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RESUMO

Os fungos endofiticos sdo micro-organismos que residem nos espagos intercelulares
das plantas superiores. Estdo comumente presentes em quase todas as plantas e
sdo importantes fontes de produtos naturais com atividades bioldgicas
diversificadas. Este trabalho teve como objetivo a obtencdo de substancias
potencialmente bioativas a partir do fracionamento do extrato bruto em Czapek®
produzido pelo fungo endofitico Camarops sp. isolado das folhas saudaveis de
Alibertia macrophylla (Rubiaceae) e para o melhor entendimento da relagéo entre os
fungos endofiticos e as espécies hospedeiras. Inicialmente o fungo endofitico foi
cultivado em pequena escala nos meios solido (arroz) e liquido: meio de dextrose e
batata (MDB) extrato de malte (EM), extrato de levedura (YM), Czapek® e Nutrient®.
Os extratos brutos obtidos foram submetidos a bioensaios para avaliacdo das
atividades antifungica, antioxidante, tripanocida e anticolinesterasica, sendo também
analisados por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia com Detector em Arranjo de Diodos (CLAE-DAD) e Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H). Esta avaliagdo nos permitiu
selecionar o meio de cultura Czapek® como o meio mais promissor para cultivo do
endofito em escala ampliada. Apés o periodo de fermentacédo (21 dias) de Camarops
sp. em meio de Czapek®, sucessivas extracdes com acetato de etila foram
realizadas e o extrato bruto foi obtido apds evaporagdo do solvente. Este foi
submetido ao fracionamento por técnicas cromatograficas convencionais, 0 que
resultou no isolamento e identificacdo estrutural de 7 substancias, que foram
determinadas por RMN de *H e *C 1D e 2D.

Palavras-Chave: Camarops sp., fungo endofitico e Alibertia macrophylla



ABSTRACT

Endophytic fungus are microorganisms that reside in the intercellular spaces of
higher plants. They are commonly present in almost all plants and are important
sources of natural products with diverse biological activities. This study aimed to
obtain potentially bioactive substances from the fractionation of crude extract in
Czapek® produced by the endophytic fungus Camarops sp. isolated from healthy
leaves of Alibertia macrophylla (Rubiaceae) and to contribute to a better
understanding of the relationship between endophytes and host species. Initially the
endophytic fungus was grown, in small-scale, on solid media (rice) and liquid: potato
dextrose broth (PDB), Malt Extract (ME), Yeast Maintenance (YM), Czapek® and
Nutrient®. The extracts were subjected to bioassays for evaluation of antifungal,
antioxidant, anticholinesterase and trypanocidal activity, and was also analyzed by
thin layer chromatography (TLC), High Pressure Liquid Chromatography with Diode
Array Detector (HPLC-DAD) and Nuclear Magnetic Ressonance of Hydrogen (NMR
'H). This assessment allowed us to select the Czapek® culture medium as the most
promising for cultivation of endophytes on an enlarged scale. After the fermentation
period (21 days) of Camarops sp. in Czapek® medium, successive extractions were
performed with ethyl acetate and the crude extract was obtained after evaporation of
the solvent. This was subjected to fractionation by conventional chromatographic
techniques, which resulted in the isolation of seven substances that determined by
NMR *H and **C 1D and 2D.

Keywords: Camarops sp., endophytic fungus and Alibertia macrophylla
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1. INTRODUCAO

Os fungos endofiticos sdo micro-organismos que residem nos espacos
intercelulares das plantas superiores e tem se mostrado como uma fonte de novos
produtos naturais com atividades bioldgicas diversificadas!>?. Estima-se que,
aproximadamente 300.000 espécies de plantas existam na terra e que cada planta é
hospedeira de pelo menos um fungo endofitico, sendo que destas, poucas foram até
agora completamente estudadas. Deste modo, a probabilidade de se encontrar
novos e interessantes fungos endofiticos dentre as milhares de plantas presentes
nos mais diversos ecossistemas é muito alta®®. Taxonomicamente, a maioria dos
fungos endofiticos pertence ao filo Ascomycetos, enquanto algumas espécies
também pertencem aos filos Zygomycota e Basidiomycota ..

Os fungos se dispersam facilmente e s&o capazes de colonizar diferentes
substratos e ecossistemas. A sua abundancia e diversidade parecem diminuir
conforme partimos de latitudes mais baixas para as mais altas, ou seja das regides
tropicais para as articas . Em trabalho recente publicado por Rosa !, um estudo
demonstrou a presenca de fungos endofiticos habitando os tecidos de plantas do
continente Antéartico, sendo que mais da metade destes fungos é capaz de produzir
melanina, substancias capazes de transformar energia proveniente da radiacdo UV
em energia metabdlica. Considerando que a planta deve suportar repetitivos ciclos
de congelamento e descongelamento e altas taxas de radiac&o ultravioleta, o fungo
endofitico fornece condi¢cbes para a sobrevivéncia da planta e em contrapartida a
planta representa para o fungo um habitat que o protege contra as condi¢cdes
climaticas extremas. Esta associacdo mutuamente vantajosa € denominada
simbiose .

A interacdo mutualistica do tipo simbidtica entre o fungo endofitico e a planta
hospedeira confere beneficios muatuos, uma vez que o fungo endofitico fornece
protecdo e melhores condi¢des de sobrevivéncia ao hospedeiro através da producéo
de uma miriade de substancias bioativas e esta por sua vez, fornece ao micro-
organismo alimento e protecado . A producado de substancias bioativas pelos fungos
endofiticos esta diretamente relacionada a sua evolugéo independente, visto que tais
micro-organismos durante seu desevolvimento devem ter incorporado informacdes

genéticas das plantas superiores, assim permitindo que se adaptem a planta
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hospedeira, desta forma realizando algumas func¢des tais como fornecer protecdo
contra patégenos, insetos e animais herbivoros!”.

A maioria dos fungos endofiticos é transmitida horizontalmente para as
plantas hospedeiras, pelo ar, através de esporos. Alguns endofiticos, no entanto,
também podem ser transmitidos verticalmente para as proximas geracdes do
hospedeiro através de suas sementes!®. Uma vez dentro do tecido vegetal da planta
hospedeira, os fungos assumem um estado de laténcia por todo o periodo de vida
da planta ou por um extenso periodo de tempo, por exemplo, até que as condicdes
ambientais sejam favoraveis para o fungo®®. No entanto, de acordo com Schulz &
Boyle!™”, ndo ha neutralidade entre as interacdes dos micro-organismos endofiticos
e seus hospedeiros, pois estas interacdes sempre envolvem um equilibrio de
antagonismos, onde a defesa da planta hospedeira limita o desenvolvimento das
espécies fungicas.

Os fungos endofiticos podem ter impacto na ecologia, adaptacdo e o formato
de uma comunidades de plantas, conferindo resisténcia a estresses abidticos
(temperatura, pH, pressdo osmotica) e bidticos (originarios de bactérias, fungos,
nematdides e insetos) . No entanto, os beneficios desta interacdo podem
depender da disponibilidade de recursos naturais, tais como agua e nutrientes no
solo 1403,

Embora a descoberta dos fungos endofiticos data de aproximadamente 1904,
foi s6 a partir de 2006, com a descoberta de sua importancia farmacologica e
ecoldgica, que os fungos endofiticos passaram a ter um maior reconhecimento™,
As substancias bioativas produzidas pelos micro-organismos endofiticos, além de
desempenharem seu papel na relacdo enddfito-hospedeiro, também se mostraram
como uma interessante fonte de novas substancias com aplicabilidade nas areas da
medicina, indlstria e agricultural®®. A presenca de novos alvos bacterianos, a
evolucdo das doencas infecciosas, a resisténcia aos atuais antibiéticos e a toxidade
de certas substancias reivindicam a descoberta de novos agentes terapéuticos
eficazes no tratamento das enfermidades em humanos, plantas e animais. Um
recente trabalho publicado por Kinghorn*® relata que a contribuicdo da descoberta
de novos produtos naturais, entre os anos de 2001 e 2010, pelos micro-organismos
terrestres e fungicos, dentre os quais os endofiticos estdo juntamente inseridos,
passou de 9,3% (106 substancias) em 2001 para 12,4% em 2010 (170 substancias).



1. Introducédo - 13-

Na agricultura as atencdes tem se voltado cada dia mais a procura de novos
agentes que causam pequeno ou henhum impacto ambiental e que sejam eficazes
no controle de pestes, doencas e organismos causadores de doencas. Nesse
sentido a utilizagdo de micro-organismos se mostrou recentemente uma solucao
econdmica e ambientalmente viavel. Campos!*”, utilizou uma suspenséo contendo
esporos do fungo endofitico Beauveria sp. como um eficiente carrapaticida, em
substituicdo aos atuais agentes quimicos que ndo tem se mostrado eficientes além
de causarem contaminac¢do ambiental. Podemos também citar a azadiractina, um
limondide que tem se mostrado uma referéncia no desenvolvimento de novos
inseticidas naturais por apresentar baixa toxicidade ao homem, baixa persisténcia no
meio ambiente e acdo sistémica. Foi obtido inicialmente dos extratos vegetais da

planta Azadiractina indica™®

, tendo sido recentemente isolado de seu fungo
endofitico Eupenicillium parvu®.

Na medicina, a descoberta do taxol (placitaxel) incentivou a busca por novas
drogas anticancerigenas, possivelmente devido ao modo Unico de acao, interferindo
diretamente na multiplicacdo das células cancerigenas, reduzindo e até mesmo
interrompendo o crescimento. No ano de 2000 alcangou a posi¢cédo de medicamento
anticancerigeno mais comercializado no mundo, sendo indicado principalmente para
o tratamento dos cancer de mama, pulmao e ovério . Foi inicialmente isolado, em
1962, da casca das arvores pertencentes ao género Taxus, sendo a espécie vegetal

20 No entanto, estas arvores sio

Taxus brevifolia sua principal representante
incomuns, de crescimento lento e produzem pequenas quantidades de Taxol, o que
explica o alto preco exigido por este medicamento na época, quando obtido a partir
desta fonte natural®. Além disso, o uso de apenas uma fonte vegetal para a
obtencdo do Taxol limitou o suprimento desta droga devido ao desmatamento
descontrolado destas arvores!??. Este fato motivou a busca de novas fontes naturais
para a bioprospeccdo do taxol. Apenas em 1993, Stierle et al.””® ao investigar os
metabolicos secundarios produzidos pelos fungos endofiticos associados a Taxus
brevifolia, relatou, pela primeira vez na literatura, o isolamento do taxol de um micro-
organismo endofitico (Taxus andreanae), com um rendimento de 25-50ng.L™. Esta
descoberta se mostrou uma alternativa menos escassa para a obtencéo do taxol por
processos fermentativos?. A partir dai, Taxol e muitas outras substancias com
propriedades anticancerigenas vem sendo isolados de inUmeros géneros de fungos

endofiticos.
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Outra importante substancia anticancerigena € a camptotecina, um alcaloide
que diferente do taxol, atua inibindo a enzima do DNA, topoisomeraze |. Foi
inicialmente isolada em 1966 da casca e do tronco de Camptotheca acuminata
Decaisne (Nyssaceae), uma arvore nativa da Chinal®®. Apesar dos 6timos resultados
obtidos nos ensaios clinicos, camptotecina apresentou alguns inconvenientes tais

el?%21 por outro lado,

como baixa solubilidade em meio aquoso e alta toxicidad
utiizando-se como precursores a camptotecina e seu analogo 10-
hidroxicampotecina, foram obtidos por semi-sintese, dois importantes derivados: o
irinotecano e o topotecan, que se mostraram mais eficientes e tdo ativos quanto a
camptotecina natural. Irinotecano (Camptosar) e topotecan (Hycamtin) foram
aprovados para o tratamento de pacientes com cancer de colo e reto pela U.S FDA
(Food and Drugs Administration) em 1998 e 2007 respectivamente?®?®!, Em busca
de novas fontes para a obtencdo de Camptotecina, diversos fungos endofiticos
foram estudados, sendo muitos os relatos descritos na literatura da obtencédo de
Camptotecina assim como de seus analogos!®*-34.

Muitos outros compostos com propriedades anticancerigenas isolados de
micro-organismos endofiticos foram relatados na literatura, tais como: Ergoflavina,
uma xantona dimérica, isolada do fungo endofitico que habita as folhas da planta
medicinal Mimusops elengi (Sapotaceae)®; Podofilotoxina, uma lignana n&o
alcaloide, utilizada como precursora de medicamentos anticancerigenos
(etoposideo, teniposideo) isolada dos fungos endofiticos Aspergillus fumigatus de
Juniperus communis®®, Phialocephala fortinii de Podophyllum peltatu " e Fusarium
oxysporum de Juniperus recurva®® ;

Entretanto, apesar do foco da maioria dos estudos estar voltado para a
descoberta de substancias com atividade anticancerigena, também existem
inUmeros relatos de substancias isoladas de fungos endofiticos que se apresentam
como agentes: antiviral®®, antiparasitario*”, fungicidal*, bactericida!*?, microbicida,
antifangico®®, antioxidante!¥, antidiabético!*®, imunosupressivo!*® e como repelente
de insetos*”), entre outros. Os fungos endofiticos também se apresentam como
interessantes alternativas nos processos de biotransformacdo!*®®® e como fonte
lipidica para producdo de biocombustiveis® >

Atualmente a obtencdo de produtos naturais baseia-se principalmente na
extracdo destas substancias de suas respectivas fontes naturais. Tal fato apresenta

diversas complica¢des, tais como: a biodisponibilidade da substancia a ser extraida,
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visto que a producdo da mesma € diretamente dependente das caracteristicas:
genéticas (devido as diferencas genéticas dentre a mesma espécie), sazonais e
climaticas; Assim como questdes politicas e ecoldgicas de todo o processo, desde 0

plantio até o desmatamento®®

. Esta situagdo exige abordagens inovadoras que
contornem o0s atuais problemas enfrentados e procurem novas alternativas
promissoras para a obtencao de tais compostos. Diante deste fato, diversos grupos
de pesquisa tem se mostrado motivados a avaliar a real potencialidade dos micro-
organismos nos processos biotecnolégicos para a obtencdo de substancias
bioativas, uma vez que, compreendem uma fonte inesgotavel, rentavel e renovavel
de tais substancias®*.

A espécie vegetal hospedeira da qual foi isolado o fungo endofitico escolhido
para o desenvolvimento do trabalho pertence a familia Rubiaceae Juss., ordem
Gentianales e compreende cerca de 637 géneros e 10700 espécies, tem distribuicédo
predominantemente tropical e subtropical e é constituida essencialmente de
espécies lenhosas, entretanto, observa-se a ocorréncia de alguns representantes
herbaceos e arbustivos?®>®7.

Os poucos relatos quimicos encontrados na literatura sobre o género
Alibertia, pertencente a subfamilia Ixoroideae, faz destaque a sua rica constituicao
terpenoidica. Espécies de Alibertia sdo conhecidas como fontes de triterpenos

pentaciclicos, especialmente do tipo oleanano e ursano®®”.
1.1 A Espécie Vegetal Hospedeira: Alibertia macrophylla K. Shum

O interesse pelo estudo fitoquimico da espécie vegetal Alibertia macrophylla
foi iniciado por Bolzani®®, em 1991, quando foi constatado a presenca de
constituintes fungitéxicos nos extratos da planta. Dos extratos polares das folhas
foram isolados: 6 iridéides nao glicosilados (VIII a XIll), o a&cido cafeico (l), os ésteres
cafeoato de 2-feniletina (Il) e cafeoato de 2-metil-4-hidroxibutila (Ill) e dos caules, 7
triterpenos (XVIII, XXI, XXIII, XXIV, XXV, XVI, XVII). As estruturas isoladas de A.
macrophylla podem ser visualizadas na Figura 1.1, pag 17. A forte atividade
fungitoxica contra as linhagens fuangicas de Aspergillus niger, Cladosporium
sphaerospermum, C. cladosporioides, e Colletotrichum gloeosporioides dos extratos
das folhas de A. macrophylla pode ser atribuida a presenca das agliconas iridoidais,

e dos derivados do acido cafeico, principalmente o éster cafeoato de 2-metil-4-
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hidroxibutila, constatada pela formacéo de halos de inibicdo de crescimento fungico
nos respectivos bioensaios®>®%,

Em outro estudo fitoquimico envolvendo a espécie vegetal A. macrophylla,
Viviane C. da Silval® relatou o isolamento de 17 substancias extraidas do caule da
planta: 4 iridoides glicosilados (XIV a XVII), 4 triterpenos (XIX, XX, XII, XXVIII), 3
triterpenos ja isolados por Bolzani®® ( XXIII, XXIV, XXVI), 2 esteréides (XXIX, XXX),
1 diterpeno inédito (VI), acido cafeico () ja isolado por Bolzani, 2 acidos fendlicos
(IV, V). O diterpeno do tipo ent-caurano apresentou forte atividade antifingica frente
ao patégeno humano Candida albicans 5659 As estruturas das substancias isoladas
de A. macrophylla podem ser visualizadas na Figura 1.1, pag 17.

O conhecimento prévio da quimica e bioatividade de A. macrophylla
proveniente dos estudos acima citados, ambos realizados pelo Nucleo de Bioensaio,
Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE), incentivou Camila M. de
Oliveira®, em seu trabalho de doutorado, a contribuir para uma possivel
compreensao da relacao existente entre os micro-organismos endofiticos e a planta
hospedeira, ao estudar os fungos endofiticos e seus metabdlicos secundarios,
realizando a comparacdo dos perfis quimicos da planta com os obtidos pelos fungos
endofiticos isolados.

1.1.1 Fungos endofiticos isolados de A. macrophylla

O estudo da producdo metabdlica destes fungos realizados anteriormente *”

resultou no isolamento e determinacdo estrutural de 11 metabdlicos secundarios:
estruturas XXXIII a XXXVIII (Figura 1.2, pag. 18) isolados do fungo endofitico
Penicillium sp.1; XXXIX a XLl (Figura 1.3, pag. 19) isolados de Camarops sp.
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Figura 1.1 - Substancias isoladas de Alibertia macrophylla por Bolzani e Viviane C. da Silva
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1.1.1.1 Substancias isoladas de Penicillium sp.1 (AM-01)

O estudo quimico do fungo endofitico Penicillium sp.1, cultivado em milho,
levou ao isolamento de 6 isocumarinas (Figura 1.2, pag. 18), sendo duas inéditas
(estruturas XXXVII e XXXVIII).

