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RESUMO

Microrganismos endofiticos sao definidos como organismos que habitam pelo
menos um periodo de seu ciclo vital, o interior de um vegetal, sem causar
aparentemente nenhum dano a este. Na busca de novos organismos € novos
metabolitos secundarios, um estudo foi conduzido visando avaliar a diversidade
quimica de fungos endofiticos por meio do isolamento e identificacdo de metabdlitos
secundarios produzidos por Phomopsis stipata, um fungo endofitico obtido das
folhas de Styrax camporum, uma planta do Cerrado brasileiro.

Sete fungos foram isolados das folhas de Styrax camporum (SC-01, 02, 03,
04, 05, 06 e 07) e cultivados em meio de cultura liqguido MDB, inicialmente em
pequena escala (400 mL), durante 28 dias em incubadora rotatéria a temperatura
ambiente. A seguir, os caldos contendo os metabdlitos secretados pelos fungos
foram separados do micélio por filtracdo e submetidos a parti¢cdo liquido-liquido com
AcOEt, fornecendo os extratos brutos. Os extratos brutos obtidos foram submetidos
a um processo de triagem quimica e biolégica, que compreendeu analise do perfil
cromatografico e espectroscopico e avaliacao das atividades: antioxidante (através
do teste com DPPH), antifungica (frente aos fungos fitopatogénicos Cladosporium
sphaerospermum e Cladosporium cladosporioides), antibacteriana (frente ao
Mycobacterium tuberculosis), e anticolinesterasica.

Dos microrganismos triados, SC-04 (Phomopsis stipata) foi cultivado em larga
escala e seu extrato bruto obtido em MBD submetido a fracionamento
cromatografico resultando no isolamento das substancias 1 e 2.

Paralelamente, foi realizada a comparacdo da diversidade na producao

metabdlica do fungo quando cultivado em cereais (arroz e milho) e em diferentes
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meios de cultura comerciais, através de dados espectroscopicos e do perfil
cromatografico via RMN e CLAE, assim como avaliacao das atividades antioxidante
e Dbiolégica dos extratos brutos obtidos (antifungica, antibacteriana e

anticolinesterasica).
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ABSTRACT

Endophytic microorganisms are defined as organisms that inhabit the interior
of a vegetable at least during a period of the vital cycle, without causing any apparent
damage. In the search for new organisms and new secondary metabolites, a study
was conducted to evaluate the chemical diversity of endophytic fungi through the
isolation and identification of secondary metabolites produced by Phomopsis stipata,
an endophytic fungi obtained from the leaves of Styrax camporum, a plant of the
Brazilian Cerrado.

Seven fungi had been isolated from the Styrax camporum leaves (SC-01, 02,
03, 04, 05, 06 e 07) and cultivated on a liquid medium of MDB culture, initially in a
small scale (400 ml), during 28 days in a rotating incubator at room temperature. To
follow, the culture broth containing the metabolites secreted by the fungi had been
separated from the micelium by filtration and submitted to the liquid-liquid partition
with AcOEt, to give the crude extracts. These extracts had been submitted to a
chemical and biological screening process, which consisted in an analysis of the
chromatographic and spectroscopic profile and evaluation of the following activities:
antioxidant (by DPPH test), antifungal (in relation to the phytopathogenic fungi
Cladosporium sphaerospermum and Cladosporium cladosporioides), bactericidal (in
relation to Mycobacterium tuberculosis), and anticolinesterasic.

From the screened fungi, SC-04 (Phomopsis stipata) had been cultivated in
large scale and its raw extract obtained by MBD had been submitted in a
chromatographic fragmentation, resulting in an isolation of substances 1and 2.

At the same time, had been made a comparison of the diversity in the
metabolic production of the fungi when cultivated in cereals (rice and corn) and in

different commercial culture way, through spectroscopic data and chromatographic
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profile by RMN e CLAE, as well as evaluation of the antioxidant and biological
activities of the obtained crude extracts (antifungal, bactericidal and

anticolinesterasic).
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INTRODUCAO GERAL

O desenvolvimento da resisténcia a drogas em algumas bactérias e fungos
torna urgente a procura por novos e melhores antibidticos. Doencas que
comprometem o sistema imunolégico como AIDS e cancer ou intervengdes
cirirgicas como transplante de érgaos aumentam a probabilidade de infeccdes
causadas por patdgenos oportunistas como Aspergillus, Cryptococcus e outros,
fazendo-se necesséria a busca por novos antimicéticos (STROBEL, 2003).

Um dos mais importantes fatores para o sucesso no descobrimento de um
novo farmaco é a diversidade quimica dos compostos a serem selecionados, cujas
fontes podem ser sintéticas, naturais ou originadas de quimica combinatéria. Dentre
estas, os produtos naturais sdo considerados como uma das maiores fontes de
diversidade quimica (TREVISAN et al., 2003)

Produtos naturais sao bioprodutos obtidos a partir de microrganismos, plantas
e animais e representam uma valiosa alternativa na descoberta e desenvolvimento
de novos farmacos. Esses bioprodutos tém sido utilizados pela medicina tradicional
ha muito tempo. Estudos clinicos, farmacolégicos e quimicos destes medicamentos
tradicionais, derivados predominantemente de plantas, foram a base para muitos
farmacos, tais como aspirina, digitoxina, morfina, quinina e pilocarpina (BUTLER,
2004).

A descoberta de quimioterapicos eficazes como vimblastina (Velban®) e
vincristina (Oncovin®) motivou a industria farmacéutica a reativar o interesse por
medicamentos de origem vegetal, buscando principalmente por estruturas
moleculares complexas cuja sintese seja inviavel economicamente (MONTANARI;
BOLZANI, 2001).

Segundo Newman, Gragg e Snader (2003), no periodo de 1981 a 2002, 33%
das 877 novas moléculas bioativas descobertas sdo de origem natural ou derivadas
por semi-sintese. Dos farmacos produzidos a partir de 1995, 244 estruturas quimicas
tém sido utilizadas como protétipos, sendo que 83% destas sao provenientes de
fontes naturais e 17% séo sintéticas (FURTADO, 2004).

O avanco tecnologico propiciou rapidamente o surgimento de novos
medicamentos. Entre os anos de 2000 e 2003 houve uma constante introducao de

novos produtos naturais e medicamentos derivados destes, nos EUA, Europa e
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Japdo. Um total de 15 novos farmacos foi lancado, os quais incluem os
antiinflamatérios arteether, a caspofungina (derivado de ecnocandina), a droga
galantamina (inibidor de acetilcolinesterase), o antibacteriano daptomicina, entre
outros (BUTLER, 2004).
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OBJETIVOS

e Avaliar o perfil quimico e biolégico dos fungos endofiticos (codificados SC-01,
SC-02, SC-03, SC-04, SC-05, SC-06 e SC-07), isolados das folhas de Styrax
camporum e cultivados em MBD por RMN 'H, CLAE, ensaio preliminar com
DPPH para deteccdo de atividade antioxidante e ensaios bioldgicos para
deteccao de atividade antifungica e antibacteriana;

e Estudo quimico do extrato bruto em acetato de etila produzido pelo endofitico
Phomopsis stipata em MBD e avaliacdo das atividades antifungica e

anticolinesterasica das substancias isoladas;

e Crescimento do fungo SC-04 (pequena escala) em diferentes meios nutritivos
para comparacao das variagcdes metabdlica;

* Avaliagao das atividades antioxidante, antifungica e antibacteriana dos extratos
brutos produzidos por Phomopsis stipata em diferentes meios.
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Capitulo I

I. Introducdo

I.1 A familia Styracaceae

A familia Styracaceae é composta por onze géneros distribuidos na Europa,
Asia, trépicos e subtrépicos americanos (JOLY, 1985). Sdo conhecidas cerca de 120
espécies nesta familia, estando bem representadas no Brasil. Em alguns géneros de
Styracaceae, na qual se inclui Styrax, predominam substancias de natureza resinosa
e balsdmica, que possuem o acido benzéico como principal componente. Essas
substancias, muito usadas na medicina popular, foram denominadas como “benjoin”,
“estoraque”, dentre outros. Ha algumas décadas o “benjoin” esta registrado na
farmacopéia (REYNOLDS, 1996), sendo indicado como fitoterapico para casos de
fumigacdes e bronquites devido as acdes anti-séptica, cicatrizante, homeostatica,
dentre outras (COIMBRA, 1958). Em geral, as espécies desta familia caracterizam-
se por apresentarem arvores pequenas ou arbustos campestres, bastante comuns
nos estados centrais do Brasil, em regiées de Cerrado (RIZZINI; MORS, 1976).

I.2 O género Styrax

O principal género de Styracaceae é o Styrax com cerca de 60 espécies
registradas (GILG, 1926). Algumas espécies destacam-se por apresentarem
propriedades medicinais, sendo objetivo de amplos estudos, tais como:

Styrax aurea, de ocorréncia nos Estados de Minas Gerais, Bahia e Alagoas e
chamada de “estoraqueiro-do-Brasil” ou “benjoeiro” é uma arvore muito conhecida
pela goma-resinosa que se obtém por incisdo do caule. Seu balsamo é usado na
medicina popular para o tratamento das Ulceras crbnicas, da blenorragia e da
leucorréia, sendo também indicado nos casos de tosse, dispnéia, rouquiddo e como
calmante (BALBACH, 1976).

