg)
(_ Armazenado

Fonte: Autor

3.2.5 Fracionamento e obtengdo das substancias isoladas de Preussia sp. em meio de
cultivo MDB

A anélise dos cromatogramas em CLAE-DAD em escala analitica do extrato bruto
em meio de cultivo MDB, conduziu ao fracionamento do extrato por cromatografia em coluna
sob vacuo, utilizando como fase estacionaria silica de fase reversa (C18) e como fase movel o
sistema de eluentes em gradiente, resultando em 8 fragGes (Figura 13). As fragdes obtidas
foram submetidas a anéaliss em RMN de 'H e em CLAE-DAD nas mesmas condi¢des
descritas no item 3.2.2,

Figura 13 - Fracionamento do extrato bruto de Preussia sp. em meio de cultivo MDB.

...........................................

Extrato Bruto Andlises: :
em MDB CLAE-DAD itica e
(880 mg) RMN de 'H
Fracionamento por CC de C18 a pressdo reduzida
(H=18 cm e D, = 3.5 cm)
Fase Movel: MeOH/H,0 — 260mL
_— o <t v =] | 7<) s
& & 8 a S = g =

H Fro Fr 02 Fr 03 Fr 04 Fr 05 Fr 06 Fr 07 Fr 08 J
i| (206,0 mg) (170,0 mg) (150.0 mg) (96.0 mg) (30,1 mg) (18.7) (90,0 mg) (10,0 mg)

Fonte: Autor
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Em seguidas as fragdes Fr - 03 e Fr - 06 foram analisadas e otimizadas em CLAE-
DAD analitico (Shimadzu) utilizando uma coluna C18 (PhenomenexLuna; 250 x 4,60 mm; 5
um) e eluigdo em gradiente (H20:CH3CN). A partir de entdo, as fragdes foram submetidas a
fracionamento em CLAE preparativo para isolamento dos metabolitos.

A fragdo Fr - 3 (150 mg), codificada como Preussia sp. MDB-Fr 03, foi submetida &
CLAE em escala semi-preparativa, no qual foi usado uma coluna C-18 Phenomenex Luna
(250 x 4.6 mm; 5 um; 100A), em gradiente linear de 10 a 50% (H20:CH3sCN) por 40 minutos
e vazdo de 3,5 mL.min%, volume de injecdo de 200 pL e faixa de deteccdo de 200-400 nm e
monitoramento em 220 nm. Resultando no isolamento de nove substancias (Figura 14).
Figura 14 - Isolamentos dos metabdlitos da fragdo Preussia sp. MDB-Fr03.

Preussia sp - MDB

Fr-03
(150 mg)

CLAE-DAD Preparativo
[Amostra]: 20 mg.mL-!

Picol Pico2 Pico3 Picod PicoS Pico6 Pico7 Pico8 Pico9 Picol0 Picoll
(8.3 mg) (21,2mg) (13,9 mg) (6,9 mg) (1,0 mg) (153 mg) (2,4 mg) (1,2 mg) (0,7 mg) (1,1 mg) (0,8 mg)

lSub3+4| | Sub 6 I | Sub 8 I

Fonte: Autor

—
tr 12 min
4—_
tr 14 min
———
tr 14,5 min
D W P—
tr 16 min
‘_‘
tr 18 min
‘_‘
tr 22 min
—
tr 24 min
——
tr 30 min

tr 11 min
tr 15 min
tr 17 min

A fracdo Fr - 6 (18,7 mg), codificada como Preussia sp. MDB-Fr 06, foi submetida a
CLAD em escala semi-preparativa, no qual foi usado uma coluna C-18 Phenomenex Luna
(250 x 4.6 mm; 5 um; 100A), em gradiente linear de 35 a 75% (H.0:CH3sCN) por 30 minutos
e vazdo de 3,5 mL min™, volume de injecdo de 300 pL e faixa de deteccdo de 200-400 nm e

monitoramento em 254 nm, resultando no isolamento de duas substancias (Figura 15).
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Figura 15 - Isolamentos dos metabdlitos da fragdo Preussia sp. MDB-Fr06.

Preussia sp - MDB
Fr - 06
(18,7 mg)
[Amostra]: 20 mg.mL*

CLAE-DAD Preparativo

Picol Pico2 Pico3 Pico4 PicoS Pico6
(0.4 mg) (0,6 mg) (1,2mg) (0,3 mg) (0,6 mg) (0.3 mg)
| Sub 10 l l Sub 11 l

——
tr 21 min

—
tr 22 min

tr 10,5 min
tr 12,7 min

tr 15 min
tr 14,5 min

Fonte: Autor

3.2.6 Fracionamento e obtencdo das substancias isoladas de Preussia sp. em meio de
cultivo MDB+Cu*?

A partir do perfil obtido por CLAE-DAD em escala analitica e CCDC do extrato
bruto em meio de cultivo MDB+Cu*?, optou-se por submeter o extrato (120 mg) a um
fracionamento em CLAE-DAD em escala semi-preparativa, no qual foi usado uma coluna C-
18 Phenomenex Luna (250 x 4.6 mm; 5 um; 100A), em gradiente linear de 30 a 70%
(H20:CHsCN) por 50 minutos e vazéo de 3,5 mL min™, volume de injecdo de 300 pL e faixa
de deteccédo de 200-800 nm e monitoramento em 254 e 220 nm. Resultando no isolamento de

trés substancias e o reisolamento de uma sustancia (Figura 16).
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Figura 16 - Isolamentos dos metabdlitos do extrato Preussia sp. MDB+Cu*2,

Preussia sp
MDB+Cu*?

(120 mg)

CLAE-DAD Preparative
[Amostra]: 20 mg.mL"!

-

tr 5,3 min
tr 5,9 min
tr 6,5 min
tr 8,8 min
tr 12,4 min
tr 17,3 min
tr 18,2 min
Tr22 min
tr 24 min
tr 27 min

Picol Pico2 Pico3 Pico4 Pico5 Pico6 Pico7 Pico8 Pico9 Picol0
(3.6 mg) (2,0 mg) (0,3 mg) (0.9 mg) (1,0 mg) (4.2 mg) (2.4 mg) (1.2 mg) (0,7 mg) (1.1 mg)

| Sub 20 ] | Sub 21 l | Sub 17 ]
| Sub 22 ]

Fonte: Autor

3.2.7 Fracionamento e obtencdo das substancias isoladas de Preussia sp. em meio de
cultivo Milho

Apos anélise dos cromatogramas em CLAE-DAD em escala analitica e CCDC do
extrato bruto em meio de cultivo Milho, optou-se por um fracionamento do extrato por
cromatografia em coluna com silica gel 60H, eluida com sistemas isocraticos e misturas
binarias de AcOEt, CH.CL, e MEOH, com gradiente de polaridade crescente. Este processo
cromatogréafico resultou em 190 fracdes (aproximadamente 10 mL cada), as quais foram
reunidas em 8 fragcBes (Figura 17). Estas foram submetidas a analise em RMN de 'H e em

CLAE-DAD nas mesmas condic@es descritas no item 3.2.2.

Figura 17 - Fracionamento do extrato bruto de Preussia sp. em meio de cultivo Milho.

Extrato Bruto Analises:
em Milho CLAE-DAD,itica
RMN de 'H

(1100 mg)

Fracionamento por CC de silicade fase normal
(H=22cm eD,, =5 cm)

Fase Movel: AcOEt/CH,Cl,/MeOH

....................................................................................................................................................................................

Fri1-2 Fr3-8 Fro9-14 Fr1523 Fr24-104 Fr 105-106 Fr107-132 Fr 133-190 '—
il (6.3mg) (41.3 mg) (89,7 mg) (180.2mg) (30.8 mg) (170.0 mg) (70,6 mg) (1833 mg) |i

Fonte: Autor
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A partir da analise desses dados foram selecionadas as seguintes fracBes para o
isolamento dos constituintes: Fr9-14, F15-23 e F105-106, otimizadas em CLAE-DAD
analitico (Shimadzu) utilizando uma coluna C18 (PhenomenexLuna; 250 x 4,60 mm; 5 um) e
eluicdo em gradiente (H.O:CH3CN). A partir de entdo, foram submetidas a fracionamento em
CLAE preparativo para isolamento dos metabolitos.

A fracdo Fr9-14 (87,9 mg), codificada como Preussia sp. Milho- Fr9-14, foi
submetida a CLAE em escala semi-preparativa, no qual foi usado uma coluna C-18
Phenomenex Luna (250 x 4.6 mm; 5 um; 100A), em gradiente linear de 35 a 80% (H:0:
CH3CN) por 50 minutos e vazdo de 3,5 mL.min™, volume de injecdo de 200 pL e faixa de
deteccdo de 200-400 nm e monitoramento em 254 nm, resultando no isolamento de quatro

substancias (Figura 18).
Figura 18 - Isolamentos dos metabdlitos da fracdo Preussia sp. Milho-Fr9-14.

Preussia sp Milho
Fr9-14
(89,7 mg)

CLAE-DAD prepacativo
[Amostra]: 20 mg.mL*

,6 min

tr 28,2 min
P —
tr 29,7 min
tr 30,3 min

|

Picol Pico3 PicoS Pico 7 Pico9 i
(4,0 mg) (1,5 mg) (1,0 mg) (1,0 mg) (1,8 mg) (0,7 mg)
Pico2 Pico4 Pico6 Pico8 Picol0 Pico12
(2,0 mg) (0,9 mg) (1,0 mg) (1,0 mg) (0,8 mg) (2.8 mg)

l Sub 15 I I Sub 16 I

—
15,3 min
tr 17,3 min
tr 18,8 min
tr 18,8 min

—
tr 20,6 min
tr 22,2 min

tr 24,2 min

tr 27

]
ja
)
=]
—
oy

I \ tr 23,5 min

[ Sub 13 ] [ Sub 14 ]

Fonte: Autor

A fracdo Fr15-23 (180,2 mg), codificada como Preussia sp. Milho- Fr15-23, foi
submetida a CLAE em escala semi-preparativa, no qual foi usado uma coluna C-18
Phenomenex Luna (250 x 4.6 mm; 5 pm; 100A), em sistema isocratico de 68:32%
(H20:CH3CN) por 40 minutos e vazdo de 3,5 mL.min, volume de injecdo de 300 pL e faixa

de deteccdo de 200-400 nm e monitoramento em 254 nm, resultando no isolamento de duas

substancias (Figura 19).
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Figura 19 - Isolamentos dos metabdlitos da fragdo Preussia sp. Milho-Fr15-23.

Preussia sp - Milho
Fr 15-23
(180,2 mg)

CLAE-DAD Preparativo
[Amostra]: 20 mg.mL-!

tr 18,7 min

r 14,5 min

tr 17,2 min
tr 22,2 min
tr 26,1 min
tr 27,5 min

Picol Pico2 Pico3 Pico4 PicoS Pico6
(100 mg) (0,6 mg) (1,2 mg) (0.3 mg) (1,6 mg) (0.8 mg)
l Sub 17 l l Sub 12 l

Fonte: Autor

A fracdo Fr105-106 (170,0 mg), codificada como Preussia sp. Milho- Fr105-106, foi
submetida a CLAE em escala semi-preparativa, no qual foi usado uma coluna C-18
Phenomenex Luna (250 x 4.6 mm; 5 pm; 100A), em sistema isocratico de 74:26
(H20:CHsCN) por 75 minutos e vazéo de 3,5 mL.min™, volume de injecdo de 300 L e faixa
de deteccdo de 200-400 nm e monitoramento em 254 nm, resultando no isolamento de duas

substancias (Figura 20).
Figura 20 - Isolamentos dos metabdlitos da fragdo Preussia sp. Milho-Fr105-106.

Preussia sp Milho

Fr105-106
(170,0 mg)

CLAE-DAD prpuraio
[Amostra]: 20 mg.mL-*!

G—
tr 57,0 min

g
5 | e—
n?z/ S| 61,2 min

Pico 7
(1,4 mg)

Pico2 Pico4 Pico6 Pico8
(2,5mg) (0.4 mg) (27,9 mg) (8,6 mg)
' Sub 19 ' Sub 18

tr 11,1 min
tr 12,3 min
r 17,8 min
tr 19,5 min
tr 23,4 min
tr 29,5 min

5=

(=)

g S
]
. tr 43,1 min

i

Fonte: Autor
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3.2.8 Ensaios Biologicos
3.2.8.1  Auvaliagdo da atividade antifungica®
Os extratos brutos (40 pg puLt) foram eluidos em CCDC (CHCIl3:CH3sOH (85:15)).
As cromatoplacas foram nebulizadas com os fungos fitopatogénicos Cladosporium
cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum (concentragio de 5x107 esporos mL?, em
solucédo de glicose e sais). As placas foram incubadas a 25° C por 48 horas, na auséncia de

luz. O padrao positivo utilizado para comparagdo foi a nistatina (5 pg).

3.2.8.2  Avaliacdo da atividade anticolinesterastica®
A atividade anticolinesterasica foi detectada a partir da eluicdo dos extratos brutos
(20pg 1puLt) em placas de silica gel com eluentes adequados. Nestas cromatoplacas foram
borrifadas uma solugdo da enzima acetilcolinesterase, em seguida incubadas em camera
Umida fechada a 37° C por 20 minutos e apds este periodo foi borrifada uma solugdo C2
Como padrio positivo foi utilizado o composto fisostigmina a 0,05 pg mL* (MARSTON;
KISSLING; HOSTETTMANN, 2002).

Ensaio bioldgico realizado pela Profa. Dra. Maria Claudia Marx Young do Instituto Botanico, SP.
2Solugéo C contém 10 mL da solugéo A e 40 mL da solucéo B. Solugdo A: 250 mg de acetato de 1naftila em 100
mL de etanol. Solucéo B: 400 mg do sal Fast Blue B em 160 mL de 4gua destilada.

3.2.8.3  Avaliacdo da atividade antitumoral (citotoxicidade)®

O potencial citotdxico dos extratos brutos foi avaliado usando linhagens de células
tumorais. As linhagens a serem utilizadas sdo MCF-7 (mama - humano), HCT-8
(c6lonhumano) HL-60 e CEM (leucemia promielocitica humana) e Melanoma- B16 (pele-
murino), cedidas pelo Mercy Children’s Hospital, foram cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos, mantidas em estufa a 37°
C e atmosfera contendo 5% de CO,. Neste ensaio as células foram plaqueadas 2 x 10*
céls./100 pL, para células suspensas e 2 x 10° céls 100 pL?, para células aderidas. As
amostras teste foram acrescidas em diferentes concentragdes, que variam entre 3,9 a 125 pg
mL? para extratos. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa com 5% de CO; a 37°
C. Em seguida, foram centrifugadas e o sobrenadante removido, quando entdo foram
adicionados 200 pL da solugdo de MTT (sal de tetrazolium), incubando-se as placas por 3h. A
absorbancia foi lida apos dissolugcdo do precipitado com DMSO em espectrofotdmetro de

placa a A= 550 nm.

3 Ensaios realizados pelas Profa. Dra. Leticia Lotufo e Clatdia Pessoa, UFC, LOE.
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3.2.7.4 Avaliacdo da atividade fitotoxica sobre o crescimento de coleodptilos de trigo (Triticum
aestivum L.)*

A avaliacdo da atividade fitotoxica foi realizada pelo bioensaio de crescimento de
coledptilos de trigo (Triticum aestivum L. variedade Pizon). Cariopses de trigo foram
germinadas em &gua destilada e mantidas em cadmara de germinacéo a 25° C, durante 4 dias
em auséncia de luz (HANCOCK, et al. 1964). Posteriormente sob luz verde (NITSCH e
NITSCH, 1956), para evitar a estagnacdo do crescimento das células, os coleoptilos foram
selecionados e cortados em guilhotina de Van der Weij. Os &pices dos coletptilos foram
descartados, enquanto o restante foi cortado em 4 mm e adicionados em tubos de ensaio
contendo uma solugdo tamp&o® (pH = 5,6). Em cada tubo de ensaio foi adicionado 2 mL das
amostras nas concentragdes 0,8, 0,4 e 0,2 mg mL™ e cinco coledptilos, sendo assim mantidos
a 25° C no escuro, sob agitacdo de 6 rpm (MACIAS et al., 2010). Apds 24h, os coledptilos
foram retirados dos tubos, fotografados e medidos com o auxilio do programa Image J. Como
controle positivo foi utilizado o herbicida comercial GOAL® (Oxyfluorfen 240 g.i.a. L) nas
mesmas concentragfes das amostras. Como controle negativo foi utilizado a solugdo tampéo
com DMSO (5%).

A substancia pura, foi testada nas concentragdes 10-3, 3. 10-4, 10-4, 3. 10-5, 10-5
(NOVAES et al., 2013). Os dados foram avaliados pela porcentagem de inibi¢do ou estimulo
em relacdo ao controle negativo, onde o “zero” referéncia ao controle, enquanto os valores
positivos indicam o estimulo da caracteristica analisada, e 0s negativos a inibicdo (NOVAES
et al., 2013). Todos os resultados foram submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade
de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Posteriormente foi utilizado ANOVA, seguida
do teste de Tukey.

3 Ensaios realizados pela Profa. Dra Sonia Cristina Juliano Gualtieri, UFSCAR.
4 Solucéo tampédo: sacarose (20 g L), &cido citrico monohidratado (1,05 g L) e hidrogenofosfato de potéssio
tri-hidratado (2,9 g L?).