Figura 1.2 - Substancias produzidas pelo fungo endofitico Penicillium sp.1 isoladas por Camila
M. de Oliveira

Os bioensaios realizados revelaram que todas as isocumarinas apresentaram
forte atividade antifingica contra o fungo fitopatogénico C. cladosporioides, com
destaque para as substancias XXXIIl, XXXIV e XXXVII.

As substancias XXXVII e XXXVIII também apresentaram significativa
atividade antioxidante. Os bons resultados observados se devem provavelmente a
presenca de nucleos fendlicos e catecdis presentes nestas substancias.

A substancia XXXVIII também apresentou resultados promissores na

avaliacdo da atividade anticolinesterasical®®.

1.1.1.2 Substéancias isoladas de Camarops sp. (AM-02)

Do extrato bruto de Camarops sp. cultivado em milho, foram isolados 4
sesquiterpenos do tipo eremofilano, sendo 3 inéditos *” (substancias XL, XLI e XLIII)

e uma substancia com anel furanico XLIII, também inédito (Figura 1.3, pag. 19)
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Figura 1.3 - Substancias isoladas de Camarops sp. por Camila M. de Oliveira

XL H CHz H
XLI OH CH,-OH H
XLl OH CH,-OH OH

As substancias XL e XLI apresentaram potente atividade inibitéria da protease
pepsina (ensaio anti-HIV).

Os resultados dos ensaios bioldgicos mostrados pelas substancias
produzidas por Camarops sp., reafirmam os endofitos como uma promissora fonte
de metabdlicos bioativos, sendo capazes de produzir importantes substancias para o
desenvolvimento de potenciais novos farmacos!®®.

Dando continuidade ao trabalho de doutorado desenvolvido por Oliveira, C.
M. ha busca por novas substancias bioativas em Camarops sp. , Gubiani, J. R1®Y.,
em seu trabalho de mestrado, recultivou e reinvestigou a producdo metabdlica de
Camarops sp. (AM-02) em meio de milho. Este trabalho resultou no isolamento de 8
substancias: mevalonolactona (XLIV), para-hidroxi benzaldeido (XLV), azepan-2-ona
(XLVI), dois sesquiterpenos eremofilano inéditos XLVII e XLVIII, e os sesquiterpenos
eremofilanos XL, XLI e XLl (Figura 1.3, pag. 19) anteriormente isolados por
Oliveira, C.MP%. As estruturas das substancias isoladas por Gubiani, J.R."" podem
ser visualizadas na Figura 1.4, pag. 20
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Figura 1.4 - Substancias isoladas de Camarops sp.por Juliana R. Gubiani!®”

0
COH o
0
HO-.., NH
HaC
XLIV OH XLVI
XLV
oH
0
HO o
XLVII R= CH; (Simetria: R)
XLVIIl R= CH; (Simetria: S) OH
R

Observando a diversidade metabdlica produzida por Camarops sp. em milho,
o potencial bioldgico apresentado pelas substancias isoladas e com o conhecimento
prévio de que a producdo metabdlica dos micro-organismos endofiticos varia com o
meio de cultura utilizado®?, nos propomos neste trabalho ao re-cultivo de Camarops
sp. em diversos meios de cultivo objetivando a avaliagdo da produgdo metabdlica e
a possivel bioatividade das substancias isoladas.

Em um levantamento bibliografico realizado n&o foi possivel encontrar
nenhum registro do isolamento ou identificacdo de metabdlicos secundarios
produzidos por Camarops sp. a ndo ser o publicado por Oliveira, C. M. Esta
constatacdo descrita acima, reforcou nosso interesse no estuda da variacao

metabdlica de Camarops sp. em diferentes meios de cultura.
1.1.2 O género Camarops

O género Camarops pertence taxonomicamente a familia Boliniaceae
(Boliniales), a qual é subdividida em 12 géneros e aproximadamente 69 espécies.
Dentre os géneros fungicos descritos, Camarops e Endoxyla sdo o0s mais
numerosos, com respectivamente 22 e 23 espécies fungicas identificadas e
catalogadas. Dinamarca, Suica e Reino Unido sdo o0s paises com a maior
guantidade de registros de espécies fungicas pertencentes a familia Boliniaceae
localizadas em seus territorios, em um total de mais de 668 registros. No Brasil

existem apenas trés, a identificacdo no estado do Amazonas das espécies
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Apiocamarops alba e Camarops polysperma em 1984 e 1985 respectivamente e de

Camarops ustulinoides no estado de Santa Catarina em 2007 e 20083~ €],
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

4 Buscar compreender a relacdo ecolbgica existente entre o fungo endofitico

Camarops sp. e a sua espécie vegetal hospedeira Alibertia macrophylla.

2.2 Objetivos Especificos

v Realizar o cultivo, em escala reduzida, do fungo endofitico Camarops sp. em
diversos meios de cultura liquido (MDB, Czapek®, Extrato de Malte, Nutrient® e YM)
e sélido (Arroz) a fim de se avaliar a producdo metabdlica quando submetido a
crescimento em diferentes tipos de nutrientes.

v Avaliar a producdo metabodlica quimicamente através das analises por RMN
de 'H e CLAE - DAD e biologicamente através dos ensaios biolégicos (atividades
antifingica, antioxidante, tripanocida e anticolinesterasica);

4 A partir da avaliacdo do perfil quimico e biolégico dos extratos brutos obtidos
em escala reduzida, selecionar o meio de cultura mais promissor para o recultivo de
Camarops sp., agora em escala ampliada, visando a identificacdo/isolamento e a

determinacao estrutural dos metabdlicos secundarios produzidos;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Especificagdo do Material e Equipamentos Utilizados
3.1.1 Meios de cultura

Para a avaliagdo do perfil quimico do fungo endofitico Camarops sp. foram

utilizados os meios de cultura sélido e liquido descritos na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Meios de cultura sélido e liquido utilizados para a avaliacdo do perfil quimico e
biolégico de Camarops sp.

Meio de

cultura Tipo

(gc/:L) Composicao Especificacéo Fabricante

Extrato de malte Base para cultivo de

EM Liquido | 20 (209) fungos e bactérias DIFCO
Fécula de batata Base para cultivo de
MDB Liquido | 24 (49), dextrose P DIFCO
leveduras e fungos
(209)
Extrato de .
Base para cultivo de
levedura (3g), leveduras, fungos e
YM Liquido | 21 | extrato de malte » 1ung DIFCO

outros micro-

(39). peptona (59), organismos aciduricos

dextrose (109)

Extrato de carne Base para cultivo de

Nutrient® | Liquido | 8 (39), peptona (5) micro-organismos nao- DIFCO

fastidiosos
Sacarose (309),
NaNOs3 (39), Base para cultivo de
® |y e Nax(POg4)s (19), fungos e bactérias
Czapek™ | Liquido | 35 MgSO, (0,59), KCI capazes de utilizar DIFCO
(0,59), FeSO,4 nitrogénio inorganico
(0,019)
Arroz Solido - - Arroz parbolizado Tio Jodo
Fécula de batata
BDA solido | 39 (49), dextr,ose Base para cultivo de SIGMA
(209), 23 agar leveduras e fungos
(159)

3.1.2 Solventes utilizados

Deuterados: Merck, Aldrich e Fluka.
N&o-Deuterados: Merck, J. T. Baker, Synth e Mallinckrodt P.A.
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3.1.3 Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)

Foram utilizadas placas comerciais de silica 60G da Merck compostas por um
fino filme de silica gel com espessura de aproximadamente 250um, utilizando como
suporte uma estreita placa de aluminio. As revela¢gbes das substancias separadas
nas placas foram feitas por irradiacdo com UV (A 254 e 366nm) e através da
nebulizacdo com solucdo metandlica contendo anisaldeido, com posterior
aguecimento.

A solucdo de anisaldeido foi preparada pela adicdo de 1mL de anisaldeido,
20mL de acido acético, 170mL de metanol e 10mL de acido sulfurico nesta ordem,
tomando o cuidado de preparar o revelador em béquer envolto em gelo.

3.1.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O perfil guimico e o fracionamento das substancias foram realizados por
CLAE, utilizando um cromatégrafo binario (bombas modelo LC-20AT) da marca
Shimadzu, equipado com detector UV-Vis de arranjo de diodos (DAD), modelo SPD
M20A e autoamostrador SIL 20A.

3.1.5 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN — *H) e de Carbono
(RMN = Q)

Os espectros de RMN de 'H e de *C foram realizados em espectrémetro
Varian INOVA utilizando como referéncia interna o TMS e operando na frequéncia

de 500 MHz para o nucleo de hidrogénio e 125 MHz para o is6topo 13 do carbono.
3.1.6 Espectrometria de massas (EM)

As analises das fracdes e sub-fracbes foram realizadas em espectrémetro de
massa modelo LCQ Fleet, da Thermo Scientific com analisador de captura de ions
(ion trap), utilizando para tal o modo de injecdo direta por eletrospray (modo
negativo), com 0s seguintes parametros: temperatura do capilar a 275 °C; Voltagem
do capilar variando entre 5 a 40 V; Voltagem do spray a 5 kV; Fluxo de gas de
nitrogénio a 6 unidades; Tube lens a -100 V (modo negativo) ou 100 V (modo

positivo); Fluxo de inje¢do da amostra a 10 pL/min utilizado bomba de infuséo.
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3.1.7 Ensaios biologicos
3.1.7.1 Atividade antifungica*

Para a realizacdo do ensaio antifungico utilizou-se placas comerciais de silica
60G da Merck e solugdes reveladoras esterilizadas (solugdo C) de esporos do fungo

Cladosporium sphaerospermum e C. cladosporioides.

Composicao da solucdo C: Solucao preparada no momento da aplicacéo utilizando
10mL da solucao A + 60mL da solucao B

Composicéo da solucdo A: Solucao aquosa de glicose 30%

Composicéo da solucéao B: 7,0g de KH,PO,; 3,0g de Na;HPO4.2H,0; 4,0g de KNOg;
1,0g de MgS04.7H,0 e 1,0g de NaCl por litro de HO.

* Ensaio realizado no Instituto Botanico de S&o Paulo — se¢do de Fisiologia Vegetal, sob
responsabilidade da Dra. Maria Claudia Marx Young.

3.1.7.2 Atividade antifungica — Patdgenos humanos*

Para a realizagdo do ensaio da atividade antifungica utilizou-se de um meio
de cultura aquoso de RMPI — 1640, que consiste de 10,4 g de meio RPMI-1640 em
po (com glutamina e vermelho fenol, sem bicarbonato), 34,53 g de tampé&o de MOPS
(acido 3-[N-morfolino] propanosulfénico) para 1 L de H,O destilada. O pH é ajustado
para 7,0 (25 °C) com NaOH (1 mol/L) e ao final, o0 meio € esterilizado por filtragdo
em membrana (tamanho de poro: 0,22 um) e armazenado em recipiente estéril a 4
°C.

* Ensaio realizado na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP — Campus de Araraquara,

Laboratorio de Micologia Clinica, sob responsabilidade da Profa. Dra. Maria José Soares Mendes

Giannini

3.1.7.3 Atividade anticolinesterasica*

O ensaio para avaliagdo da atividade anticolinesterasica foi realizado pelo
teste com reagente de Ellman, utilizando Fisostigmina como padrdo positivo. As
seguintes soluc¢des foram utilizadas:

Solucéo A: Adiciona-se acetilcolinesterase (1000 U, Sigma, produto n°® C2880)
a 150mL de tampéo Tris-HCI (0,05 M; pH=7.9). A solu¢éo estoque € armazenada a
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4°C e no momento do uso, a solugéo é enriquecida com 0,1% de albumina de soro
bovino.
Solucéo B: Adiciona-se 250mg de acetato de 1-naftila em 100mL de etanol;
Solucdo C: Adiciona-se 400mg do sal Fast Blue B em 160mL de agua
destilada;

Solucgéo D: Mistura-se 10mL da solugéo B com 40mL da solugéo C.

* Ensaio realizado no Instituto Botadnico de S&o Paulo — se¢do de Fisiologia Vegetal, sob
responsabilidade da Dra. Maria Claudia Marx Young.

3.1.7.4 Atividade tripanocida*

Para a realizagdo do ensaio tripanocida foram utilizados os reagentes
colorimétricos MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazdlio), PMS (bromide
phenazinemethosulfate), detergente SDS (dodecil sulfato de sodio) para dissolver os
cristais de formazan formados e cultura estérii contendo os parasitas de

Tripanosoma cruzi.

* Ensaio realizado na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Laboratério de Imunologia, sob
responsabilidade da Profa. Dra. Regina Maria Baretto Cicarelli

3.1.8 Ensaios quimicos
3.1.8.1 Atividade antioxidante

O ensaio por CCDC utilizou placas de silica 60G comerciais como fase
estacionaria, solucdo de anisaldeido como revelador e solucdo metandlica 0,02%
(0,2g/L) do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (DPPH).

Para os ensaios por espectrofotometria (avaliagdo da porcentagem de
sequestro do radical DPPH) foram utilizadas placas de microdiluicdo de 96 pocos, do
padrdo quercetina, do leitor de microplacas Synergy-HTS e de uma solu¢éo 0,004%
(0,04g/L) de DDPH.

3.1.9 Outros equipamentos

Autoclave vertical — Quimis Aparelhos cientificos Ltda;
Balanca Analitica — Mettler Toledo AG 245;

Camara de fluxo Laminar — NUEIRE II, A/B3;
Deionisador — Milli-Q Plus;

Evaporador rotatério — Buchi;
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Coletado Material Vegetal*

As folhas de A. macrophylla foram coletadas na estacdo ecoldgica
experimental de Mogi-Guagu, em Junho de 2001, na fazenda Campininha, e
identificadas pela Profa. Dra. Inés Cordeiro, do Instituto de Botanica de Sao Paulo. A
exsicata do material vegetal encontra-se depositada no Herbario do Jardim Botanico
de Sao Paulo (N° SP 370.915).

* A coleta do material vegetal foi realizada por Geraldo Humberto da Silva, durante seu

trabalho de Doutorado ™.

4.2 Obtencao dos fungos endofiticos de Alibertia macrophylla*

As superficies das folhas saudaveis de A. macrophylla foram esterilizadas por
imersdo em NaClO 1% (5 minutos) e etanol 70% (1 minuto), seguida de uma dupla
lavagem em agua estéril (1 minuto). A dgua da segunda lavagem foi plaqueada para
verificacdo da presenca de fungos remanescentes. Pedacos de folhas secionadas
assepticamente (3 a 4) foram inseridos em meio de cultura sélida contendo batata-
dextrose-agar (BDA) ou agar-agar (AA), preparados com antibiético (sulfato de
gentamicina, 50 mg/mL), para evitar o crescimento bacteriano. O crescimento dos
fungos foi monitorado e repiques sucessivos foram realizados até a obtencdo das
linhagens puras, que foram preservadas em frascos com agua esterilizada (slants)
[60].

Das folhas de Alibertia macrophylla foram isoladas 4 linhagens flngicas
codificadas como AM-01, 02, 03 e 04 *1. As linhagens isoladas estéo depositadas

na micoteca do Departamento de Quimica Organica/IQAr-SP.

* O isolamento dos fungos endofiticos associados a A. macrophylla foi realizado pelo Dr.

Geraldo Humberto da Silva, durante seu doutorado, em 2005 ")

4.3 ldentificacdo microbioldgica da cultura intitulada AM-02

O fungo endofitico AM-02 foi identificado como Camarops sp. pela Dra. Lara
Durées Sette, do CPQBA/UNICAMP, CBMAI - Divisdo de Recursos Microbianos

A linhagem fangica pura de Camarops sp. encontra-se depositada nas
micotecas do Departamento de Quimica Organica do IQAr/UNESP e do CPQBA.
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4.4 Método Utilizado

O método experimental empregado para o cultivo e extracdo dos metabolicos
secundarios produzidos pelo fungo endofitico Camarops sp, nos meios de cultura
sélido e liquido, esta resumida na Figura 4.1 e Figura 4.2, pag. 29. O esquema
também faz referéncia a que ensaios quimicos e biolégicos os extratos brutos foram
submetidos, assim como menciona o uso das técnicas de RMN de 'H e CLAE para

analise do perfil quimico

Figura 4.1 — Etapas de obtencé&o do extrato bruto em meio liquido e avaliagdo do perfil quimico
e bioldgico.

PDA contendo hifas do
fungo Camarops sp.

Crescimento em meio liquido (28 dias)

l Filtragdo a Vacuo
4

Micélio Filtrado

Extragdo com AcOEt (3x300mL)
Evaporacio do solvente

¥
[ CLAE - DAD ]1—— Extrato Bruto _’*

L 4
Atividade Atividade
N L
[Anticolinesterﬁsica]{_ Otimizagdo em CCDC [ Antioxidante J

Atividade Atividade
Antifungica || Tripanocida
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Figura 4.2 — Etapas de obtencéo do extrato bruto em meio sélido e avaliagdo do perfil quimico
e bioldgico.

PDA contendo hifas do
fungo Camarops sp.

Crescimento em meio sdlido (21 dias)
Maceragido com AcOEt (1x por dia por 3 dias)
Filtragdo a Vacuo

Evaporacio do solvente

[ CLAE - DAD ]{— Extrato Bruto —>

Otimizagao em CCDC

!

Atividade Atividade
<« imizacs >
[Anticolinesteréﬁica ] Otimizagao em CCDC [ Antioxidante ]

Atividade Atividade
Antifungica || Tripanocida

4.5 Cultivo do endo6fito em escala reduzida em diversos meios de cultura e

obtencéo do extrato bruto

O fungo endofitico Camarops sp inicialmente preservado em slants estéreis
foi repicado para placas de Petri contendo BDA (20mL) e incubado por um periodo
de uma a duas semanas a temperatura controlada de 25°C (Figura 4.3, pag. 30).
Apoés esse periodo de crescimento, o fungo foi repicado novamente para 0s meios
de cultura liquidos (EM, MDB, YM, Nutrient® e Czapek®) e sélido (Arroz).