As espécies Styrax benjoin e Styrax tonkinensis, originarias de Java, Sumatra,

Tailandia e Tonkin, também fornecem resina balsamica. A composicdo quimica da
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resina de Styrax tonkinensis € formada de acido benzbico livre (23%), acido
cindmico (3%), alcool coniferilico, benzoato de coniferila e vanilina. A resina de
Styrax benjoin contém principalmente acido cinamico livre, pequeno teor de acido
benzbico, alcool coniferilico e cinamato de coniferila. Ambas sdo usadas no preparo
de expectorantes balsamicos e anti-sépticos das vias respiratérias, sendo também
extremamente cicatrizantes (COSTA, 1968).

I.3 A espécie Styrax camporum

A espécie Styrax camporum ocorre nos Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo,
Mato Grosso do Sul e Parana, predominando em regides de Cerrado (LORENZI,
1998). Amplamente utilizada em doencas gastroduodenais pela medicina popular,
teve seu potencial antiulcerativo avaliado, bem como sua toxidade utilizando testes
biolégicos em cobaias de laboratério (camundongos), a partir da analise do extrato
bruto de seus caules (BACCHI; SERTIE, 1994) e de algumas fragdes
cromatograficas (BACCHI et al., 1995), sendo comprovada sua eficiéncia no
combate a ulceras estomacais, mediante os resultados obtidos no estudo de fracdes
polares.

O potencial antiulcerativo de S. camporum foi atribuido supostamente a
presenca de taninos (substancias com acao cicatrizante), juntamente com outros
metabdlitos presentes em fragdes cromatograficas mais polares (BACCHI et al.,
1995). Os taninos possuem em suas estruturas os grupos hidroxilicos fendlicos,
conferindo-lhes uma forte agdo antioxidante, contribuindo diretamente para a acéao
antiulcerogénica (CASA et al., 2000).

Levantamento bibliografico sobre a constituicdo quimica das espécies do
género Styrax evidenciou a ocorréncia de poucas classes de produtos naturais,
predominando ligndides, triterpenos e saponinas, observadas na tabela abaixo, e no
Quadro 01, pg. 24.
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Tabela 01: Metabdlitos secundarios de algumas espécies de Styrax

Subst. Classe Quimica Espécie

1-4 nor-neolignana S. officinalis
5 nor-neolignana S. obassia
6 nor-neolignana S. camporum
7 nor-neolignana S. obassia

8-10 nor-neolignana S. obassia
11 Triterpeno S. officinalis
12 Lignana S. officinalis
13 Monossacarideo S. officinalis
14 Triterpeno S. japébnica
15 saponina S. japdnica

Referéncia Bibliografica
(ANIL, 1980)
(TAKANASHI; TAKIZAWA, 1988)
(GIESBRECHT et al., 1985)

(TAKANASHI; TAKIZAWA; MITSUHASHI, 1974)

(TAKANASHI; TAKIZAWA, 1988)
(ANIL, 1979)
(ULUBELEN et al.,
(ANIL, 1977)
(NAKANO et al., 1967)
(KITAGAWA et al., 1974)

1978)

R1

1 glicosil OCHj;
2  gentibiosil OCHj;
3 gentriosil OCH;
4 tetra-O-acetilglicosii OCHj;
5 H OCHgs
6 H OCHgs
7 H H

8 COCH(CH3)CH,CH; OCH;
9 COCH(CH3)CH,CH; H

10 Gl

COH
CHZOH Q
OH
ono
15
OH OH

CH;3

R4

OH

Quadro 01: Metabdlitos secundérios de espécies de Styrax.
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I.4 Fungos: uma visdo geral

Fungos podem ser unicelulares (leveduriforme) ou pluricelulares (micélio), sao
organismos quimiorganotréficos tipicos de ambientes Umidos e encontram-se
distribuidos em habitats diversos como &agua, solo, ar e sobre particulas em
suspensado. Os fungos sao divididos conforme o habitat em grupos como coprofilos,
micoparasitas, de agua doce, marinhos, termofilicos, filoplanos, epifiticos,
endofiticos, entre outros (AINSWORTH; SUSSMAN, 1995).

O reino dos fungos constitui 0 segundo maior grupo sobre a Terra, perdendo
apenas para os insetos. Estima-se que existam pelo menos um milhdo e quinhentas
mil espécies de fungos espalhadas pelo mundo, mas apenas cerca de 69.000
espécies foram até hoje descritas, o que representa menos de 5% das espécies
possivelmente existentes (HAWKSWORTH, 2001).

Os fungos comumente prosperam em ambientes competitivos, mantendo
relacbes simbidticas (mutualismo ou comensalismo), tréficas (predacdo e
parasitismo) e de competicdo (por territério e recursos alimentares) com outros
organismos do ecossistema.

Os fungos sao alvos de predadores como insetos e nematdides. Fungos
endofiticos do género Claviceps encontrados principalmente em gramineas,
produzem os alcaléides de ergot, substancias que ingeridas junto com a planta
provocam doencas em insetos e mamiferos herbivoros, protegendo o fungo e a
planta dos predadores (HUTCHISON; MADZIA; BARRON, 1996 e RIFFLE,
1967,1971).

A relacao de parasitismo fungo-planta envolve a producdo de fitoalexinas
(substancias de defesa da planta), que sdo produzidas visando conter a infeccao
fungica (GLOER, 1995). Os fungos, por sua vez, produzem fitotoxinas que causam a
necrose e/ou morte do tecido vegetal (HARBONE, 1993). Fungos patogénicos de
ervas daninhas tem sido uma fonte de novos herbicidas, uma vez que fitotoxinas
com estruturas novas e nao usuais tém sido isoladas destes fungos, mostrando que
eles podem exibir uma larga atividade herbicida (HOAGLAND, 1990).

O mecanismo de antagonismo, em muitos casos, envolve a producdo de
agentes quimicos por uma espécie, inibindo o crescimento da outra. Isto € um

indicativo de que os metabdlitos responsaveis por esses efeitos sdo essencialmente
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antibiéticos naturais. Relagcdes de antagonismos entre fungos do mesmo
ecossistema tém sido relatadas entre copréfilos (WICKLOW, 1992), carbonicolos
(WICKLOW; HIRSCHFIELD, 1979), lignoliticos (STRUNZ; KAKUSHIMA;
STILLWELL, 1972), rizosfera (CARROL, 1992), marinhos (STRONGMAN et al.,
1987) e fungos aquaticos (SHEARER; ZARE-MAIVAN, 1988).

Entre os sistemas celulares, os fungos s&o de grande interesse
biotecnol6gico, sendo talvez, dentre os seres vivos, 0s que mais tém contribuido
com produtos e processos de importancia fundamental para o bem-estar da
populacdo. Eles constituem a base de uma grande industria de producédo de
alimentos gracas a sua acao fermentadora (panificacdo, industria cervejeira e de
outras bebidas, producdo de certos tipos de queijo, etc.). Os fungos sdo ainda
importantes na producdo de alcool, acidos organicos como o citrico € o acotinico,
antibioticos e esterdides (AINSWORTH; SUSSMAN, 1996).

Aproximadamente 25% dos produtos naturais biologicamente ativos
conhecidos foram obtidos a partir de fungos (KONGSAEREE, et al., 2003). Dentre
estes, destacam-se os antibioticos B-lactdmicos das classes da Penicilina (a) e
Cefalosporina (¢) (Quadro 02, pg. 27), que juntos representam um mercado mundial
de 15 bilhdes de dblares (DEMAIN, 2000). Outras substancias de grande relevancia
como medicamentos sdo o0 agente redutor de colesterol Lovastatina (g) e o
antimicoético Griseofulvina (d) (Quadro 02, pg. 27) (DEMAIN, 2000). Como farmacos
potenciais destacam-se as Citocalasinas (b), Cefalosporinas (c¢), Rifamicina SV (e)
entre outros (MASUREKAR, 1992) (Quadro 02, pg. 27).