3.2.7.5 Determinacio da capacidade de erradicacdo do biofilme®

Inocula-se S. epidermidis ATCC 12228 (Controle negativo, ma formadora de
biofilme) e S. epidermidis ATCC 35984 (controle positivo, boa formadora de biofilme) em
Caldo BHI (Brain Heart Infusion) 0,75% glicose em diversas replicatas em microplaca de 96
pocos. A incubacdo é feita a 37 °C por 24 horas para a formacao do biofilme. A capacidade de
erradicacdo do biofilme formado serd posteriormente testada ap6s a formacéo do biofilme da
S. epidermidis ATCC 35984.
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Apobs 24 horas a 37 °C, retira-se 0 meio de cultura com as bactérias planctonicas e
lava-se com solucdo fisioldgica 0,85% para que permaneca na microplaca apenas o biofilme.
Adiciona-se cada substancia testada (512ug/mL), diluido em DMSO a 1% quando necessario,
em meio BHI 0.75% glicose fresco nos pocos onde hd formacdo de biofilme pela S.
epidermidis ATCC 34984. Como controle do crescimento do biofilme, 6 pocos com o
controle positivo e 6 com negativo deverdo receber apenas caldo BHI 0.75% glicose,
acrescido de 1% DMSO quando necessario. Incuba-se a 37 °C por mais 24 horas. Essa
segunda etapa permitira a erradicacao do biofilme pelo composto.

Apos as 24 horas, para quantificacdo do biofilme, os pogos séo lavados diversas vezes
e corados com cristal violeta. Apds etapas de lavagens e retirada do cristal violeta em excesso,
é feita a remocdo do cristal violeta com etanol:acetona (80:20) que é transferido para uma
outra microplaca para quantificacdo indireta do biofilme a 595 nm. O controle do ensaio &
baseado na comparacdo da média das absorbancias do biofilme de S. epidermidis ATCC
34984 e da média das absorbancias do biofilme de S. epidermidis ATCC 12228, ambos sem
composto. A comparacdo das médias € realizada pelo Teste-T Student, cujo valor P <0.05
prova a diferenca significativa entre duas médias de duas amostras diferentes. Quanto a
capacidade do composto em erradicar o biofilme, a analise dos dados é feita com base na
comparagdo da producdo de biofilme de S. epidermidis ATCC 34984 sem composto com S.
epidermidis ATCC 34984 com composto. Para isso utiliza-se a média das replicatas e o
desvio padrdo é feito para analise da coeréncia entre as replicatas. Para a andlise estatistica
sdo realizadas analises de variancia (ANOVA) da média de absorbancia da producdo de
biofilme pela linhagem S. epidermidis ATCC 34984 sem composto e das médias de
absorbéancia das producdes de biofilme pela S. epidermidis ATCC 34984 com cada composto.
Quando a analise de variancia tem valor de P < 0.05 indica uma diferenca significativa entre

as duas amostras.

5 Ensaios realizados pela Profa. Dra. llana L. B. C. Camargo, Laboratério de Epidemiologia e Microbiologia
Molecular (LEMiMo), IFSC-USP.
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4. Bioprospeccdo dos fungos endofiticos associados as variedades

morfoanatdémicas da espécie Casearia sylvestris

4.1 Isolamentos das cepas fungicas

Os micro-organismos endofiticos podem ser observados diretamente em tecidos de
plantas por meio de microscopia Optica ou eletrénica, ocupando espacos intercelulares,
interior de tecidos vasculares ou intracelular. Entretanto, estudos do perfil quimico de fungos
endofiticos requer o isolamento dos micro-organismos em meios de cultura e sob condicGes
controladas.

A etapa de isolamento e triagem dos fungos endofiticos foi realizada com plantas
estudadas quimicamente pelo NUBBE, pertencentes a espécie vegetal Casearia sylvestris
(Casearia. sylvestris var. lingua e Casearia sylvestris var. sylvestris) conduzindo ao
isolamento de 24 linhagens puras (Figura 21 e Figura 22). Estas foram codificadas como
CL _Ca 01,CL_Ca_02,CL_Ca 03,CL_Ca_04,CL_Ca _05,CL_Ca_06,CL_F 01, CL_F 02,
CL_F 03, CL_F 04, CL_F 5, CS_Ca 01, CS_Ca 02, CS_Ca 03, CS_Ca_04, CS_Ca_05,
CS_Ca_06, CS Ca 07, CS_Ca 08, CS Ca 09, CS F 01, CS_F 02, CS F 03 e CS_F 05,
(CL= Casearia. sylvestris var. lingua; CS= Casearia sylvestris var. sylvestris; Ca= ramos; F=
folha) sendo posteriormente preservados em slant (método Castelani) e depositadas na
micoteca do Departamento de Quimica Organica, 1Q-UNESP.

O meio de cultivo utilizado para o isolamento dos fungos endofiticos foi BDA que é
um meio rico em nutrientes primarios essenciais ao crescimento de fungos. No entanto,
devemos considerar que algumas espécies de micro-organismos precisam de condicdes
especiais e nutrientes especificos para se desenvolver o que pode ter interferido no
crescimento destas impedindo assim o seu isolamento. Desta forma, os fungos isolados foram
o0s que melhor se adaptaram as condigOes de crescimento empregadas.

Foram adotadas como critérios de selecdo as diferencas macroscépicas de cada
cultura, como coloracéo, caracteristicas da colénia (forma, borda, pigmentacéo, superficie) e
taxa de crescimento. No entanto, algumas diferengas sdo muito sutis e podem estar
relacionadas com as caracteristicas microscépicas, como forma das células e do micélio,
presenca de estruturas reprodutivas (sexuada ou assexuada). Essa classificagéo preliminar dos

micro-organismos permite uma melhor coleta dos dados, evitando a triagem de uma mesma
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espécie repetidamente, uma vez que ndo foi possivel a identificacdo de todos os fungos

endofiticos isolados.

Figura 21 - Fungos endofiticos isolados das folhas e ramos de Casearia sylvestris var. lingua.

CL Ca 01 CLCa02 CLCal03 CL Cal04

CL_F 01 CL_F 02 CL_F.03 CL_F_04

. . o
e

CLFO05 CLFO06 CLFO07

Fonte: Autor

Figura 22 - Fungos endofiticos isolados das folhas e ramos de Casearia sylvestris var. sylvestris.

7Y

CS-Ca-6 CS-Ca-7 CS-Ca-8 CS-Ca-9

CS-F-1 CS-F-2 CS-F-3 CS_F 04

Fonte: Autor
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4.2 Prospeccdo quimica dos fungos isolados

As culturas fungicas foram submetidas a crescimento em escala reduzida em meio
liguido (MBD) para obtengdo dos extratos brutos. As massas de extratos brutos obtidas foram
consideradas satisfatorias (Tabela 5). A maior quantidade de massa observada para os fungos
CL-F-05, CS-Ca-01 e CS-Ca-04 pode ser explicada pelo fato de que cada micro-organismo
requer diferentes “condicoes Otimas de cultivo”, e neste trabalho foi empregada a mesma
metodologia para todos os enddfitos.

Tabela 5 - Massa dos extratos brutos obtida do cultivo dos fungos endofiticos isolados de Casearia
sylvestris var. lingua e Casearia sylvestris var. sylvestris em MDB.

Folhas Ramos
Cadigo do fungo Extrato Bruto AcOEt Cadigo do fungo Extrato Bruto AcOEt

(mg) (mg)

CL_F 01 97,9 CL_Ca 01 102,6
CL_F_02 46,1 CL_Ca_02 63,1
CL_F 03 71,0 CL_Ca_03 98,8
CL_F 04 63,2 CL_Ca_04 110,3
CL_F 05 136,2 CL_Ca_06 773
CL_F 06 62,4 CS_Ca 01 1731
CS_F 01 81,3 CS_Ca_02 127,6
CS_F_02 86,6 CS_Ca_03 64,6
CS_F 03 35,0 CS_Ca 04 136,2
CS_F 04 83,4 CS Ca 05 451
CS_Ca_06 43,1

CS_Ca 07 62,3

CS_Ca_08 52,3

CS_Ca 09 115,3

Visando estabelecer condicdes preliminares de comparacdo dos metabolitos
produzidos, os extratos brutos foram submetidos a analises por meio CLAE-DAD e RMN de
H.

Os cromatogramas foram obtidos em coluna de fase reversa, em gradiente
exploratorio, conforme analise descrita no Topico 3.2.2 (pag. 47), e revelaram para todos 0s
extratos brutos, um perfil quimico com grande variedade metabdlica, picos com diferentes
absorbancias, picos variando de média a alta polaridade, e boa resolucdo cromatografica. Nas

Figura 23 e 24, estdo apresentados os cromatogramas de cada extrato bruto, a variagdo
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metabolica foi avaliada quanto ao nimero de picos apresentados nos cromatogramas nas

condicdes testadas.

Figura 23 - CLAE-DAD dos extratos brutos dos fungos endofiticos isolados de Casearia sylvestris
var. lingua em coluna C18, gradiente linear H,O/CH3CN 95:05 & 00:100 em 40 min, mais 10 min de
limpeza, em 254 nm.
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CL_F 04 CL_F 05
CL_F 06

Fonte: Autor

Figura 24 - CLAE-DAD dos extratos brutos dos fungos endofiticos isolados de Casearia sylvestris
var. sylvestris em coluna C18, gradiente linear H,0/CH3CN 95:05 a 00:100 em 40 min, mais 10 min de
limpeza, em 254 nm.
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Todos os cromatogramas obtidos foram comparados com o controle (meio de cultivo
sem inoculacdo do fungo) e ndo apresentaram picos com 0 mesmo tempo de retencdo e
absor¢bes no ultravioleta semelhantes, evidenciando que o0s picos observados nos
cromatogramas sao provenientes da producdo metabdlica dos fungos endofiticos.

Os extratos brutos foram submetidos a RMN de *H com o objetivo de obter
indicativos sobre a natureza quimica dos hidrogénios presentes nos metaboélitos produzidos
por cada fungo endofitico isolado.

De um modo geral, todos os espectros apresentaram sinais de hidrogénio abrangendo
toda a faixa espectral, variando de 6H 0,4 ppm até aproximadamente o1 16,0 ppm e sugerindo
a possibilidade de varias classes de metabdlitos secundarios diferentes A diversidade de sinais

ressalta a grande diversidade quimica de cada extrato produzido pelos fungos endofiticos.

Figura 25 - Espectros de RMN de 'H dos extratos brutos em MDB dos fungos isolados dos ramos de
Casearia sylvestris var. lingua (DMSO-ds; 300 MHz).
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Figura 26 - Espectros de RMN de 'H dos extratos brutos em MDB dos fungos isolados das folhas de
Casearia sylvestris var. lingua (DMSO-ds; 300 MHz).
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Figura 27 - Espectros de RMN de 'H dos extratos brutos em MDB dos fungos isolados dos ramos de
Casearia sylvestris var. sylvestris (DMSO-ds; 300 MHz).
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Figura 28 - Espectros de RMN de *H dos extratos brutos em MDB dos fungos isolados das folhas de

Casearia sylvestris var. sylvestris (DMSO-ds; 300 MHz).
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Ao analisar os espectros de RMN de *H dos extratos dos fungos isolados foi possivel

verificar a presenca do &cido 3-nitropropibnico (Figura 29) como constituinte dos extratos
CL _Ca 03, CL_Ca 06, CL_F 01, CL_F 02, CL_F 03, CL_F 5, CS_Ca_ 02, CS_Ca 03,
CS_Ca 04, CS Ca 08, CS Ca 09, CS F 01, CS F 02 e CS F 03. Esta substancia
apresenta sinais de hidrogénios caracteristicos em on 2,88 (t, J=6,0 Hz) e 614,70 (t, J=6,0 Hz)

(FLORES et al., 2013) e é encontrada em diversos fungos endofiticos de plantas

(CHOMCHEON et al., 2005). E ainda, estudos mostraram que este composto apresenta
atividade antibacteriana (FLORES et al., 2013; CHOMCHEON et al., 2005; SMETANINA et
al., 2004). Este acido também possui propriedades nematicidas (SCHWARZ et al., 2004) e é
conhecido como um potente agente neurotdxico, inibindo o metabolismo oxidativo
mitocondrial (BROWNELL et al., 2004).

Figura 29 - Estrutura do acido nitropropidnico.

O

Ho)k/\NO

2

No espectro de RMN de 'H do extrato bruto do fungo CS-Ca-01 o é&cido

nitropropionico é a substancia majoritaria, como pode ser observado na Figura 30.
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Figura 30 - Espectro de RMN de *H do extrato bruto CS_Ca_01 (DMSO-dg, 300MHz).
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As atividades bioldgicas descritas para este metab6lito nos permitem sugerir uma
relacdo ecoldgica entre os fungos endofiticos e as espécies de Casearia sylvestris, o qual
possui atividade antibacteriana, poder ser produzido por estes endéfitos, como uma maneira
de sobrevivéncia dentro dos tecidos vegetais e protegendo a espécie hospedeira de outros

patdgenos.
4.3 Prospeccdao bioldgica dos fungos isolados

Avaliagdo da atividade antifungica

Vérias doencgas que ocorrem em plantas, animais e humanos sdo devidas ao ataque de
fungos fitopatogénicos e patogénicos, respectivamente (CARDOSO, 2003). Fungicidas
utilizados no controle de doencas na agricultura, além de serem nocivos ao meio ambiente,
sdo prejudiciais a saude humana. Infec¢des fingicas sdo as principais causas de morbidade e
mortalidade, sendo assim esta constatacdo indica a urgéncia pela busca de novos antiflngicos,
sendo os fungos produtores promissores (COLEMAN et al., 2010).

Tal fato tem incentivado pesquisas que busquem novas substancias antifungicas de
origem natural. Considerando esta necessidade e a ecologia quimica relacionada com os
fungos endofiticos foi realizada uma triagem biol6gica com os 24 extratos brutos produzidos

pelos fungos endofiticos isolados.
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A atividade antifingica, potencial, dos extratos brutos foi avaliada frente ao fungo
fitopatogénico Cladosporium sphaerospermum, utilizando o método da Bioautografia. Apés a
revelacdo da cromatoplaca (contendo os extratos) com a solucédo fungica, foi observada a
inibicdo do crescimento do fungo em varios extratos, indicando a atividade antifungica
potencial. O padréo utilizado para comparacao foi a nistatina (10 ug).

Os resultados obtidos deste bioensaio estdo apresentados nas Figura 31 e Figura 32 e
na Tabela 6.

Figura 31 - Avaliagdo dos extratos brutos dos fungos endofiticos isolados de Casearia sylvestris var.
lingua frente ao fitopatdégeno C. sphaerospermum evidenciado em cromatoplaca.

Cladosporium spharospermum

254 nm 366 nm | Luz Branca

1234567891011N 123456789 1011N1 23456789 1011N

Codigos: CL-Ca-01(1), CL-Ca-02(2), CL-Ca-03(3), CL-Ca-04(4), CL-Ca-06(5), CL-F-01(6), CL-F-02(7), CL-F-
03(8), CL-F-04(9), CL-F-05(10), CL-F-06(11) e Nistatina (N).

Figura 32 - Avaliagdo dos extratos brutos dos fungos endofiticos isolados de Casearia sylvestris var.
sylvestris frente ao fitopatégeno C. sphaerospermum evidenciado em cromatoplaca.

Cladosporium spharospermum

254 nm 366 nm. Luz Branca

12345678 910111213N 123 45678 310111213N 12345678 910111213 N

Codigos: CS-Ca-01(1), CS -Ca-02(2), CS -Ca-03(3), CS -Ca-04(4), CS -Ca-05(5), CS -Ca-06(6), CS -Ca-07(7),
CS -Ca-08(8), CS -Ca-09(9), CS -F-01(10), CS -F-02(11), CS -F-03(12), CS -F-04(13) e Nistatina (N).
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Tabela 6 - Resultado da atividade antifiingica dos extratos brutos.

Ensaio Antifangico

Extrato C. sphaerospermum Extrato C. sphaerospermum
CL-Ca01 ok CS-Ca0l s e o [
CL-Ca02 - CS-Ca02 ok [ ek
CL-Ca03 o [ CS-Ca03 -
CL-Ca04 * CS-Ca04 s sk [ [ [ ek
CL-Ca06 * CS-Ca05 *
CL-FO1 * CS-Ca06 x
CL-FO2 - CS-Ca07 -
CL-FO3 * [ CS-Ca08 .
CL-FO4 ok CS-Ca09 *
CL-F05 * CS-Fo1 ]
CL-F06 - CS-F02 ]

CS-F03 -

CS-F04 e e

*** potencial forte; **potencial médio; *potencial fraco.

O resultado deste bioensaio evidencia a maioria dos extratos brutos como
potencialmente antifungicos. Este dado pode estar diretamente relacionado a ecologia quimica
onde estes micro-organismos produzem substancias bioativas para autodefesa e também

contra outros micro-organismos fitopatdgenos.

Avaliacdo da atividade anticolinesterasica

A doenca de Alzheimer é uma doencga que ocorre em pessoas de idade mais avancada,
é progressiva, neurodegenerativa e eventualmente fatal, que vem aumentando na populacao
com o0 aumento da expectativa de vida. Atualmente inibidores da enzima acetilcolinesterase
constituem a base das novas drogas disponiveis para o tratamento desta doenca. (VIEGAS et.
al. 2005).
Na busca de novos inibidores da enzima acetilcolinesterase, realizou-se o ensaio de
bioautografico (CCDC) para os extratos brutos. Os resultados obtidos evidenciam que a
maioria dos extratos possui substancias com potencial moderado a fraco na inibicdo da

enzima acetilcolinesterase (Tabela 7).
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Tabela 7 - Resultado da atividade anticolinesterasica dos extratos brutos.

Extrato Atividade Extrato Atividade
anticolinesterasica anticolinesterasica

CL-Ca01 *k CS-Ca01 *
CL-Ca02 *k CS-Ca02 *
CL-Ca03 * CS-Ca03 -
CL-Ca04 * CS-Ca04 -
CL-Ca06 *k CS-Ca05 -
CL-FO1 * CS-Ca06 -
CL-F02 * CS-Ca07 *
CL-FO3 - CS-Ca08 -
CL-Fo4 - CS-Ca09 *
CL-FO05 * CS-F01 *
CL-F06 - CS-F02 *
CS-F03 *
CS-F04 *

*** potencial forte; **potencial médio; *potencial fraco.

Potencial citotdxico

Produtos naturais tém se mostrado como uma excelente fonte de substancias bioativas
para o tratamento de diversas doencas, como por exemplo o taxol® (paclitaxel) utilizado no
tratamento do céncer. Deste modo, 0s extratos produzidos pelos fungos isolados foram
submetidos ao ensaio para avalia¢do da atividade antitumoral.