O cultivo em meio liquido foi realizado em frascos de Erlenmeyer (500mL)
contendo cada um 300mL do meio de cultura, em um total de 3 frascos por meio de
cultura. Depois de inoculados os meios de cultura foram incubados em modo
estatico por 28 dias sob temperatura controlada de 25°C. Apds esse periodo de
fermentacdo, os meios liquidos foram filtrados a vacuo a fim de se separar os caldos
contendo os metabdlicos secundarios excretados pelo fungo, dos micélios. Os
filtrados dos meios liquidos (900mL por meio) foram submetidos a particdo liquido-
liqguido com AcOEt (3x 300mL), secos em evaporador rotatério a vacuo fornecendo
0S respectivos extratos brutos.
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O cultivo em meio solido foi realizado em frascos de Erlenmeyer (500mL)
contendo 90g de arroz e 75mL de agua purificada cada, em um total de 3 frascos.
Depois de inoculado, o meio de cultura sélido foi incubado em modo estatico por 21
dias sob temperatura controlada de 25°C. Apds esse periodo, o0 meio de cultura
sélido foi macerado com AcOEt e sua extracdo assistida por ultrassom por 30
minutos, este procedimento foi realizado uma vez por dia, durante 3 dias. Os
extratos foram reunidos e filtrados a vacuo, secos sob vacuo em evaporador
rotatorio fornecendo o extrato bruto em meio solido.

Todos os meios de cultura utlizados foram devidamente esterilizados
previamente a inoculacdo do fungo, ficando em observacao por no minimo trés dias,
periodo no qual se verificou visualmente a presenca ou auséncia de coldnias
bacterianas ou fungicas, que séo indicios de contaminacdo. Os meios liquidos foram
autoclavados uma Unica vez a temperatura de 121°C, por 20 minutos e o meio
solido, trés vezes (1x por dia) a temperatura de 121°C, por 40 minutos. Os
processos de repicagem foram realizados em capela de fluxo laminar vertical
utilizando-se de uma chama proveniente de um bico de Bunsen para a esterilizacéo

dos materiais utilizados.

Figura 4.3 - Camarops sp. cultivado em BDA

Os extratos brutos obtidos foram pesados (Tabela 5.1, pag. 43) e submetidos
a andlise do perfil quimico por CCDC, RMN de *H e do perfil cromatografico por
CLAE-DAD, tendo sido posteriormente submetidos a avaliacdo das atividades
biolégicas (atividade antifingica, anticolinesterasica e tripanocida) e quimica
(atividade antioxidante).
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4.6 Avaliacdo do perfil quimico e biologico de Camarops sp em diversos

meios de cultura
4.6.1 Avaliacdo dos extratos brutos por CLAE-DAD

A analise do perfil cromatografico de cada extrato bruto foi realizada em
cromatégrafo Shimadzu, equipado com coluna analitica Luna Phenomenex®
(4.6x250mm, 5um) de fase estacionaria do tipo octadesil silano (C-18). Utilizou-se
modo de eluicdo gradiente H,O:MeOH (95:05 - 0:100) em 40 minutos,
permanecendo nessa condic¢édo final por mais 10 minutos a fim de se ter a certeza da
eluicdo de todas as substancias. O fluxo utilizado foi de 1mL/min e o comprimento
de onda de leitura (M) escolhido foi de 254nm. As amostras dos extratos brutos foram
preparadas (1mg/mL), filtradas em membrana (0,45um) e injetadas (20uL).no
sistema cromatografico por auto amostrador. Os cromatogramas obtidos dos

extratos brutos analisados podem ser visualizados na Figura 5.2, pag. 45.
4.6.2 Avaliagcéo dos extratos brutos por CCDC

Os extratos brutos foram solubilizados em metanol e analisados por CCDC.
Solugbes contendo um ou mais solventes organicos (CHCl;, AcOEt, MeOH) em
diversas proporc¢des (v/v) foram utilizadas e testadas a fim de se obter fases méveis
com forca de eluicdo e seletividade diferentes (a). Uma boa resolugéao
cromatografica € condicdo essencial para a realizacdo dos ensaios antifingico,
anticolinesterasico, tripanocida e antioxidante. As placas foram entdo eluidas em
cubas saturadas pela FM e ao final da corrida cromatografica, cada placa era
fotografada enquanto irradiada com luz UV (A 254 e 366nm). Uma vez localizadas as
substancias que apresentaram absor¢cdo no UV, as placas foram reveladas por
nebulizacdo com anisaldeido seguida de aquecimento em placa de aquecimento. A
melhor separacdo e resolucdo cromatografica das substancias presentes nos
extratos brutos por CCDC foi obtida utilizando o sistema de eluicdo CH3;Cl:MeOH
(85:15) para o extrato em arroz e CH3Cl:MeOH (8:2) para os extratos em EM, YM,
Czapek®, MDB e Nutrient®. Os resultados podem ser visualizados na Figura 5.1,
pag. 44.
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4.6.3 Avaliacao do perfil biolégico — Ensaios biolégicos

Os extratos brutos foram submetidos aos ensaios biolégicos para avaliacao

das atividades antifungica, anticolinesterasica e tripanocida.
4.6.3.1 Atividade antifungica
4.6.3.1.1 Atividade Antifungica — Fitopatégenos*

Solucgdes dos extratos brutos foram preparadas na concentracdo de 40mg/mL
e 10pL (400pg) de cada solucdo foram aplicados, junto com o padréo positivo, nas
extremidades de placas de silica. Essas foram submetidas a CCDC (em duplicata)
utilizando o sistema de eluicéo previamente otimizado (ver item 4.6.2) a temperatura
de aproximadamente 30°C. Ao final da corrida cromatogréfica, as placas foram
fotografadas enquanto irradiadas com luz UV (A 254 e 366nm). Uma vez localizadas
as substancias, as placas foram nebulizadas com solucdo reveladora (solugcéo C)
uma delas contendo esporos do fungo Cladosporium sphaerospermum e a outra
esporos do fungo C. cladosporioides, ambas com concentracdo de 5x10’
esporos/mL. As placas foram incubadas em atmosfera Umida, a temperatura
controlada de 25°C por um periodo de 2 a 3 dias, na auséncia de luz. Decorrido
esse periodo de incubacao, o fungo em questédo cresceu sobre toda a placa, exceto
nas regides onde se encontravam as substancias ativas que inibiram o crescimento
do fungo gerando manchas brancas na cromatoplaca. Os resultados podem ser
visualizados na Figura 5.6, pag. 50.

O padrao positivo utilizado foi a nistatina (1pg), substancia reconhecida por
sua atividade antifiungica, ao inibir o ergosterol, componente presente apenas na

membrana plasmatica de fungos, ocasionando a morte destes.

* Ensaio realizado no Instituto Botadnico de S&o Paulo — se¢do de Fisiologia Vegetal, sob
responsabilidade da Dra. Maria Claudia Marx Young.

4.6.3.1.2 Atividade antifungica — Patogenos Humanos*

Solucbes estoque dos extratos brutos foram preparadas individualmente
utiizando meio de RPMI (meio de cultura). Os ensaios foram realizados por
microdiluicdo utilizando placas de 96 pocos esterilizadas, uma para cada espécie de
levedura testada. Por meio de uma seérie de consecutivas diluicdes a partir da
solucédo estoque, concentracdes finais de 250,0; 125,0; 62,5; 15,6; 7,8; 3,9; 1,95;
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0,97 e 0,48ug/mL foram obtidas respectivamente nos pocos 1 a 9 das fileiras A a F
de uma placa de microdiluicdo. Em seguida, os primeiros 9 pocos das fileiras A a G
foram inoculados com 100uL de uma suspensao padronizada de levedura, o que
leva a diluicho dos extratos as concentragfes antes mencionadas. Cada poco
apresentou uma concentracdo de 0,5 x 10° a 2,5 x 10% células de levedura por
mililitro. A fileira A foi utilizada para se realizar os ensaios da atividade do extrato
bruto de Arroz, assim como a fileira B foi utilizada para o extrato bruto de YM, sendo
as demais utilizadas conforme o esquema da Figura 4.4, pag 33 abaixo. O controle
negativo foi realizado na fileira G, contendo os pogos apenas o meio estéril (RPMI) e
0 in6culo em questdo, sendo isento a presenca do extrato bruto. Na fileira H foi
realizado o controle da esterilidade do meio de cultura, contendo os poc¢os apenas o
meio estéril. Um total de 6 leveduras foram testadas, sendo elas: Candida albicans,
C. krusei, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis e Cryptococcus neoformans tendo

todas elas utilizado a metodologia acima descrita.

Figura 4.4 - Esquema da placa de microdilui¢do utilizada para a realiza¢g&o dos ensaios da
atividade antifangica

ApoOs a preparacao de todas as placas, estas foram incubadas a 35°C, por 24
horas em modo estéatico. A auséncia de crescimento fungico nos pogos da fileira H
certificou que o meio de cultura utilizado estava estéril. A auséncia de crescimento
da levedura em questdo nos pocos das fileiras A a F é indicio da presenca de
substancias antifungicas nos extratos brutos analisados. A fim de se simplificar a
leitura dos resultados, os pocos das fileiras A a F receberam uma pontuagao
(escore) quando comparados visualmente com 0s respectivos pocos da fileira G

(controle negativo), usando a seguinte escala: 0 = opticamente claro, 1 =
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crescimento indefinido; 2 = reducdo proeminente de crescimento; 3 = ligeira
reducdo de crescimento e 4 = nenhuma reducdo do crescimento. O valor da
Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM), para cada extrato analisado, foi definido tendo
como base 0 pogo contendo a menor concentragdo na qual se observou o escore
zero (opticamente claro). Os resultados podem ser visualizados na Tabela 5.4, pag.
52.

* Ensaio realizado na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP — Campus de Araraquara,
Laboratorio de Micologia Clinica, sob responsabilidade da Profa. Dra. Maria José Soares Mendes

Giannini
4.6.3.2 Atividade anticolinesterasica*

Solugbes dos extratos brutos foram preparadas na concentragédo de 20mg/mL
e 10uL (200pg) de cada solucao foi aplicado, juntamente com o padrédo positivo, nas
extremidades de placas de silica. Essas foram submetidas a CCDC (em duplicata)
utilizando as condi¢bes de eluicdo anteriormente otimizadas (ver item 4.6.2, pag.
31). Ao final da corrida cromatogréfica, as placas foram fotografadas enquanto
irradiadas com luz UV (A 254 e 366nm). Uma vez localizadas as substancias, uma
das placas foi revelada quimicamente com uma solucdo contendo &cido sulfdrico
seguida de aquecimento em manta térmica e a outra foi nebulizada com a solugdo A
contendo a enzima acetilcolinesterase (AchE) (6,66U), incubada em atmosfera
Uumida a 37°C por 20min sendo em seguida borrifada com a solucéo reveladora D.
Caso existam substancias presentes nos extratos brutos capazes de inibir a acdo da
enzima AchE, manchas brancas surgem na cromatoplaca sobre um fundo de
coloracéo rosa, devido a reacao entre o produto da degradacao da acetilcolina com
a enzima acetilcolinesterase e o reagente revelador D. Os resultados podem ser
visualizados na Figura 5.7, pag. 53 e resumidos na Tabela 5.5, pag. 53.

O padrao positivo utilizado foi a fisostigmina (0,05ug), um carbamato que inibe
a enzima acetilcolinesterase (AChE) ao se ligar reversivelmente a ela, impedindo
assim o metabolismo da acetilcolina, um neurotransmissor. Ao impedir a degradacao
da acetilcolina, esta ndo reage com a solucdo reveladora D n&do formando o
composto de coloracdo marron. A fisostigmina, em doses terapéuticas, atua como
uma droga no tratamento de doencas como o mal de Alzheimer, mas em doses mais

elevadas pode acabar levando ao ébito por envenenamento.
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* Ensaio realizado no Instituto Botanico de S&o Paulo — se¢do de Fisiologia Vegetal, sob
responsabilidade da Dra. Maria Claudia Marx Young.

4.6.3.3 Atividade tripanocida*

Solugbes estoque dos extratos brutos foram preparadas individualmente na
concentracdo de 0,5mg/mL.em DMSO. Os ensaios foram realizados por
microdiluicdo em caldo utilizando placas de 96 pocos esterilizadas, uma para cada
extrato bruto testado. Por meio de uma série de consecutivas diluicdes a partir da
solucdo estoque, concentracdes finais de 500; 400; 300; 200; 100; 50 e 25ug/mL
foram obtidas em todos os pocos das fileiras A a G respectivamente. Os pocos 1,2,3
e 7,8,9 de todas as fileiras (A a H) foram entdo inoculadas com o parasita, sendo
gue a concentracao do parasita obtida foi a mesma em todos os poc¢os. A fileira H foi
utilizada como controle da esterilidade do meio de cultura e do meio dos parasitas,
contendo os pocos das colunas 1,2,3 e 7,8,9 somente os parasitas e 0s poc¢os 4,5,6
e 10,11,12 somente o meio de cultura. O esquema da placa de microdiluicdo pode

ser visualizado na Figura 4.5, pag. 35.

Figura 4.5 - Esquema da placa de microdilui¢&o utilizada para a realiza¢g&o dos ensaios da
atividade tripanocida

A seguir, as placas foram incubadas em camara Umida a 28°C por 72 horas.
Apoés esse periodo, antes de se adicionar a solucdo reveladora (MTT), a presenca
de contaminacdo nas placas foi verificada. As placas foram submetidas a
observacdo em microscopio (invertido) em busca da proliferacdo de matéria
organica (MO). Caso a causa da contaminacdo seja proveniente do extrato bruto
analisado, sera observada a proliferacdo de MO nos pocos do controle negativo,

sendo a contaminacdo mais intensificada nas fileiras de maior concentracdo de EB
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(contaminacdo em A > B >C...) e ndo sera observada a proliferacdo de MO nos
pocos da fileira H (controle da esterilidade). Caso a contaminacao seja proveniente
do meio e/ou dos parasitas havera proliferacdo de MO em todos 0s pog¢os da placa
inclusive nos pocos da fileira H. ApoOs se verificar a auséncia de contaminagéo nas
placas, adicionou-se 10uL de solugao MTT + PMS por orificio (2,5mg/mL de MTT e
0,22 mg/mL de PMS) em todos os pocos da placa, repetindo-se a incubacéao por
mais 1h15min ao abrigo da luz. Adicionou-se 100 uL de solugdo SDS 10%/HCI
0,01M para dissolver os cristais de formazan formados sendo a placa novamente
incubada por mais 30 min.

A determinacdo da concentragcdo minima necessaria para que 50% dos
parasitas morram (ICso) foi determinada com a construcdo de graficos das
absorbancias obtidas durante a leitura da Densidade Optica (DO) realizada
utilizando leitor de Elisa (BioRad) a 595 nm. Os resultados podem ser visualizados
na Tabela 5.6, pag. 56.

* Ensaio realizado na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Laboratério de Imunologia, sob
responsabilidade da Profa. Dra. Regina Maria Baretto Cicarelli

4.6.4 Avaliacao do perfil quimico — Ensaio antioxidante por sequestro do

radical livre estavel DPPH
4.6.4.1 Ensaio da atividade antioxidante realizado por CCDC

Os extratos brutos foram solubilizados em metanol e aplicados, com a ajuda
de capilares, nas extremidades de placas de silica e submetidos a CCDC (em
duplicata) utilizando o sistema de eluicdo previamente otimizado (ver item 4.6.2, pag.
31). Ao final da corrida cromatogréafica, uma das placas foi fotografada enquanto
irradiada com luz UV (A 254 e 366nm) e em seguida revelada através de
nebulizacdo com anisaldeido seguido de aquecimento em manta térmica. A outra
placa foi revelada por nebulizacdo com uma solucdo metandlica 0,02% de DDPH e
exposta a luz solar por um periodo de aproximadamente 60 minutos. Ao final desse
periodo, o indicio da presenca, nos extratos brutos, de substancias com potencial
atividade antioxidante é verificada pelo aparecimento de halos de coloracao
amarelada sobre a cromatoplaca que apresenta uma coloracdo roxa, cor
caracteristica do radical DPPH. Os resultados podem ser visualizados na Figura
5.11, pag. 59.
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4.6.4.2 Ensaio da atividade antioxidante por espectrofotometria

Os ensaios foram realizados por microdilui¢cdo, utilizando placas de 96 pocos
esterilizadas, uma placa para cada 4 extratos brutos testados. Soluc¢des estoque dos
extratos brutos foram preparadas individualmente na concentracdo de 1mg/mL em
meio de MeOH. Por meio de uma série de consecutivas diluicbes, concentracbes
finais de 66,7; 33,3; 10,0; 6,67; 3,33; 2,67 e 1,67 pg/mL foram obtidas
respectivamente nos pocgos (100uL por poco) das fileiras A a G de uma placa de
microdiluicdo, sendo reservadas trés fileiras por extrato bruto testado (analise em
triplicata). Em seguida foram adicionados 200pL de uma solugéo 0,004% de DDPH a
todos os pocos da placa e esta mantida ao abrigo da luz por um periodo de 30
minutos. A fileira H foi utilizada como controle negativo, contendo cada poc¢o 100uL
de MeOH e 200uL de DPPH. O esquema da placa pode ser visualizado na Figura
4.6, pag. 37.

Figura 4.6 - Esquema da placa de microdilui¢do utilizada para a realiza¢g&o dos ensaios da
atividade antioxidante

O padrao positivo utilizado foi a quercetina, um composto flavonoide que
apresenta 4 grupos hidroxila ligados a 2 anéis aromaticos. A quercetina foi testada
nas seguintes concentragdes: 33,3; 26,7; 20,0; 13,3; 6,7; 3,3 e 1,7 uM utilizando a
mesma metodologia descrita para os extratos brutos.

Utilizou-se também de uma placa para o branco, ou seja, todos 0s poc¢os de
uma placa de microdiluicdo foram preenchidos com 300uL de MeOH.

Decorrido os 30 minutos, foi realizada a leitura da absorbancia dos pogos das
placas do branco, do padrdo e dos extratos brutos utilizando o A de 517nm para a
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leitura das absorbancias. Os dados obtidos entdo foram processados utilizando a
férmula a seguir para o célculo da porcentagem de sequestro do radical livre estavel
DDPH (%), assim sendo possivel gerar os gréaficos das atividades antioxidantes para

as amostras e para o padrao.

(Abs. do controle negativo — Abs.do Branco — Abs.da Amostra ou padrao) 100
X

AA(%) =
(%) (Abs.do controle negativo — Abs. do Branco)

A atividade antioxidante foi expressa em termos de ICsy (concentracdo do
extrato em mg/mL necessario para sequestrar 50% do radical livre DPPH). Os
resultados podem ser visualizados na Figura 5.12 e na Figura 5.13, pag. 60 e estédo

resumidos na Tabela 5.7, pag. 60.