Substancias isoladas de fungos possuem emprego ndo apenas no tratamento
humano, mas também no combate de pragas, que consomem um grande percentual
da producao agricola mundial. Esses metabdlitos atuam como agroquimicos
naturais, tais como destruxinas (inseticidas), estrobilurinas (fungicidas), além de
varias fitotoxinas (herbicidas) (GARDNER; MCCQOY 1992). Como produto natural Gtil
na agricultura pode-se citar a Tetranactina (f) (Quadro 02, pg. 27) um dos primeiros
pesticidas Uteis que, no inicio dos anos 70, foi isolado do fungo Streptomyces
aureus. Esta substancia apresenta significante atividade inseticida contra a broca e
acaro carmim do feijao Azuki, inibe o crescimento de bactérias gram positivas, além
de ser ativa contra fungos fitopatogénicos. Os inseticidas de origem microbiana tém

sido vistos como uma excelente alternativa de controle, tendo em vista a resisténcia



27

que os insetos desenvolveram contra inseticidas quimicos e devido as exigéncias

ecoldgicas e ambientais do mercado mundial.

a HO
o)
H H
HOOC(HgN)CH(CH2)3//< i -5 CHs
o N~ CHs
o B
C ~—¢
HO
cl CHs

I
w
Nile]

..--lCH3

Quadro 02: Metabdlitos secunddrios produzidos por fungos.
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I.5 Fungos endofiticos

Fungos endofiticos vivem sistematicamente no interior de plantas habitando,
de modo geral, suas partes aéreas como folhas e caules, podendo também estar
presentes nas raizes. Com a evolucado das espécies, estes se especializaram em
invadir espacos celulares dos tecidos vegetais (ANDREWS; HIRANO, 1991) através
das raizes do hospedeiro, aberturas naturais como estdmatos e feridas causadas
por choques mecénicos, insetos e fungos patogénicos. Uma vez instalado, o
endofito pode habitar a planta por toda sua vida, sendo transmitido, em alguns
casos, para futuras geracoes através da semente do hospedeiro (CARROL, 1988).

Os endofiticos nao apresentam haustérios, estrutura comum em fungos
fitopatogénicos e em geral, as infeccbes causadas por fungos endofiticos nao
produzem sintomas externos, podendo estar latentes ou serem assintomaticas
(PETRINI; CARROL, 1981, PETRINI, 1986). Mudancas no hospedeiro causadas por
fatores de stress (biético ou abibtico) podem induzir a transicido de um estado
simbi6tico (mutualismo ou comensalismo) a tréfico (parasitismo), passando o
endofitico a exercer uma acao patogénica ao hospedeiro (PETRINI, 1991).

Evidéncias da associacdo planta-microrganismo tém sido descobertas em
tecidos fossilizados de caules e folhas. Provavelmente, ao longo do tempo e da
evolucao das espécies, os endofiticos podem ter desenvolvido sistemas genéticos
que permitissem a transferéncia de informagdes entre eles e a planta e vice-versa,
possibilitando ao endofitico lidar com condigdes ambientais instaveis e aumentando
a compatibilidade com a planta hospedeira (STROBEL et al., 2004).

Estudos baseados na cultura de caules e folhas esterilizados superficialmente
revelaram uma espetacular diversidade de espécies de fungos existentes
subcuticularmente nos tecidos de muitos tipos de plantas saudaveis (CARROL,
1988). Qualquer espécie de planta vascular pode hospedar entre 10 e 100 diferentes
espécies de fungos endofiticos, sendo no minimo duas especificas no hospedeiro
(chamadas de espécies dominantes) (DREYFUSS; CHAPELA, 1994).

Nas relacbes mutualistas, além de proteger as plantas contra insetos, pragas
e patdégenos, os endofiticos ainda sdo capazes de produzir metabdlitos que
aumentam o crescimento e enraizamento da planta hospedeira e a sua resisténcia a

estresses bidticos e abidticos (HALLMANN et al., 1997). Estas moléculas que podem
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possuir atividade de horménios, antibidticos, antitumorais entre outras fungdes
bioldgicas, apresentam grande interesse industrial e biotecnolégico. Pesquisadores
da Sandoz, em um programa de triagem de produtos naturais oriundos de fungos,
verificaram que, entre os fungos filamentosos, os endofiticos sdo o grupo mais
produtivo quimicamente, apresentando uma producdo de metabdlitos secundarios
73% maior que os outros fungos (DREYFUSS; CHAPELA, 1994).

Taxol (h), substancia que recentemente tem sido utilizada no tratamento do
cancer mamario e de utero, foi inicialmente isolada da planta Taxus brevifolia.
Entretanto, o isolamento de taxol do meio de cultura produzido pelo fungo endofitico
Taxomyces andreane (STIERLE; STROBEL; STIERLE, 1993), isolado da mesma
planta, encoraja o estudo de fungos associados com espécies vegetais, objetivando
a verificacao da co-producéo de substancias produzidas pela planta.

Tan e Zou (2001) examinaram a diversidade dos metabdlitos isolados de
fungos endofiticos enfatizando seu potencial papel ecologico, e mostraram que estes
metabdlitos sdo sintetizados por varias vias metabdlicas, ou seja, derivacoes de
polipeptideos, isoprendides e aminoacidos. Eles relatam o isolamento de
substancias pertencentes a diversos grupos estruturais como esterdides, xantonas,
fendis, isocumarinas, alcalbides, quinonas, furandionas, terpendides, peptideos,
citocalasinas e compostos alifaticos.

Estudo recente mostra que 51% das substancias biologicamente ativas
isoladas de fungos endofiticos eram inéditas em comparag¢do com somente 38% de
novas substancias isoladas da microflora de solo (SCHULZ et al, 2002).

Um dos maiores problemas no futuro da biologia dos endofiticos é a rapida
diminuicdo das florestas tropicais, que representam a possivel maior fonte para
adquirir novos microrganismos e seus produtos. Estima-se que somente 40-50% do
que foi a original floresta tropical existente a 1000-2000 anos atras estao atualmente
no planeta. Levando em consideracéo que muitas associagdes planta-microrganismo
sao especificas de hospedeiro, quando uma espécie vegetal desaparece, também
ird desaparecer um conjunto inteiro de endofiticos associados a ela (STROBEL et
al., 2004).

Além do extrativismo predatério, outro fator igualmente importante na extingao
dos endofiticos, porém mais silencioso, é a poluicao atmosférica. Estudo recente em
regides praianas da ltalia demonstrou que as arvores atingidas pelo “spray” da agua
marinha contaminada com o detergente anibnico sintético SDBS (dodecilbenzeno
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sulfonato) apresentaram uma colonizacdo de endofiticos significativamente menor
(63,8%) do que arvores controle das mesmas espécies ndo contaminadas (85,4%)
(DANTI et al, 2002).

O exposto acima apenas confirma a urgente necessidade de uma politica
ambiental mundial mais eficiente, temendo-se a perda da biodiversidade.

Levantamento bibliografico sobre a ocorréncia de metabdlitos secundarios
isolados a partir do estudo quimico de diversas espécies de fungos endofiticos,
evidenciou um grande numero de substancias bioativas, sendo destacadas algumas
no Quadro 03, pg. 30.

Algicida

o' CH,  Inseticida e
(FINDLAY;LI;PENNER, 1995)  // o(KONIG et al., 1999)
| Antifungico
° ° (FINDLAY;LI; PENNER, 1995)
HsC OH
oH AN
o CH,
Antibiotico -
(BRADY; CLARDY, 2000)
CH,
H3G Inseticida e larvicida
CHy >:o (FINDLAY; JOHNSON, 1997)

OH

Iz

Antiviral
(TAN; ZOU, 2001)

Quadro 03: Metabolitos secundarios produzidos por fungos endofiticos.
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I.6 Materiais e Métodos

I.6.1 Solventes e Reagentes

SOLVENTES: Foram utilizados solventes comuns dos fabricantes JT. Backer

e Mallinckrodt para CLAE (grau HPLC). Para outros fins, foram utilizados solventes
Merck e Synth p.a., apés prévio tratamento. Para experimentos de RMN, foram
utilizados os solventes deuterados CDCIl3 e DMSO-ds produzidos por Merck, Aldrich
ou Fluka.

REAGENTES: Para as revelacbes das placas cromatograficas foram

utilizados reagentes dos fabricantes Synth, Vetec e Sigma.

I.6.2 Sistemas Cromatogradficos

CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA COMPARATIVA: Nas analises
por CCDC foi utilizada silica gel 60G. As placas foram preparadas aplicando-se uma

suspensao de silica em agua destilada, na proporcao 1:2 (m/v), sobre placa de vidro
de 5, 10 e 20 x 20 cm, obtendo-se 0,25 mm de espessura de adsorvente, através da
utilizacdo de espalhador Quickfitt. Apés a preparacdo das placas, essas foram
deixadas em repouso por cerca de 6 horas a temperatura ambiente e depois
ativadas em estufa a 120 °C por 120 minutos. As revelagdes foram obtidas por:
radiacao ultravioleta (A 254 e 366 nm); nebulizacdo com anisaldeido seguida de
aquecimento e exposicao a iodo sublimado.

CRITERIOS DE PUREZA: O critério de pureza adotado foi a obten¢do de uma

Unica mancha apos analise em CCDC, utilizando diferentes sistemas de eluentes e,

quando separado por CLAE, a obtengdo de um Unico pico simétrico, mesmo apds
variagdo das condigbes de andlise.

I.6.3 Equipamentos

EVAPORADOR ROTATORIO: As solugbes foram concentradas em
evaporador rotatério da Buchi (rotavapor R-114 e waterbath B-480).
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INCUBADORA ROTATORIA: Para o cultivo dos fungos endofiticos utilizou-se
incubadoras rotatérias dos fabricantes Marconi e Tecnal.

RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR: Os espectros de Ressonancia
Magnética Nuclear de 'H e de '3C foram registrados em espectrémetro Brucker AC

200-F 4.7 T operando a 200 MHz para o nucleo de 'H e 50 MHz para o nucleo de
13C. Experimentos uni e bidimensionais foram realizados em espectrometro Varian
Inova 500 11.7 T operando a 500 MHz para o ntcleo de 'H e em 125 MHz para o
nicleo de "*C. Foi utilizado TMS como referéncia interna.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA: Os cromatogramas
foram obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em aparelhos:

e Varian Pro Star (Solvent Delivery Module 240 e Auto Sampler 410) acoplado
ao detector Varian Pro Star Photodiode Array Ultra-violet (PDA-UV) 330 e
registrados em microcomputador de 500 MHz com processador Pentium II,
utilizando o software Varian Star Cromatography Workstation versdao 5.52 —
Modo analitico — gradiente exploratorio.

e Shimadzu (bomba Shimadzu LC-10 AD, auto injetor Shimadzu SIL 10 A)
acoplado ao detector ultra-violeta em arranjo de diodos Shimadzu SPD MX
AVP e registrados em microcomputador de 500 MHz com processador
Pentium I, utilizando o software Shimadzu CLASS-LC10 versdo 1.64A —
Modo analitico- gradiente exploratério.

Utilizou-se coluna analitica Phenomenex tipo LUNA (C18, 250 x 4,6 mm, 5um)

I.6.4 Metodologia de preparo dos extratos

ANALISES VIA CLAE: Para eliminacdo de interferentes apolares (material

graxo) submeteu-se a amostra a Extracdo em Fase Sdlida (EFS) em cartucho
preenchido com silica de Fase Reversa (C18), utilizando-se MeOH/Agua 5:95 como
eluente. Inicialmente o adsorvente foi ativado com MeOH puro (2-3 Vm) e
posteriormente equilibrado com o eluente escolhido (2-3 Vm).

O extrato foi solubilizado em 1mL de MeOH/Agua 5:95, aplicado no cartucho
e eluido com 2 mL da fase moével. A solucédo recolhida foi filtrada em disco de

membrana polimérica e armazenada em vial para CLAE. A limpeza do cartucho foi
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feita com MeOH puro e depois com DCM. Por se tratar de estudo quimico

qualitativo, ndo foram feitos célculos de concentracdo das amostras analisadas.
ANALISES VIA RMN: As amostras foram diluidas em 0,6 mL de solvente

deuterado (CDCI3, DMSO-ds ou D-O) e em seguida, as solugdes foram filtradas em

esfera de algodédo e armazenadas em tubo de vidro préprio para RMN.

I1.6.5 Meios de Cultura

Os meios de cultura sélidos e liquidos comerciais utilizados para os

crescimentos estdo descritos na Tabela 02, pg. 33.

Tabela 02: Meios de cultura utilizados para o cultivo dos endofiticos isolados de Styrax camporum.

Meiode Tipo C Composicao Especificacao Fabricante
cultura (g/L)
BDA Solido 39  Fécula de batata (49), Base para cultivo de SIGMA
dextrose (209), agar leveduras e fungos
(159)
MBD Liquido 24  Fécula de batata (49), Base para cultivo de DIFCO

dextrose (209)

leveduras e fungos

I.7 Isolamento e triagem dos endofiticos de Styrax camporum

I.7.1 Obtencdo e classificacdo das cepas fungicas.

A espécie vegetal foi coletada em regido de Cerrado na Estagdo Ecolégica
Experimental de Mogi-Guacu, fazenda Campininha/S&o Paulo. As folhas da espécie
coletada foram esterilizadas em banhos subsequentes de NaOCl a 5%, de EtOH a
70 % e agua destilada, para retirada de microrganismos epifiticos (Esquema 01, pg.
34). A seguir, o material vegetal foi inoculado em meio de cultura sélido BDA e apés
periodo de incubacéao de 7 dias, as linhagens obtidas foram separadas, purificadas e
preservadas em agua estéril.” Obtiveram-se 7 colbnias puras que receberam os
seguintes cédigos: SC-01, SC-02, SC-03, SC-04, SC-05, SC-06 e SC-07. A sigla SC
refere-se ao nome da espécie vegetal (Styrax camporum), e o numero refere-se a

sequéncia de isolamento.
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As culturas puras estdo sendo classificadas pelo Prof. Dr. Ludwig H. Pfenning do
Departamento de Fitopatologia - Universidade Federal de Lavras - MG.

"O processo de isolamento e preservacao destas e de outras cepas flngicas foi realizado pelo
Doutor em Quimica Geraldo Humberto Silva.

Esquema 01: Obtencao das cepas fungicas.

Esterilizagao

(NaOClI 5%, EtOH 70%)

Limpeza (H20 destilada)
Isolamento dos endofiticos (BDA)

Purificagao
(BDA)

preservacao
H20 estéril

TEsEEEE

I.7.2 Cultivo dos fungos endofiticos em pequena escala (triagem)

Os microrganismos SC-01 02, 03, 04, 05, 06 e 07 preservados em agua estéril
foram inoculados em meio sélido BDA, e monitorados até que suas hifas atingissem
2-3 cm de diametro. As linhagens foram avaliadas quanto a pureza, através da
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aparéncia uniforme da colénia nas placas. As culturas puras obtidas em meio sélido
foram repicadas para cultivo em meio liquido em pequena escala, sendo inoculadas
em 400 mL de MBD (2 frascos contendo 200 mL de meio para cada fungo), e
mantidas em incubadora rotatéria sob temperatura controlada (25 °C) por 28 dias
(Esquema 02, pg. 36).

I.7.3 Obtencdo dos extratos brutos produzidos pelos fungos (triagem)

Ao final do periodo de incubacdo (crescimento em meio liquido), as
suspensoes micelares foram submetidas a filtracdo, separando-se os micélios dos
filtrados. Os filtrados aquosos, contendo os metabdlitos secretados pelos fungos,
foram submetidos a particdo liquido-liquido com AcOEt. Evaporagédo do solvente em
evaporador rotatério forneceu os extratos brutos AcOEt (Esquema 02, pg. 36). Os

rendimentos obtidos para cada fungo estao listados na Tabela 03, pg. 35.

Tabela 03: Extratos brutos produzidos pelos fungos triados.

Caddigo do Fungo Volume de MBD (mL) Massa de Extrato Bruto (mg)
SC-01 400 13,0
SC-02 400 83,0
SC-03 400 28,6
SC-04 400 18,3
SC-05 400 43,3
SC-06 400 386,6
SC-07 400 76,7

Todos os extratos brutos obtidos foram submetidos a CLAE-DAD em
gradiente exploratério H-O/MeOH 95:5 a 0:100 em 40 min permanecendo mais 10
mim em MeOH 100 % com fluxo de 1,0 mL/min. a 254 nm. (Fig. 01 a 15, pg. 37 a
45), RMN 'H (Fig. 51 a 57, pg. 107 a 110), ensaios para deteccdo de atividade
antifngica (Figura 35, pg. 78), antioxidante (Figura 39, pg. 81), antibacteriana, e
anticolinesterasica. Os resultados destas andlises serdo discutidos no capitulo Il

(pg. 77).



36

Esquema 02: Cultivo dos fungos em pequena escala, obtencdo dos extratos brutos e

triagem  quimico/biolégica.

SC-01 SC-02 SC-03 SC-04 SC-05 SC-06 SC-07

Crescimento (400 mL MBD, 28 dias)
Filtracdo a vacuo

pr—

Micélios Filtrados

Particéo lig/lig AcOEt (4x200 mL)
Evaporacao do solvente

y ___J = :
Bioensaios Brutos RMN “H
CLAE-DAD

(grad. explorat.)

I.8 Resultados e discussoes da triagem quimica dos endofiticos isolados

Até o momento, dos endofiticos isolados das folhas saudaveis de Styrax
camporum, trés linhagens foram classificadas:
¢ SC-02 — Phomopsis sp.
e SC-03 — Phomopsis stipata - 1
¢ SC-04 — Phomopsis stipata - 2

O cultivo dos fungos em meio sdlido foi realizado somente em BDA, pois
estes se desenvolveram satisfatoriamente neste meio e, portanto testes com outros
meios de cultura foram desnecessarios.

As condicdes para o cultivo dos endofiticos (meio de cultura liquido MBD,
tempo de incubacao de 28 dias em incubadora rotatéria e ambiente climatizado a 25

°C) foram adotadas com base nos resultados obtidos com o estudo anteriormente
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realizado pelos alunos de doutorado Geraldo Humberto Silva e Helder Lopes Teles
que isolaram este e outros 95 fungos de espécies vegetais. A metodologia
empregada foi padronizada para todos os fungos isolados, observando e
comparando-se o tempo de incubacao e crescimento desses.

O meio de cultura liquido utilizado (MBD) foi escolhido em fungéo de este ter
proporcionado um crescimento satisfatério do endofitico. O solvente AcOEt foi
escolhido para a particao liquido-liquido do meio de cultura por se tratar de um
solvente com polaridade intermediaria que extrai desde graxas até peptideos e
baseando-se em dados da literatura, sendo que muitos trabalhos descritos de

investigagbes quimicas semelhantes a esta adotaram também este solvente.