O potencial citotoxico in vitro dos extratos foi realizado pelo método do MTT contra
trés linhagens de células tumorais: OVCAR-8 (carcinoma de ovario), HCT-116
(adenocarcinoma de c6lon humano) e SF-295 (glioblastoma - humano).

O método do MTT é um método répido, sensivel, barato e tem a capacidade de
analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula. E uma analise colorimétrica baseada na
conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em
azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir facilmente
a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acdo (BERRIDGE, 1996).
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A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos para as amostras testadas. Uma escala de

intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico: amostras sem atividade (SA), com

pouca atividade (PA, inibicdo de crescimento celular variando de 1 a 50%), com atividade

moderada (MO, inibi¢do de crescimento celular variando de 50 a 75%) e com muita atividade

(MA, inibicéo de crescimento variando de 75 a 100%) (ALMEIDA, 2014).

Os resultados obtidos evidenciam que a maioria dos extratos ndo possuem substancias

com atividade antitumoral, porem dois extratos apresentaram notavel potencial contra as

linhagens tumorais testadas (ativo > 75%), destacando-se CS Ca 04 e CS Ca 01 com

atividade superior a 90%.

Tabela 8 - Avaliacdo dos extratos brutos frente as células tumorais.

Amostra | HCT-116
N° | Identificagéo Gl1%
(média)
1 | CL-Ca-06 -0,33%
2 | CL-Ca-04 21,43%
3 | CL-Ca-03 32,68%
4 | CL-Ca-02 49,53%
5| CL-Ca-01 -16,81%
6 | CL-F-03 -1,21%
7 | CL-F-05 -16,06%
8 | CL-F-06 -12,42%
9| CL-F-04 16,48%
10 | CL-F-01 30,21%
11 | CL-F-02 24,84%
12 | CS-Ca-01 11,53%
13 | CS-Ca-02 21,99%
14 | CS-Ca-03 6,63%
15| CS-Ca-04 97,53%
16 | CS-Ca-05 17,46%
17 | CS-Ca-06 76,14%
18 | CS-Ca-07 9,24%
19 | CS-Ca-09 -4,90%
20 | CS-Ca-08 -7,80%

SD

6,01%
6,40%
13,86%
9,44%
7,53%
5,02%
15,71%
12,02%
6,93%
2,71%
0,66%
3,10%
0,86%
7,92%
1,78%
3,70%
0,59%
18,49%
15,52%
12,48%

OVCAR-8

Gl%
(media)
9,79%
21,79%
14,00%
7,94%
6,73%
17,45%
16,75%
46,22%
22,68%
30,27%
13,24%
30,72%
24,66%
18,47%
99,11%
15,66%
48,01%
5,45%
18,98%
12,15%

SD

8,30%
0,36%
3,97%
8,93%
2,71%
3,61%
5,50%
4,60%
19,85%
1,35%
2,17%
1,98%
1,71%
0,18%
0,36%
2,53%
6,23%
2,71%
2,89%
3,88%

SF-295

Gl1%
(media)
27,03%
58,46%
31,92%
44,65%
28,81%
53,67%
43,85%
75,80%
53,91%
56,26%
12,37%
34,78%
56,35%
52,50%
93,28%
61,80%
71,62%
19,28%
42,02%
38,21%

SD

27,31%
4,12%
4,98%
6,25%

31,83%
6,51%
0,60%
0,20%
7,11%
2,19%
21,46%
4,52%
0,07%
4,45%
4,59%
0,60%
5,58%
22,99%
5,45%
13,22%
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21 | CS-F-02 -1,54% 3,24% 13,17% 4,42% 25,81% 13,22%
22 | CS-F-01 -71,52% 6,27% 11,20% 3,43% 21,91% 11,83%
23 | CS-F-03 100,19% 0,40% 99,94% 0,63% 100,05% 0,20%
24 | CS-F-04 53,59% 0,00% 85,39% 15,07% 37,88% 26,31%

Avaliacéo da atividade fitotdxica sobre o crescimento de coledptilos de trigo (Triticum

aestivum L.)

Herbicidas naturais como os bilafanos, &cido pelargbnico e 6leo de cravo
(COPPING; DUKE, 2007) nédo sdo prejudiciais ao meio ambiente, sendo uma vantagem em
relacdo a herbicidas sintéticos.

Os metabolitos secundarios como quinonas, flavonoides, fenois, cumarinas, terpeno,
alcalGides, dentre outros, apresentam atividade fitotdxica (RICE, 1984). Dentro deste contexto
os produtos naturais continuam a desempenhar um papel importante na busca por moléculas
com potencial fitotdxico, para substituir o uso de herbicidas sintéticos, os quais provocam
danos ambientais.

Os extratos brutos obtidos das 24 linhagens isoladas foram submetidos ao ensaio de
atividade fitotdxica, e apresentaram notavel potencial na inibicdo do alongamento dos
coleoptilos, evidenciando que o0s extratos produzem substancias com atividade fitotoxica.
Indicando que estes possam atuar como promissores herbicidas naturais (Figura 33 e Figura
34)
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Figura 33 - Efeito dos extratos brutos dos fungos endofiticos isolados de Casearia sylvestris var.
lingua no alongamento de coledptilos estiolados de trigo. Porcentagem de inibi¢do ou crescimento em
relacdo ao controle negativo. (*) Difere estatisticamente do controle negativo, p <0,05. (°) Difere
estatisticamente do herbicida, os tratamentos foram comparados entre concentracdes iguais.
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Figura 34 - Efeito dos extratos brutos dos fungos endofiticos isolados de Casearia sylvestris var.
sylvestris no alongamento de coleoptilos estiolados de trigo. Porcentagem de inibigdo ou crescimento
em relacdo ao controle negativo. (*) Difere estatisticamente do controle negativo, p <0,05. (°) Difere
estatisticamente do herbicida, os tratamentos foram comparados entre concentracGes iguais.
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4.4 Estudos da variabilidade quimica organismal

Biodiversidade, ou diversidade bioldgica, significa o alcance total de vida na Terra,
incluindo todas as diferentes espécies em conjunto com a variacdo genética entre populacdes e
individuos e a variedade de ecossistemas, comunidades e habitats (COX; MOORE, 2009). Neste
contexto, a biodiversidade pode ser considerada em trés niveis: a diversidade intraespecifica

(dentro da mesma espécie, portanto diversidade genética), entre espécies (organismal) e entre



Resultados e Discussdo 78

comunidades (diversidade ecolégica) (RAMBALDI et al., 2003). No presente trabalho objetivou-
se 0 estudo da biodiversidade no nivel organismal visando a comparac¢édo na producdo metabdlica
apresentada pela espécie C. sylvestris e seus fungos isolados.

Todas as amostras foram preparadas e analisadas de acordo com o método analitico
definido por Bueno (2016), método cromatografico utilizado para analise simultanea de
compostos fenodlicos e diterpenos clerodanicos em C. sylvestris var. sylvestris e C. sylvestris
var. lingua, fornecendo os dados cromatograficos necessarios para a analise quimiométrica.

A Figura 35 a seguir evidencia os resultados encontrados nos graficos de scores da PLS-
DA, utilizando PC1xPC2 (como principais componentes), para o extrato das folhas de Casearia
sylvestris var. lingua e seus respectivos fungos endofiticos isolados. Embora esta classificagdo
possa ser considerada subjetiva, é possivel observar uma clara distingdo entre fungos CL-F-01,
CL-Ca-01 e o extrato de C. sylvestris var. lingua, demostrando que estes micro-organismos
possam estar produzindo classes de metabolitos secundarios totalmente distintos, quando
comparado com a producdo do extrato da espécie vegetal hospedeira, enquanto que os fungos CL-
F-04, CL-F-05, CL-F-06, CL-Ca-02 sdo os que apresentam maior proximidade, dentre as

variaveis que mais influenciam no agrupamento.
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Figura 35 - (A) Gréfico de scores (PC1 x PC2) dos fungos isolados e do extrato das folhas de C.
sylvestris var. lingua em 235 nm, (B) Grafico de scores (PC1 x PC2) dos fungos isolados e do extrato
das folhas de C. sylvestris var. lingua em 254 nm.
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A Figura 36 evidencia os graficos obtidos de scores da PLS-DA, utilizando
PC1xPC2 (como principais componentes), para o extrato das folhas de Casearia sylvestris
var. sylvestris e seus respectivos fungos endofiticos isolados. Pela analise de componentes
principais, foi possivel observar uma boa dispersdo dos extratos oriundos dos fungos em
relacdo ao extrato obtidos das folhas de C. sylvestris var. sylvestris, sugerindo que estes

organismos produzem metabdlitos diferentes.
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Figura 36 - (A) Gréfico de scores (PC1 x PC2) dos fungos isolados e do extrato das folhas de C.
sylvestris var. sylvestris em 235 nm, (B) Grafico de scores (PC1 x PC2) dos fungos isolados e do
extrato das folhas de C. sylvestris var. sylvestris em 254 nm.
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Em suma, conclui-se que a integracdo das técnicas cromatograficas com as
abordagens metabol6bmica e quimiometria permitiram acessar e analisar importantes
informacOes acerca da variabilidade quimica apresentada por C. sylvestris e seus fungos
endofiticos. Tais resultados poderdo ser utilizados na fundamentacdo de futuros trabalhos

acerca da escolha de matrizes para cultivo de fungos endofiticos desta espécie.

4.5 Considerac0es

A abordagem adotada para o estudo das linhagens de fungos endofiticos isolados,
que incluiu a avaliacdo preliminar do potencial de bioatividade do extrato bruto de cada
linhagem e o estabelecimento do seu perfil quimico por CLAE-DAD e por RMN de H,
mostrou-se eficiente para a selecdo das amostras mais promissoras para prosseguimento dos
estudos, e forneceu resultados de alta relevancia tanto do ponto de vista quimico, como
bioldgico, reforcando a potencialidade desses micro-organismos como fonte de substancias

bioativas.
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5. Estudo do perfil metabdlico de Preussia sp. por meio de abordagens
OSMAC

5.1 Influéncia da composicdo do meio de cultivo na producdo metabodlica de Preussia sp.

Como descrito na secdo anterior, foi possivel isolar 11 linhagens de fungos endofiticos
de Casearia sylvestris var. lingua e 13 linhagens de Casearia sylvestris var. sylvestris. Os
extratos brutos obtidos a partir do crescimento dessas linhagens em meio liquido foram avaliados
quanto aos seus perfis quimicos e biologicos. Os resultados obtidos permitiram a selecdo da
linhagem CL-F-04 para o desenvolvimento deste trabalho.

A identificagdo da linhagem CL-F-04 isoladas de Casearia sylvestris var. lingua foi
realizada pela empresa Genotyping (Botucatu-SP), sendo identificada como Preussia sp..

A identificacdo foi feita através do sequenciamento Sanger de regibes especificas do
DNA (ITS) do micro-organismo. Inicialmente foi feita a extracdo do material genético kit (ZR
Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™), seguido do preparo das rea¢fes para o sequenciamento. O
sequenciamento das amostras foi feito automaticamente por eletroforese capilar no equipamento
ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) e, em seguida, o alinhamento das sequéncias
de nucleotideos produzidas foi comparado com as sequéncias de referéncia depositadas no
GenBank (banco de dados gendmicos).

Trés abordagens foram aplicadas para verificar a influéncia da composic¢ao nutricional
frente a producdo metabolica e estudos de isolamento e elucidacdo estrutural dos metabdlitos
secundarios de Preussia sp.: (1) cultivo em meio de MDB; (2) cultivo em meio de MDB com
adicdo de ions cobre e (3) cultivo em meio de milho.

Inicialmente, explorou-se o comportamento cromatografico dos extratos Preussia sp. —
MDB, Preussia sp. —- MDB+Cu*? e Preussia sp. — Milho, os quais indicaram a presenca de picos
ao longo de todo o gradiente exploratorio (Figura 37-39). Sendo assim, possivel verificar a
dessemelhanca entre 0s mesmos, ou seja, houve variacao significativa nos perfis frente a variagao

da composicao nutricional.
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Figura 37 - CLAE-DAD do extrato bruto Preussia sp. - MDB em coluna C18, gradiente linear
H20/CH3CN 95:05 a 00:100 em 40 min, mais 10 min de limpeza, em 254 nm.

AU

325
300]
275
250
225
200 ‘ }
175
150
125 ‘
100 ‘

75+

50+

251 h ‘ . J‘

oI

.25

-507\\\\\\\\\\\\‘\\\\‘\\\\\\\\\\\\\\\\\\\‘\\\\‘\\\\
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 min

Figura 38 - CLAE-DAD do extrato bruto Preussia sp. — MDB+Cu*? em coluna C18, gradiente linear
H20:CH3CN 95:05 a 00:100 em 40 min, mais 10 min de limpeza, em 254 nm.
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Figura 39 - CLAE-DAD do extrato bruto Preussia sp. — Milho em coluna C18, gradiente linear
H20:CH3CN 95:05 a 00:100 em 40 min, mais 10 min de limpeza, em 254 nm.
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Para uma melhor compreensdo do comportamento cromatografico dos extratos, os
mesmos foram submetidos a uma nova analise, alterando-se as condi¢cdes do gradiente linear
utilizado. Para uma nova andlise os extratos foram submetidos as condi¢cbes de H.O:CHsCN
95:05 & 30:70 em 50 min, com 10 min de limpeza (Figura 40). Nota-se que o perfil do
cromatograma do extrato obtido pelo crescimento em meio com milho se diferencia bastante dos
demais extratos obtidos quanto aos picos majoritarios. Além disso, ambos extratos apresentam

evidéncias de producéo de substancias dentro de uma ampla faixa de polaridades.

Figura 40 - Comparacdo por meio de CLAE-DAD dos extratos brutos: Preussia sp. - MDB (azul),

Preussia sp. - MDB+Cu*2 (verde) Preussia sp. - Milho (roxo).
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Os espectros de RMN de 'H (Figura 41) evidenciaram novamente a diferenca na
producdo metabolica de Preussia sp., confirmando a proposicdo de que o meio de cultura
influéncia significativamente na producdo de metabdlitos secundarios. Este resultado ressalta a
potencialidade e importancia do estudo da quimica de micro-organismos, pois por meio de
alteracbes no meio de cultivo, 0os micro-organismos podem produzir uma variedade de
substancias diferentes e com diversas atividades bioldgicas.

Figura 41 - Espectros de RMN de *H de Preussia sp. - Milho (azul), Preussia sp. - MDB (verde) e
Preussia sp. - MDB+Cu*? (vermelho) (CDsOD, 300 MHz).
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Os trés extratos brutos produzidos por Preussia sp. foram avaliados frente a atividade
fitotdxica sobre o crescimento de coledptilos de trigo (Triticum aestivum L.) e inibiram o
crescimento dos coledptilos de trigo nas duas maiores concentracdes testadas, 0,8 e 0,4 mg mL*!
(Figura 42 e Figura 43), comparados com o0s coledptilos crescidos sob o efeito do controle
negativo (solucdo tampdo). As Tabela 9 e Tabela 10 comparam as médias de crescimento dos
coledptilos com os extratos testados nas concentracdes 0,8; 0,4 e 0,2 mg mL™ com as respectivas

médias de crescimento produzidas pelo controle positivo (herbicida GOAL®).
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Tabela 9 - Médias de crescimento dos coledptilos sob o efeito dos extratos brutos de Preussia sp MDB e
MDB+Cu*2.e do herbicida comercial GOAL®.

Amostras Concentracgdes (mg ml?)
0,8 0,4 0,2
Preussia sp. MDB 50+0,1b 6,1+0,4 bc 70+£04b
Preussia sp. MDB+Cu 51+03b 59+02c 6,7+02b
GOAL 40+02c 44+02d 55+0,2a

Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.

Tabela 10 - Médias de crescimento dos coledptilos sob o efeito dos extratos brutos de Preussia sp
Milho.e do herbicida comercial GOAL®.

Amostras Concentragdes (mg ml™)
0,8 0,4 0,2
Preussia sp. Milho 44+0.0b 43+0.1b 51+00b
GOAL 6.9+0.3a 6.9+0.3a 6.9+0.3a

Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.

Figura 42 - Inibi¢do/estimulo do crescimento dos coledptilos de trigo sob a atividade dos extratos brutos
MDB e MDB+Cu*2.
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Figura 43 - Inibi¢do/estimulo do crescimento dos coledptilos de trigo sob a atividade do extrato bruto
Milho.
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5.2 Identificacdo estrutural das substancias produzidas por Preussia sp.

Neste item estdo compreendidos os dados que auxiliaram a determinacdo estrutural ou
identificacdo das substancias isoladas.

A determinacdo estrutural das substancias produzidas por Preussia sp. abaixo, ndo
seguirdo a ordem de isolamento, mas a classe e os dados de RMN uni e bidimensionais e 0 meio

de cultivo onde foram produzidas.

5.2.1 Dicetopiperazinas

As dicetopiperazinas sdao metabodlitos produzidos por micro-organismos. Eles sdo
frequentemente isolados de fungos, especialmente em géneros Aspergillus e Penicillium. O
interesse nessa classe de metabolitos é devido a sua ampla gama de atividades bioldgicas, tais
como atividade antimicrobiana, antiviral, citotoxica, imunomoduladora, anti-oxidante e
inseticida. Por consequéncia, podem ter o potencial de ser utilizados em medicamentos ou
estruturas base para o desenvolvimento de novas drogas (MA, et al, 2016).