4.7 Cultivo do endéfito em escala ampliada em meio de Czapek® e obtencéo

do extrato bruto

O fungo endofitico Camarops sp, preservado em slants, estéreis foi repicado
para placas de Petri contendo BDA (20mL) e incubado por um periodo de uma a
duas semanas a temperatura controlada de 25°C. Apds esse periodo de
crescimento, o fungo foi inoculado em 19 frascos de Erlenmeyer (500mL) contendo
cada um 300mL de meio liquido de Czapek®, previamente esterilizados. Depois de
inoculados os meios de cultura foram incubados em modo estatico por 28 dias sob
temperatura controlada de 25°C. Apés este periodo, os meios foram filtrados a
vacuo e o filtrado (5,7L) posteriormente submetido a uma particdo liquido-liquido
com AcOEt (3 x 2,85L), seco em evaporador rotatério fornecendo o extrato bruto.

A producdo metabdlica foi avaliada por CLAE-DAD utilizando os mesmos
parametros descritos no item 4.6.1, pag. 31 e o cromatograma foi comparado com o
obtido em escala reduzida (Figura 5.14, pag. 62).

4.8 Fracionamento cromatografico do extrato bruto de Czapek®

O extrato bruto (845mg) foi fracionado por cromatografia em coluna sob
presséao, utilizando 160g de silica do tipo octadecil silano (C-18), empacotada a
20cm de altura em uma coluna com 3,5cm de didmetro interno. Foi utilizado um
sistema de eluicdo em gradiente (Tabela 4.1, pag. 39) sendo ao todo coletadas 8

fragbes, cada uma contendo 210mL (3Vm). Depois de secas, as fracbes foram
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analisadas por RMN de 'H e por CLAE-DAD, utilizando os mesmos parametros
descritos no item 4.6.1, pag. 31. A analise dos resultados, e das massas obtidas,
nos conduziram a escolha das fracées Fr.2 e Fr.3 para se dar continuidade ao
processo de fracionamento do extrato bruto. A metodologia utilizada pode ser

visualizada no fluxograma da Figura 4.7, pag. 39

Tabela 4.1 - Sistema de eluic&o utilizado para o fracionamento do extrato bruto obtido do meio
de cultura Czapek® em escala ampliada

Fracéo Sistema de eluigédo
(n°) (MeOH:H20)
1 1:9 MeOH:H20
2 15:85 MeOH:H20
3 1:4 MeOH:H20
4 25:75 MeOH:H20
5 3:7 MeOH:H20
6 2:3 MeOH:H20
7 1:1 MeOH:H20
8 3:2 MeOH:H20
Limpeza 100% MeOH

Figura 4.7 - Fluxograma do método de fracionamento do extrato bruto de Czapek®

EB Czapek
845m

CC sob pressao (3,5x20cm)

FM) Gradiente MeOH/H.0O (1:9 = 3:2)

FE) 160g de silica C-18

h

[ 8 Fracdes ]
(Fr.1 a Fr. 8)

Evaporagao do solvente
Analise por RMN "H e por CLAE-DAD

v v
496mg 72mg
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4.8.1 Fracionamento e purificacdo das fracdes selecionadas

4.8.1.1 Fracionamento da Fr.2

Figura 4.8 — Fluxograma método de fracionamento da Fr. 2 e obtencé&o das substancias 1 a5

Fr.2
496m
Solubilizag&o (440mL de H.O)
Partigao (3x com 220mL de AcOEt)

Evaporacao do solvente
v Andlise por RMN de 'H e CLAE-DAD

[ Fase Aquosa ] [ Fase AcOEt ]
(268,1mg) (96,4mg)

CLAE-preparativo
FM) MeOH/H,O (15:85 viv)
FE) Silica C18 (25¢cm)

[ 6 Sub-fractes ]
(Fr2 DP1a DP6)

Evaporagao do solvente
Analise de RMN uni e bidimensionais

v v
[ Fr2_DP3 ] [ Fr2_DP4 ] [ Fr2_DP5 ]
(5,7mg) (4,5mg) (11,4mg)

Substdnciasl e 2 substincia 3 Substdncias4 e 5

O fracionamento em CLAE foi realizado em cromatografo Shimadzu equipado
com coluna semi-preparativa Synergi Hydro Phenomenex® (21,2x250 mm, 4 pm) de
fase estacionaria do tipo octadesil silano (C18). Utilizou-se modo de eluicdo
isocratico MeOH/H,O (15:85 v/v) com um tempo de corrida de aproximadamente 60
minutos. O fluxo utilizado foi de 10 mL/min e a leitura com A=254 nm. A amostra
(fase organica) foi solubilizada na FM, filtrada em membrana (0,4 5um) e injetada

seis vezes (8 mg/injecdo) utilizando um loop de 1 mL.
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4.8.1.2 Fracionamento da Fr.3

Figura 4.9 — Fluxograma do método de fracionamento da Fr.3 e obtenc&o das substancias 4 a
8.

CLAE-preparativo
FM) MeOH/H,O (2:8 viv)
FE) Sllica C18 (25¢cm)

[ 5 Sub-fragoes ]
(Fr3 DP1a DP5)

Evaporacdo do solvente
Andlise de RMN uni e bidimensionais
Analise por CLAE-DAD (Fr3_DP3 e DP4)

v v

[ Fr3_DP3 ] [ Fr3_DP4 ] [ Fr3_DP5 ]
(17,1mg) (34, 7mg) (3,8mg)
Substéncias4 e 5 CLAE-preparativo Substdncia 4

FM) MeOH/H.0 (7:3 viv)
FE) Silica C18 (15cm)
[ 2 Sub-fracoes ]
(Fr3 DP4 PlaP2)

Evaporacao do solvente
Analise de RMN uni e bidimensionais

v v
[ Fr3 DP4 P1 ] [ Fr3_DP4_P2 ]
(4mg) (2mg)
Substinciasd e 5 Substancias 6,7 e 8

A fragdo 3 (Fr.3) foi submetida a CLAE em cromatografo Shimadzu equipado
com coluna semi-preparativa Supelcosil Supelco® (21,2x250 mm, 12 um) de fase
estacionaria do tipo octadesil silano (C18). Utilizou-se modo de eluicdo isocratico
MeOH/H,0 (2:8 v/v) com um tempo de corrida de aproximadamente 15 minutos. O
fluxo utilizado foi de 10 mL/min e a leitura com A=254 nm. A amostra (Fr.3) foi
solubilizada na FM, filtrada em membrana (0,45 pm) e injetada 24 vezes
(83mg/injecéo) utilizando um loop de 1 mL.

A sub-fracdo Fr.3_DP4 foi submetida a CLAE-DAD utilizando cromatégrafo
Shimadzu equipado com coluna semi-preparativa Luna Phenomenex® (21,2x150mm,
5um) de fase estacionaria do tipo octadesil silano (C18). Utilizou-se modo de elui¢éo
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isocratico MeOH/H,O (7:3 v/v) com um tempo de corrida de aproximadamente 25
minutos. O fluxo utilizado foi de 10mL/min e a leitura com A=254 nm. A amostra
(Fr3_DP4) foi solubilizada na FM, filtrada em membrana (0,45 pm) e injetada 7

vezes (4 mg/injecdo) utilizando um loop de 1 mL.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencédo e avaliagdo quimica e bioldgica dos extratos brutos obtidos em
escalareduzida

5.1.1 Massas dos extratos brutos obtidos em escala reduzida

O fungo endofitico Camarops sp. foi cultivado em diversos meios de cultura
sélido (2709) e liquido (900mL) por 21 e 28 dias, respectivamente. Os metabdlicos
secundérios produzidos pelo fungo foram extraidos por particdo liquido-liquido
(meios liquidos) e macerados (meios solidos), , com AcOEt, sendo posteriormente
secos em evaporador rotatrio sob vacuo fornecendo os respectivos extratos brutos
(Figura 4.1 e Figura 4.2, pag. 28). Os extratos brutos obtidos foram pesados (Tabela
5.1, pag. 43) e avaliados por CLAE-DAD, RMN de *H e CCDC.

Tabela 5.1 - Massas dos extratos brutos obtidos do fungo Camarops sp. cultivado em meios de
cultura liquido e solido.

Meio de Cultura Massa (mg)
MDB 97,3
EM 62,1
Czapek® 281,9
YM 13,4
Nutrient 33,9
Arroz 4176

5.1.2 Avaliacéo do perfil cromatografico dos extratos (escala reduzida)

A melhor separacéo e resolucdo cromatogréfica, das substancias presentes
nos extratos brutos por CCDC, foi obtida utilizando o sistema de eluicéo
CH3Cl:MeOH (85:15) para o extrato em arroz e CH3Cl:MeOH (8:2) para os extratos
em EM, YM, Czapek®, MDB e Nutrient® (Figura 5.1, pag. 44).
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Figura 5.1 - Avaliacdo do perfil quimico dos extratos brutos por CCDC.

Legenda: 1- Arroz; 2-YM; 3-MDB; 4-Nutrient®; 5-EM; 6-Czapek®.

As cromatoplacas revelaram substancias de média a alta polaridade, no
eluente utilizado, em sua maioria com fator de retencdo (Rf) < 0,5. Observou-se
também a presenca de substancias na base da aplicacdo da amostra, retidas devido
a baixa forca de eluicdo da fase maovel utilizada. No entanto a condi¢do de elui¢éo
utilizada permitiu a obtencédo de um sistema com uma boa resolucdo cromatografica.
A diversidade de manchas com fatores de retencdo diferentes presentes nos
extratos confirma que a producdo de metabdlicos secundarios pelo micro-organismo
é influenciada pelo tipo de meio de cultura utilizado. Alguns extratos brutos
revelaram manchas com mesmo Rf, no entanto ndo se pode afirmar que tais
manchas correspondam as mesmas substancias utilizando esta analise.

Em seguida os extratos foram submetidos a CLAE-DAD e a andlise dos
cromatogramas obtidos (Figura 5.2, pag. 45) evidenciaram a presenca de inUmeras
substancias de média a alta polaridade em todos os extratos brutos. Também foi
possivel observar uma variagcdo da producdo metabdlica nos diferentes meios de
cultura, pois os cromatogramas apresentaram picos com diferentes tempos de
retencdo. Este fato reforca os resultados obtidos na anélise dos extratos por CCDC,
no qual o perfil cromatografico obtido pelos fungos varia em funcdo dos nutrientes

presentes nos meios de cultura.
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Figura 5.2 - Cromatogramas dos extratos brutos obtidos em escala reduzida dos meios de
culturade YM, MDB, EM, Czapek®, Nutrient® e Arroz por CLAE - DAD.

A triagem de um analito utilizando CLAE equipado com detector de arranjo de
diodos (do inglés diode array detector — DAD), € um recurso muito importante para a
investigacdo do perfil cromatografico de qualquer extrato bruto. Uma das vantagens
de se possuir este tipo de detector consiste na utilizacdo de toda uma faixa de
comprimento de onda do UV-Vis simultaneamente na deteccdo das substancias
eluidas. Isso significa que, o detector fornece, para as substancias capazes de
absorver radiagéo no intervalo de comprimento de onda especificado, um perfil de
absorcéo individual. Através da analise deste perfil de absorcéo, pode-se inferir qual
a pureza dos picos cromatograficos. Através de um recurso presente no software
destes detectores, todos 0s picos cromatograficos sdo representados em uma
corrida cromatografica pelos seus lambdas maximos de absorgdo. Desta forma, esta
ferramenta se torna muito Gtil, pois torna possivel a visualizacdo de todas as
substancias (capazes de absorver no UV-Vis), no maximo de suas intensidades, em
um Unico cromatograma. A fim de se facilitar a reproducédo deste mesmo perfil em
outros cromatégrafos desprovidos deste tipo especifico de detector (UV-Vis), optou-
se pela escolha do comprimento de onda de 254 nm para a leitura de todos os
extratos brutos, pois utilizando-se deste comprimento de onda, foi possivel detectar

a presenca de todos os picos cromatograficos visualizados anteriormente.
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O simples fato dos cromatogramas apresentarem picos com mesmo tempo de
retencdo ndo prova que estes meios produzam as mesmas substancias. Entretanto,
uma andlise das curvas de absor¢cdo normalizadas no UV dos picos e dos
respectivos espectros de absorcdo uni e bidimensionais (disponiveis apenas em
cromatografos equipados com detector do tipo DAD) pode nos fornecer maiores
indicios da pureza e da identidade dos picos analisados. No entanto, 0s picos
escolhidos para analise devem contemplar certas condigfes: estarem praticamente
resolvidos e apresentarem uma boa simetria e resolucdo. Estes parametros foram
selecionados a fim de se obter espectros de absorcdo passiveis de serem
comparados, com o minimo possivel de interferéncia (co-elui¢cdo, ruido da linha de
base, etc.). Foram entdo escolhidos os picos assinalados com um asteristico (*) e
estes destacados nos cromatogramas da Figura 5.2, pag. 45, sendo também

resumidos na Tabela 5.2, pag. 46.

Tabela 5.2 - Picos cromatograficos selecionados para avaliagdo dos espectros de UV.

Pico ’\éﬁll(t)ucgs Tr (min) Pico I\C/‘,Iﬁll?u?s Tr (min)
1A Arroz 17,7 2C Czapek® 19,5
2A Arroz 22,3 1E EM 12,6
3A Arroz 24,5 2E EM 20,1
4A Arroz 38,2 1P MDB 19,8
5A Arroz 39,8 2P MDB 25,9
1C Czapek® 17,7 1Y YM 25,9

E importante ressaltar que os espectros de absorg¢éo unidimensionais no UV
dos picos selecionados, por serem obtidos de um Unico ponto localizado no &pice do
pico, ndo correspondem necessariamente ao espectro de apenas uma substancia (a
menos que o pico cromatografico esteja puro), mas sim da soma do espectro da
substancia majoritaria com os espectros de outras substancias que estédo co-eluindo
com a mesma. A propor¢cdo da contribuicdo espectral dessas substancias no
espectro de absorcdo final € proporcional a posicdo de seus centros de massa
dentro do pico cromatografico analisado, quanto mais préximos do &pice do pico
(espectro de referéncia), maior a interferéncia. E muito frequente também ocorrer a
sobreposicdo de bandas de absor¢cdo no UV. Isto € devido ao espectro da
substancia majoritaria apresentar uma curva de absorcdo mais intensa, a qual se

sobrepbe a uma outra, menos intensa. No entanto, apesar das dificuldades
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discutidas, o espectro de absorcéo unidimensional no UV pode ser util no estudo do
rastreamento de uma determinada substancia (pico) durante o desenvolvimento de
um método cromatografico ou mesmo entre diferentes amostras e também pode vir
a fornecer informacdes de quais grupos funcionais estdo presentes na estrutura
guimica da(s) substancia(s) que compde(m) o pico.

Os espectros de absorgcéao dos picos 1A (17,7min) e 1C (17,7min) dos meios
de cultura de arroz e Czapek® (Figura 5.3, pag. 47), apresentam um perfil de
absorcdo muito semelhante, com bandas que absorvem com comprimentos de onda
muito semelhantes, em aproximadamente 284 nm e 220nm. Ambos 0S picos
apresentam consideravel nivel de pureza, constatada pelas curvas de absorcdo
normalizadas no UV em diversos comprimentos de onda (ANEXO 7, pag. 124).
Assim, pode-se sugerir a presenca de uma substancia muito semelhante em ambos

0S extratos.

Figura 5.3 - Espectros de absorc¢éo no UV dos picos identificado como 1A e 1C
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Assim como os espectros de absorcéo dos picos 1A e 1C, os espectros dos
picos identificados como 2C (19,5min), 2E (20,1min) e 1P (19,8min) presentes nos
meis de cultura de Czapek® EM e MDB respectivamente, também apresentam um
perfil muito semelhante, com Amax a 254nm. Apesar da semelhanca, a analise do
diagrama de curvas de absorc¢éo do pico 1P, que revela um desdobramento de outro
pico a 399nm (ANEXO 7, pag. 124), fato este que pode indicar a presenca de uma

outra substancia co-eluindo sobre o mesmo pico cromatogréfico.
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Figura 5.4 - Espectros de absor¢do no UV dos picos 2C, 2E, 1P, 2P e 1Y
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Da mesma forma, os picos 2P (25,9min) e 1Y (25,9min) também apresentam

um espectro de absorcdo no UV muito semelhante, com uma banda com

intensidade muito baixa a 259 nm (Figura 5.4, pag. 48). No entanto, a analise do

diagrama de curvas de absorgao revela que tais picos ndo se apresentam com um

nivel consideravel de pureza, sendo que o espectro de absorcdo apresentado € o

resultado da presenca de duas ou mais substancias sobre o mesmo pico

cromatogréafico.

Os espectros apresentados na Figura 5.5 (pag. 48) correspondem aos picos

cromatograficos presentes exclusivamente nos extratos brutos em questdo. Pode-se

observar uma grande diferenca nos espectros de absorcdo de cada pico, com

bandas de absor¢cdo com diferentes Amax. Os diagramas das curvas de absorgao

dos picos em questdo podem ser visualizados no ANEXO 7, pag. 124.

Figura 5.5 - Espectros de absorcéo no UV dos picos 2A, 3A, 4A,5A e 1E
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A analise dos espectros de absorcdo no UV, dos diagramas normalizados das
curvas de absorcdo no UV e dos tempos de retencdo dos picos nos forneceu
maiores subsidios para propor que os picos identificados como 1A e 1C; 2C, 2E e
1P; 2P e 1Y podem corresponder a substancias semelhantes produzidas pelo fungo
Camarops sp. em diferentes meios de cultura. A producdo dos metabdlicos é
dependente do meio de cultura, visto que os picos 2A, 3A, 4A, 5A e 1E séo
metabodlicos produzidos exclusivamente nos meios de cultura em questdo, nao
estando presentes nos demais extratos analisados.