I.9 Avaliacdo do perfil quimico dos fungos SC-01 a SC-07 (triagem)

SC-01: O espectro de RMN'H (Fig. 51, pg. 107) do extrato bruto produzido por este
fungo indicou a presenga de substancias aromaticas devido aos sinais observados
entre 6 e 8 ppm. Comparagdo das curvas de UV (Fig. 02, pg. 38) dos picos
observados no cromatograma em gradiente exploratério (Fig. 01, pg. 37) revelou a
producdo de metabdlitos que possivelmente apresentam o0os mesmos grupos
cromoforos (picos 5, 7 € 8).

AL | 230 nm

mAU 254 nm

100—

F | ‘\ 210 nm

751 1

Figura 01: Cromatogramas em gradiente exploratério do extrato bruto produzido por SC-01
(H,O/MeOH 95:5 a 0:100 em 50 mim iniciando em 254nm com fluxo de 1,0 mL/mim.).
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Fig 02: Curvas de UV dos metabdlitos produzidos por SC-01

SC-02 e SC-03: Os espectros de RMN 'H (Figuras 52 e 53, pag. 108,
respectivamente) dos extratos brutos produzidos por estes dois fungos revelam a

presenca de uma substancia majoritaria em comum. Os sinais observados em 3,07 e
4,60 ppm indicaram se tratar do acido 3-nitropropidnico (Figura 03, pg. 38). Consulta
bibliografica revelou que a producéo deste acido € comum em fungos do género
Phomopsis e que este é um potente composto antibacteriano (CHOMCHEON, et al.,

2005).
O

OH NO,

6 4,6 c 3,07 64,6 c 3,07
(t, ] = 6 Hz) (t, J = 6 Hz) (t, J = 6 Hz) (t, J=6Hz)

SC-02 SC-03

Figura 03: Detalhes dos espectros de RMN de 'H em CDCl; dos extratos brutos produzidos pelos

fungos SC-02 e SC-03 e estrutura do &cido 3-nitropropidnico.
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Comparacéao das curvas de UV (Fig. 05 e 07, pg. 39 e 40, respectivamente)
dos picos observados nos cromatogramas em gradiente exploratério dos extratos
brutos de SC-02 e 03 (Figuras 04 e 06, pag. 39 e 40, respectivamente) indica que

estes dois fungos produzem metabdlitos em comum.
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Figura 04: Cromatogramas em gradiente exploratério do extrato bruto

40 I

Minutes

produzido por SC-02

(H,O/MeOH 95:5 a 0:100 em 50 mim iniciando em 254nm com fluxo de 1,0 mL/mim.).

Au[i96.44 200,26

100%]

AUf196.44
Vas

75%]
\A

25%

400.26(

Fig 05: Curvas de UV dos metabdlitos produzidos por SC-02.



40

265 nm

254 nm

mAU | 245 nm

mAL 215 nm

= [ -
10— | V‘V‘\%L/\‘J \J&—J \w . _—

/

o—]—

mAT]
100— 203 nm

75—

50—
25—

10 20 30 40

Minutes

Figura 06: Cromatogramas em gradiente exploratério do extrato bruto produzido por SC-03
(H,O/MeOH 95:5 a 0:100 em 50 mim iniciando em 254nm com fluxo de 1,0 mL/mim.).
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Fig 07: Curvas de UV dos metabdlitos produzidos por SC-03.
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SC-04: Andlise do espectro de RMN'H (Fig. 54, pg. 109) revelou a presenca de
sinais por toda faixa espectral, evidenciando uma excelente produgdo metabdlica,
entretanto esta produgdo n&o foi visualizada no cromatograma em gradiente
exploratério (Fig. 08, pg. 41), indicando que grande parte dos metabdlitos produzidos
nao apresenta absorcdo no UV. Comparacao das curvas de UV (Fig. 09, pg. 42) dos
picos observados no cromatograma deste extrato revelou a producao de metabdlitos
semelhantes. Apesar de SC-04 e SC-03 terem sido classificados como Phomopsis
Stipata, os extratos produzidos por eles nao apresentaram semelhangas em

nenhuma das andlises, indicando tratar-se de linhagens diferentes.
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Figura 08: Cromatogramas em gradiente exploratério do extrato bruto produzido por SC-04
(H-O/MeOH 95:5 a 0:100 em 50 mim iniciando em 254nm com fluxo de 1,0 mL/mim.).
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Fig 09: Curvas de UV dos metabdlitos produzidos por SC-04.

SC-05: O cromatograma em gradiente exploratorio deste extrato bruto (Fig. 10, pg.
42) indicou uma alta producdo metabdlica devido a grande quantidade de sinais
observados. No espectro de RMN'H (Fig. 55, pg. 109) pdde-se observar, na regiao
de 0,80 a 2,40 ppm, um grande acumulo de picos, sugerindo a presenca de
terpenos. A regido de hidrogénios carbindlicos também apresentou um grande
namero de sinais. Os poucos picos observados na regiao de aromaticos sugere que
a producao metabdlica consiste principalmente de terpenos.
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Figura 10: Cromatogramas em gradiente exploratério do extrato bruto produzido por SC-05
(H,O/MeOH 95:5 a 0:100 em 50 mim iniciando em 254nm com fluxo de 1,0 mL/mim.).
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Fig 11: Curvas de UV dos metabdlitos produzidos por SC-05.

SC-06: O cromatograma em gradiente exploratério (Fig. 12, pg. 43) revelou uma boa
producdo metabdlica e com baixa absortividade no UV préximo. O espectro de RMN
'H (Fig. 56, pg. 110) mostra a possivel presenca de aromaticos (sinais entre 6 e 8
ppm), aldeidos (9 a 10 ppm), acidos carboxilicos ou fendis (sinais entre 12 e 13 ppm)
e possivelmente terpenos oxidados devido aos sinais entre 3 e 4 ppm.
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Figura 12: Cromatogramas em gradiente exploratério do extrato bruto produzido por SC-06
(H-O/MeOH 95:5 a 0:100 em 50 mim iniciando em 254nm com fluxo de 1,0 mL/mim.).
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Fig 13: Curvas de UV dos metabdlitos produzidos por SC-06.

SC-07: No espectro de RMN'H (Fig. 57, pg. 110) podem-se observar sinais uma
grande quantidade de sinais entre 9 e 11 ppm sugerindo a presencga de aldeidos,
fendis ou B-ceto-ésteres. No cromatograma em gradiente exploratério (Fig. 14, pg.
44) pbde-se observar uma rica producao metabdlica.
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Figura 14: Cromatogramas em gradiente exploratério do extrato bruto produzido por SC-07
(H,O/MeOH 95:5 a 0:100 em 50 mim iniciando em 254nm com fluxo de 1,0 mL/mim.).
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Capitulo IT

IT. Introducdo

IT.1 Fungos da familia Diaphorthales

A familia Diaphorthales pertence ao filo Ascomycota, o qual apresenta micélio
septado e septos simples contendo quitina nas paredes celulares. A principal
caracteristica que distingue os Ascomicetos de todos os outros fungos € a formacgao
endogénica de meidsporos (Ascésporos) em uma estrutura chamada Asco. O Asco
€ uma estrutura com diversas formas de diferenciacao e, junto com a morfologia
dos corpos de frutificacdo (Ascosporos, Ascoma) é de fundamental importancia
para a classificagdo dos taxons inferiores (PFENNING, 2000).

Ascomata Ascos AscoOsporos Hifa septada.

Figura 16: Estruturas fungicas importantes na classificagao do filo Ascomycota.

A familia Diaphorthales esta situada a classe dos Pyromycetes, que sao

caracterizados pelo corpo de frutificagéo do tipo peritécio (PFENNING, 2000).

Ostiola

Figura 17: llustracao do corpo de frutificacao tipo Peritécio.
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II.2 Género Phomopsis/Diaphorthe,

O género Phomopsis corresponde a forma mitospérica (anamorfa) do género
Diaphorthe que € um ascomiceto da familia Diaphorthales. Dentro do taxon de
fungos mitospéricos, ele estd na subdivisao Coeleomyces por produzir conidios
(esporos assexuais) em cavidades constituidas por tecidos fungicos do tipo picnidio
que se formam em baixo do stroma (massa de hifas) (PFENNING, 2000). Fungos
do género Phomopsis produzem stroma geralmente indefinido, escasso e escuro;
conidioforos e celulas conidiogénicas que forram a base e os lados do picnidio até o
ostiolo (abertura no apice do picnidio).

Os conidi6éforos sao geralmente formados de uma ou varias células e
comportam as células conidiogénicas no cume. As células conidiogénicas de
Phomopsis sao alongadas com um apice limitado, fluorescente e compacto, a partir
do qual o conidio se desenvolve. Em Phomopsis tipicamente se formam conidios a
e B e dois glébulos oleosos por conidio. (FARR et al, 2002).

Devido a sua simples forma e estrutura, espécies de Phomopsis séo dificeis
de identificar (classificar) baseando-se apenas em sua morfologia. Para facilitar o
processo de classificacdo novas técnicas estdo sendo desenvolvidas como, por
exemplo, sequenciamento de DNA (PCR) aliado a andlise de caracteristicas
morfologicas (BECKER, 1995).