Essa classe de metabodlitos sdao os menores peptideos ciclicos conhecidos, regularmente
biossintetizados a partir da condensacdo de dois ou mais aminoacidos, como a L-prolina, L-
fenilalanina, L-leucina, entre outros. Estas substancias apresentam esqueleto comum quiral,
rigido e funcionalizado, diferenciando-se uma das outras pelos substituintes da cadeia lateral de
cada aminoécido. Com isso, as dicetopiperazinas sdo estruturas importantes, pois possuem a
capacidade de se ligarem a uma grande variedade de receptores com alta afinidade, gerando
assim diversas atividades biologicas (ADAMCZESKI, 1995).
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e |dentificacdo estrutural da substancia 7.

o]

A substancia 7 foi submetida a analise detalhada dos espectros de RMN de 'He 1 e 2 D.
Os espectros de RMN de 'H e HSQC (Figura 45 e Figura 46) apresentaram na regido de
alifaticos, multipletos em oy 3,39-3,26, 6n 1,69-1,74 e on 1,40-2,00, integrando para dois
hidrogénios cada. Na regido de aromaticos, foi visualizado um multipleto na regido de on 7,20-
7,29 (8¢ 126,3; d¢c 127,9; dc 129,7), além de dois duplos dubletos em 3,02 (1H, dd, 14,0; 5,0 Hz)
e 3,05 (1H, dd, 14,0; 5,0 Hz), evidenciando um sistema benzilico com o anel aromaético
monossubstituido. Foram observados ainda, dois tripletos em 4,07 (1H; t, 8,5Hz, ¢ 58,2) e 4,35
(1H; t, 5,0 Hz, dc 55,5), que pelos valores de deslocamento quimico sugerem ligagdo com
nitrogénio o a carbonila e um singleto em 8,01(1H; s), que devido a auséncia de correlacdo no
experimento de HSQC foi atribuido N-H (Tabela 11).

No experimento de HMBC (Figura 47) foram visualizadas correla¢des a longa distancia
dos sinais em 4,07 (6¢c 58,2) e 4,35 (dc 55,5) com os carbonos em168,9 e 164,9, respectivamente,
sugerindo, dicetopiperazinas que sdo substancias formadas pela condensacdo de dois ou mais
aminoacidos (FDHIL, F. et al., 2003).

Os multipletos visualizados em dn 3,39/3,26, 61 1,72 e 61 1,40/2,00 séo caracteristicos
dos hidrogénios metilénicos e pelas correlacdes observadas nos experimentos de COSY (Figura
48), entre H-3<H-4—H-5<H-6, foram atribuidos a uma ao aminoacido prolina. A presenca de
um anel benzilico observado em RMN de *H associado a correlagdo a longa distancia, observada
no experimento HMBC, entre H-10a/H-10b«—C-2/C-6"/C-1, permitiu definir o segundo

aminoéacido como sendo fenilalanina.
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Figura 44 - Principais correlagdes observadas nos mapas de contornos COSY e HMBC da substancia 7.

<—>» COSY — HMBC

A literatura descreve que a configuracdo relativa de C-6 e C-9 pode ser definida
baseando-se nos valores de deslocamento quimico de RMN de 'H. Quando H-6 e H-9
encontram-se nos mesmo plano da molécula, os valores de deslocamento quimico para estes
encontram-se na faixa de o1 3,90-4,30 (FDHILA et al., 2003), essa condicao é estabelecida para
todas as dicetopirazinas que contem esse nucleo basico em comum. Para a substancia 7 os
valores encontrados para H-6 (6w 4,07) e H-9 (dn 4,35), permitiram atribuir a configuragédo
relativa cis. Os dados espectrais foram comparados com a literatura (SETO et al., 2005; FDHILA

et al., 2003) e a substancia 7 foi identificada como Rel.ciclo(Pro-Phe).
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Figura 45 - Espectro de RMN de *H da substancia 7 (DMSO-ds; 600 MHz).
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Figura 46 - Mapa de contorno HSQC da substancia 7 (DMSO-dg; 600 e 150 MHz).
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Figura 47 - Mapa de contorno HMBC da substancia 7 (DMSO-dg; 600 e 150 MHZz).
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Figura 48 - Mapa de contorno COSY da substancia 7 (DMSO-dg; 600 MHZz).
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e |dentificacdo estrutural da substéncia 6.

A andlise detalhada dos espectros de RMN de *H, HSQC e HMBC (Figura 50, Figura 51
e Figura 52) da substancia 6 permitiu observar uma grande semelhan¢a dos deslocamentos
quimicos comparado com substancia 7, diferindo apenas nos dados referentes aos hidrogénios
metinicos a as carbonilas, H-6 e H-9.

Esta informacéo, associada aos dados da literatura, permitiram identificar as substancias
6 e 7 como estereoisbmeros. Assim, a sugestdo é corroborada pelo valor encontrado para o
deslocamento quimico de H-6 em 2,93 ppm (Tabela 11) em 6, condizente com valores esperados
quando H-6 e H-9, quando estes encontram-se em planos diferentes (Figura 49), conferindo a

configuracdo relativa trans para a substancia 6.
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Figura 49 - Estereoisoméros da dicetopiperazina Prolina-Fenilalanina.
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Tabela 11 - Dados de RMN de *H e 3C (DMSO-ds, 600 e 150 MHZz) de 6 € 7 (5 em ppm e J em Hz).
Posigéo 6 7
oH Jc OH oc

1 - 165,0 - 164,9

2 - - - -

3 3,20(m)/3,40 (m)* 444 3,27(m)/3,39 (m)* 44,4

4 1,56(m)/1,79(m) 21,1 1,69/1,74(m) 21,7

5 1,59(m)/ 1,94(m) 28,3 1,41(m)/ 2,00(m) 27,6

6 2,93(t; 8,5) 56,9 4,07(dt;0,6; 8,5) 58,2

7 - 169,3 - 168,9

8 8,18 (s) - 8,00 -

9 3,99(t; 5,0) 57,7 4,35(t; 5,0) 55,5

10 3,03(dd;5,0;14,0)/ 39,1 3,02(dd;5,0;14,0)/ 35,1

2,88(dd;5,0; 14,0) 3,05(dd;5,0; 14,0)

1 - 136,2 - 137,2
2°e6’ 7,14 (m) 129,7 7,20 (m) 126,3
e’ 7,29 (m) 126,7 7,27 (m) 1279

4 7,27 (m) 128,1 7,27 (m) 129,6

*Sinal sob a agua residual do DMSO-ds.
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Figura 50 - Espectro de RMN de *H da substancia 6 (DMSO-ds; 600 MHz).
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Figura 51 - Mapa de contorno HSQC da substancia 6 (DMSO-dg; 600 e 150 MHZz).
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Figura 52 - Mapa de contorno HMBC da substancia 6 (DMSO-dg; 600 e 150 MHZz).
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e |dentificacdo estrutural da substancia 5.

0]

A anélise detalhada dos espectros de RMN de 'H, COSY, HSQC e HMBC (Figura
54, Figura 55, Figura 56 e Figura 57) da substancia 5 permitiu observar uma grande
semelhanga dos deslocamentos quimicos comparado com 7, sugerindo uma dicetopiperazina.

No espectro de RMN 'H foi observado a presenca de 2 dubletos em &y 0,85 (J=
5,4Hz, 3H) e 0,86 (J= 5,4Hz, 3H) (Tabela 12), indicando a presenca de 2 metilas. As
correlagdes observados em COSY, entre 640,85 (H-12)/ 610,86 (H-13)<—61 1,87 (H-11)<> dH
1,34 e 1,75 (H-10a e H-10b)«> on 4,00 (H-9) permitiram sugerir a presenca de uma unidade
do aminoéacido Leucina (Leu) como um dos componentes de 5. Os dois dubletos em &4 0,85 e
dn 0,86 permitem distinguir entre leucina e isoleucina, uma vez que a ultima apresentaria um
dubleto e um tripleto.

A presenca de trés multipletos variando de (dn 1,3-3,4) (Tabela 12), referentes a
hidrogénios metilénicos, indicaram a presenca de residuo do aminoacido Prolina (FDHIL, F.
et al., 2003). As correlagdes observadas por COSY (Figura 53) entre H-3<>H-4<—H-5—H-6
confirmam esta sugestdo. O deslocamento quimico em 4,18 (¢ 58,3) foi atribuido a H-6, o
qual mostra correlagcdo a longa distancia com C-5 (6¢c 27,2) e C-1 (6¢c 170,4), conforme
observado na analise do espectro de HMBC.

Figura 53 - Correlacdes observadas em COSY para a unidade Leucina da substancia 5.

Comparando-se o conjunto de dados espectrais com os da literatura (STARK, T.;
HOFMANN, T., 2005), indicando a substancia 5 como a Rel.ciclo(Leu-Pro).
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Tabela 12 - Dados de RMN de *H e C (DMSO-ds, 600 MHz) de 5 (8 em ppm e J em Hz).

Posicéo OH oc

1 - 166,4
2 - -
3 3,35 (m) * 44,6
4 1,81(m) 22,3
5 1,89(m) / 2,11(m) 27,2
6 4,18(t; 8,5) 58,3
7 - 170,4
8 8,02 -

9 4,00(t; 5,0) 52,4
10 1,34(ddd;6,0,7,8, 13,8) 37,6
/1,74(m)

11 1,87(m) 23,8
12 0,85 (d; 5,4) 21,7
13 0,86 (d; 5,4) 22,6

*Sinal sob a dgua residual do DMSO-ds.
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Figura 54 - Espectro de RMN de ‘H da substancia 5 (DMSO-ds; 600 MHz).
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Figura 55 - Mapa de contorno HSQC da substancia 5 (DMSO-dg; 600 e 150 MHz).
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Figura 56 - Mapa de contorno HMBC da substancia 5 (DMSO-dg; 600 e 150 MHZz).
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Figura 57 - Mapa de contorno COSY da substancia 5 (DMSO-dg; 600 MHZz).
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e |dentificacdo estrutural da substancia 3.

CH;  HN
CH,

0 CHj,
14

A substancia 3 foi submetida a analise detalhada dos espectros de RMN de H e uni e
bidimensionais (Figura 59-62) e apresentou perfil espectroscépico semelhante com a
substancia 5, sugerindo uma dicetopiperazina, diferindo pela auséncia do aminoacido prolina.

Foram observados quatro sinais em 61 0,82 (t, J= 7,5 Hz, 3H, dc 12,0), 0,87 (d, J=
6,5 Hz, 3H, &c 21,3), 0,91 (d, J= 6,5 Hz, 3H, &c 22,6) ¢ o1 0,98 (d, 7,2 Hz, dc 14,7) (Tabela
13), evidenciando a presenca de quatro metilas, o que sugere a presenca dos aminoacidos
leucina e isoleucina. Os deslocamentos quimicos observados em 6n 3,61 (H-3, g, J= 4,8 Hz,
1H, 6C 55,0) e dn 3,95 (H-9, sl, 1H, 6C 58,9) evidenciaram configuragdo relativa trans. Estas

observacOes associadas as correlacdes observadas no COSY (Figura 58) H-3«<H-4«<H-
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13<>H-5-H-6 e de H-9-H-10<-H-14<H-11a e Hb«>H-12, nos permitiram atribuir para 3
a dicetopiperazina Rel.ciclo (Leu-lle).

Figura 58 - Correlagdes observadas em COSY para a unidade Isoleucina de 3 (DMSO-ds).

HC

Tabela 13 - Dados de RMN de 'H e *C (DMSO-ds, 600 e 150 MHz) de 3 (§ em ppm e J em Hz).

Posicéo OH oc
1 - 169,5
2 8,37 () -

3 3,61 (9;4,8) 55,0
4 1,42(m)/ 1,56(m) 42,0
5 1,69 (m) 23,6
6 0,87(d; 6,6) 21,3
7 - 165,1
8 7,97 (s) -

9 3,95(sl) 58,9
10 2,02 (m) 34,6
11 1,27(m)/ 1,34m) 23,6
12 0,82 (t;7,5) 12,0
13 0,91(d; 6,6) 22,8
14 0,98(d; 7,2) 14,7
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Figura 59 - Espectro de RMN de *H da substancia 3 (DMSO-ds; 600MHz).
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Figura 60 - Mapa de contorno HSQC da substancia 3 (DMSO-dg; 600 e 150 MHz).
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Figura 61 - Mapa de contorno HMBC da substancia 3 (DMSO-dg; 600 e 150 MHZz).
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Figura 62 - Mapa de contorno COSY da substancia 3 (DMSO-dg; 600 MHZz).
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e |dentificacdo estrutural das substancias 1 e 2.

|| T

Tl

CHj;

1

Andlise detalhada do espectro de RMN de *H (Figura 65, Tabela 14) de Preussia sp.
MDB-Fr03-Pico 1 (8,3 mg) evidenciou uma mistura de duas substancias, sendo por meio dos
valores de integracdo foi possivel estabelecer uma proporcdo de aproximadamente 1:2. Os
dados em HSQC evidenciaram quatro carbonilas tipicas de dicetopiperazinas, confirmando a
presenca de duas substancias

A partir do espectro de RMN de *H, bem como do mapa de contornos HSQC foi
possivel verificar na substancia 1 em um multipleto na regido de hidrogénios aromaticos em
On 7,15-7,27 (d¢c 126,6; dc 127,9; 6¢c 130,3), além de dois duplos dubletos em 3,11 (1H, dd,
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14,0; 4,2 Hz; &c 38,0) e 2,85 (1H, dd, 14,0; 4,2 Hz; ¢ 38,0), evidenciando um sistema
benzilico com o anel aroméatico monossubstituido. Foram observados ainda, um singleto largo
em 6n 4,17 (1H; sl; 6c 54,8) e duplo dubleto em 6 3,61 (1H; dd; 7,0; 4,8 Hz dc 49,3), 0 que
pelos valores de deslocamento quimico sugerem ligacdo com nitrogénio e a a carbonila e um
dubleto em 610,45 (3H; d; 7,0 Hz &¢c 19,5) (Tabela 14).

A analise detalhada dos espectros de HMBC da substancia 2 permitiu observar uma
grande semelhanca dos deslocamentos quimicos comparado com substancia 7, indicaram que
esta também possui a unidade do amino&cido fenilalanina, diferenciando apenas pela segunda
unidade do aminoécido.

A presenca de um sinal em on 0,45 evidenciou uma metila bem protegida, o que se
comparando com os dados da literatura (FDHILA et al., 2003), sugeriu como a segunda
unidade do aminoacido, a alanina, o que foi confirmado pelo mapa de contorno HMBC, onde
foram visualizadas as correlag@es a 3J de H-7<>C-4 e a 2J de H-7«<>C-3 (Figura 63). Assim, a

substancia 2 foi identificada como Rel.ciclo(Ala-Phe).

Figura 63 - Principais correla¢es observadas em HMBC da substéncia 1.

T 0]
Cm
4

— HMBC

Para a substancia 2 foram observados dois sinais em 64 0,86 (d, J= 7,0 Hz, 3H, dc
14,9), e o1 0,85 (t, 8,4 Hz, oc 10,8) (Tabela 13), evidenciando a presenca de duas metilas, o
que sugere a presenca do aminoécido isoleucina.

Em continuidade a determinacdo estrutural da substancia 2, dificuldades foram
encontrados devido a coalescéncia de alguns sinais com os da agua residual do solvente
utilizado. Desse modo, com o auxilio do experimento de TOCSY 1D (Figura 64) foi possivel
observar os sinais que estavam obscurecidos. A analise deste espectro e do mapa de contorno
HSQC permitiu atribuir os deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos para a
substancia 2 (Tabela 15). Pelo mapa de contornos HMBC foi possivel observadas as
correlagdes entre H-10<>C-9/C-11/C-12 e de H-12a/12b<«>C-10/C-13, permitiram confirmar a

unidade prolina e identificar a substancia 2 como a dicetopiperazina Rel.ciclo(Pro-lle).
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Figura 64- Espectro de RMN de H (azul) e experimentos de TOCSY 1D (verde, irradiacdo em &
1,49; vermelho, irradiacdo em & 2,15) (DMSO-ds, 600 MHz) para determinacdo estrutural da

substancia 2.
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Tabela 14 - Dados de RMN de *H e 3C (DMSO-ds, 600 e 150 MHz) da substancia 1 (5 em ppm e J

em Hz).
Posicéo o dc
1 - 165,9

2 8,15 (5) -

3 3,61 (dd; 7,0 e 4,8) 494

4 - 167,4

5 8,01 (s) -

6 4,17 (sl) 55,1

7 0,45 (d; 7,0) 19,5

8 3,11 (dd;14,0 e 4,2)/ 38,1

2,85 (dd;14,0e4,2)

1 - 135,7
2’e6’ 7,16 (m) 130,3
e’ 7,28 (m) 127,9

4 7,22 (m) 126,6
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Tabela 15 - Dados de RMN de H e *C (DMSO-ds, 600 e 150 MHz) da substancia 2 (8 em ppm e J
em Hz).

Posicéo OH oc
1 - 164,6
2 - -

3 3,45/3,31 (m) 44,9
4 1,84/1,75 (m) 21,2
5 2,15/1,75 (m) 28,5
6 4,12 (m) 57,5
7 - 168,3
8 8,33 (5) -

9 3,44 (m) 61,3
10 1,73 (m) 38,5
11 1,49/1,08 (m) 24,4
12 0,86 (d; 7,0) 149
13 0,85 (t; 8,4) 10,8
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Figura 65- Espectro de RMN de *H da substancia 1 e 2 (DMSO-dg; 600 MHz).
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Figura 66 - Mapa de contorno HSQC da substancia 1 e 2 (DMSO-dg; 600 e 150 MHz)
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Figura 67 -Mapa de contorno HMBC da substancia 1 e 2 (DMSO-dg; 600 e 150 MHz).
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5.2.2 Isoflavonoides

As isoflavonas sdo pertencentes a classe dos flavonoides e podem ocorrer tanto na
forma de aglicona como na forma glicosilada. Presentes principalmente na familia Fabaceae,
e abundantes na soja sendo que os principais isoflavondides sdo a genistina e a daidzina
(DEWIK, 2002) chamados de fitoestrogénios devido a atividade estrogénica.