Vale ressaltar que o trabalho ndo tem como objetivo avaliar a presenca (ou a
auséncia) dos mesmos metabdlicos secundarios produzidos por Camarops sp. nos

diferentes meios de cultura utilizados.
5.1.3 Avaliacdo dos espectros de RMN de 'H dos extratos (escala reduzida)

Os espectros de RMN de 'H dos extratos brutos evidenciaram uma alta e
diversificada producdo de metabdlicos secundarios em todos 0os meios, com sinais
abrangendo toda largura espectral (ANEXO 1 a ANEXO 6, pags 118 a 123). Estes
resultados estdo de acordo com os dados obtidos das analises por CCDC e CLAE-
DAD, confirmando mais uma vez que a producdo metabdlica de Camarops sp. é
dependente do tipo de meio de cultura utilizado.

A presenca de sinais com deslocamentos quimicos (5)1,2 ppm e 0,8 (sendo
0S sinais mais intensos em 1,2 ppm), como 0s apresentados pelo extrato em arroz
(ANEXO 1, pag. 118), sdo sinais caracteristos da presenca de acidos graxos. A
maior intensidade dos sinais em 1,2 ppm se deve a grande quantidade de
hidrogénios metilénicos (CH,) presentes na cadeia apolar do acido graxo. Os acidos
graxos estado presentes no extrato devido ao processo de maceracdo do meio de
cultivo com AcOEt. Além de graxas também pode ser observado mais
significantemente nos espectros dos extratos cultivados em arroz e Czapek®
(ANEXO 1 e ANEXO 2) a presenca de acUcares, com sinais de hidrogénio com
deslocamento quimico na faixa de 3 a 4 ppm. A presenca de acucares nos extratos
também néo é de se estranhar, uma vez que ambos 0s meios de cultura apresentam

tais nutrientes em suas composicoes.
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5.1.4 Avaliacao das atividades bioldgicas
5.1.4.1 Atividade antifungica - Fitopatégenos

E frequente o uso de pesticidas sintéticos para o controle de pragas na
agricultura tradicional. Por se tratar de substancias de alta toxicidade, estes insumos
representam um seério risco para 0 homem e para o meio ambiente. Tal fato tem
incentivado pesquisas com foco na descoberta de novas substéancias antifungicas de
igual ou superior eficiéncia mas com um menor indice de periculosidade. Tendo isso
em mente, 400 pg de cada extrato bruto, obtidos a partir da fermentacdo do fungo
endofitico Camarops sp, foram aplicados a placas de silica e submetidos a CCDC,
sendo revelados e avaliados quanto a potencialidade antifungica.

A potencial atividade antifUngica dos extratos brutos foi avaliada frente aos
micro-organismos  fitopatogénicos  Cladosporium  sphaerospermum e C.
cladosporioides. Os resultados estdo dispostos na Figura 5.6, pag. 50 e resumidos

na Tabela 5.3, pag. 51.

Figura 5.6 - Avaliagdo qualitativa da atividade antifungica frente as fungos Cladosporium
shaerospermum e C. cladosporioides

Legenda: 1- Arroz; 2-YM; 3-MDB; 4-Nutrient®; 5-EM; 6-Czapek®; P-Nistidina
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Tabela 5.3 - Avaliacdo qualitativa da atividade antifingica

Extrato Rf dos halos de inibicdo em CCDC
Bruto C. cladosporioides C. sphaerospermum
Arroz 0,794 / Mancha (3,5 cm) 0,705/0,611
YM - 0,823/0,235
MDB - 0,705
Nutrient® 0,301 0,729
EM - 0,823
Czapek® 0,759/0,481 0,823
Nistidina Base -

Dentro os extratos brutos avaliados, o extrato cultivado em arroz se destacou
por apresentar o maior numero de zonas de inibicdo de crescimento fungico, como
pode ser observado pelas manchas brancas sobre a cromatoplaca. O extrato bruto
em Czapek® também se mostrou ativo contra a linhagem flngica C. cladosporioides
apresentando duas zonas de inibicdo (RF 0,759 e 0,481). Os demais extratos
também apresentaram atividade, em sua maioria contra a linhagem fungica C.
sphaerospermum.

Este resultado mostra a importancia do estudo dos fungos endofiticos como
fonte de substancias potenciais antifingicas.

5.1.4.2 Atividade antifungica — Patbgenos Humanos

Recentemente, o aumento de infec¢des fangicas causadas por fungos
oportunistas, como Candida e Aspergillus, e a resisténcia microbiana a uma série de
antibioticos disponivel no mercado estdo motivando, novamente, as companhias
farmacéuticas a investirem na busca por substancias antifungicas de fontes naturais
[68]_

Neste contexto, os extratos brutos obtidos de Camarops sp. foram submetidos
a avaliacdo da atividade antifungica contra linhagens fangicas responsaveis por
causar infec¢des invasivas ao homem. Este ensaio verifica a sensibilidade destas
leveduras contra agentes antifingicos utilizando a metodologia por microdiluicdo em

caldo. Os resultados obtidos estdo resumidos na Tabela 5.4, pag 52.
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Tabela 5.4 — Extratos brutos avaliados frente as linhagens de Candida e de Cryptococcus

CIM (Concentracéo Inibitéria Minima) (ug/mL)

Eé(rtlrﬁ)o Candida Candid Candida Candida Candida Cryptococcus
albicans akrusei parapsilosis glabrata tropicalis neoformans
Arroz 62,5 125 250 250 250 125
YM ND* 250 >250 >250 >250 250
MDB 125 250 62,5 250 125 125
Nutrient® 125 250 250 250 250 62,5
EM 125 125 125 250 250 250
Czapek® 125 125 125 250 125 125

* Problemas apresentados na cultura de C. albicans impediram a andlise do extrato

Os resultados apresentados revelaram que todos os extratos brutos (exceto
YM) séo potencialmente nocivos as linhagens fungicas testadas. O menor valor de
CIM apresentado foi de 62,5 ug/mL para os extratos brutos em arroz, MDB e
Nutrient® frente a C. albicans, C. parapsilosis e Cryptococcus neoformans
respectivamente, enquanto o maior valor foi de 250 ug/mL sendo obtido pelo extrato
bruto em YM e por todos os extratos brutos utilizados para a inibicdo do crescimento
do micro-organismo Candida glabrata.

Para efeito de comparacao, se supormos que o valor de 62,5 corresponda a 3
pontos, 125 corresponda a 2 pontos e 250 corresponda a 1 ponto, somados 0s
pontos para cada extrato e dividindo este valor obtido pelo nimero de micro-
organismos testados (6), obteremos a média aritmética para cada extrato. O melhor
valor obtido foi de 1,8 para os extratos brutos em MDB e Czapek®, o que quer dizer
que estes dois extratos apresentaram para todos 0s seis micro-organismos testados,
as melhores respostas fungitoxicas. Os extratos brutos em arroz, Nutrient® e EM
apresentaram médias aritméticas de 1,6; 1,5 e 1,5 respectivamente.

A partir dos resultados apresentados, verificou-se que os extratos de MDB e
Czapek® apresentaram, em média, efeito inibitério do crescimento das linhagens
fungicas testadas, principalmente contra C. parapsilosis, servindo como um

interessante meio de cultura para estudos de ambito toxicolégico e farmacoldgico.
5.1.4.3 Atividade anticolinesterasica

Os extratos brutos foram submetidos a avaliagdo da potencial atividade
anticolinesterasica por CCDC, utilizando a metodologia desenvolvida por Marston,
Kissling e Hostettmann!®®. O aparecimento de manchas brancas em alguns extratos

sob um fungo de coloracdo roxo, é a indicacdo da existéncia de substancias



5. Resultados e Discussdes -53 -

capazes de inibir a enzima acetilcolinesterase. Os resultados estdo resumidos

Tabela 5.5, e podem ser visualizados na Figura 5.7.

Figura 5.7 - Avaliacdo qualitativa da atividade anticolinesterasica

Legenda: 1- Arroz; 2-YM; 3-MDB; 4-Nutrient®; 5-EM; 6-Czapek® P-Fisostigmina

Tabela 5.5 - Avaliac&o qualitativa da atividade anticolinesterasica

Extrato Bruto Rf dos halos de inibicdo em CCDC

Arroz 0,628
YM 0,819/0,457 /0,240
MDB 0,843/0,819
Nutrient® 0,650 /0,433
EM 0,915
Czapek® Base
Fisostigmina 0,602

De acordo com o observado na cromatoplaca e confirmado na tabela, todos
0s extratos brutos apresentaram potencial atividade inibitéria da enzima
acetilcolinesterase, dando énfase para o extrato em YM, que exibiu 3 halos de
inibicAo com fatores de retencdo (Rf), respectivamente de 0,82; 0,46 e 0,24. Os
extratos brutos em MDB e Nutrient® apresentaram dois halos de inibicéo e o restante
dos extratos apresentou apenas um. O extrato em Czapek®, na condicéo de eluicdo
utilizada, também mostrou-se eficaz na inibicdo da enzima apenas na base da
aplicacao do extrato, sendo que as demais substancias que eluiram pela placa nao
apresentaram atividade significativa. Este resultado confirma a importancia do
estudo dos fungos endofiticos como fonte na producdo de potenciais substancias

anticolinesterasicas.
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5.1.4.4 Atividade tripanocida

As doencas infecciosas parasitarias, tais como a malaria, doenca de Chagas,
tripanossomiase africana (doenca do sono), leishmaniose e esquistossomose
representam uma crescente ameacga mundial, afetando milhbes de pessoas nas
diferentes regides geograficas mais pobres do planeta, especialmente as do
continente africano "%,

A doenca de Chagas, descoberta em 1909 pelo médico brasileiro Carlos
Chagas, € um dos principais problemas socioeconémicos enfrentados na América
Latina. Esta doenca, causada pelo protozoario parasita Trypanosoma cruzi, afeta
cerca de 18 milhdes de pessoas do sul dos Estados Unidos até a Patagdnia,
causando aproximadamente 50.000 mortes por ano, sendo que outros 100 milhGes
de individuos vivem em areas de risco de contaminacdo. Sao estimados
aproximadamente 300 mil novos casos por ano. [

O nifurtimox (XLIX), 3-metil-4-(5"-nitrofurfurilidenoamino) tetra-hidro-4H-1,4-
tiazina-1,1-dioxido e o Benzonidazol (L), N-benzyl-2-nitroimidazol acetamida (Figura
5.8, pag. 54), sdo as unicas drogas terapéuticas disponiveis atualmente no mercado
para o combate & doenca de Chagas. No entanto, estes medicamentos apresentam
resultados promissores apenas na fase aguda da doenca, que tem duracdo média
de 2 meses, com indices de cura entre 50 a 70%, em contraste com valores

percentuais de cura inferiores a 20 na fase crénica da doenca .

Figura 5.8 - Estruturas quimicas da nifurtimox (XLIX) e benzonidazol (L)
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Evidéncias indicam que o nifurtimox (XLIX) e benzonidazol (L) atuam através
da formacgéo de radicais livres ou metabolicos eletrofilicos (Figura 5.9, pag.55). O
grupo nitro (NO,) presente nestas moléculas é reduzido ao grupo amino (NH,) pela
acdo de enzimas do tipo nitroredutases, que atuam especificamente em sistemas
moleculares do tipo R-NO,. Este processo, iniciado pela reacdo catalisada pela

NADPH citocromo P450 redutase, leva a formagdo de um intermediario nitro
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radicalar (R-NO--) com subsequente formacao de hidroxilamina (R-NHOH). No caso
do nifurtimox, o radical reduz o oxigénio molecular (O,) formando o ion superoxido
(O2:-) e regenerando o grupo NO, num processo conhecido como ciclo redox (redox
ciclyng). O ion superoxido formado é captado pela enzima superoxido dismutase
gerando peroxido de hidrogénio (H,O,) que, através da reacdo de Haber-Weiss na

presenca de fons Fe'

, forma o radical hidroxila (-:OH). A esta espécie tem sido
atribuido o efeito tripanocida por mecanismos complexos que envolvem ligacdo a
lipideos, proteinas e ao DNA do T. cruzi. Por outro lado, o farmaco benzonidazol ndo
atua através do ciclo redox e ndo depende diretamente de espécies reativas de
oxigénio (ROS - reactive oxigen species). O radical nitro formado estaria envolvido
com seu efeito tripanocida através da formacdo de ligacbes covalentes com

macromoléculas do T. cruzi (e.g., DNA e citocromo P450) "%

Figura 5.9 - Mecanismo de ac&o proposto dos farmacos nifurtimox e benzonidazol™®
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Efeitos secundarios severos associados a utilizacdo desses farmacos tém
sido reportados, tendo como consequéncia a interrupcdo do tratamento
medicamentoso. Esses efeitos sdo provocados pelos metabdlicos reativos formados
pelo préprio mecanismo de acdo do medicamento, devido a sua baixa
especificidade, estes produtos acabam contribuindo para os efeitos citotoxicos
observados no paciente .

Em busca de substancias capazes de atuar no tratamento da doenca de
Chagas, os extratos brutos de Camarops sp. foram testados (Tabela 5.6, pag. 56). O
extrato em meio de arroz apresentou uma concentragdo minima inibitoria de 175,9
pug/mL, Este resultado sugere a presenca de substancias com potencial atividade

tripanocida neste extrato. No entanto os demais extratos brutos ndo apresentaram
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atividade contra o protozoario Tripanosoma cruzi dentre dos limites de concentracéo
utilizados no experimento, tendo todos os extratos apresentado um valor de ICs

superior a concentracdo maxima analisada (500 pg/mL).

Tabela 5.6- Avaliacdo quantitativa da atividade tripanocida

Extrato Bruto ICs0 (Ug/mL)
Arroz 175,9
YM* -
MDB* -
Nutrient® >500
EM >500
Czapek® >500

*Os extratos de YM e MDB apresentaram contaminacao.

5.1.5 Avaliacéo da atividade antioxidante

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que apresentam elétrons de
valéncia desemparelhados sendo, portanto altamente reativos. Atuam como
mediadores nas transferéncias eletrénicas de varias reac¢des bioquimicas, tais como
na sintese de substancias biolégicas e na producdo de energia. Também sé&o
essenciais nos processos de fagocitose, sinalizacéo intercelular e na regulacédo do
crescimento celular. No entanto, quando estas espécies encontram-se em excesso
(estresse oxidativo), o organismo produz uma série de substancias capazes de
regenerar ou evitar os danos oxidativos provocados pelos radicais, exercendo o
papel de antioxidantes. Entretanto, quando as substancias antioxidantes produzidas
sao insuficientes para neutralizar os radicais livres em excesso, estes passam a
danificar as moléculas de DNA, as proteinas e as organelas celulares provocando
alteracdes na estrutura e fungdes celulares. Sabe-se que a longo prazo, os danos
causados pelo excesso de radicais livres estdo envolvidos em diversas patologias,
tais como: cancer; doencas cardiovasculares, degenerativas e neuroldgicas;
envelhecimento precoce, disfuncdes cognitivas, etcl’.

Os radicais livres também atuam de maneira deletéria nas plantas e
alimentos. Ela é responsavel pela modificacdo do odor e sabor dos alimentos, bem
como da perda da qualidade nutricional. A adicdo de antioxidantes aos alimentos
industrializados visa minimizar os efeitos da oxidacdo durante o periodo de

armazenagem, aumentando o tempo de prateleira dos mesmos [,
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A descoberta do efeito deletério dos radicais livres sobre as células e sua
relacdo com certas doencas, agindo como causador ou agravante, assim como o
interesse da industria alimenticia por novos compostos antioxidantes, impulsionou a
busca por substancias capazes de prevenir ou minimizar os danos provocados pelos
agentes oxidativos ",

Existem diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante in vitro de
substancias biologicamente ativas (Método da co-oxidagdo do P-caroteno/acido
linoleico; sequestro do radical: DPPH, peroxil, superéxido, hidroxil; sequestro do
peréxido de hidrogénio, etc) O método por sequestro do radical DPPH foi escolhido
por ser tratar, do ponto de vista metodolégico, de um método simples, preciso e
reprodutivol’!),

O ensaio se baseia na medida da capacidade antioxidante de uma
determinada substancia em sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina. A
molécula de DPPH é caracterizada como um radical livre estavel em virtude da
deslocalizacéo do elétron desemparelhado por toda a molécula. Esta deslocalizacéo
confere a esta molécula uma coloracéo violeta, caracterizada por uma banda de
absorcado em etanol em cerca de 520nm. Quando uma determinada substancia que
age como doador de &tomos de hidrogénio radicalar é adicionada a uma solucéo de
DPPH, a hidrazina € obtida com mudanca simultdnea na coloracdo de violeta a

amarelo palido (Figura 5.10, pag. 58)"".
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Figura 5.10 - Reducé&o do radical estavel DPPH
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A interacdo de uma potencial substancia antioxidante com o DPPH depende,
sobretudo, de sua conformacdo estrutural e do numero de grupos hidroxilicos
disponiveis. Assim a capacidade antioxidante pode ser identificada nas estruturas
guimicas que tém a capacidade de doar um hidrogénio radicalar, estabilizando
facilmente o elétron desemparelhado remanescente na sua estrutura por
ressonancia. Esse modelo geralmente € observado em estruturas fendlicas, sendo

os flavonoides os principais alvos na busca por novas substancias antioxidantes.
5.1.5.1 Ensaio antioxidante realizado por CCDC

Com base no contexto acima, os extratos brutos foram submetidos a CCDC e
posteriormente revelados com solu¢cdo metandlica 0,02% de DPPH. Os resultados

podem ser visualizados na Figura 5.11 pag. 59.
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Figura 5.11 - Avaliacdo qualitativa da atividade antioxidante por CCDC

Legenda: 1-Arroz; 2-YM; 3-MDB; 4-Nutrient®; 5-EM; 6-Czapek®

Através da andlise das cromatoplacas acima, € possivel afirmar que todos os
extratos brutos, exceto o extrato em meio de YM e Nutrient®, apresentaram potencial
atividade antioxidante caracterizada pela formagdo de manchas brancas sobre um
fundo de coloracéo roxa. Dentre os extratos que apresentaram atividade, os extratos
em EM e Czapek®, juntamente com o extrato em meio de MDB, se mostraram mais
ativos, devido a presenca de um maior numero de manchas brancas, sendo estas
mais intensas que as demais. Estes resultados podem estar relacionados com a
ecologia quimica entre o fungo endofitico e a espécie hospedeira, sendo o fungo
capaz de produzir substancias antioxidantes que preservam a planta contra os
danos provocados por agentes oxidantes. Estes dados confirmam que o estudo de
fungos endofiticos associados a espécies vegetais do cerrado sdo promissores

fontes de substancias bioativas.
5.1.5.2 Ensaio antioxidante por espectrofotometria

Os extratos brutos obtidos dos meios de cultura de Camarops sp. foram
submetidos a analise quantitativa da atividade antioxidante por DPPH, sendo
testados nas concentracdes de 66,7; 33,3; 10,0; 6,67; 3,33; 2,67 e 1,67 pg/mL. O
padrdo positivo utilizado foi a quercetina nas concentragdes de 33,3; 26,7; 20,0;
13,3; 6,7; 3,3 e 1,7 uM. A porcentagem de sequestro do radical livre estavel DPPH
foi determinada pelo decaimento da absorbancia medido a 517nm por
espectrofotometria e os resultados podem ser visualizados nos gréficos da Figura
5.12, Figura 5.13, pag. 60, e na Tabela 5.7, pag. 60.
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Figura 5.12 - Grafico da % de sequestro do radical livre estavel DPPH pela padréo positivo
quercetina.
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Figura 5.13 - Grafico da % de sequestro do radical livre estavel DPPH pelos extratos brutos
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Tabela 5.7 - Andlise quantitativa da atividade antioxidante

Extrato IC,, % Sequestro
Bruto (ug/mL) (10 ppm)
Czapek® > 66,7 4,9
Arroz > 66,7 0,5
MDB > 66,7 1,7
YM > 66,7 0
EM > 66,7 5,0
Nutrient® > 66,7 0

Quercetina 2,24 88,9
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Todos os extratos brutos analisados ndo apresentaram, dentro dos limites do
ensaio gquantitativo, uma concentracdo capaz de sequestrar 50% dos radicais livres
de DPPH. No entanto, dentre os extratos brutos analisados, Czapek® e EM
apresentaram os melhores resultados, com 4,9 e 5,0% de sequestro de radical livre
respectivamente, a uma concentracédo de extrato de 10 ppm. Estes dados estdo em
conformidade com os obtidos nas cromatoplacas reveladas com solucdo metandlica
de DPPH (item anterior).