Fungos do género Phomopsis sao conhecidos por sua fitopatogenicidade e o
consequente prejuizo econémico advindo desta. Geralmente causam doencas em
plantacdes de soja, citrus, cereja, maca e pepino. Na maior parte do tempo o fungo
€ latente e ndo causa danos visiveis a planta hospedeira, mas sobre certas
condicdes ele pode se tornar um patégeno severo (BECKER, 1995).

Na agricultura a fitopatogenicidade caracteristica de fungos do género
Phomopsis esta sendo usada para o biocontrole de pragas, como no caso do fungo
Phomopsis amaranthicola que esta sendo usado como bioherbicida para
Amaranthus spp., uma erva daninha que prejudica plantacdes mundialmente
(WYSS et al, 2002). Outro exemplo &€ Phomopsis convolvulus que causa lesdes
necréticas nas folhas da erva daninha Convolvulus arvensis (TSANTRIZOS;
OGILVIE; WATSON, 1992).
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IT.3 Diversidade quimica do género Phomopsis

O género Phomopsis € conhecido por ser uma fonte rica em metabdlitos
secundarios bioativos de estruturas diversas. Levantamento bibliografico sobre as
substancias isoladas de Phomopsis revela que, apesar do grande potencial deste
género, este ainda é pouco estudado. No Quadro 04 (pg. 48) estao relacionados os
principais metabdlitos produzidos por fungos do género Phomopsis.

N .
0 L on Oblongolide HyC
(BEGLEY; GROVE, 1985) . .
Phomopsicalasina

HsC (HORN et al., 1995)
o OH o
HyC HCo
(0] (0]
HN. | H3C /
CHa o
° o) o e _CHa
HO OH
Phomopsin A o © §/oH
(CULVENOR et al., 1989) Phomopsolide A
(GROVE, 1985) Acido convolvulbnico
oH O (TZANTRIZOS; OGILVE; WATSON, 1992)

HO. 0
\CH3
H3C

HO
OH (0] OH

Altersolanol A

(TAN; ZOU, 2001)

OH OH (WAGENAAR; CLARDY, 2001)

Dicerandrol A

Quadro 4: Metabdlitos secundarios bioativos produzidos pelo género Phomopsis.
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IT.4 Materiais e Métodos

Neste estudo, além dos materiais e técnicas descritos no item 1.6 (pg. 31),

foram utilizados:

IT 4.1 Sistemas Cromatogrdficos

CROMATOGRAFIA _EM COLUNA: Nas separacoes cromatograficas em
coluna aberta ou sob pressao foi utilizada Silica Gel 60 RP-18 43-60 um (Merck),

como fase estacionaria.

IT.4.2 Equipamentos

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA: Os cromatogramas
foram obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em aparelhos:

e Varian Pro Star (Solvent Delivery Module SDM 230) acoplado ao detector
Varian Pro Star UV/Vis 310 e registrados em microcomputador de 500 MHz
com processador Pentium Il, utilizando o software Varian Star Cromatography
Workstation versédo 5.52 — Modo analitico — sistema isocratico.

e Varian Pro Star (Solvent Delivery Module SDM SD-1) acoplado ao detector
Varian Pro Star UV/Vis 320 e registrados em microcomputador de 500 MHz
com processador Pentium Il, utilizando o software Varian Star Cromatography
Workstation versao 5.52 — Modo preparativo.

Utilizou-se coluna preparativa Phenomenex tipo LUNA (C18, 250 x 21,20 mm,
10um).

IT.4.3 Meios de Cultura

Os meios de cultura sélidos e liquidos comerciais utilizados para os
crescimentos estao descritos na Tabela 04, pg. 50.
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Tabela 04: Meios de cultura utilizados para os crescimentos do fungo SC-04.

Meiode Tipo C Composicao Especificacao Fabricante
cultura (g/L)
EM Liquido 20 Extrato de malte (209) Base para cultivo de DIFCO
fungos e bactérias
YM Liquido 21 Extrato de levedura Base para cultivo de DIFCO
(39), extrato de malte  leveduras, fungos e outros
(39), peptona (5g), microrganismos aciduricos
dextrose (109)
Nutriente Liquido 8 Extrato de carne (39), Base para cultivo de DIFCO
peptona (59) microrganismos nao-
fastidiosos
Czapek- Liquido 35 Sacarose (30g), NaNO; Base para cultivo de DIFCO
Dox (39), Nax(POy); (19), fungos e bactérias
MgSO, (0,5g), KCI capazes de utilizar
(0,59), FeSO, (0,019) Nitrogénio inorganico
Milho Sélido - - Milho tipo canjica Yoki
Arroz Sélido - - Arroz parbolizado Tio Jodo

II.5 Estudo quimico do endofitico Phomopsis stipata (SC-04)

IT.5.1 Cultivo do endofitico SC-04 em MBD e obtencdo do extrato bruto (larga
escala)

O isolado SC-04 preservado em agua estéril foi inoculado em meio sélido
BDA e monitorado até que suas hifas atingissem 2-3 cm de diametro. A linhagem foi
avaliada quanto a pureza, através da aparéncia uniforme da colénia nas placas. A
cultura pura obtida em meio sélido foi repicada para cultivo em meio liquido em larga
escala, sendo inoculada em 7,5 L de MBD (30 frascos contendo 250 mL de meio), e
mantida em incubadora rotatéria sob temperatura controlada (25 °C) por 28 dias
(Esquema 03, pg. 51).

Terminado o periodo de incubacéao, verificou-se que 8 dos 30 frascos (~2 L)
de caldo estavam contaminados, portanto estes foram rejeitados. O caldo (nao
contaminado) contendo os metabdlitos secundarios secretados pelo fungo foi
separado do micélio por filtracdo a vacuo e submetido a particao liquido-liquido com
AcOEt. Apés evaporacao do solvente em evaporador rotatério, obteve-se 498,0 mg
de extrato bruto. Reservou-se uma parte (~40 mg) do extrato obtido para ser usado

como padrao em futuras analises.
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Esquema 03: Cultivo de SC-04 em MBD, obtencao do extrato bruto em larga escala e
verificag@o do perfil quimico/bioldgico.

SC-04

Crescimento (7,5 L MBD, 28 dias)
Filtracdo a vacuo

pr—— "

Micélio Filtrado

Particéo lig/liq AcOEt (4x 3,75 L)
Evaporacao do solvente

- — Extrato Bruto —_—
Bioensaios (498,0 mg) RMN 'H
CLAE-DAD

(grad. explorat.)

IT.5.2 Separacdo cromatogrdfica do extrato bruto produzido por SC-04 em MBD

(larga escala)

O extrato bruto obtido em larga escala (~458,0 mg) foi submetido a CC de
fase reversa (C18, 10 X 3,5 cm) sob pressao reduzida, utilizando como fase mével o
sistema bindrio em gradiente H,O/MeOH 9:1 a 0:10 (Esquema 04, pg. 53). O
fracionamento resultou em 13 extratos parciais (Tabela 05, pg. 52) apds evaporacao
do solvente.
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Tabela 05: Extratos parciais obtidos no fracionamento do extrato bruto em larga escala.
Caddigo do Extrato parcial H,O:MeOH Volume (mL) Massa (mg)

EP1 90:10 170 22,2
EP2 85:15 170 6,5
EP3 80:20 170 6,7
EP4 75:25 170 13,2
EP5 70:30 340 33,6
EP6 65:35 340 28,5
EP7 55:45 340 39,5
EP8 50:50 170 25,8
EP9 40:60 340 114,0
EP10 30:70 340 72,0
EP11 20:80 340 39,7
EP12 10:90 340 22,7
EP13 0:100 340 16,3
Total: 13 - - 440,7

Os extratos parciais obtidos foram submetidos & RMN'H e CLAE-DAD em
gradiente exploratério com H,O/MeOH 95:5 a 0:100 em 40 min permanecendo mais
10 mim em MeOH 100% com fluxo de 1,0 mL/min. a 254 nm. (Fig. 46 a 48, pg. 105 e
106).

Apébs analise dos cromatogramas, dos espectros e dos rendimentos em
massa selecionou-se os extratos parciais EP9 e EP10 para fracionamento via CLAE-
prep. (Esquema 04, pg. 53).

Otimizou-se a separacao cromatografica do extrato parcial EP10 em sistema
de eluicao isocratico Ho-O/MeOH 35:65 a 243 nm com fluxo de 1,0 mL/mim. (Fig. 49,
pg. 106) e submeteu-se este a CLAE-prep nas condigdes estabelecidas com fluxo de
15 mL/mim., resultando no isolamento das substancias 1 (tr:19mim, 12,3 mg)
(Esquema 04, pg. 53).

No fracionamento cromatografico via CLAE-prep de EP9 em sistema de
eluicdo isocratico H,O/MeOH 40:60 a 270 nm com fluxo de 20 mL/mim (Fig. 50, pg.
107) obteve-se as substancias 2 (tir:10mim, 13 mg) e 3 (ir:14mim, 5,1 mgQ)

(Esquema 04, pg. 53).
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Esquema 04: Fracionamento cromatografico do extrato bruto SC-04 (larga escala) em fase
reversa.