Estudos demostram que espécies de bactérias do género Streptomyces produzem
isoflavonas, como a daidzeina, a partir da biotransformacdo de componentes do meio de
cultico provenientes da soja (HUANG, R.et al, 2013). Ja o estudo realizado por Chang, T. S.
et al. (2007) mostrou que fungos usados no preparo de alimentos fermentados de soja
metabolizam a daidzeina e a genisteina (outra isoflavona) a 8-hidroxi-daidzeina e 8-hidrdxi-

genisteina.

e |dentificacdo estrutural da substancia 8.

O espectro de RMN de *H (Figura 70) da substincia 8 apresentou dois dubletos em &y
7,36 (2H, J= 8,5Hz) e 61 6,80 (2H, J= 8,5Hz), 0 que, pelas multiplicidades e valores dos
deslocamentos quimicos em RMN de ®C, sugeriram um anel aromatico fendlico
dissubstituido. A presenga dos dubletos em o1 7,94 1H; J= 8,7Hz), o1 6,83 (1H; J= 2,2Hz) e
do duplo dubleto 846,90 (1H; J= 8,7 e 2,2 Hz) (Tabela 16), evidenciou um sistema aromatico
fenolico trissubstituido. Adicionalmente foi observado um sinal em 61 8,25 (1H; s, 6c 157,7),
caracteristico da classe dos isoflanoides. Estas observacGes foram corroboradas pela analise

do mapa de contorno de COSY (Figura 68)


https://pt.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Soja
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Figura 68 - Principais correlagbes em COSY da substéancia 8.

H

Com base nos mapas de contorno de HSQC (Figura 72) e HMBC (Figura 73), foi
possivel verificar oito carbonos metinicos e sete quaternarios aromaticos, sendo trés ligados a
oxigénio (d¢c 163,7; 157,9; 157,2), uma carbonila em 8¢ 175,6. As correlacdes observadas em
HMBC (Figura 69) de H-2 «»>C-4/C-8a/C-1’, indicando a presenca de uma cetona o,f3-
insaturada em um sistema altamente conjugado.

As correlagdes observadas em HMBC (Figura 69) de H-2’«>C-3, permitiu a conexao
do anel C com o anel B. As correlagdes observadas de H-2<>C-4/C-8a e de H-5<>C-4/C-7/C-
8a e H-6<>C-8/C-4a, permitiram identificar a substancia 8 como 7-hidroxi-3-(4’-hidroxifenil)
cromona, conhecida como Daidzeina.

Figura 69 - Principais correlacdes observadas em HMBC da substancia 8.
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Tabela 16 - Dados de RMN de *H e C (DMSO-ds, 600 e 150 MHz) da substancia 8 (8 em ppm ¢ J
em Hz).

Posicéo o oc
1 - -
2 8,25 (sl) 157,7
3 - 123,0
4 - 175,6
4a - 116,8
5 7,94 (d; 8,6) 127,2
6 6,90 (dd; 2,2, 8,6) 1154
7 - 163,7
8 6,83(d; 2,2) 102,0
8a - 157,9
1 - 123,7

2°e6’ 7,36 (d; 8,6) 130,1

e’ 7,80 (d; 8,6) 114,9
4 - 157,2
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Figura 70 - Espectro de RMN de ‘H da substancia 8 (DMSO-ds; 600 MHz).
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Figura 71 - Mapa de contorno COSY da substancia 8 (DMSO-ds; 600).
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Figura 72 - Mapa de contorno HSQC da substancia 8 (DMSO-ds; 600 e 150 MHz).
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Figura 73 - Mapa de contorno HMBC da substancia 8 (DMSO-dg; 600 e 150 MHz).
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e |dentificacdo da substincia 9

O espectro de massas obtido por ESI-Qq-TOF, modo positivo, evidenciou para 9 a
molécula protonada em m/z 167,0283 [M+H]*, que associado aos dados de RMN uni e
bidimensionais permitiu propor férmula molecular de CgH100:s.

O espectro de RMN de 'H (Figura 75) da substancia 9 evidenciou dois dubletos em
7,34 (2H, J= 8,6Hz) e 6,79 (2H, J= 8,6Hz) que indicaram um anel aromatico para-
substituido. Também foi observado em dubleto em 61 1,08 (3H, d, J= 6,7 Hz) atribuido a uma
metila e um hidrogénio benzilico metinico em (6n ~3,3), (Tabela 17), encoberto pelos sinais

da agua residual do DMSO.
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No experimento de HMBC (Figura 76) visualizou-se correlacdes entre H-3 e C-1,
além das correlagdes entre H-2’/C-4’ e H-3’/C-1(Figura 74), Estes dados aliados as
informacdes da literatura (XIU-LING, W. et al., 2004) permitiram identificar sendo possivel
identificar 9 como &cido 2-(4’-hidroxifenil) propiénico.

Figura 74 - Principais correlagfes observadas em HMBC da substancia 9.

O é&cido 2-(4’-hidroxifenil) propidnico, conhecido como 2-HPPA, tem sido reportado
por inimeras publicacGes como produto de clivagem da classe isoflavonoides, principalmente
a daidzeina, e, alguns micro-organismos, especificamente bactérias da microbiota intestinal
humana, sdo capazes de realizar a clivagem da daizeina. O recente interesse nos produtos de
biotransformacdo dos isoflavonoides, € devido a estes apresentarem atividade estrogénica
superior aos dos seus produtos de origem. (XIU-LING, W. et al., 2004; KIM, M.; HAN, J.,
2014).

Tabela 17 - Dados de RMN de *H e 3C (DMSO-ds, 600 e 150 MHz) da substancia 9 (5 em ppm e J
em Hz).

Posicéo OH dc
1 - 177,7
2 * *
3 1,08 (d, 6,7) 21,3
| - 122,5
2°e6’ 7,34 (d; 8,6) 130,0
e’ 6,79 (d; 8,6) 1149
4’ - 157,7

*Sinal sob agua residual do DMSO.
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Figura 75 - Espectro de RMN de ‘H da substancia 9 (DMSO-ds; 600 MHz).
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Figura 76 - Mapa de contorno HMBC da substancia 9 (DMSO-dg; 600 e 150 MHZ).
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5.2.3 Cromonas e xantonas

Durante as ultimas décadas um grande namero de cromonas e xantonas foram
isoladas de plantas superiores, bem como de fungos e liquens. Estas classes de metabdlitos
exibem propriedades farmacoldgicas muito bem documentadas, atribuidas principalmente a
seus heterociclos oxigenados e a diversidade dos isdsteros e grupos farmacofoéricos que

podem ser formados a partir de cromonas e xantonas naturais (SILVA, et al., 2016; KERI, et

al., 2014; EL-SEEDI, et al., 2009).

As cromonas, ou 4H-1-benzopiron-4-ona ou 4H-croman-4-ona (Figura 77) sao
compostos heterociclicos oxigenados, formados por um anel benzénico (A) e uma y-pirona

(C). Com base na formacédo desse nucleo sdo originadas outras classes de metabdlitos, tais
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Figura 77- Estrutura basica de uma cromona.

o)

As xantonas, também conhecidas como 9H-xanten-9-ona, sdo estruturalmente
formada por dois anéis benzénicos (A e B) e uma y-pirona central (C), conferindo um arranjo
simétrico a este tipo de composto (Figura 78). Todas as posi¢des de 1-4 e de 5-8 podem estar
substituidas, resultando em uma variedade de derivados xantdnicos que podem ser obtidos por

meios naturais ou por rotas sintéticas (EL-SEEDI, et al., 2009).

Figura 78 - Estrutura basica de uma xantona.

e |dentificacdo estrutural da substancia 17.

A anélise dos dados de espectrometria de massas, ESI-Qq-TOF (Figura 87), modo
positivo, apresentou para a substancia 17 a molécula protonada m/z 335,0763 [M+H]" e a
formacdo da molécula cationizada m/z 357,0583 [M+Na]*, o que associado aos experimentos
RMN uni e bidimensionais permitiram propor a formula molecular C16H140s.

Na andlise conjunta dos dados de RMN de *H e 3C (Figura 83 e Figura 84), foram
visualizados dois duplos dubletos em 6+ 6,89 (1H, dd, J= 0,7 ¢ 8,5 Hz; 6c107,6), 6,75 (1H,
dd, J= 0,7 e 8,0 Hz; 6c112,6), e um tripleto em 7,56 (1H, t, 8,5 Hz; 6c136,8), evidenciando
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um anel aromatico trissubstituido (Tabela 18). A posi¢do dos substituintes no anel aromatico
foi realizada com base nos valores dos deslocamentos quimicos, multiplicidade e pelas
correlacBes a longa distancia, observadas em HMBC (Figura 79).

Adicionalmente no espectro de RMN de **C, foram observados nove carbonos sp?,
dos quais trés sdo oxigenados (dc 154,5; ¢ 161,4 ¢ dc 164,9), dois sdo de carbonilas, sendo:
uma 6c174,2 atribuida a um éster metilico, confirmado por HMBC e outra em ¢ 186,2. Além
de dois carbonos sp®, ambos oxigenados (5c 77,8; dc 74,1).

Figura 79 - Principais correlacfes observadas em HMBC para o anel A da substancia 17.

OH
H R
R
H & j O
— > HMBC

Com base no espectro de RMN de *H foram observados, ainda, um singleto em 8n
3,75 (3H, s, 8¢ 53,3), atribuido a um grupo metoxila, um grupo metilico em & 1,75 (3H, d, J=
1,2 Hz; 6¢c 14,7), e um hidrogénio olefinico em 6n 6,65 (1H, m; 6¢c 139,2). Estes dados aliados
as informac0es obtidas pelas correlacdes observadas em experimento de HMBC (Figura 80) e
a literatura (KROHN, et al., 2009) permitiram identificar a substancia 17 como a 1-éster
metil-1,2,8-dihidroxi-3-metil-9-oxocromona.

Figura 80 - Principais correla¢es observadas em HMBC para o anel B da substancia 17.

—> HMBC H

A configuracdo absoluta da substancia 17 foi determinada por difracdo de raios-X de
monocristal, e a substancia foi caracterizada como (1R, 2R) 1-éster metil-1,2,8-dihidroxi-3-

metil-9-oxocromona (Figura 81), apresentando duas estruturas polimérficas (Figura 82).
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Figura 81 - Estrutura tridimensional da substancia 17 obtida por meio de difracdo de Raios-X de
monocristal.




Resultados e Discussdo

Tabela 18 - Dados de RMN de 'H e 3C (CD30D, 600 e 150 MHz) de 17 (6 em ppm e J em Hz).

Posicao OH dc
1 - 77,8
2 4,67 (sl) 74,1
3 - 131,1
4 6,65 (m) 139,2
da - 164,9
5 6,89 (dd; 0,7; 8,5) 107,6
6 7,56 (t; 8,5) 136,8
7 6,75 (dd; 0,7; 8,5) 112,6
8 - 1614
8a - 109,5
9 - 186,2
9a - 105,1
10 1,75 (d; 1,2) 14,7
10a - 154,5
11 - 174,2
12 3,75 53,3
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Figura 83 - Espectro de RMN de *H da substancia 17 (CDsOD; 600 MHz).
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Figura 84 - Espectro de RMN de *3C da substancia 17 (CD3;0D; 150 MHz).
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Figura 85 - Mapa de contorno HSQC da substancia 17 (CD3;0D; 600 e 150 MHz).
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Figura 87 - Espectro de Massas de alta resolugdo da substéncia 17 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-
TOF).
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e Identificacdo da substancia 20.

A andlise dos dados de espectrometria de massas, ESI-Qg-TOF (Figura 93), modo
positivo, apresentou para a substancia 20 a molécula protonada m/z 377,0867 [M+H]" e a
formacédo da molécula cationizada m/z 399,0685 [M+Na]*, o que associado aos experimentos
RMN uni e bidimensionais permitiram propor a formula molecular C1gH160s.

Na analise conjunta dos dados de RMN de H (Figura 90), HSQC (Figura 91) e
HMBC (Figura 92) da substancia 20 permitiu observar uma grande semelhanga dos
deslocamentos quimicos e das multiplicidades dos sinais quando comparado com a substancia
17.

A presenca de um singleto em &y 2,05 (3H, dc 20,2) atribuido a uma metila de um

grupo acetoxi, aliada as correlagdes observadas em HMBC (Figura 88), nos permitiram
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propor uma acetilacdo na hidroxilia do C2 da substancia 17. Esses dados nos permitiram
atribuir para a substancia 20 como a cromona inédita e nomeada 1-éstermetil-1,8-diidroxi-2-

acetoxi-3-metil-9-oxocromona.

Figura 88 - Correlagdes observadas em HMBC para o anel A da substancia 20.

O— ch,

Para determinar a configuracdo dos centros quirais C1 e C2 foram realizados
experimentos de dicroismo circular. O espectro de dicroismo circular da substancia 20 (Figura
89) apresentou efeito Cotton positivo em 236 (Ae 1,00) e efeito Cotton negativo em 203 nm
(Ae -5,47). Os dados descritos foram comparados com os da substancia 17, efeito Cotton
positivo em 238 (Ag 9,66) e efeito Cotton negativo em 210 nm (Ae -6,24) (Figura 89),
indicaram a configuracdo R para C-1 e C-2. Sendo assim, a substancia 20 nomeada como:

(1R-2R)-1-éstermetil-1,8-diidroxi-2-acetoxi-3-metil-9-oxocromona

Figura 89 - Espectro de dicroismo circular da substancia 20 e da substancia 17 (200-400).
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Tabela 19 - Dados de RMN de 'H e 3C (CD30D, 600 e 150 MHz) de 20 (6 em ppm e J em Hz).

Posicao OH dc
1 _ *
2 4,62 (sl) 74,5
3 - 127,3
4 6,73 (m) 140,6
da - 164,3
5 6,95 (dd; 0,6; 8,4) 107,4
6 7,62 (t; 8,4) 136,9
7 6,80 (dd; 0,6; 8,4) 112,6
8 - 161,1
8a - 109,2
9 . *
9a - *
10 1,83 (sl) 16,4
10a - 154,4
11 - 173,4
12 3,72 53,3
13 2,05 20,2

*Sinal ndo observado.
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Figura 90 - Espectro de RMN de *H da substancia 20 (CDsOD; 600 MHz).
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Figura 91 - Mapa de contorno HSQC da substancia 20 (CD3;0D; 600 e 150 MHz).
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Figura 93 - Espectro de Massas de alta resolucdo da substancia 20 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-
TOF).
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e Identificacdo da substancia 12

A analise dos dados de espectrometria de massas, ESI-Qq-TOF (Figura 100), modo
positivo, apresentou para a substancia 12 a molécula protonada m/z 319,0812 [M+H]" e a
formacdo da molécula cationizada m/z 341,0633 [M+Na]*, o que associado aos experimentos
RMN uni e bidimensionais permitiram propor a formula molecular C16H140s.

A presenca de um dubleto em 6n 4,44 (1H, J = 3,6 Hz, dc 47,5) reafirma a reducdo
de C-1, o qual passou de A substancia 12 apresentou perfil espectroscopico (Figura 95, Figura
96, Figura 97, Figura 98 e Figura 99) semelhante ao da substancia 17, sendo que as diferengas
observadas foram a auséncia do carbono carbinolico em &8¢ 74,1 e 0 aparecimento de uma

carbono em o6c 47,5 indicando a reducdo de C-1. carbono quaternario para um carbono
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metinico. Esta suposicdo foi confirmada pela interacdo observada em COSY entre H-1<H-2
e pela correlacdo em HMBC de H-1«>C-2/C-3/C-4a/C-9/C-9a/C-11 (Figura 97).

A andlise conjunta dos dados espectroscopicos aliados aos dados da literatura
(KROHN, et. al., 2009), permitiram atribuir a substancia 12 como a 1-éster metil-2,8-
dihidroxi-3-metil-9-oxocromona.

A determinacdo da configuracdo absoluta de 12 foi realizada com base em
consideragdes biossintéticas e na substancia 17. De acordo com KROHN, et. al., 2009, a
desidratacdo de 17 levando a 12 ocorre lentamente mesmo sob condigfes severas de
desidratacdo (alta temperatura e com catalise &cida ou bésica). Esta observagéo indica que H-
2 ndo se encontra em uma relacdo 1,2 trans diaxial com OH em C-2, dificultando a reacéo.
Caso H-2 se encontrasse em uma relagédo 1,2-trans diaxial OH em C-2 a eliminagé&o ocorreria
facilmente sob catalise acida ou béasica e com aquecimento. Deste nosso a configuracdo
absoluta de 12 foi definida como 1S, 2S.

Figura 94 - Principais correlaces observadas em HMBC e COSY para a substancia 12.

<—>» COSY — HMBC
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Tabela 20 - Dados de RMN de 'H e 3C (CD30D, 600 e 150 MHz) de 12 (6 em ppm e J em Hz).