5.2 Avaliacéo dos resultados obtidos

Os ensaios biolégicos e quimicos realizados, demonstraram que todos 0s
extratos brutos sdo potenciais fontes de metabdlicos secundarios bioativos..

O perfil cromatografico dos extratos brutos revelou uma diversidade de picos,
variando de alta polaridade (presentes principalmente nos extratos brutos de YM e
Nutrient®) a baixa polaridade (presentes principalmente no extrato bruto de Arroz).
Todos os extratos brutos avaliados, exceto os extratos em Arroz e Nutrient®,
apresentaram picos com boa resolucédo e intensidade (254nm), desta forma, mais
facilmente isolados por CLAE preparativo.

Os espectros de RMN de 'H dos extratos brutos evidenciaram uma alta e
diversificada producdo metabdlica em todos os meios, observada pela diversidade
de sinais em toda a largura espectral. Dentro os extratos brutos obtidos, Czapek®
apresentou sinais de hidrogénio caracteristicos para compostos aromaticos com
multipletos muito bem definidos e intensos, evidenciando como um meio muito
seletivo na producdo substancias aroméaticas

Os meios de cultura de Arroz e Czapek® (Tabela 5.1, pag. 43), apresentaram
0s maiores rendimentos, com massas de 4,2g e 280mg, respectivamente. No
entanto, deve se considerar que no meio de arroz isola-se muitos metabdlicos
provenientes do meio de cultivo, como por exemplo os aglcares e 0s acidos graxos,
devido a presenca destes compostos na matrix nutricional deste meio de cultura.

Portanto, as andlises do perfil cromatogréafico (CLAE-DAD) e espectrométrico
(RMN de 'H), aliada as massas dos extratos brutos obtidas, nos conduziu a
selecionar o meio de cultura de Czapek® para o cultivo de Camarops sp. em escala
ampliada, a fim de se isolar substancias ainda nao isoladas nos trabalhos

anterioresf®® 64,
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5.3 Anadlise do extrato bruto obtido em escala ampliada do meio de cultura
Czapek® por CLAE-DAD

O extrato bruto obtido em escala ampliada (845mg) foi submetido a analise do
perfil cromatogréafico por CLAE-DAD sendo posteriormente comparado ao peffil
cromatografico anteriormente obtido em escala reduzida.

A anadlise dos cromatogramas (Figura 5.14, pag. 62) revelou a presenca de
picos cromatograficos com tempos de retencdo idénticos em ambos os extratos,
sugerindo que a producdo metabdlica em escala ampliada foi praticamente igual a
obtida em escala reduzida.

A partir dessa avaliacdo, deu-se inicio ao processo de fracionamento

cromatografico do extrato.

Figura 5.14 - Comparacado dos cromatogramas do extratos brutos de Czapek® obtidos em
escala ampliada(EA) e reduzida (ER) obtidos por CLAE — DAD.

5.4 Fracionamento cromatogréafico do extrato bruto em Czapek®

O extrato bruto (845 mg) foi inicialmente fracionado em coluna cromatogréfica
sob pressao, utilizando silica do tipo octadecil silano (C-18) e um sistema de elui¢cao
em modo gradiente MeOH/H,O. Ao todo foram coletadas 8 fragées (210mL cada), as
quais foram secas em evaporador rotatorio sob vacuo sendo em seguida analisadas
por RMN de 'H e CLAE-DAD. As massas das fracdes obtidas estdo resumidas na
Tabela 5.8, pag. 63.
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Tabela 5.8 - Massas das fracfes obtidas a partir do fracionamento do extrato bruto de Czapek®
por CC sob presséo.

Fracdo Massaobtida  Sistema de eluicéo

(n°) (mg) (MeOH:H,0)
1 56 1:9 MeOH:H,O
2 495,7 15:85 MeOH:H,0
3 72,7 1:4 MeOH:H,O
4 38,4 25:75 MeOH:H,O
5 29,5 3:7 MeOH:H,0O
6 26,4 2:3 MeOH:H,0
7 23,4 1:1 MeOH:H,O
8 6,5 3:2 MeOH:H,0
MeOH 59,7 100% MeOH

A andlise da tabela acima revelou que a maior porcdo da massa do extrato
bruto fracionada na coluna ficou concentrada nas fracbes 2 (495,7mg) e 3 (72,7mg).
Tais substancias, portanto, apresentam alta polaridade, pois foi necessario utilizar
uma FM contendo apenas 25% de MeOH para eluir da coluna a maior parte das
substancias presentes no extrato. Este resultado esta de acordo com o0s
cromatogramas das fracdes obtidas do fracionamento do extrato bruto por CC sob
pressdo (Figura 5.15, pag. 64), pois nestas fracbes € visivel a presenca em maior
guantidade de picos com menor tempo de retengao.

A andlise dos cromatogramas também nos revelou que o processo de
fracionamento em coluna sob pressédo foi satisfatorio, pois ao se comparar 0s
cromatogramas, pode-se observar a presenca de picos com diferentes tempos de
retencdo. Esta distincdo € mais facil de ser visualizada ao se comparar as fracoes 2
(Fr.2) e 3 (Fr.3) e a fracao Fr.8. As demais (Fr.4, Fr.5, Fr.6 e Fr.7) apresentam em
sua maioria picos com mesmo tempo de retencdo, no entanto com intensidades
diferentes (maior intensidade na Fr.4 e menor na Fr.7), caracterizando um

espalhamento das substancias do extrato pelas fracdes.



5. Resultados e Discussdes - 64 -

Figura 5.15 - Cromatogramas das frag(”)es obtidas do fracionamento do extrato bruto de
Czapek™ por CC sob presséo

Legenda: Branco - 100% MeOH

Os picos identificados como 2 e 4 (Figura 5.16, pag. 64) presentes nas Fr.2 e
Fr.3, respectivamente, apresentam um tempo de retencdo muito prOXimo, no entanto
ao se observar os espectros de absor¢cdo de ambos os picos, pode-se perceber que
estes ndo sao semelhantes, o que significa que 0s picos, a principio, nao
correspondam a (s) mesma (s) substancia(s). No entanto este fato ndo é conclusivo,
visto que todos os picos analisados nao apresentam um nivel de pureza significativo

(ANEXO 8, pag. 125).

Figura 5.16 - Espectros de absorcédo no UV dos picos 2e 4
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Os demais picos (1,3,5 e 6) (Figura 5.17, pag. 65) também foram avaliados, e
enguanto o pico 1 apresentou um maximo em 283 nm, 0 pico 3 apresentou trés
méximos em 200, 220 e 283 nm e 0 pico seis apresentou uma banda pequena em

287 nm, assim como 0s picos em 1 e 5, que apresentaram uma leve banda de
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absorcdo em 284 e 245 nm, respectivamente. Esta andlise revelou que os picos em
questado (1, 3, 5 e 6) ndo apresentam semelhanca em seus espectros de absor¢ao
no UV.

Figura 5.17 - Espectros de absorcéo no UV dos picos 1,3,5e 6
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A anélise do espectro de RMN de *H da Fr.1 (ANEXO 9, pag 126) revelou um
espectro com poucos sinais, sendo a maioria concentrada no intervalo de 3 a 4ppm,
sinais caracteristicos da presenca de acucares, provavelmente provenientes da
sacarose presente no meio de cultura utilizado.

Os espectros de RMN de 'H das fracées 2 (Fr.2) e 3 (Fr.3) (ANEXO 10 e
ANEXO 11, pags 127 e 128), no entanto, apresentaram uma grande variedade de
sinais, abrangendo desde os deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilicos e
metilenicos até os hidrogénios aromaticos. Pode-se observar uma grande
semelhanca de sinais entre as duas fracbes que se diferem principalmente em
intensidade. Dentre os sinais podemos destacar: o sinal a 9,79ppm caracteristico de
hidrogénio de aldeido; o dubleto a 7,76ppm, os sinais de 7,26 a 7,19ppm e o dubleto
a 6,93ppm. Além destes sinais a Fr.2 ainda apresenta um outro dubleto a 7ppm e
um singleto muito intenso a 6,62ppm. A andlise do espectro da Fr.2 também
apresenta indicios da presenca de acidos graxos na fracdo, devido a presenca de
sinais de hidrogénios metilénicos (CH,) em 1,2 ppm mais intensos do que 0s sinais
dos hidrogénios metilicos (CH3), em 0,9 ppm.
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As fracbes 4 (Fr.4) a 8 (Fr.8) (ANEXO 12 a ANEXO 16, pags. 129 a 133)
apresentaram espectros de RMN de 'H semelhantes, com a presenca dos dubletos
a 7,00 e 6,64ppm. No entanto, a partir da Fr.5 ocorre o aparecimento de um singleto
a 5,12ppm. Os espectros das fracdes diferem apenas na intensidade dos sinais de
7,26 a 7,19ppm que sdo muito mais intensos na Fr.4. Isto comprova os resultados
observados nos cromatogramas acima e nos valores de massa das fracdes,
caracterizando um espalhamento das substancias do extrato por estas fracdes

A analise das Fr.2 e Fr.3, revelaram um perfil cromatografico com picos
intensos e bem resolvidos e um interessante perfil quimico quando analisadas por
RMN de 'H, estes fatos aliados a quantidade de massa de cada fracéo obtida, nos
conduziu a selecionar as Fr.2 e Fr.3 para dar continuidade ao processo de

fracionamento.
5.4.1 Fracionamento e purificagéo das fracdes selecionadas
5.4.1.1 Fracionamento da Fr.2

A presenca de acucares na Fr.2 foi constatada pela analise do RMN de *H
(ANEXO 10, pag. 127), esta foi submetida a particdo liquido-liquido com AcOEt e
H,O. Apos eliminacdo do solvente sob vacuo em evaporador rotatério, as frac6es da
fase aquosa e fase organica (AcOEt) foram analisadas por CLAE-DAD e RMN de *H.

A particdo liquido-liquido concentrou as substancias de interesse na porcao
organica, como pode ser verificado pela presenca de picos de absorcédo a 254nm e
pela auséncia de picos na porcao aquosa (Figura 5.18). O resultado foi satisfatério,
visto que dos 496mg de fracdo inicial, apenas 96,4mg compdem agora a massa da

porcao organica (AcOEt).
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Figura 5.18 - Cromatogramas das fracGes aquosa e organica resultantes da particdo liquido-
liquido da Fr.2

No entanto, a baixa intensidade de alguns sinais presentes no cromatograma
da fracdo aquosa, por ser justificado pela analise do espectro de RMN de 'H
(ANEXO 18, pag. 135). Este espectro revelou a existéncia de sinais caracteristicos
de substancias arométicas, tais como: um dubleto a 7,00 ppm; sinais proximos a
7,25 ppm e um forte singleto a 6,62 ppm. Entretanto, como era de se esperar, muitos
sinais que compreendem o intervalo de 3 a 4 ppm podem ser visualizados agora
compondo a fracdo aquosa da Fr.2 sendo pouco presentes na porcdo organica
(ANEXO 17, pag. 134). O fato da presenca de sinais de hidrogénios aromaticos
pode ser justificado pela presenca de agliconas ligadas a unidades de acglcares na
fracdo aquosa, 0 que justificaria o seu arraste durante a particao liquido-liquido. Tal
hipétese foi confirmada por MS-ESI-MS". Os resultados podem ser visualizados na
Figura 5.19 e Figura 5.20, pag. 68.
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Figura 5.19 - Espectro de massas da fracdo aquosa da Fr.2 (Full)
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Figura 5.20 - Espectro de massa dos filhos do sinal 359,21 (MS2)
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Como pode ser verificado pela analise do MS? do pico 359,31, o pico em

guestao perde exatamente 160 unidades de massa (hexose) gerando o pico filho a
uma relacdo massal/carga de 201,13. Esta informacdo comprova a hipétese
anteriormente levantada confirmando a existéncia de agliconas ligadas a unidades
de acucar no extrato aquoso da Fr.2, justificando seu arraste durante a particdo
liquido-liquido.

Com base na andlise dos cromatogramas e dos espectros de ressonancia das
fracOes, a fracdo organica foi submetida a analise por CLAE analitico visando o
isolamento das substancias por CLAE preparativo.

A fracdo organica foi inicialmente submetida a analise do perfil cromatografico

em modo analitico, utilizando eluicio em modo gradiente H,O:MeOH (95:05 >
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0:100) em 40 minutos. O fluxo utilizado foi de 1ImL/min e o comprimento de onda de
leitura (A) escolhido foi de 254nm. Foram utilizadas dois tipos de coluna: Luna
Phenomenex® (4.6x250mm, 5um) e Synergi Hydro Phenomenex® (4,6x250mm,
5um), ambas de fase estacionaria do tipo octadesil silano (C-18). Conforme o0s
resultados obtidos (Figura 5.21, pag. 69), a coluna Hydro foi selecionada por ter

apresentado uma melhor resolucéo entre os picos cromatograficos.

Figura 5.21 — Cromatogramas da fracao orgénica (Fr.2) submetida a anélise em modo gradiente
utilizando as colunas Luna Phenomenex® e Synergi Hydro Phenomenex®por CLAE - DAD

Ainda utilizando a coluna Hydro, a condicdo isocratica foi determinada,
visando preservar a boa simetria e resolucdo entre 0s picos cromatograficos
anteriormente observada, desse modo foi utilizada uma FM composta de 15% de
MeOH e 85% de H,O, em um fluxo de 1ImL/min. O resultado pode ser visto na Figura
5.22, pag. 70.
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Figura 5.22 — Cromatogramas da fragdo orgéanica (Fr.2) submetida a anélise em modo gradiente
e isocratico, utilizando coluna Synergi Hydro Phenomenex®

Para purificacao utilizou-se de um sistema composto por uma coluna semi-
preparativa Synergi Hydro Phenomenex® (21,2x250 mm, 4 pm) de fase estacionaria
do tipo octadesil silano (C18). Utilizou-se modo de eluicdo isocratico MeOH/H,O
(15:85 v/v) com um tempo de corrida de aproximadamente 60 minutos. O fluxo
utilizado foi de 10mL/min e a leitura a A=254 nm. Foram realizadas ao todo seis
injecoes (8 mg/injecéo) utilizando um loop de 1 mL e o resultado obtido pode ser

visualizado na Figura 5.23, pag. 71.
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Figura 5.23 — Cromatogramas da fragdo orgénica (Fr.2) submetida a HPLC utilizando coluna
Synergi Hydro Phenomenex®, em modo: A) semi-preparativo B) analitico

Foram coletadas 6 sub-fracdes (Tabela 5.9, pag. 71), realizou-se a eliminacéo
do solvente sob vacuo em rota-evaporador sob vacuo e submetidas a analise por
RMN uni e bidimensional, nos conduzindo a determinag&o estrutural das substancias
1, 2, 3, 4 e 5. As substancias 1 e 2 estdo presentes em mistura na sub-fracao
Fr2_DP3 (5,7mg), a substancia 3 esta presente na sub-fracdo Fr2_DP4 (4,5mg) e as
substancias 4 e 5 estdo presentes em mistura na sub-fracdo Fr2_DP5 (11,4mg). O
processo de identificacdo e determinacéo estrutural das substancias isoladas pode
ser acompanhado detalhadamente no item 5.5 (Determinagéo estrutural das
substancias isoladas). Os espectros no UV dos picos coletados podem ser
visualizados na Figura 5.24, pag. 72. Os espectros de RMN de *H das sub-fracdes
Fr2_DP1 a Fr2_DP6 podem ser visualizadas nos Anexos das pags. 136 a 141.