Extrato Bruto
(P. stipata)

CC (10 x 3,5 cm) em fase reversa C18
sob pressao reduzida
Gradiente H.O/MeOH

90:10 |85:15 |80:20 |75:25 |70:30 |65:35 |55:45 50:50 |40:60 |30:70 20:80 10:90 0:100

EP1 EP2 EP3 EP4 EP5 EP6 EP7 EP8 EP9 EP10 EP11 EP12 EP13
222 6,5 6,7 13,2 33,6 28,5 39,5 25,8 114 72,0 39,7 227 16,3
mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg
1) CLAE-Anal.
(grad. explorat.)
2) CLAE-Prep.
(H2O/MeCOH 40:60) 1) CLAE-Anal.
3) Concentragao (grad. explorat.)
2) CLAE-Prep.
y (HzO/MeOH 35:65)
Subst. 2 - 3) Concentragéo
Elucidagao Estrutural e
Bioensaios y
stz — A
tr:14min. 5,1 mg Substancia 1
tr: 19 min.
12.3 mg

h

Elucidagao Estrutural e
Bioensaios

IT.5.3 Cultivo do endofitico SC-04 em diferentes meios de cultura comerciais

Paralelamente ao processo de fracionamento do extrato bruto, foi iniciado um
estudo do fungo SC-04 em diferentes meios de cultura liquidos comerciais.

O endofitico SC-04 foi cultivado em pequena escala nos seguintes meios de
cultura liquidos comerciais: EM, YM, Nutriente e Czapek (250 mL em duplicata para
cada meio) adotando o mesmo procedimento utilizado para crescimento em larga
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escala que resultou no extrato bruto (Esquema 05, pg. 55). Foram preparados mais
250 mL de cada meio sem a inoculacao do fungo, visando obter um “branco” para as
andlises (Esquema 05, pg. 55).

Apo6s o periodo de incubagdo, os meios liquidos de cultura contendo os
metabdlitos e os micélios do fungo foram submetidos a filtracdo, separando-se 0s
micélios dos meios aquosos contendo os metabdlitos secretados pelo fungo, sendo
estes Ultimos posteriormente submetidos a particdo liquido-liquido com AcOEt
(Esquema 05, pg. 55).

A concentracdo das solugdes resultou nos extratos brutos demonstrados na
Tabela 06, pg. 54. Cada extrato bruto foi submetido a CLAE-DAD (Esquema 05, pg.
55) com coluna analitica Phenomenex C18 em gradiente exploratério, usando
sistema de eluentes MeOH:H->0 (95:5 V/V) a (0:100 V/V) em 40 min., permanecendo
nesta condicdo (MeOH 100%) por mais 10 min., num fluxo de 1,0 mL/min.; iniciando
em 253 nm. (Fig. 238 a 30, pg. 66 a 71). Os extratos também foram analisados por
RMN 'H (Fig. 58 a 61, pg. 111 e 112) e encaminhados para avaliagdo da atividade
antifingica. Para uma analise mais rigorosa, os padroes também foram submetidos

a mesma analise nas mesmas condigées.

Tabela 06: Extratos brutos produzidos pelo fungo SC-04 em diferentes meios comerciais.

Meios de cultura Massa de Extrato Bruto (mg)
EM 9,2
YM 20,1
Nutriente 19,2

Czapek 17,9
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Esquema 05: Cultivo do endofitico SC-04 (pequena escala) em diferentes meios de cultura

liquidos comerciais.

SC-04
(Linhagem pura)

Crescimento (28 dias,
500mL Czapek)
Filtragao

Crescimento
(28 dias, 500mL YM)

Crescimento (28 dias,
500mL Nutriente)

Crescimento
(28 dias, 500mL EM)
Filtragao

——

Micélio Micélio

——

Filtragéo

Micélio

Filtracéo

Micélio

Filtrado

Particéo
(4x250 mL
AcOEt)
Concentracéao

Extrato
Bruto
(17,9 mg)

Filtrado

Particao
(4x250 mL
AcOEt)
Concentragao

Extrato
Bruto
(20,11 mg)

Filtrado

Particdo
(4x250 mL
AcOEt)
Concentragéao

Extrato
Bruto
(19,2 mg)

Filtrado

Particdo
(4x250 mL
AcOEt)
Concentracéao

Extrato
Bruto
(9,2 mg)

amm—

CLAE-DAD,
RMN'H e
Bioensaios
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IT.5.4 Cultivo do endofitico SC-04 em cereais

O cultivo do endofitico em milho e arroz (cultura estatica) foi realizado
utilizando-se 90 g de cada cereal em duplicata (Esquema 06, pg. 57). A cada
recipiente, contendo o meio de cultura ndo cozido, foram adicionados 80 mL de agua
destilada e estes foram autoclavados a 121°C por 20 mim trés vezes em um
intervalo de 72 horas. O fungo endofitico foi inoculado nos meios de cultura cozidos
ja resfriados. Apds o periodo de incubacao de 23 dias, procedeu-se a extracdo dos
metabdlitos secundarios produzidos pelo fungo, utilizando-se 4 porcées de 400 mL
de AcOEt para cada recipiente com agitacoes peridédicas (Esquema 06, pg. 57).
Foram também preparados mais 40 g de cada meio sem a inoculacdo do fungo,
visando obter um “branco” para as analises (Esquema 06, pg. 57).

A concentracao das solucdes resultou nos extratos brutos (Esquema 06, pg.
57) demonstrados na Tabela 07, pg. 57. Cada extrato bruto foi submetido a CLAE-
DAD (Esquema 06, pg. 57) com coluna analitica Phenomenex C18 em gradiente
exploratério, usando sistema de eluentes MeOH:H,O (95:5 V/V) a (0:100 V/V) em 40
min., permanecendo nesta condicdo (MeOH 100%) por mais 10 min., num fluxo de
1,0 mL/min.; iniciando em 253 nm. (Fig. 31, pg. 72). Os extratos também foram
analisados por RMN 'H (Fig. 62 e 64, pg. 113 e 114). Para uma anéalise mais
rigorosa, os brancos também foram submetidos @ mesma andlise nas mesmas
condicdes.

Anélise dos espectros de RMN'H dos extratos obtidos revelou a producéo de
glicerideos em grande quantidade que impediam a visualizacdo dos outros
metabdlitos produzidos, portanto estes extratos foram submetidos a uma particao
hexano/acetonitrila (Esquema 06, pg. 57) para retirada do material graxo. Os novos
extratos obtidos (Tabela 07, pg. 57) foram submetidos a CLAE-DAD em gradiente
exploratério (Fig. 34, pg. 74), RMN de 'H (Fig. 63 e 65, pg. 113 e 114) e
encaminhados para avaliagdo das atividades antifungica, antioxidante,

antibacteriana e anticolinesterasica.
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Tabela 07: Extratos brutos produzidos pelo fungo SC-04 em cereais.

. Massa de Extrato Bruto AcOEt Massa Extrato Bruto ACN (g)
Meio de Cultura

(9)
Milho 3,05 0,670
Milho (branco) 0,43 -
Arroz 2,88 0,869
Arroz (branco) 0,31 -

Esquema 06: Cultivo do endofitico SC-04 (pequena escala) em cereais.

Crescimento Crescimento

(180 g Milho, 23 dias) (180 g Arroz, 23 dias)
Extracao Extracao

(4x 400mL AcOEt) (4x 400mL AcOEt)
Concentragao Concentragdo

ACN (50mL)
Extragédo (3x 50mL
Hexano)
Concentragéo

ACN (50mL)
Extracédo (3x 50mL
Hexano)
Concentragdo

Concentracao
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IT. 6 Resultados e discussdes do estudo quimico do exirato bruto AcOET

IT.7 Elucidacdo Estrutural dos metabdlitos isolados

As substancias 1 (Tabela 08, pg. 61) e 2 (Tabela 09, pg. 64) foram
submetidas as técnicas espectroscépicas para elucidacao estrutural, destacando-se:
RMN '™H e ™C uni e bidimensionais (gCOSY, gHMBC, gHMQC, etc.) e

espectrometria de massas.

Determinagdo estrutural da substdncia 1

4CH,

Figura 18: Estrutura atribuida para a substancia 1

A substancia 1 (Figura 18, pg. 58) foi submetida a espectrometria de massas de
alta resolugcado com a técnica ESI-MS (+) (Figura 77, pg. 121), e apresentou o pico base
m/z 351,1930 (100%) indicando a formacdo do aduto [M+Na]® e os ions quasi
moleculares em 367,1688 (57%), e 311,1991 (42%), indicando a formacao dos adutos
M + K], e [M-H.O+H]", respectivamente. A massa para [M+Na]® foi calculada
351,17836, o que com auxilio dos espectros de RMN'C e DEPT permitiu atribuir a
férmula molecular C17H250s, evidenciando quatro graus de insaturagao.