Posicao OH dc
1 4,44(d; 3,6) 475
2 4,85** 68,9
3 - 128,4
4 6,43(q; 3,7) 134,3
da - 164,8
5 6,90 (dd; 0,6; 8,7) 107,6
6 7,57 (t; 8,7) 136,6
7 6,77 (dd; 0,6; 8,7) 112,5
8 - 161,5
8a - 109,0
9 - 184,8
9a - 99,6
10 1,73 (t; 1,3) 14,9
10a - 154,9
11 - 1731
12 3,69 (s) 52,8

**Sinal sobreposto pela 4gua residual do CDsOD.
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Figura 95 - Espectro de RMN de *H da substancia 12(CDs;OD; 600 MHz).
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Figura 96 - Espectro de RMN de '3C da substancia 12 (CDsOD; 150 MHz).
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Figura 97 - Mapa de contorno COSY da substancia 12 (CD3;OD; 600 MHz).
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Figura 98 - Mapa de contorno HSQC da substéncia 12 (CD3;0D; 600 e 150 MHz)
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Figura 99 - Mapa de contorno HMBC da substancia 12 (CDs;0D; 600 e 150 MHz).

| l
N T N N
{5,45;14,52;\ :0
j . N

L] -]
L]
{6.45.68.91} {4.45.69.02} 6o
“ ~ ®
80
{4.45.99.62}
100
‘a0
8 . .
44412847} 120
° 7
oo 484,128,807 ;
{ ) 14.84.134.14} . . [140
L]
(-] ] A 2 4
. , {4.45,164.88} 160
e {4.45,173.16}
® &
{4.45,184.98} 160
200
8.0 753 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 10 0.5

4.5
f2 (ppm)

f1 {ppm})

Figura 100 - Espectro de Massas de alta resolucdo da substancia 12 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-
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e |dentificacdo da substancia 15

A anélise do espectro de RMN de H (Figura 102) juntamente com os mapas de
contorno HSQC e HMBC (Figura 103 e Figura 104) mostraram que a substancia 15
apresentou perfil espectroscopico semelhante ao da substancia 17, em que a maior diferenca é
observada no anel A.

Com os dados obtidos nos experimentos foi possivel observar na substancia 15 o
desaparecimento dos carbonos carbinolicos C-1(dc 77,8) e C-2(dc 74,1) e 0 aparecimento dos
carbonos C-1(dc 130,8) e C-2(6c 150,5), evidenciando claramente o aumento da conjugacgéo
do anel A com a perda de 4gua (Tabela 21).

Pelas correlagdes observadas no mapa de contorno HMBC (Figura 101) e associado
aos dados da literatura (KROHN, et. Al., 2009) nos permitiram atribuir para a substancia 15 a
xantona 1-ester metil-2,8-dihidroxi-3-metil-9-oxoxantona.

Figura 101 - Principais correlacdes observadas em HMBC da substancia 15.
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Tabela 21 - Dados de RMN de 'H e 3C (CD30D, 600 e 150 MHz) de 15 (8 em ppm ¢ J em Hz).

Posicao OH dc

1 - 130,8

2 - 150,5

3 - 139,4
4 7,46 (d; 0,9) 121,0
da - *

5 6,97 (dd; 0,8; 8,0) 107,7

6 7,64 (t; 8,0) 137,8

7 6,74 (dd; 0,8; 8,0) 110,8

8 - 163,1
8a - *

9 . *
%9a - *
10 2,42 (d; 0,9) 17,2

10a - *
11 - 169,8
12 3,97 (s) 52,9

*Sinal ndo observado.
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Figura 102 - Espectro de RMN de 'H da substancia 15 (CDsOD; 600 MHz).
=
=
oy
58
o
N
& = =~
2R 85 88 SE L
N T . J WV D Y
= & = = o o
— s — = o (o]
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)



Resultados e Discussdo

141

Figura 103 - Mapa de contorno HSQC da substancia 15 (CDs0D; 600 e 150 MHz).
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Figura 104 - Mapa de contorno HMBC da substéncia 15 (CDsOD; 600 e 150 MHz).
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e |dentificacdo da substancia 19.

OH o) \\\ CH,
&

O
i

10
CHs

A analise conjunta dos dados de espectrometria de massas, ESI-Qg-TOF (Figura 110),
modo positivo, apresentou para a substancia 19 a molécula protonada m/z 337, 0913 [M+H]*, e a
formacdo das moléculas cationizadas m/z 359,0734 [M+Na]* e m/z 375,0471 [M+K]", o que
associado aos experimentos RMN 1 e 2D (Figura 106, Figura 107, Figura 108 e Figura 109)
permitiram propor a formula molecular C16H160s.

No experimento de RMN de *H foram visualizados dois duplos dubletos em &4 6,96
(1H, d, J= 8,5 Hz), 6,80 (1H, d, J= 8,5 Hz), e um tripleto aparente em 7,53 (1H, t, J= 8,5 Hz),
evidenciando um anel aromaético trissubstituido. Este perfil associado aos deslocamentos
quimicos observados para os anéis B e C nas substancias 12, 17 e 20 permitiram evidenciar uma
unidade cromona para a substancia 19.

Adicionalmente foram observados sinais em 3,85 (3H, s, 6c 53,9) e em 1,19 (d, J= 6,8
Hz, 6c 13,7) atribuidos a uma metoxila e uma metila, respectivamente (Tabela 22).Pelo
experimento de COSY (Figura 24) um sistema de spins de -CHCH(CH3)CH0- foi visualizado,
pelas correlagbes em oy 5,08 (d, J = 9,0 Hz, éc 96,1), dn 2,41(m, 6c 35,8), um metileno
carbindlico em 6n 3,52 (dd, J=5,2 ¢ 10,8 Hz, 6c 64,2) e 3,64 (dd, J=5,2 ¢ 10,8 Hz, 6c 64,2), este
ultimo evidenciando ser vizinho a um centro estereogénico. O dubleto em dn 5,08 (J= 9,0 Hz)
associado ao carbono em ¢ 96,1 sugeriu a presenca de um anel furénico.

Esta proposta foi corroborada pelas correlagdes observadas no experimento de HMIBC,
onde foi, possivel visualizar e posicionar o éster metilico, a hidroxila e propanol como
substituintes no anel furénico (Figura 105). A configuracdo absoluta da substédncia 19 foi
determinada por difracdo de raio-X de monocristal, e a substancia foi caracterizada como (1R,
2R, 8S).

Comparacdo com os dados da literatura (XIONG, H. et. al., 2014) permitiram atribuir a

19 como a esporormielina B.
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Figura 105 - Principais correlagdes observadas em COSY e HMBC da substancia 19.

—» HMBC

Tabela 22 - Dados de RMN de *H e 3C (CDs;0OD, 600 e 150 MHz) de 19 (8 em ppm e J em Hz).

Posicao on dc
1 - 79,8
2 5,08 (d; 9,0) 96,1
2a - 171,6
3 6,96 (d; 8,5) 108,2
4 7,53 (t; 8,5) 135,6
5 6,80 (d; 8,5) 113,9
6 - 162,4
6a - 110,3
7 - 180,6
7a - 100,3
8 2,42 (m) 35,8
8a - 155,2
9 3,64 (dd; 5,2; 10,9) / 64,2
3,52 (dd; 5,2; 10,9)

10 1,19 (d; 6,8) 13,7
11 - 173,4
12 3,85 (s) 53,9
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Figura 106 - Espectro de RMN de 'H da substancia 19 (CDs0OD; 600 MHz).
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Figura 107 - Espectro de RMN de *C da substancia 19 (CD;OD; 150MHz).
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Figura 108 - Mapa de contorno HMBC da substancia 19 (CDs;OD; 600 e 150 MHz).
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Figura 110 - Espectro de Massas de alta resolugdo da substancia 19 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-
TOF).
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e |dentificacdo estrutural da substancia 18.

OH 0 CH,

Na anélise do perfil espectroscopico, uni e bidimensional (Figura 114, Figura 115 e
Figura 116), da substancia e 18 evidenciaram um perfil semelhante com a substancia 19, como
pode ser visualizado na comparagao entre os espectros de RMN de *H das mesmas (Figura 111).
Os de deslocamentos quimicos, multiplicidades dos sinais (Tabela 23) e as correlagoes
observados nos mapas de contorno HMBC em corroboracdo com os dados de espectrometria de
massas, ESI-Qq-TOF (Figura 117), nos conduziram a sugerir que a substancia 18 fosse

diastereoisdbmeros da substancia 19.
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Figura 111 - Comparacdo dos perfis de RMN de *H para as substancias 19 e 18 (CDsOD; 600 MHz)
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Para comprovar tal suposicdo as substancias foram submetidas a CLAEana utilizando
uma coluna de silica de fase reversa C18 e como eluente um gradiente linear H,O:CH3CN (05:95
a 0:100) em 40 min, em 254, mais 10 min de limpeza. Apés a andlise do perfil cromatografico
pode-se assumir a proposicdo de que as trés substancias sdo diastereoisdmeros, uma vez que as
mesmas apresentaram tempos de retencdo distintos entre si (Figura 112), o que foi confirmado

com a co-injecdo das substancias nas mesmas condigdes (Figura 113)

Figura 112 - Comparacao dos perfis cromatograficos das substancias 18 e 19.
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Figura 113 - CLAE-DAD da co-injecéo das substancias 18 (tr=19,3 min) e 19 (tr=21,7 min).
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Os dados obtidos foram comparados com a literatura (XIONG, et al., 2014) e

permitiram identificar a substancias 18 como diastereoisdmero de 19, sendo 18 descrita pela

primeira vez na literatura.

Tabela 23 — Comparacao dos dados de RMN de 'H e *C (CD30D, 600 e 150 MHz) da substancia 18 e 19

(6 em ppm e J em Hz).

o 19 18
Posicéao on o on o
1 - 79,8 - 79,5
2 5,08 (d; 9,0) 96,1 5,00 (d; 10,8) 95,3
2a - 171,6 - 171,6
3 6,96 (d; 8,5) 108,2 6,97 (d; 8,3) 108,3
4 7,53 (t; 8,5) 135,6 7,54 (t; 8,3) 135,7
5 6,80 (d; 8,5) 1139 6,80 (d; 8,3) 114,0
6 - 162,4 - 162,4
6a - 110,3 - 110,3
7 - 180,6 - 180,6
7a - 100,3 - 100,3
8 2,42 (m) 35,8 2,35 (m) 36,0
8a - 155,2 - 155,3
9 3,64 (dd; 5,2; 10,9) / 3,52 64,2 3,78 (dd; 4,1; 11,0) / 64,2
(dd; 5,2; 10,9) 3,72 (dd; 4,1; 11,0)
10 1,19 (d; 6,8) 13,7 1,04 (d; 6,8) 12,8
11 - 173,4 - 173,4
12 3,86 (5) 53,9 3,86 (s) 53,9
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Figura 114 - Espectro de RMN de 'H da substancia 18 (CDsOD; 600 MHz).
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Figura 115 - Espectro de RMN de *3C da substancia 18 (CDs;OD; 150 MHz).
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Figura 116 - Mapa de contorno HMBC da substancia 18 (CDsOD; 600 e 150 MHz).
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Figura 117 - Espectro de Massas de alta resolucdo da substancia 18 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-
TOF).
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e |dentificacdo estrutural da substéncia 14.

O 13

CHj3

A anélise dos dados de espectrometria de massas, ESI-Qq-TOF (Figura 122), modo
positivo, apresentou para a substancia 14 a molécula protonada m/z 379,1029 [M+H]" e a
formacédo da molécula cationizada m/z 401,0850 [M+Na]*, o que associado aos experimentos
RMN uni e bidimensionais permitiram propor a formula molecular C1gH1g0s.

Na analise conjunta dos dados de RMN de H (Figura 119), HSQC (Figura 120) e
HMBC (Figura 121) da substancia 14 permitiu observar uma grande semelhanga dos
deslocamentos quimicos e das multiplicidades dos sinais quando comparado com a substancia
19.

A presenca de um singleto em 6n 2,05 (3H, 6c 19,1) (Tabela 24) atribuido a uma
metila de um grupo acetdxi, aliada as correlagdes observadas em HMBC entre H-9a/9b « C-
10 (Figura 118) e associado dos dados da literatura (XIONG, H. et. al., 2014) nos permitiram
identificar a substancia 14 como a cromona esporormielina C.

Figura 118 - Principal correlacdo observada em HMBC para a substancia 14.

OH @)
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Tabela 24 - Dados de RMN de 'H e *C (CDs;0D, 600 MHz) de 14 (8 em ppm ¢ J em Hz).

Posigéo OH dc
1 - 78,2
2 5,06 (d; 9,4) 93,6

2a - *

3 6,99 (dd; 0,7; 8,4) 106,8
4 7,56(t; 8,4) 134,4
5 6,82 (dd; 0,7; 8,4) 112,6
6 - 161,2
6a - 108,9
7 3 *

7Ta *

8 2,60 (m) 31,9
8a - 153,8
9 4,26 (dd; 4,2; 11,7) 65,1

4,09 (4,2; 11,7)

10 - 171,1
11 2,05 (s) 19,1
12 - 171,7
13 3,84 (s) 52,4
14 1,25 (d; 6,9) 12,6

*Sinal ndo observado.
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Figura 119 - Espectro de RMN de 'H da substancia 14 (CDs0OD; 600 MHz).
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Figura 120 - Mapa de contorno HSQC da substancia 14 (CDs0D; 600 e 150 MHz).
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Figura 121 - Mapa de contorno HMBC da substéncia 14 (CDsOD; 600 e 150 MHz).
\

e 10 Ul Q_AL

J (5.05.12 64), "’
A" @
@ ) [
j e (5.05.32.02} . {125.31.90} 20
— “ : : C
j 40
q__:__:i ? L L]
3 :5.06:65_29}\ {2.05:65.06}\11.25:65.]6} .
J ' {4.09,93.80} {1.25,93.69} b
—_— S :»‘g B
_J (~100
~ go °® 8
3 °f ° 120
T :
.
]
‘j H140
] . =
‘:_j @ e - {5.06,171.57} {3.84,171.68 {2.05,171.15} 160
_ N o :
™,
W ° (4.09,170.97} 0 L1a0
E} 200
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

4.5
f2 (ppm)

f1 {ppm})

f1 (ppm)



Resultados e Discussdo 157

Figura 122 - Espectro de Massas de alta resolucdo da substancia 14 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-
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e |dentificacdo estrutural da substéncia 13.

12
OCH;

0

11

A identificacdo da substancia 13 foi feita pela analise dos espectros de RMN de 1 e 2D
(Figura 124, Figura 125 e Figura 126), os quais apresentaram sinais de hidrogénios
aromaticos, em ox 6,36 (d; 2,9 Hz; oc 101,1) e on 6,31 (dd, 0,4; 2,9 Hz; &c 107,6),
evidenciando acoplamento em meta, entre si e, um acoplamento alilico com os hidrogénios
metilicos em 61 2,03 (3H, sl; 6c 16,2) e uma metoxila em dn 3,74 (3H, s; d¢c 155,5). As
correlagdes observadas em HMBC (Figura 123), permitiram determinar as posi¢cdes dos
grupos substituintes, o grupo OCHszem C-6 e 0 CHz em C-8.

O espectro RMN de H também apresentou sinais hidrogénios aromaticos para um
segundo anel aromatico, permitindo visualizar dois multipletos dn 6,24 (1H, oc 110,1) e doH
6,13 (1H, dc 107,9) e um tripleto em o1 6,03 (t, 0,4; 2,2 Hz; &¢c 100,1). As correlagBes de
H-1-C4a, H-2-C1/C10 e H-4-C2/C4a no experimento de HMBC (Figura 123),

permitiram atribuir as posi¢Oes destes no segundo anel aromaticos.
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Os dados obtidos (Tabela 25) foram comparados com a literatura (MASTERS, S.,

BRASE, S., 2012) e permitiram identificar a substancia 13 como a 3,6-dimetil-8-metdxi-9-

oxoxantona, sendo esta a primeira vez descrita como um produto natural, tendo sido apenas

encontrada na literatura como produto de sintese.

Figura 123 - Principais correlacdes observadas em HMBC da substancia 13.
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Tabela 25 - Dados de RMN de *H e °C (CDs0D, 600 MHz) de 13 (5 em ppm e J em Hz).

Posicéo OH oc
1 6,13 (m) 107,8
2 6,24 (m) 110,1
3 - 141,0
4 6,03(dt; 0,4; 2,2) 100,1
5 6,36 (dd; 0,3; 2,9) 101,0
6 - 158,3
7 6,31 (dd; 0,6; 3,0) 107,6
8 - 135,0
82 - 113,7

9 } *
92 - 115,8
10 2,18 (sl) 21,5
10a - 151,6
11 2,03 (sl) 16,2
12 3,74 (s) 55,6

*Sinal ndo observado.
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Figura 124 - Espectro de RMN de *H da substancia 13 (CD;OD; 600 MHz).
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Figura 125 - Mapa de contorno HSQC da substancia 13(CD3sOD; 600 e 150 MHz).
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Figura 126 - Mapa de contorno HMBC da substéncia 13 (CDsOD; 600 e 150 MHz).
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e |dentificacdo estrutural da substancia 16.

A andlise conjunta dos dados de espectrometria de massas, ESI-Qq-TOF (Figura
131), modo positivo, apresentou para a substancia 16 a molécula protonada m/z 301, 0705
[M+H]", o que associado aos experimentos RMN 1 e 2D (Figura 128, Figura 129 e Figura
130) permitiram propor a férmula molecular C1sH120e.

A mesma metodologia de analise do espectro de RMN de 'H aplicada para a
elucidacdo estrutural de 13 foi utilizada para elucidar a estrutura da substancia 16, pois
apresentou perfil espectroscopico semelhante, diferindo de 13 pelos substituintes dos anéis
aromaticos.

A analise do espectro de RMN de H de 16 evidenciou para os hidrogénios
aromaticos constantes de acoplamentos em posicédo indicando acoplamento em meta, o que
juntamente com as correlagdes observadas em HMBC mostraram que os hidrogénios
aromaticos estao posicionados ao sistema aromatico tetrassubstituido.

Com o experimento de HMBC foi possivel confirmar a posi¢do dos hidrogénios
metilicos, com base nas correla¢des observadas entre H-12 «—C-5(6¢ 108,1)/C-6(6c 149,8)/C-
7(dc 11,9) e dos hidrogénios aromaticos referentes ao anel B, H-5 « C-7(6¢ 110,6)/C-8a(dc
105,1)/C-10a(dc 159,6) e H-7 < C-5(5¢c 108,1). Para hidrogénios arométicos referentes ao
anel A, foram observadas correlagBes entre H-2 com C-4(dc 104,8)/C-9a(dc 109,8)/C-10(dc
171,2) e H-4 < C-2(5¢c 113,8)/C-4a(dc 159,6)/C-9a(5c 109,8 (Figura 127).
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Figura 127 - Principais correlacdes observadas no mapa de contorno de HMBC da substancia 16.