Tabela 5.9 — Picos coletados em modo isocratico MeOH/H,O (15:85 v/v) utilizando coluna semi-
preparativa Synergi Hydro Phenomenex® (21,2x250mm, 4um)

~ " Intervalo de Massa
Sub-fragdo Isocrético

tempo (min) (mg)
Fr2 DP1 15:85 (v/v) 5-7 4,0
Fr2 DP2 15:85 (v/v) 10-14 28,0
Fr2_DP3 15:85 (v/v) 27 -35 5,7
Fr2 DP4 15:85 (v/v) 36 -55 4,5
Fr2_DP5 100% - 11,4

Fr2_DP6 15:85 (v/v) 15- 26 1,7
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Figura 5.24 - Espectros de absorc¢éo dos picos
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Legenda: 1) DP2 (10-14min); 2) DP3 (27-35min); 3) DP4 (33-55min); 4) DP5 (100% MeOH)

5.4.1.2 Fracionamento da Fr.3

A andlise detalhada do espectro de RMN de 'H da Fr.3, ndo evidenciou a
presenca de acidos graxos ou de agucares, deste modo, esta fracéo foi submetida a
CLAE em condicao isocratica, objetivando o isolamento das substancias presentes.
Foi utilizada uma FM composta de MeOH/H,O (25:75 v/v). Tanto o modo isocratico
quanto o modo gradiente foram desenvolvidos em coluna Luna Phenomenex®

(4.6x250mm, 5um). O cromatograma pode ser visualizado na Figura 5.25, pag. 73.
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Figura 5.25 — Cromatogramas da fracdo orgénica (Fr.3) submetida a eluicdo em modo gradiente
exploratério e isocratico MeOH/H20 (25:75 v/v) utilizando coluna cromatogréfica Luna
Phenomenex® (4,6x250mm)

Devido a auséncia de uma coluna semi-preparativa do modelo Luna
Phenomenex®, diversas outras colunas foram testadas a fim de se manter a boa
simetria e resolucdo dos picos obtidos em escala analitica. Foram testadas as
colunas: Luna Phenomenex® C8 (21,2x250mm) que apresentou baixa resolucédo
para os picos de interesse; Luna Phenomenex® C18 (21,2x60mm) que provocou um
alargamento dos picos cromatogréaficos além de perda da resolucéo; Supelco® C18
(21,2x250mm) que dentre as colunas testas foi capaz de manter uma boa resolugéo
entre 0s picos de interesse e por isso foi selecionada para a etapa do isolamento no

modo preparativo.
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Figura 5.26 — Cromatogramas da fracdo orgénica (Fr. 3) submetida a HPLC-preparativo
utilizando coluna Supelco®, em modo: A) analitico B) semi-preparativo

Pela analise dos espectros bidimensionais dos picos (Figura 5.27, pag. 75) é
possivel verificar visivelmente pelo menos 5 regibes com diferentes perfis de
absorcéo. Estas regides estéo identificadas com os algarismos de 1 a 5 e para cada
regido identificada existe um espectro de absorgédo pontual vinculado. Assim, para
exemplificar, para a regido identificada com o algarismo 4, que compreende 0 pico
gque elui com um t, préximo a 9 minutos, podemos observar pelo mapa de contorno
um espectro de absor¢cdo que apresenta um lambda maximo proximo a 200nm e
uma segunda banda de absor¢do proxima a 275nm. Esta observacéo € coerente
com o espectro de absorcdo da Figura 5.28, pag. 75, onde é possivel verificar um
Amax de 190nm e uma banda mais afastada e menos intensa a 283nm. A partir da
andlise deste mapa de contorno e dos espectros que o compdem, podemos inferir a
presenca de no minimo 5 substancias diferentes eluindo nas condi¢cdes

cromatograficas utilizadas.
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Figura 5.27 - Mapa de contorno dos espectros de absorc¢éo dos picos da Fr.3 em fun¢&o do
tempo em modo semi-preparativo

Figura 5.28 - Espectros de absorcdo dos picos identificados no mapa de contornos da fracéo
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Sendo assim, utilizou-se de um sistema composto por uma coluna semi-
preparativa Supelco® (21,2x250 mm, 4um) de fase estacionaria do tipo octadesil
silano (C18). Modo de eluicao isocratico MeOH/H,O (25:75 v/v) com um tempo de
corrida de aproximadamente 15 minutos utilizando um fluxo de 10 mL/min. Foram
realizadas ao todo dez injecdes (4 mg/injecao) utilizando um loop de 1mL sendo

coletadas ao final 5 sub-fracdes (Tabela 5.10, pag. 76), que foram secas em
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rotoevaporador sob vacuo e submetidas a andlise por RMN uni e bidimensional. A
analise dos resultados nos conduziu ao isolamento das substédncias 4 e 5
anteriormente isoladas na Frac.2. As substancias 4 e 5 foram determinadas em
mistura nas sub-fracdo Fr3_DP3 (17,1mg). A substancia 4 foi isolada na Fr3_DP5,
com uma massa de 3,8 mg. Os espectros de RMN de *H das sub-fracées Fr3_DP1 a

Fr3_DP5 podem ser visualizadas nos Anexos das pags. 142 a 146.

Tabela 5.10 - Picos coletados em modo isocratico MeOH/H,0 (25:75 v/v) utilizando coluna
semi-preparativa Supelco® (21,2x250mm, 4pm)

Intervalo de Massa

Sub-fragao tempo (min)  (mg)
Fr3_DPL 4-5 13
Fr3_DP2 5-8,5 51
Fr3_DP3 85-95 17,1
Fr3_DP4 95-10,5 34,7
Fr3_DP5 10,5-12,5 3,8

Devido a complexidade de sinais presentes no espectro de RMN de 'H da
sub-fracdo Fr3_DP4 e também levando em consideracdo a quantidade de massa,
esta sub-fracdo foi novamente submetida a purificagdo por HPLC preparativo.

5.4.1.2.1 Puricacao da sub-fracdo Fr3_DP4

A sub-fracéo Fr3_DP4 foi novamente submetida a HPLC analitico em modo
gradiente, a fim de se verificar a quantidade de picos a serem resolvidos durante a
corrida cromatografica. As condicfes utilizadas foram as mesmas descritas no item
4.6.1 (pag. 31). Apenas 2 picos majoritarios foram detectados nesta sub-fragéo,
condicdo esta que facilitou o desenvolvimento de um método isocratico capaz de
manter a boa resolucdo obtida no modo gradiente. Utilizou-se entdo de uma FM
composta por MeOH/H,O (7:3 v/v) e os cromatogramas obtidos tanto em modo
gradiente quanto em modo isocratico podem ser visualizados na Figura 5.29, pag.
77. Em seguida, utilizou-se a condicdo isocratica em escala semi-preparativa, tendo
o cromatograma resultante apresentado um perfil cromatografico semelhante ao

obtido em modo analitico (Figura 5.30, pag. 77).
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Figura 5.29 - Sub-frac.3_DP4 submetida a eluicdo em modo gradiente exploratério e isocratico
MeOH/H20 (7:3 v/v) utilizando coluna cromatografica Luna Phenomenex® (4,6x250mm)

Figura 5.30 - Sub-frac.3_DP4 submetida a HPLC em modo: A) analitico B) semi-preparativo
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Através da analise dos espectros bidimensionais dos picos em modo semi-
preparativo (Figura 5.31, pag. 78) é possivel verificar visivelmente pelo menos 6
regides com diferentes perfis de absorcao, identificadas com os algarismos de 1 a 6
Os respectivos espectros pontuais podem ser visualizados na Figura 5.32, pag. 79.

Figura 5.31 - Mapa de contorno dos espectros de absorgédo dos picos da Fr.3_DP4 em funcéo
do tempo obtidos em modo semi-preparativo

13.50 13758 14.00 14.25 14.50 14.75 min
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Figura 5.32 - Espectros de absorcéo dos picos identificados no mapa de contornos da sub-
fracdo Fr.3_DP4 obtidos em modo semi-preparativo
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Finalmente, utilizou-se de um sistema composto por uma coluna semi-
preparativa Luna Phenomenex® (21,2x150mm, 4um) de fase estacionaria do tipo
octadesil silano (C18). Modo de eluicdo isocratico MeOH/H,O (7:3 v/v) com um
tempo de corrida de aproximadamente 25 minutos utilizando um fluxo de 10mL/min.
Foram realizadas ao todo sete injecfes (4mg/injecdo) utilizando um loop de 1mL
sendo coletadas ao final 2 sub-fracdes, que foram secas em rotoevaporador sob
vacuo e submetidas a analise por RMN uni e bidimensional. Através da analise dos
espectros da sub-fracdo Fr.3_DP4 P1 (4,0mg) foi possivel a determinacdo em
mistura das substancias 4 e 5, e das substancias 6, 7 e 8 na sub-fracdo
Fr.3_DP4 P2. Os espectros de RMN de 'H das sub-frages Fr3 DP4 P1 e

Fr3_DP4 P2 podem ser visualizadas nos Anexos das pags. 147 e 148.

Tabela 5.11 - Picos coletados em modo isocratico MeOH/H,O (7:3 v/v) utilizando coluna semi-
preparativa Luna Phenomenex® (21,2x150mm, 4um)

~ Intervalo de Massa
Sub-fragdo .
tempo (min) (mg)
Fr3_DP4 P1 3-8 4.0
Fr3_DP4 P2 20-25 2,0
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5.5 Determinacédo estrutural das substancias isoladas

5.5.1 Substancias produzidas por Camarops sp. em meio de Czapek®

Figura 5.33 - Substancias produzidas por Camarops sp em meio de Czapek®
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5.5.2 Identificacdo estrutural do Acido p-hidroxifenilactico (1)

Acido p-hidroxifenilactico (HOPLA) (4HPLA) (1)

A anélise do espectro de RMN de 'H da fracdo Fr.2_DP3 evidenciou a
presenca de duas substancias, sendo uma majoritaria, deste modo optamos por
identifica-las em mistura.

A analise do espectro de RMN de 'H da fracdo Fr.2_DP3 (Figura 5.35, pag.
83), evidenciou a presenca de dois dubletos em &y 7,00 (2H, H-3 e H-5, ¢ 130,8) e
oy 6,63 (2H, H-2 e H-6, &¢ 115,4), integrados para dois hidrogénios cada, com
constantes de acoplamento caracteristicos de hidrogénios acoplando em relagéo
orto (J=8,2Hz) nos permitiu identificar o sistema como um anel aromatico
disubstituido. Foi observado também, sinais em &4 3,96 (sl, 2H, H-8, 8¢ 72,0), 642,85
(dl, 1H, H-7, 8¢ 40,2) e &4 2,62 (m, 1H, H-7, &¢c 40,2). A presenca dos dois Ultimos
sinais com 0 mesmo d¢ evidenciou um carbono vizinho a um centro estereogénico e
pelo deslocamento quimico do carbono, evidenciou tratar-se de um carbono
benzilico. O deslocamento em &y 3,96 (8¢ 72,0) é caracteristico de um hidrogénio
carbindlico e nos conduziu a propor a presenca de um grupamento hidroxila ligado
diretamente a um carbono 3 ao anel aromatico.

Os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos, pela
analise dos mapas de contorno dos experimentos de gHSQC (Figura 5.36, pag. 83).

Nas analises dos mapas de contorno dos experimentos de gHSQC e nas
correlacdes em gHMBC (Figura 5.37, pag. 84), foi possivel visualizar os carbonos
em ¢ 130,8 (C-3 e C-5); 114,4 (C-2 e C- 6); 128,4 (C-4); 155,6 (C-1) e 175,5 (C-9),
sendo que os dois Ultimos indicaram a presenca de um carbono fendlico e uma
funcédo carboxilica, respectivamente.

A cadeia lateral foi posicionada em C-4, com base nos valores dos
deslocamentos quimicos e multiplicidades dos sinais do anel aromatico, além das

interacdes observadas em COSY (Figura 5.38 pag. 85) entre H-7—H-8 e das
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correlagbes observadas nos mapas de contorno em HMBC de H-7/H-8-C-4. A
funcao carboxilica foi confirmada com base nos valores de ¢ 175,5 em C-8.

A Figura 5.34 abaixo, mostra as correlagdes observadas nos experimentos de
gHMBC e nos permitiram atribuir para a substancia 1 a estrutura do para-
hidroxifenilactico ou acido 2-hidroxi-3-(4-hidroxifenil) propandico.

A estrutura foi confirmada por Espectrometria de Massas (ESI-EM, modo
negativo), por apresentar um sinal massa/carga de 181,84, que representa a perda
de um proton (Figura 5.39, pag. 85)

Por encontrar-se em mistura, ndo foi possivel determinar a configuracéo
absoluta de C-8.

Figura 5.34 - Correlacfes observadas nos mapas de contorno do experimento de HMBC do
acido p-hidroxifenillactico (1)




5. Resultados e Discussdes - 83 -

Figura 5.35 - RMN de 1H do acido p-hidroxifenillactico (1) (DMSOdg, 500MHZz)

Figura 5.36 - Mapa de contorno de gHMQC do acido p-hidroxifenillactico (1) (DMSOdg, 125MHz)
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Figura 5.37 - Mapa de contorno de gHMBC do acido p-hidroxifenillactico (1) (DMSOdsg, 125 Hz)

Tabela 12 - Sinais de RMN de 'H (500MHz) e **C (125MHz) da substancia 1 em DMSO?

Posigado H (8) 3C (8) gHMBC
1 - 130,3 -
2 6,63 (d, 8,2Hz) 114,4 C-1;C-3; C-4
3 7,00 (d, 8,2Hz) 129,8 C-5;C-2
4 - 155,7 -
5 7,00 (d, 8,2Hz) 129,8 C-5; C-2
6 6,63 (d, 8,2Hz) 114,4 C-1; C-3; C-4
7a 2,62 (m) 39,3 c4
7b 2,85 (dI) -
8 3,96 (sl) 71,4 -
9 - 175,5 -

#deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna,

(8) em ppm, constante de acoplamento entre parénteses e em Hz.
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Figura 5.38 - Correla¢fes dos hidrogénios do acido p-hidroxifenillactico (1) (COSY) em
DMSOdg

Figura 5.39 - ESI-MS do &cido p-hidroxifenillactico

i OH

O acido p-hidroxifenillactico, dentre outros metabdlicos secundérios, foi
isolado anteriormente do extrato bruto obtido em meio de cultura de MPGA (Extrato
de malte, peptona e glicose-agar) das cepas de Cryphonectria parasitica %, bactéria

responsavel por causar uma doenca nos frutos do castanheiro-da-europa. Também



5. Resultados e Discussdes - 86 -

foi determinado nos extratos das cepas bacterianas de Candida spp. [

e
Lactobacillus plantarum %!, Este metabélico também foi isolado da monocultura néo
estéril de Scenedesmus incrassatulus, sendo considerado um novo metabdlico
isolado de algas .

O acido p-hidroxifenillactico, concomitantemente com o &cido p-
hidroxibenzoico (3) também apresentaram-se presentes nos extratos obtidos das

folhas das espécies vegetais de Tecoma stans [® s

, Euphrasia rostkoviana
Lysimachia vulgaris ["® e Melilotus officinalis I, nas folhas e frutos de Cordia
macleodii ®” e em varias espécies de amoras Y.

O acido p-hidroxifenillactico pode apresentar um efeito fisiolégico ao induzir o
crescimento diferencial de células (crescimento dos 4pices de ral’zes)m], e apresenta

atividade contra diversas linhagens flungicas (vl
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5.5.3 Identificacdo estrutural do 2,5 - dihidroxibenzoato de isobutila (2)

OH O

OH
2,5 —-dihidroxibenzoato de isobutila (2)

Esta substancia encontrou-se em mistura com a substancia 1 e minoritaria na
fracdo Fr.2_DP3, e como ja colocado, optamos pela determinacdo estrutural em
mistura.

Analisando-se o espectro de RMN de *H (Figura 5.35, pag. 83) e subtraindo-
se o0s sinais referentes ao acido para-hidroxilactico, foi visualizada uma regido de
aromaticos, com trés sinais em &y 7,33 (d, J=2,0 Hz, 1H, &¢ 117,3, H-6), 6,78 (d,
J=8,0 Hz, 1H, &¢ 116,0, H-3) e 7,28 (dd, J=2,0; 8,0 Hz, 1H, &¢c 122,6, H-4),
evidenciando um anel aromatico trisubstituido. Adicionalmente, utilizando os mapas
de contorno dos experimentos de HSQC e HMBC (Figura 5.36 e Figura 5.37e,
péags.83 e 84 e), foram visualizados, sinais adicionais de carbonos aromaticos em &¢
149,9; 6¢ 144,8; 6¢ 121,6 e 6¢ 167,3.

Os valores dos deslocamentos quimicos em RMN de *3C de 8¢ 149,9; 8¢
144,8 nos sugeriram duas hidroxilas em posi¢cao para e o terceiro substituinte foi
posicionado em funcao do padrao de multiplicidade do anel aromatico.

Ainda nos espectros de RMN de 'H, foram observados dois dubletos em 0,67
(d, J=6,5 Hz, 1H, &¢ 16,0, H-4’) e 0,83 (d, J=6,5 Hz, 1H, &¢ 17,5, H-5). Pelos
experimentos de HSQC e HMBC observamos carbonos em &¢ 16,0 (CH3); 17,5
(CHy3); 32,5 (CH); e 73,5 (CHy), o que baseados nas correlagdes observadas nos

mapas de contorno de HMBC nos permitiram propor a estrutura parcial B.
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Figura 5.40 - Correlagdes observadas em HMBC da substéncia 2

0,60 (d, 3H, 6,5 Hz, d=16,0)

gD

0,83 (d, 3H, 6,5 Hz,d:17,5)
5c 73,5

Estrutura parcial B

O valor de 167,3 observado em HSQC associado a correlagdo observada nos
mapas de contorno de HMBC de H-6 (&4 7,33)<—C-1’ (167,3), nos permitiu posicionar
a funcao éster em C-1.

Com estas informacdes foi possivel eluciadar a substancia 2.

N&o foi possivel localizar nenhum registro desta substancia na literatura

sendo, portanto, esta substancia de carater inédito.
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5.5.4 Identificacdo estrutural do Acido p-hidroxibenzéico (3)

HO

2 3 OH

Acido p-hidroxibenzéico (pHBA) (3)

A andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 5.41, pag. 89), gHSQC (Figura
5.42, pag. 90), evidenciou a presenca de dois dubletos a &y 7,76 (2H, J=8,5Hz, &¢
114,87) e 646,80 (2H, J=8,5Hz, & 131,14), nos permitiu identificar o sistema como
um anel aromético disubstituido.

Os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos, pela

andlise dos mapas de contorno dos experimentos de gHMQC (Figura 5.43, pag. 90).

Figura 5.41 - RMN de 'H do Acido p-hidroxibenzéico (3) (DMSO-dg, 500MHZz)
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Figura 5.42 - Mapa de contorno de gHMQC do Acido p-hidroxibenzoico (3) (DMSO-dg, 125MHz)

Figura 5.43 - Mapa de contorno de gHMBC do Acido p-hidroxibenzéico (3) (DMSO-dg, 125 Hz)
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Uma andlise detalhada dos experimentos de gHMBC e gHSQC nos
permitiram constatar a presenca de cinco carbonos, sendo dois deles com &¢ 161,6
e Oc 167,7, sugerindo um carbono fendlico e outro de uma fungdo carboxilica,
provavelmente referente a um &cido carboxilico ligado a um anel benzénico. Tal

suposicao foi baseada no alto deslocamento quimico de 6¢ 167,7.