——» HMBC

Os dados obtidos (Tabela 26) foram comparados com a literatura (HAMASAKI,
TAKASHI; KIMURA, YASUO, 1983) e permitiram identificar a substancia 16 como a 2,3-

dihidroxi-6-metil-9-oxoxantona-1.

Tabela 26 - Dados de RMN de *H e 3C (CDs0D, 600 MHz) de 16 (5 em ppm e J em Hz).

Posicao OH Jc
1 - *
2 6,74 (d, 2,2) 113,2
3 - *
4 6,83(d; 2,3) 103,2
5 6,79 (sl) 107,1
6 - 148,6
7 6,79 (sl) 110,6
8 - *
8a - 105,1
9 - *
9a - 108,4
10 - 170,0
10a - 155,6
11 3,95 (5) 52,0
12 2,41 (sl) 21,1

*Sinal ndo observado.
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Figura 128 - Espectro de RMN de *H da substancia 16 (CDs0OD; 600 MHz).
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Figura 129 - Mapa de contorno HSQC da substancia 16 (CDs0D; 600 e 150 MHz).
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Figura 130 - Mapa de contorno HMBC da substéncia 16 (CDsOD; 600 e 150 MHz).

i

|
Ryl

{6.60,22.18}
A

16.79.22.15}

(PN e L“,ﬂqJ"V\,J\_JLN

£6.59.107.47}
K
‘o?
16.83.113.89}

|

\W\J\«'\'\:w\-"

i
|

£6.83,159.57}
{6.74,170.96}
\

.\MMJ

I

e

{2.41,108.03}

£2.41,111.887

{2.41,149.81}

£3.95,171.42}

N

120

o0

100

r110

120

130

140

150

160

170

180

190

T : T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
f2 (ppm)

2.0

f1 {ppm})

f1 (ppm)



Resultados e Discussdo 165

Figura 131 - Espectro de Massas de alta resolucdo da substancia 16 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-
TOF).

Acquisition Parameter
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5.2.4 Outras classes

e |dentificacdo estrutural da substancia 21.

A analise dos dados de espectrometria de massas, ESI-Qq-TOF (Figura 137), modo
positivo, apresentou para a substancia 21 a molécula protonada m/z 195,0655 [M+H]" e a
formacdo da molécula cationizada m/z 217,0477 [M+Na]*, o que associado aos experimentos
RMN uni e bidimensionais permitiram propor a formula molecular C1oH100a.

Na anélise conjunta dos dados de RMN de 'H e *C (Figura 133 e Figura 134), foram
visualizados quatro singletos em 61 6,90 (1H; 6¢98,2), 5,22 (2H; 6c 69,7), 3,87 (3H; 6c 56,4)
e 2,16 (3H; &c 9,2), adicionalmente foram observados seis carbonos sp?, dos quais dois s&o
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oxigenados (d¢c 151,2 ¢ 6c 161,4), um de carbonila, sendo em 6c174,2 atribuida a uma lactona,
trés olefinicos (6c121,5; 6c124,9; 128,2).

O mapa de contorno HMBC (Figura 136) mostrou as correlagdes entre H-5a/5b <
C-1/C-4/C-8/C-9, H-7 < C-1/C-5/C-6/C-8 e H-10 < C-4/C-5/C-6, evidenciando as
conectividades essenciais para a confirmacdo da estrutura da substancia 21, como
demonstrado na Figura 132. A estrutura proposta foi comparada com os dados da literatura
(SUEMITSU, et al., 1993), permitindo identifica-la como a porriolida, porém com um padrao
de substituicdo diferente, propondo uma nova substancia descrita na literatura.

Figura 132 - Principais correlacdes observadas em HMBC para a substéncia 21.

OH

Tabela 27 - Dados de RMN de 'H e '3C (CD30D, 600 e 150 MHz) da substancia 21 (5 em ppm e J em
Hz).

Posicao o dc
1 - 174,2
2 - -

3 5,22 (s) 69,7
4 - 151,2
5 - 1215
6 - 1614
7 6,90 (s) 98,2
8 - 128,2
9 - 1249
10 2,16 (s) 9,2

11 3,87 (s) 56,4
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Figura 133 - Espectro de RMN de 'H da substancia 21 (CDsOD; 600 MHz).
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Figura 134 - Espectro de RMN de *3C da substancia 21 (CDs;OD; 150 MHz).
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Figura 135 - Mapa de contorno HSQC da substancia 21 (CDs0D; 600 e 150 MHz).
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Figura 137 - Espectro de Massas de alta resolucéo da substancia 21 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-

Acquisition Parameter
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e |dentificacdo estrutural da substancia 22.

OH 0
9
HyC
7 >H
HO CH
] 3

A analise dos dados de espectrometria de massas, ESI-Qq-TOF (Figura 143), modo
negativo, apresentou para a substancia 21 a molécula desprotonada m/z 165,0563 [M-H], o
que associado aos experimentos RMN uni e bidimensionais permitiram propor a férmula
molecular CoH100a.

Os espectros de RMN de *H e *C (Figura 139 e Figura 140) evidenciaram sinais
referentes a duas metilas em on 1,97 (s; dc 7,1) e dn 2,46 (S; dc 18,0), um hidrogénio
aromatico em On 6,24 (S; dcb 110,9) e um hidrogénio de um grupo aldeido em 6w 10,02 (s; 6¢
194,5), além de quatro carbonos quaternarios, sendo dois oxigenados (8¢ 110,0, oc 113,7, dc

164,9 e 8¢ 165,1).
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O experimento de NOESY 1D (Figura 142) revelou as interacdes espaciais entre a
metila em on 2,46 com H-3(0n 6,24) e H-7 (dn 10,02), esse dado aliados as correlagdes
observadas no mapa de contorno HMBC (Figura 141) permitiram identificar a substancia 22
como a 2,4-diidroxi-3,6-dimetilbenzaldeido.

Figura 138 - Principais correlacdes observadas em HMBC e NOESY-1D para a substancia 22.

—> HMBC <«—>» NOESY-1D

Tabela 28 - Dados de RMN de 'H e '3C (CD30D, 600 e 150 MHz) da substancia 22 (5 em ppm e J em
Hz).

Posicao on oc
1 - 143,0
2 - 113,7
3 3,24(s) 110,9
4 - 164,9
5 - 110,0
6 - 165,1
7 10,02 (s) 194,5
8 1,97 () 7.1
9 2,46 (s) 18,0
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Figura 139 - Espectro de RMN de 'H da substancia 22 (CDsOD; 600 MHz).
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Figura 140 - Espectro de RMN de *3C da substancia 22(CDs;OD; 150MHz).
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Figura 141 - Mapa de contorno HMBC da substancia 22 (CDsOD; 600 e 150 MHz).
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Figura 143 - Espectro de Massas de alta resolucdo da substancia 22 (Bruker - MaXix Impact - ESI-Q-
TOF).
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5.3 Avaliacdo das atividades bioldgicas para as substancias isoladas

As substancias isoladas, que apresentaram massa significativa, foram avaliadas frente

a duas atividades biologicas: erradicacao de biofilme e potencial fitotdxico.

5. 3.1 Erradicacéao de biofilme

InfeccOes, causadas por agentes etiologicos amplamente resistentes aos antimicro-
bianos, representam um dos grandes desafios atuais da satde publica, acarretando em altas
taxas de morbi-mortalidade, aumento no tempo de internacdo e nos gastos do sistema de
salde (NEIDELL et al., 2012).

Estima-se que 80% das infeccOes humanas estejam associadas a biofilmes
bacterianos, especialmente aquelas que envolvem implantes biomédicos, como préteses e
cateteres. Devido ao aumento da expectativa de vida humana, maior é a necessidade de
substituicdo de fungbes bioldgicas, aumentando, assim, o nimero de pessoas que receberdo
algum dispostivo implantavel. Nesse sentido, grandes esforcos sdo destinados a busca de

terapias, capazes de prevenir ou erradicar biofilmes patogénicos, incluindo a pesquisa de
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novas substancias, novos mecanismos de acdo e a criacdo de materais com superficies anti-
infectivas.

As substancias 17, 18 e 19 isoladas a partir do cultivo de Preussia sp. em milho,
foram avaliadas, pelo ensaio de determinacdo da capacidade de erradicacdo do biofilme
formado pelas bactérias S. epidermidis ATCC 34984, linhagem considerada boa formadora de
biofilme, e S. epidermidis ATCC 12228, linhagem méa formadora de biofilme.

A capacidade de erradicacdo do biofilme formado pela S. epidermidis ATCC 34984,
foi analisada (Figura 144), e a substancia 18 apresentou capacidade de erradicacdo do
biofilme, enquanto as substancias 17 e 19 ndo apresentaram capacidade, sendo que a
substancia 19, um diastereoisémero de 18, apresentou um efeito contrario, ou seja, observou-
se um aumento no crescimento do biofilme formado pela bactéria S. epidermidis ATCC

34984. A mudanca na estereoquimica conduz a alteracdo na resposta estrutura-atividade.

Figura 144 - Capacidade de erradicacdo do biofilme da S. epidermidis ATCC 34894 depois do
tratamento com as substancias 17, 18, e 19.
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5.3.2 Avaliacéo da atividade fitotoxico sobre o crescimento de coledptilos de trigo (Triticum
aestivum L.)

As substancias 5, 6, 7, 17 e 19 foram avaliados frente a atividade fitotoxica sobre o
crescimento de coleodptilos de trigo (Triticum aestivum L.) e inibiram o crescimento dos
coleoptilos de trigo na maior concentracdo testada, 102 mol L?, (Figura 145), comparados
com os coledptilos crescidos sob o efeito do controle negativo (solugcdo tampéo). Observou-se
que nas concentragdes 3.10° mol Lt e 10° mol L1, as substincias 17 e 19 provocaram um
aumento crescimento dos coleoptilos (Figura 145).

Figura 145 - Inibicdo/estimulo do crescimento dos coledptilos de trigo sob a atividade das substancias
56,7 17e19.
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Estes dados demonstram que as substancias testadas alteram as condicdes
bioquimicas e fisioldgicas dos coledptilos de trigo, influenciando o crescimento, dorméncia e
germinacdo destes. Assim estas substancias podem ser utilizadas como herbicidas naturais ou
servir de modelo para a sintese de produtos mais especificos e menos prejudiciais ao
ambiente.

Os herbicidas naturais possuem algumas vantagens sobre os sintéticos como a
auséncia de compostos halogenados em sua composi¢cdo, menor tempo de meia-vida, maior
solubilidade em &gua e menor susceptibilidade de desenvolvimento de resisténcias das
espécies infestantes (HABERMANN, et al., 2015). Estes dados impulsionam a busca por
substancias com a capacidade de inibicdo de ervas daninhas causadoras de grandes prejuizos
na agricultura.
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5.4 Consideragdes preliminares

Diferentes abordagens sdo essenciais na exploragdo do perfil quimico dos fungos
endofiticos, uma vez que o cultivo em laboratério ndo possui todas as caracteristicas para
mimetizar o habitat natural dos micro-organismos e ndo exploram de maneira completa toda
diversidade das vias biossintéticas. Na era pos-genémica, obteve-se muita informacdo a
respeito da biossintese de metabdlitos secundarios, assim como foi possivel a observacao de
que o nimero de genes codificando as enzimas biossintéticas, em fungos, superam o nimero
de metabolitos secundarios sintetizados por esses micro-organismos, indicando assim que
apenas uma determinada quantidade genes responsaveis pelas vias metabolicas sdo expressos
em condigdes laboratoriais (HERTWECK, 2009).

As trés abordagens aplicadas para verificar a influéncia da composi¢do do meio de
cultivo na produgdo metabdlica de Preussia sp., mostraram que esse micro-organismo é
sensivel ao meio de cultivo e que a alteracdo do meio induz diferentes genes biossintéticos,
aumentando significativamente a producédo qualitativa de metabdlitos secundarios.

O cultivo em meio de MDB promoveu majoritariamente a producédo da classe das
dicetopiperazinas. Estas sdo biossintetizadas pela condensacdo de dois ou mais aminoacidos,
sendo que o MDB em sua composic¢do possui aminoacidos livres, sugerindo que Preussia sp.
expressou somente uma pequena quantidade de genes. Em contrapartida, o cultivo em meio
solido (Milho) produziu substancias da via policetidica, indicando que as enzimas PKSs
(policetideo sintase) foram expressas, decorrente da ativacdo dos genes silenciados,
responsaveis por essa classe de metabdlitos. O conhecimento prévio da produgdo metabdlica
de Preussia sp em MDB, conduziu a incorporacdo de ions cobres ao meio de cultivo, o qual
elicitou a via biossintética das cromonas, estas também oriundas da via policetidica,

anteriormente ndo observada na auséncia do metal.
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Conclusdes e Perspectivas.
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6. Conclusodes e Perspectivas

A estratégia experimental multidisciplinar utilizada no decorrer deste trabalho bem
como os resultados aqui descritos e discutidos permitem fundamentar a hipdtese de que
fungos endofiticos compreendem um grupo de micro-organismos que possuem uma enorme
capacidade na producdo de substancias bioativas com potencial para serem utilizados na
industria farmacéutica e agroguimica, além agregar valor aos produtos oriundos da
biodiversidade brasileira.

As duas variedades morfoanatbmicas da espécie vegetal Casearia sylvestris
mostraram-se ser hospedeiras de diversos fungos endofiticos, sendo que neste trabalho isolou-
se 24 linhagens (11 linhagens de C. sylvestris var. lingua e 13 linhagens de C. sylvestris var.
sylvestris) que resultaram em extratos brutos promissores na producdo de substancias
bioativas. A variacdo metabdlica observada pela analise dos dados de RMN de 'H e CLAE-
DAD dos extratos brutos das linhagens cultivadas foi muito distinta, evidenciando diversas
classes de metabdlitos secundarios. Esta observacdo sugere que essas substancias estejam
exercendo um possivel papel ecoldgico na espécie vegetal. A potencialidade destes extratos
frente as atividades anticolinesterasica e antifungica e ensaios para avaliacdo da atividade
herbicida, assim como atividade citotoxica foram surpreendentes, considerando que todas as
linhagens apresentaram uma ou mais substancias com potencial atividade.

Tais resultados poderdo ser utilizados na fundamentacéo de futuros trabalhos acerca
da escolha de matrizes para cultivo de fungos endofiticos isolados desta espécie para fins
medicinais e biotecnologicos, no estudo das rotas biossintéticas para a producdo dos
metabolitos secundarios de interesse, na conducdo de ensaios de atividades bioldgicas e,
finalmente, no melhor conhecimento da nossa biodiversidade.

A abordagem OSMAC adotada para o estudo do perfil quimico de Preussia sp.
proporcionou alteracbes marcantes na producdo metabdlica e garantiu a obtencdo de
diferentes compostos a partir de uma mesma linhagem flngica, evidenciando o enorme
potencial dos micro-organismos para estudos de bioprospeccao, j& que essas variagdes ou uso
de eliciadores, podem influenciar a ativacdo de vias biossinteticas silenciadas e assim,
aumentar diversidade de substancias produzidas.

Em estudos realizados com extratos de folhas de C. sylvestris var. lingua de diversos

biomas brasileiros apresentaram majoritariamente a producdo de compostos fendlicos,
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principalmente flavonoides glicosilados. O cultivo de Preussia sp. isolado das folhas da C.
sylvestris var. lingua resultou no isolamento de um isoflanoide, o que lancam
questionamentos se esses dois organismos produzem estas substancias pelas mesmas vias ou
vias distintas e se for pela mesma via biossintética teria sido possivel pela transposi¢do de
genes? Esses questionamentos sdo prioritarios para estudos futuros permitindo a compreensao
da interacdo endofito-espécie vegetal hospedeira.

Os derivados de xantonas sdo encontrados com frequéncia como compostos
bioativos de plantas e fungos, mas apenas um numero limitado de oxepinocromanonas e
furocromanonas tém sido relatadas na literatura. O isolamento de duas substancias inéditas
pertencentes a estas classes, reforcam o estudo deste micro-organismo como fonte de novas
substancias potencialmente bioativas desta classe.

Pesquisa realizada na base de dados DNP (Dictionary of Natural Products) verificou a
apenas trinta e dois compostos isolados para esse género, indicando que este micro-organismo
é pouco estudado. Neste trabalho, vale ressaltar, o isolamento e identificacdo de vinte duas
substancias deste micro-organismo, que contribui para a compreensdo da quimiodiversidade
desse enddfito, sendo que essas substancias estdo sendo relatadas pela primeira vez para esse
micro-organismo.

Os resultados obtidos neste trabalho reforcam a potencialidade do estudo neste nicho
de micro-organismos, principalmente quando considera-se a taxa de extincdo da
biodiversidade que abriga indmeros endodfitos que nem sequer foram descritos e

consequentemente explorados do ponto de vista quimico e bioldgico.



Referéncias 182

Referéncias.



Referéncias 183

REFERENCIAS

ADAMCZESKI, M.; REED, A. R.; CREWS, P. New and know diketopiperazines from the
Caribbean sponge, Calyx CF. Podatyda. Journal of Natural Products, v. 58, n. 2,
p. 201-208, 1995.

ALMEIDA, J. R. G. S. et al. Antioxidant, cytotoxic and antimicrobial activity of Annona
vepretorum Mart. (Annonaceae). Revista Brasileira de Fruticultura, v. 36, p. 258-264,
2014. Edicéo especial.

BAE, H. et al. The beneficial endophyte Trichoderma hamatum isolate DIS 219b promotes
growth and delays the onset of the drought response in Theobroma cacao. Journal of
Experimental Botany, v. 60, p. 3279-3295, 20009.

BAILEY, B. A. et al. Fungal and plant gene expression during the colonization of cacao
seedlings by endophytic isolates of four Trichoderma species. Planta, v. 224, p. 1449-1464,
2006.

BARREIRO, E. J.; BOLZANI, V. D. S. Biodiversidade: fonte potencial para a descoberta de
farmacos. Quimica Nova, v. 32, n. 3, p. 679-688, 20009.

BASILE, A. C. et al. Pharmacological assay of Casearia sylvestris I: preventive anti-ulcer
activity and toxicity of the leaf crude extract. Journal of Ethnopharmacology, v. 30, n. 2,
p. 185-197, 1990.

BERRIDGE, M. V. et al. The biochemical and cellular basis of cell proliferation assays that
use tetrazolium salts. Biochemica, v. 4, n. 1, p. 14-19, 1996.

BERTRAND, S. et al. De novo production of metabolites by fungal co-culture of
Trichophyton rubrum and Bionectria ochroleuca. Journal of Natural Products, v. 76, n. 6,
p. 1157-1165, 2013.

BILLS, G. F. Analysis of microfungal diversity from a users perspective. Canadian Journal
of Botany, v. 73, n. 1, p. S33-S41, 1995.

BODE, H. B. Big effects from small changes: possible ways to explore nature's chemical
diversity. ChemBioChem, v. 3, p. 619-627, 2002.

BRAKHAGE, A. A.; SCHROECKH, V. Fungal secondary metabolites-strategies to activate
silent gene clusters. Fungal Genetics and Biology, v. 48. p. 15-22, 2011.

BROWNELL, A. et al. 3-nitropropionic acid-induced neurotoxicity-assessed by ultra high
resolution positron emission tomography with comparison to magnetic resonance
spectroscopy. Journal of Neurochemistry, v. 89, n. 5, p. 1206-1214, 2004.



Referéncias 184

BUENO, P. C. P. Variabilidade quimica infraespecifica e dinamica de metabdlitos
secundarios fenolicos e diterpénicos em Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae): correlacdo
metaboldmica e protedbmica utilizando cromatografia, espectrometria de massas, ressonancia
magnética nuclear e quimiometria. 2015. 254 f. Tese (Doutorado em Quimica) - Instituto de
Quimica, Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 2015.

CARVALHO, E. S.; SANTOS, A. G.; CAVALHEIRO, A. J. Identificacéo de diterpenos
clerodanicos em diferentes 6rgdos de Casearia sylvestris Sw. Revista de Ciéncias
Farmacéuticas Basica e Aplicada, v. 30, n. 3, p. 277-284, 2009.

CARVALHO, P. R. F. et al. Acetylated DNA-damage clerodane diterpenes from Casearia
sylvestris. Phytochemistry, v. 49, n. 6, p. 1659-1662, 1998.

CAVALCANTE, L. G. W. et al. Neutralization of snake venom phospholipase A2 toxins by
aqueous extract of Casearia sylvestris (Flacourtiaceae) in mouse neuromuscular preparation.
Journal of Ethnopharmacology, v. 112, n. 3, p. 490-497, 2007.

CICHEWICZ, R. H. Epigenome manipulation as a pathway to new natural product scaffolds
and their congeners. Natural Product Reports, v. 27, p. 11-22, 2010.

CHANG, T. S. et al. Metabolism of the soy isoflavones daidzein and genistein by fungi used
in the preparation of various fermented soybean foods. Bioscience, Biotechnology and
Biochemistry, v. 71, n. 5, p. 1330-1333, 2007.

CHIANG, Y. et al. Unlocking fungal cryptioc natural products. Natural Product
Communiocations, v. 4, n. 11, p. 1505-1510, 2009.

CHOMCHEON, P. et al. 3-Nitropropionic acid (3-NPA), a potent antimycobacterial agent
from endophytic fungi: is 3-NPA in some plants produced by endophytes? Journal of
Natural Products, v. 68, p. 1103-1105, 2005.

CHOMCHEON, P. et al. Metabolites from the endophytic mitosporic Dothideomycete sp.
LRUB20. Phytochemistry, v. 70, p. 121-127, 20009.

COLEMAN, J. J. et al. Characterization of plant-derived saponin natural products against
Candida albicans. ACS Chemical Biology, v. 5, n. 3, p. 321-332, 2010.

COPPING, L. G.; DUKE, S. O. Natural products that have been used commercially as crop
protection agents. Pest Management Science, v. 63, p. 524-554, 2007.

COX, C. B.; MOORE, P. D. Biogeografia: uma abordagem ecoldgica e evolucionaria. 7. ed.
Rio de Janeiro: LTC, 2009. 412 p.

CRAGG, G. M.; GROTHAUS, P. G.; NEWMAN, D. J. New horizons for old drugs and drug
leads. Journal of Natural Products, v. 77, n. 3, p. 703-723, Mar. 2014,

DEMAIN, A. L. Importance of microbial natural products and the need to revitalize their
discovery. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, v. 41, p. 185-201, 2014.



Referéncias 185

DEMAIN, A. L. Small bugs, big business: the economic power of the microbe.
Biotechnology Advances, v. 18, p. 499-514, 2000.

DEWICK, P. M. The acetate pathway: fatty acids and polyketides. In: . Medicinal
natural products: a biosynthetic approach. 2nd ed. Chichester: John Wiley & Sons, 2002.
Chap. 3, p. 35-120.

DING, G. et al. Photipyrones A and B, new pyrone derivatives from the plant endophytic
fungus Pestalotiopsis photiniae. Journal Antibiotics, v. 65, p. 271-273, 2012.

EL-SEEDI, R. H. et al. Naturally occurring xanthones; latest investigations: isolation,
structure elucidation and chemosystematic significance. Current Medicinal Chemistry,
v. 16, p. 2581-2626, 2009.

FAETH, S. H. Are endophytic fungi defensive plant mutualists? OIKOS, v. 98, p. 25-36,
2002.

FDHILA, F. et al. DD-Diketopiperazines: antibiotics active against Vibrio anguillarum
isolated from marine bacteria associated with cultures of Pecten maximus. Journal of
Natural Products, v. 66, n. 10, p. 1299-1301, 2003.

FERREIRA, P. M. P. et al. Folk uses and pharmacological properties of Casearia sylvestris: a
medicinal review. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, v. 83, n. 4, p. 1-12, 2011.

FIL, P.-T. et al. Copper and manganese cations alter secondary metabolism in the fungus
Penicillium brasilianum. Journal of Brazilian Chemical Society, 2016. Ahead of print.
d0i:10.5935/0103-5053.20160163.

FLORES, A. C. et al. Production of 3-nitropropionic acid by endophytic fungus Phomopsis
longicolla isolated from Trichilia elegans A. JUSS ssp. elegans and evaluation of biological
activity. World Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 29, n. 5, p. 923-932, 2013.

GUNATILAKA, A. A. L. Natural products from plant-associated microorganisms:
distribution, structural diversity, bioactivity, and implications of their occurrence. Journal of
Natural Products, v. 69, n. 3, p. 509-526, 2006.

GUO, B. et al. Bioactive natural products from endophytes: a review. Applied Biochemistry
and Microbiology, v. 44, n. 2, p. 136-142, 2008.

HAMASAKI, T.; KIMURA, Y. Isolation and structures of four new metabolites from
Aspergillus wentii. Agricultural and Biological Chemistry, v. 47, n. 1, p. 163-165, 1983.

HUANG, R. et al. A new isoflavone derivative from Streptomyces sp. YIM GS3536.
Chemistry of Natural Compounds, v. 48, n. 6, p. 966-969, 2013.

KAJULA, M. et al. Bridged epipolythiodiketopiperazines from Penicillium raciborskii, an
endophytic fungus of Rhododendron tomentosum Harmaja. Journal of Natural Products,
V. 79, n. 4, p. 685-1690, 2016.



Referéncias 186

KERI, S. R. et al. Chromones as a privileged scaffold in drug discovery: a review. European
Journal of Medicinal Chemistry, v. 78, p. 340-374, 2014.

KROHN, K. et. al. Xanthones and oxepino [2,3-b] chromones from three endophytic fungi.
Chemical European Journal. v. 15, p. 12121-12132, 2009.

KUSARI, S.; SPITELLER, M. Are we ready for industrial production of bioactive plant
secondary metabolites utilizing endophytes? Natural Product Reports, v. 28, p. 1203-1207,
2011

KUSARI, S.; HERTWECK, C.; SPITELLER, M. Chemical ecology of endophytic fungi:
origins of secondary metabolites. Chemistry & Biology, v. 19, p. 792-798, 2012.

KUSARI, S.; ZUHLKE, S.; SPITELLER, M. An endophytic fungus from Camptotheca
acuminata that produces camptothecin and analogues. Journal of Natural Products, v. 72,
n.1, p. 2-7, 2009.

KUSARI, S. et al. Implications of endophyte-plant crosstalk in light of quorum responses for
plant biotechnology. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 99, p. 5383-5390, 2015.

LIU, Y. et al. A new polyketide from Diaporthe sp. SXZ-19, an endophytic fungal strain of
Camptotheca acuminate. Natural Product Research, v. 27, n. 22, p. 2100-2104, 2013.

LUBBE, A.; VERPOORTE, R. Cultivation of medicinal and aromatic plants for specialty
industrial materials. Industrial Crops and Products, v. 34, p. 785-801, 2011.

MA, Y. et al. Structural diversity and biological activities of indole diketopiperazine alkaloids
from fungi. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2016. Ahead of print.
doi:10.1021/acs.jafc.6b01772

MAISTRO, E. L.; CARVALHO J. C.; MANTOVANI, M. S. Evaluation of the genotoxic
potential of the Casearia sylvestris extract on HTC and V79 cells by the comet assay.
Toxicology in Vitro, v. 18, n. 3, p. 337-342, 2004.

MAPPERSON, R. R. et al. The diversity and antimicrobial activity of Preussia sp.
Endophytes isolated from australian dry rainforests. Current Microbiology, v. 68, p. 30-37,
2014.

MARQUETE, R. O género Casearia Jacq. no Brasil. 2010. 438 f. Tese (Doutorado em
Botanica) - Escola Nacional de Botéanica Tropical, Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

MASTERS, S.; BRASE, S. Xanthones from fungi, lichens, and bacteria: the natural products
and their synthesis. Chemical Reviews, v. 112, p. 3717-3776, 2012.

MULLER, C. B.; KRAUSS, J. Symbiosis between grasses and asexual fungal endophytes.
Current Opinion in Plant Biology, v. 8, p. 450-456, 2005.

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M. Endophytic and epiphytic microbes as “sources” of
bioactive agents. Frontiers in Chemistry, v. 3, 2015. doi:10.3389/fchem.2015.00034.



Referéncias 187

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M. Natural products as sources of new drugs over the last 25
years. Journal of Natural Products, v. 70, p. 461-477, 2007.

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M. Natural products as sources of new drugs over the 30 years
from 1981 to 2010. Journal of Natural Products, v. 75, n. 3, p. 311-335, 2012.

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M. Natural products as sources of new drugs from 1981 to
2014. Journal of Natural Products, v. 79, n. 3, p. 629-661, Mar. 2016.

NEWMAN, D. J.; GIDDINGS, L-A. Natural products as leads to antitumor drugs.
Phytochemistry Reviews, v. 13, p. 123-137, 2014.

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M.; SNADER, K. M. The influence of natural products upon
drug discovery. Natural Product Reports, v. 17, n. 3, p. 215-234, 2000.

PARANAGAMA, A. P; WIJERATNE, M. E. K; GUNATILAKA, A. A. L. Uncoverring
biosynthetic potential of plant-associated fungi: effect of culture conditions on metabolite
production by Paraphaeosphaeria quadriseptata and Chaetomium chiversii. Journal of
Natural Products, v. 70, n. 12, p. 1939-1945, 2007

PFENNING, L. H. Introducéo a micologia. Lavras: Ed. Ufla, 2000. 638 p.

PRITI, V. et al. How promising are endophytic fungi as alternative sources of plant secondary
metabolites? Current Science, v. 97, n. 4, p. 477-478, 2009.

RAMBALDI, D. M.; OLIVEIRA, D. A. S. (Org.). Fragmentacédo de ecossistemas: causas,
efeitos sobre a biodiversidade e recomendacdes de politicas publicas. Brasilia, DF:
MMA/SBF, 2003. 510 p.

RASLAN, D. S. et al. Anti-PLA2 action test of Casearia sylvestris Sw. Bollettino Chimico
Farmacéutico, v. 141, n. 6, p. 457-460, 2002.

RICE, E. L. Allelopathy. 2nd ed. New York: Academic Press, 1984. 422 p.

SANTOQOS, A. G. et al. Clerodane diterpenes from leaves of Casearia sylvestris SWARTZ.
Quimica Nova, v. 30, n. 5, p. 1100-1103, 2007.

SAVORANI, F. et al. A primer to nutritional metabolomics by NMR spectroscopy and
chemometrics. Food Research International, v. 52, p. 1131-1145, 2013.

SCHAWARZ, M. et al. 3-Hydroxypropionic acid as a nematicidal principle in endophytic
fungi. Phytochemistry, v. 65, p. 2239-2245, 2004.

SCHULZ, B.; BOYLE, C. The endophytic continuum. Mycological Research, v. 109, n. 6,
p. 661-686, 2005.

SCHULZ, B. et al. Endophytic fungi: a source of novel biologically active secondary
metabolites. Mycological Research, v. 106, n. 9, p. 996-1004, 2002.



Referéncias 188

SETO, Y. et al. Production of phleichrome by Cladosporium phlei as stimulated by
diketopiperazines of Epichloe typhina. Bioscience, Biotechnology and Biochemistry, v. 69,
n. 8, p. 1515-1519, 2005.

SHWETA, S. et al. Endophytic fungal strains of Fusarium solani, from Apodytes dimidiata E.
Mey. ex Arn (Icacinaceae) produce camptothecin, 10-hydroxycamptothecin and
9methoxycamptothecin. Phytochemistry, v. 71, p. 117-122, 2010.

SILVA, M. F. C. et al. Chromones: a promising ring system for new antiinflammatory drugs.
ChemMedChem, v. 11, p. 2252-2260, 2016.

SLEUMER, H. O. Flacourtinaceae. New York: The New York Botanic Garden, 1980. 499 p.
(Flora neotropica monograph, n. 22).

SMETANINA, O. F. et al. Metabolites of the marine fungus Humicola fuscoatra KMM 4629.
Russian Chemical Bulletin., v. 53, n. 11, p. 2643-2646, 2004.

STARK, T.; HOFMANN, T. Structures, sensory activity, and dose/response functions of 2,5-
diketopiperazines in roasted cocoa nibs. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
v. 53, p. 7222-7231, 2005.

STROBEL, G. A.; DAISY, B. Bioprospecting for microbial endophytes and their natural
products. Microbiology and Molecular Biology Reviews, v. 67, p. 491-502, 2003.

SUEMITSUA, R. et al. Structure of porriolide, a new metabolite from Alternaria porri.
Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, v. 57, n. 2, p. 334-335, 1993.

SUN, X.; GUO, L. Endophytic fungal diversity: review of traditional and molecular
techniques. Mycology, v. 3, n. 1, p. 65-76, 2012.

VIEGAS JUNIOR, C.; BOLZANI, V. S.; BARREIRO, E. J. Os produtos naturais e a quimica
medicinal moderna. Quimica Nova, v. 29, n. 2, p. 326-337, 2006.

WANG, L. W. et al. Bioactive metabolites from Phoma species, an endophytic fungus from
the Chinese medicinal plant Arisaema erubescens. Applied Microbiology and
Biotechnology, v. 93, p. 1231-1239, 2012.

WANG, W. et al. New clerodane diterpenoids from Casearia sylvestris. Fitoterapia, v. 80,
n. 7, p. 404-407, 2009.

WANG, W.-X. et al. Antibacterial azaphilones from an endophytic fungus, Colletotrichum sp.
BS4. Journal of Natural Products, 2016. Ahead of print. doi:10.1021/acs.jnatprod.5b00436.

WILLIAMS, R. B. et al. Epigenetic remodeling of the fungal secondary metabolome.
Organic & Biomolecular Chemistry, v. 6, p. 1895-1897, 2008.

XIONG, H. et. al. Sporormiellin A, the first tetrahydrofuran-fused furochromone with an
unprecedented tetracyclic skeleton from Sporormiella minima. Royal Society of Chemistry
Advances, V. 4, p. 24295-24299, 2014.



Referéncias 189

XIU-LING, W. et al. C-Ring cleavage of isoflavonas daidzein and genistein by a newly-
isolated humam intestinal bacterium Eubacterium ramulus Julong 601. Journal of
Microbiology and Biotechnology, v. 14, n. 4, p. 766-771, 2004.

ZHANG, F. et al. A thiopyranchromenone and other chromone derivatives from and
endolichenic fungus, Preussia africana. Journal of Natural Products, v. 75, p. 230-237,
2012.

ZHANG, H. W.; SONG, Y. C.; TAN, R. X. Biology and chemistry of endophytes. Natural
Product Reports, v. 23, p. 753-771, 2006.

ZHANG, J. Y. et al. Anthracenedione derivatives as anticancer agents isolated from
secondary metabolites of the mangrove endophytic fungi. Marine Drugs, v. 8, p. 1469-1481,
2010.

ZHAO, Q. et al. Nodulisporisteriods C - L, new 4-methyl-prosgesteroides from
Nodulisporium sp. Steroids, v. 102, p. 101-109, 2015.

ZHENG, Q. et al. Nodulisporisteriods A and B, the frist 3,4-seco-4-methyl-prosgesteroides
from Nodulisporium sp. Steroids, v. 78, p. 896-901, 2013.

ZHENG, Y. et al. Diversity, distribution and biotechnological potential of endophytic fungi.
Annals Microbiology, v. 66, n. 2, p. 529-542, 2016.