Figura 5.44 - Correlacdes observadas nos mapas de contorno em HMBC do Acido p-
hidroxibenzdico (3)

H H
\O

OH

HO

Estes dados associados as correlagbes observadas nos mapas de contorno
dos experimentos de HMBC e comparacéo com a literatura nos permitiram atribuir a

substancia 3 o acido para-hidroxibenzéico.

Tabela 13 -RMN de *H (500MHz) e **C (125MHz) do Acido p-hidroxibenzéico (3) em DMSO?,

Posicao 'H (8) 13C (8) gHMBC
1 - 121,9 -
2 6,81 (d, 8,7Hz) 114,9 C-1; C-3
3 7,76 (d, 8,7Hz) 131,1 C-2; C-3:C-7
4 - 161,6 -
5 7,76 (d, 8,7H2) 131,1 C-2; C-3;.C-7
6 6,80 (d, 8,7Hz) 114,9 C-1;C-3
7 - 167,7 -

 deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna,

(8) em ppm, constante de acoplamento entre parénteses e em Hz.

O &cido p-hidroxibenzéico (pHBA) ja fora anteriormente isolado de fungos
endofiticos 28 assim como de bactérias %, organismos maritimos %, fungos
8] plantas " e frutos BY.

Apresenta grande importancia industrial na area alimenticia por se tratar de
um intermediario indispensavel no metabolismo de sintese do pigmento
avermelhado shikonin, o qual é produzido pela espécie vegetal Lithospermum

erythrorhizon 18,
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Na industria eletrénica, o pHBA € o principal monémero para a producéo de
LCPs (em inglés liquid crystal polymers). O mercado global para os LCPs é de
aproximadamente 10mil toneladas por ano (1999), visto que tem sido
empregado macicamente na fabricacdo de displays para equipamentos
eletrénicos de todos os tipos®. Atualmente, o PHBA é obtido através do
processo de Kolbe-Schmitt sob condi¢cdes severas de temperatura e pressao, o
que torna o processo muito caro em escala industrial®®. Assim, os fungos
endofiticos podem se tornar uma alternativa financeiramente mais viavel,
ambientalmente sustentavel e renovavel para a producdo de grandes
quantidades de pHBA.

O &cido p-hidroxibenzdico também tem sido utilizado como agente

conservante em cosméticos, farmacos e alimentos®”, sendo reconhecido por
[84]

apresentar significativa atividade antifungica
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5.5.5 Identificacdo estrutural do p-hidroxibenzaldeido (4)

p-hidroxibenzaldeido (4)

Esta substéancia foi identificada em mistura da fracdo Fr2_DP5 e encontra-se
minoritariamente.

No espectro de RMN de 'H (Figura 5.30) foi observada a presenca de um
singleto desblindado em &4 9,78 que sugeriu a existéncia de uma funcéo aldeido.
Também, foi possivel visualizar sinais caracteristicos de hidrogénios de um anel
benzénico para-dissubstituido em &y 6,93 (d, J=8,5 Hz, 2H, &¢c 115,8) e &4 7,75 (d,
J=8,5 Hz, 2H, &¢ 132,0). Estes dados, associados a uma comparacdo com o0s da
substancia 3 e o sinal em 190,9 visualizado no espectro de RMN de **C (Figura
5.47, pag. 94) evidenciou a reducdo de C-7 de um acido carboxilico para aldeido

Para confirmarmos tal suposigéo, os experimentos de gHMQC (Figura 5.49,
pag. 95) e HMBC (Figura 5.46, pag. 94) foram minuciosamente analisados e nos
permitiram atribuir todos os carbonos aos respectivos hidrogénios, atribuindo para a

substancia 4 o para-hidroxibenzaldeido.

Figura 5.45 - Correlag6es observadas em HMBC do p-hidroxibenzaldeido (4)
H H

HO
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Figura 5.46 - Mapa de contorno de gHMBC do p-hidroxibenzaldeido (4) (DMSO-dg, 125 Hz)

Figura 5.47 - RMN de "*C do p-hidroxibenzaldeido (4) (DMSO-dg, 300MHz)
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Figura 5.48 - RMN de 'H do p-hidroxibenzaldeido (4) (DMSO-dg, 500MHz)

Figura 5.49 - Mapa de contorno de gHMQC do p-hidroxibenzaldeido (4) (DMSO-dg, 125MHz)
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Estes dados, associados a comparacdo com a literatura, nos permitiram

atribuir para a substancia 4 a estrutura do para-hidroxibenzaldeido.

Tabela 14 - Sinais de RMN de *H (500MHz) e **C (300MHz) do p-hidroxibenzaldeido (4) em

DMSO?.
Posicao 'H (3) 3¢ (8) gHMBC

1 - 129,3 -

2 7,75 (d, 8,7Hz) 132,0 C-2; C-6; C-4; C-7
3 6,925 (d, 8,5Hz) 115,8 C-1;C-3;C-5

4 ; 163,3 -

5 6,925 (d, 8,5Hz) 115,8 C-1;C-3;C-5

6 7,75 (d, 8,7Hz) 132,0 C-2; C-6;C-4; C-7
7 9,79 (s) 190,8 C-1; C-2; C-6

®deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna,
(8) em ppm, constante de acoplamento entre parénteses e em Hz.

Esta substancia fora anteriormente relatada como um metabdlico secundario
produzido pelo fungo endofitico Pestalotiopsis sp. isolado da planta Rhizophora
mucronata®”, assim como também foi determinado nos extratos fermentados do
fungo endofitico isolado de uma espécie vegetal de mangue®®, de plantas®
invertebrados!® e organismos marinhos!®*

O p-hidroxibenzaldeido também foi determinado, na seiva das folhas e caules
injuriados da espécie vegetal Phaseolus lunatus, concomitantemente com o &cido
cianidrico®. Segundo Buhrmester, a explicacdo da presenca de tais substancias, se
deve ao processo denominado cianogénese. Muitas plantas sdo capazes de
sintetizar compostos que liberam acido cianidrico (HCN) quando o tecido vegetal é
injuriado. Estas substancias podem ser cianoglicosideos ou cianolipidios que
guando hidrolisados por enzimas, formam acuUcares, acidos graxos, aldeido ou
cetona e acido cianidrico’®. A liberacdo do acido cianidrico é considerada um
mecanismo de defesa vegetal, contra herbivoros, insetos, fungos e bactérias®®. A
cianogénese também tem sido registrada em bactérias, fungos e liquens!®.

Existem muitos relatos sobre os estudos desta classe de compostos quimicos

como potenciais agentes antifiingicos 7%,



5. Resultados e Discussdes -97 -

5.5.6 Identificacdo estrutural do Acido fenilactico (5)

Acido fenilactico (PLA) (5)

Como citado na discussdo acima, a sub-fracdo codificada Fr.2_DP5
encontrava-se em mistura e devido a massa reduzida, optamos pela determinagao
estrutural das substancias presentes sem purificacao.

Para a determinacdo dos carbonos ndo foram levados em consideracdo os
dois dubletos em 04 6,93 e Oy 7,75, e 0 singleto em &y 9,78 que s&o o0s sinais
caracteristicos dos hidrogénios do para-hidroxibenzaldeido, elucidada no item
anterior a este.

A substancia predominante nesta mistura apresentou um espectro de RMN de
'H muito parecido com o da substancia 1, sendo que a Unica diferenca observada foi
0 anel aromatico, que neste caso evidenciou tratar-se de um anel mono substituido,
em funcdo da multiplicidade dos sinais apresentados. Neste caso visualizamos uma
regido aromatica complexa na forma de um multipleto.

Para confirmarmos tal proposta, os experimentos de EM assim como o0s
mapas de contorno de gHSQC e g HMBC foram cuidadosamente analisados.

A formula molecular foi estabelecida apés analise dos dados do espectro de
massas de baixa resolugdo por ionizagdo em “eletrospray” em modo negativo
(Figura 5.52, pag. 99), onde foi visualizado o sinal m/z 165,68 referente a formacgéo
da molécula desprotonada [M] . A massa para [M] foi calculada em 166,17, que com
auxilio dos dados de gHSQC e gHMBC nos permitiram propor a férmula molecular
CoH100s.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos foram obtidos com base nos
experimentos de gHSQC e gHMBC (Figura 5.46 e Figura 5.49 pag. 94 e 95). As
correlagbes observadas nos mapas de contorno do experimetno HMBC nos

permitiram propor inequivocamente o acido fenilatico para a substancia 5.
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Figura 5.50 - Correlagdes observadas em HMBC do Acido fenilactico (5)
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Figura 5.51 - RMN de 'H do Acido fenilactico (5) (DMSO-ds, 500MHz)
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Figura 5.52 - ESI-MS do Acido fenilactico (5)

Estes dados nos permitiram atribuir para a substancia 5 a estrutura do acido
fenil-lactico, no entanto a estereoquimica absoluta de C-8 néo foi determinada pelo

fato da substancia encontrar-se em mistura.

Tabela 15 - RMN de 'H (500MHz) e **C (125MHz) do Acido fenilactico (5) em DMSO?,

Posicéo H (3) Bc (3) gHMBC
1 - 138,3
2 7,23 (m) 129,3 2,3,4,5,6;7
3 7,23 (m) 127,8 2,3,4,5,6;,7
4 7,23 (m) 125,98 2,3,4,5,6;7
5 7,23 (m) 127,8 2,3,4,5,6;7
6 7,23 (m) 129,3 2;3;4,5;,6;7

2,75 (dd; 10,0; 5,0Hz) o

! 2,96 (dd; 10,0; 5,0Hz) 40,0 12689
8 4,11(dd; 5,0; 5,0Hz) 71,1 1;7;9
9 - 175,1 -

% deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna,
(8) em ppm, constante de acoplamento entre parénteses e em Hz.

O acido fenil-lactico ja foi anteriormente identificado da cultura fungica de
Geotrichum candidum (fungo responsavel pelo apodrecimento de péssegos,

nectarinas, tomates e cenouras), sendo identificado como sendo a principal
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substancia responsavel pela forte atividade antifungica apresentada pelo extrato
filtrado desta linhagem. Também ja foi isolado, juntamente com a substancia 3, do
extrato bacteriano de Lactobacillus plantarum [* 8% e do caldo fermentado do fungo
endofitico Penicillium sp isolado de Kandelia candel

O acido fenil-lactico apresenta uma reconhecida atividade antifingica contra

m 9% dentre outras linhagens

as linhagens de Penicillium, Aspergillus e Fusariu
fangicas Y. O PLA também é considerado um dos &cidos aromaticos mais
abundantes a que propriedades antibacterianas tém sido atribuidas "°*°?, sendo a
presenca em grande quantidade desta substancia caracteristico de méis produzidos
do néctar de Calluna vulgaris (urze) e Brassica napus (colza) %%

O Aacido fenilactico, juntamente com a substancia 3, também tém sido
identificado com metabolicos produzidos por linhagens bacterianas pela degradacéo
dos aminoacidos fenilalanina e tirosina, responsaveis pela formagdo do aroma

caracteristico de queijo 4
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5.5.7 Identificacdo estrutural dos 3,4- dihidroxi benzoato de butila (6), 3,4-

dihidroxibenzoato de hexila (7) e 3,4- dihidroxibenzoato de octila (8)

]
& H , W
5 T
-
HC

I
3,4- dihidroxi benzoato de butila (6), 3,4- dihidroxibenzoato de hexila (7) e 3,4-

dihidroxibenzoato de octila (8)

O espectro de RMN de 'H da fragdo Fr3_DP4_P2 (Figura 5.54, pag. 102)
mostrou-se praticamente pura, apenas com tracos de acetato de etila. Na regido de
aromaticos foram visualizados trés sinais em 6,82 (d, J=8,0 Hz, 1H, &¢ 117,7, H-5),
6,98 (dd, J=2,0 e 8,0 Hz, 1H, &¢c 123,4, H-6), e 7,17 (d, J=2,0 Hz, 1H, &¢ 113,6, H-2),
evidenciando um anel aromatico trisubstituido. Adicionalmente foram observados um
tripleto em oy 4,30 (t, J=6,5 Hz, 2H, d¢ 64,8, H-2’), dois multipletos em &y 1,72 (m, &¢
27,2, CH;), e em &y 1,37 (m, &¢ 27,2, CH>) e um tripleto em &y 0,91 (t, J=7,0 Hz, 3H,
Oc 13,4, CHy).

A analise dos mapas de contorno dos experimentos de HSQC (Figura 5.55,
pag. 103) e HMBC (Figura 5.56, pag. 103) nos evidenciaram carbonos adicionais em
0c 112,6; 149,6; 153,0; 168,8. Estas informac¢des associadas ao COSY (Figura 5.57,
pag. 104) nos conduziram a um anel aromatico trisubstituido com duas hidroxilas e
uma carbonila de éster conjugado. Estes dados, associados as interacdes
observadas nos mapas de contorno dos experimentos de HSQC e HMBC, os
valores dos deslocamentos quimicos e as constantes de acoplamento, nos

permitiram atribuir para a fracdo Fr.3_DP4_P2 a estrutura 6.
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Figura 5.53 - Correlacf8es observadas nos mapas de contorno do experimento de HMBC

7,17 (114,7)

HO 163, 6,98 (124,3)

6,82 (118,8)

Figura 5.54 - RMN de 'H dos ésteres 6-8 (DMSO-dg, 500MHz)
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Figura 5.55 - Mapa de contorno de gHMQC das substancias 6-8 (DMSO - dg, 125MH2z)

Figura 5.56 - Mapa de contorno de gHMBC das substancias 6-8 (DMSO - dg, 125MHZz)



5. Resultados e Discussdes -104 -

Figura 5.57 - CorrelacBes dos hidrogénios das substancias 6-8 (COSY ) em DMSO-dg

Como discutido, todos os dados conduziam a estrutura proposta acima, no
entanto, a integracdo para os —CH, da cadeia alquila ndo estavam congruentes com
a estrutura proposta. Deste modo um espectro de massas foi realizado e foi possivel
detectar os isoméros 6-8, justificando a falta de congruéncia com a integral
registrada no RMN de *H.

As estruturas dos ésteres foram confirmadas por espectrometria de massas
(ESI-EM, modo negativo), por apresentar um sinais massa/carga de 209,23; 237,19

e 265,27, que representa a perda de um proton (Figura 5.58, pag. 105)
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Figura 5.58 - ESI-MS das Substéancias 6-8

Os hidroxi-benzoatos ja foram anteriormente isolados de fontes naturais % e
a eles tem sido atribuidos diversas propriedades, tais como: tripanocida %Y e
anticancerigenas %! assim como tém sido identificados como potenciais agentes

antioxidantes [1%3 1% antibacterianos % e antiftingicos 1106 107 108]
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6. CONCLUSOES

O trabalho realizado com o fungo endofitico Camarops sp., isolado de folhas
saudaveis de Alibertia macrophylla, permitiu comprovar que a producdo metabdlica
do fungo endofitico esta diretamente relacionada aos tipos de nutrientes a ele
fornecidos durante seu periodo de fermentacdo, como pdde ser constatado pela
anélise dos espectros de RMN de *H, os quais apresentaram sinais por toda largura
espectral e também pelos cromatogramas obtidos por CLAE-DAD, que nhos
revelaram picos cromatograficos com diversos tempos de retencado, revelando a
presenca de substancias de carater polar e apolar nos diversos meios de cultura
avaliados.

Os extratos brutos obtidos em meio sélido (arroz) e liquido (MDB, YM, Extrato
de Malte, Nutrient® e Czapek®) apresentaram potenciais atividades nos ensaios
quimico e biolégico (antifungico, anticolinesteraisco, tripanocida, anticolinesterasico
e antioxidante), revelando que os fungos endofiticos séo ricas fontes de metabdlicos
secundarios bioativos.

O estudo do fungo endofitico Camarops sp. cultivado em meio de cultura
liquida de Czapek® em escala ampliada, resultou na identificacdo de 9 substancias:
(1) Acido p-hidroxifenilactico; (2) 2,5 — dihidroxibenzoato de isobutila; (3) Acido p-
hidroxibenzoéico; (4) p-hidroxibenzaldeido; (5) Acido fenilactico; (6) 3,4 -
dihidroxibenzoato de butila; (7) 3,4 - dihidroxibenzoato de hexila; (8) 3,4 - dihidroxi
benzoatode octila, sendo a substancia (2) inédita na literatura. Pode-se concluir que
o cultivo de Camarops sp. em meio de cultura liquido de Czapek® é muito seletivo,
visto que todas as substancias identificadas sdo moléculas aromaticas, sendo que
destas, oito sdo fendlicas.

Todas as substancias sao descritas apresentando diversas atividades
biologicas (antifungica, antibacteriana, antioxidante), reforcando a hipotese de uma
relacdo simbidtica existente entre o fungo endofitico Camarops sp. e a planta
hospedeira Alibertia macrophylla. Os metabdlicos secundarios também se revelaram
como poténcias substancias de uso farmacologico, dando destaque especial as
substancias 6 a 8, por apresentarem resultados promissores in vitro nos ensaios

anticancerigenos. Estas observacdes sugerem que Camarops sp. apresenta-se
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como um potencial fungo endofitico na descoberta de novas substancias bioativas,
com potencial para serem utilizadas em fins terapéuticos.

Além de desempenharem sua fungdo na relagcdo simbidtica endofito-planta e
apresentarem propriedades farmacolégicas, o acido p-hidroxibenzéico (3) também
apresentou caracteristicas biotecnoldgicas, visto que este acido € o principal
mondmero utilizado para a producao de polimeros de cristal liquido. Tendo isto em
vista, os fungos endofiticos também podem vir a ser utilizados como uma fonte
alternativa para a producdo de substancias de uso na indudstria quimica, por serem
financeiramente mais viaveis, ambientalmente sustentaveis e renovaveis.

As substancias isoladas puras ou em misturas sado descritas com iniumeras
atividades biolégicas, propriedades farmacoldgicas e biotecnoldgicas. Visto a
importante contribuicdo que os estudos com fungos endofiticos trariam a nossa
sociedade, mais pesquisas neste nicho biolégico se fazem necessarias por se tratar
de uma fonte de metabdlicos secundarios ainda pouco explorada.
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