O espectro de RMN'C com auxilio do DEPT indicou a presenca de dezessete
carbonos, sendo quatro carbindlicos metinicos (o¢c 69,6; 71,1; 71,9 e 76,9), trés
metilicos (6¢c 14,1; 15,5 e 20,3), cinco metilénicos (¢ 18,0; 22,1; 22,5, 28,1 e 33,8),
um carbono terciario metinico (d¢c 46,5), um cetalico (dc 94,9), dois olefinicos (6¢c
128,0 e 137,2) e uma carbonila (6 166,9).
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Os experimentos de RMN'H evidenciaram a presenca de um tripleto em & 0,85
(6c 14,1, t, 7,0 Hz), dois duplos dubletos em &4 3,87 (d¢c 69,6; dd, 10,0; 5,0 Hz, H-7) e
oy 4,58 (8¢ 76,9; dd, 10,0; 5,0 Hz, H-4), um tripleto em &y 3,11 (6¢ 71,1; t, 10,0 Hz,
H-8), dois duplos tripletos em &y 3,52 (8¢ 71,9; df, 10,0; 2,5 Hz, H-9) e em &y 1,76 (d¢
46,5; dt, 10,0; 4,5 Hz, H-6).

Pela analise detalhada dos experimentos de RMN'H e '3C, também foi possivel
visualizar um duplo quadrupleto largo em &4 1,95 (8¢ 15,5, dq 1, 7,5; 1,5 Hz, H-4"),
um tripleto largo em &4 1,84 (8¢ 20,3, t/, 1,5 Hz, H-5" ) e um quadruplo quadrupleto
em oy 6,08 (6¢c 137,2, qqg, 7,0; 1,0 Hz, H-3"), além de um sinal em &c.1- 166,9,
atribuidos a uma unidade angeloil, estrutura parcial A (Figura 19, pg. 59), justificando
dois graus de insaturacdo, dos quatro observados pelos experimentos de RMN'3C e
EM. Deste modo, foi possivel sugerir a presenca de dois anéis para a substancia em
questao.

Pela andlise conjunta dos dados de RMN 'H, '®C, DEPT e os mapas de
contorno gHMQC (correlacdes diretas 'H x *C - gHMQC - 'Jcp) (Tabela 08, pg. 61),
todos os hidrogénios foram atribuidos aos respectivos atomos de carbono.

Com as informagdes acima colocadas, e os dados espectrais fornecidos pelas
correlacdes de 'H-'H COSY, onde se visualizou as interacées entre H-4 (3 4,58) <
H-3 (8Ha 1,48 € dp 1,64) <> H-2 (Spa 1,69 € Spp 1,17) ©H-1 (8na 1,17 € S1p 1,69) <>H-
6 (Shax 1,76), de <>H-7 (Shax 3,87) <>H-8 (Shax 3,11) <> H-9 (Shax 3,52) € de H-10 (8
1,35 e 1,68) «<>H-11 (64 1,33 e 1,46) «—>H-12 (d4 0,85), foi possivel sugerir a estrutura
parcial B para a substancia 1 (Figura 19, pg. 59).

A CH3
@) H
o] CHj
estrutura parcial A estrutura parcial B

Figura 19: Estruturas parciais A e B atribuidas para a substancia 1.
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Detalhada anélise dos mapas de contorno dos experimentos de HMBC permitiu
posicionar o radical angeloil em C-4 devido a correlagdo a longa distancia ®J entre H-
4 < C-1°, o qual foi posicionado em C-4 ao invés de em C-3 ou C-2 devido a
multiplicidade de H-4, que se apresentou como dd (12,0; 5,0 Hz).

A correlagédo a curta distancia observada no experimento HMBC entre H-4 <
C-5 (8¢ 94,9)/C-3 (8¢ 28,1) permitiu inferir que C-5 tratava-se de um carbono cetalico
(dois oxigénios ligados a este).

A ligacdo entre C-6 e C-7 foi possivel devido a interacdo & longa distancia °J
observada em HMBC entre H-7<>C-1 e a curta distancia 2J entre H-6<>C-1/C-7/C-5.
As correlagées em COSY entre H-7<H-6<H-1, também corroboraram para esta
proposta de juncado. A correlacao a curta distancia entre H-6<C-5 (6c94,4), permitiu
fechar os anéis A e B (Figura 19, pg. 59).

O posicionamento da cadeia propilica em C-9 foi realizado pela observacao da
correlacdo em HMBC entre H-8 <> C-10 e de H-9 < C-10/C-11. Deste modo foi
possivel atribuir a estrutura planar de 1 como mostrado na (Figura 18, pg. 58).

A estereoquimica relativa de 1 foi definida com base nas multiplicidades e
constantes de acoplamento de H-4 (o4 4,58; dd, 10,0; 5,0 Hz)<>H-3, de H-6 (d4 1,76;
dt, 10,0; 4,5 Hz)<>H-7, de H-7 (3,87; dd, 10,0; 5,0 Hz)«<>H-8, de H-8 (&x 3,11; ¢, 10,0
Hz)<H-9 e de H-9 (dy 3,52; df, 10,0; 2,5 Hz)«>H-10 (Tabela 08, pg. 61), permitindo
posiciona-los em uma relacao tfrans diaxial um em relacédo ao outro.

A juncgéao cis entre os anéis A e B foi auferida com base na multiplicidade de H-6
que se apresentou como um duplo tripleto 1,76 com constantes de acoplamento de
10,0; 4,5 Hz. Esta observacéao foi confirmada pela observacao de interacdes entre H-
7H-8<> H-9 no experimento de NOESY 1D (Figura 76, pg. 120), as quais s sao
observadas se houver interconversao entre as conformacoes dos anéis A e B. Se a
juncdo entre os anéis A e B fosse frans, observariamos um sistema rigido com
impossibilidade de interconversao e relagdo espacial entre H-7<5H-8<> H-9. Deste
modo, a estereoquimica relativa de 1 foi estabelecida como mostrado na (Figura 18,
pg. 58).



Tabela 08: Dados de RMN de °C, 'H, HMBC e COSY da substancia 1.

- 3 (ppm) Multiplic. Bcs HMBC (3) COSY (5)
J(Hz) (ppm)

1 1,16 € 1,69 (m) 22,1 28,1 1,69/1,76

2 1,17 € 1,69 (m) 225 76,9/94,9 1,43 e 1,66

3 1,43 ¢ 1,66 (M) 28,1 - 1,69/1,17/1,69/4,58
4 4,58 (dd, 10,0 e 5 ,0) 76,9 166,9/94,9 1,48 ¢ 1,64

5 - 94,9 -

6 1,76 (dt, 10,0 e 4,5) 46,5 22,1/94,9/69,6/71,1 1,16/3,87

7 3,87 (dd, 10,0 e 5,0) 69,6 46,5/22,1/71,1 1,76/3,11

8 3,11 (t,10,0) 71,1 69,6/71,9/33,8 3,87/3,52

9 3,52 (dt, 10,0; 2,5) 71,9 18,0 3,11/1,35

10 1,35 € 1,68 (m) 33,8 18,0 1,33 e 1,46
11 1,33 e 1,46 (m) 18,0 71,9/33,8/14,1 1,35 € 1,68/0,85
12 0,85 (t, 7,0) 14,0 33,8/18,0 1,33 € 1,46

1’ - 166,9 ] -

2 - 128,0 - -

3 6,08 (qg, 7,5 e 1,0) 137,2 203 1,95/1,84

4 1,95 (dg 1, 7,5 e 1,5) 15,5 128,0/137,2 6,08

5 1,84 (t1,1,5) 20,3 128,0/166,9/137,2 6,08
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Determinagdo Estrutural da Substancia 2

Figura 20: Estrutura atribuida para a substancia 2.

A substéancia 2 (Figura 20, pg. 62) foi submetida a espectrometria de massas de
alta resolucédo ESI-MS (+) (Figura 78, pg. 120), e apresentou o pico base m/z 233,1266
(100%) indicando a formacdo do aduto [M+Na]® e os ions quasi moleculares em
249,1002 (94%), e 211,1440 (94%) e 193,1323 (40%), indicando a formacgéo dos adutos
[M+K]*, [M+H]" e [M-H,O+H]", respectivamente. A massa para [M+Na]"* foi calculada em
233,11536, o que com auxilio dos espectros de RMN'3C e DEPT permitiu atribuir a
férmula molecular C12H1g03, evidenciando 4 graus de insaturacao.

O espectro de RMN'3C, com auxilio do DEPT, indicou a presenca de doze
carbonos, sendo um metilico (6c 13,7), sete metilénicos (6¢c 17,7; 21,3; 21,4; 22,1;
24,0; 25,2; 35,0), e quatro carbonos quaternarios (d¢c 105,3; 109,6; 186,3 € 199,4).

Pela andlise conjunta dos dados de RMN 'H, '®C, DEPT e os mapas de
contorno gHMQC (correlacdes diretas 'H x *C - gHMQC - 'Jcp) (Tabela 09, pg. 64),
os hidrogénios foram atribuidos aos respectivos atomos de carbono.

No espectro de RMN'H foi visualizado um tripleto em 8y 0,82 (8¢ 13,7) um
multipleto em &4 1,22 (8¢ 22,1), e um tripleto em oy 1,12/1,22 (3¢ 24,0), atribuidos a
uma metila e dois metilenos, respectivamente. As correlacbes observadas nos
mapas de contorno do experimento HMBC e COSY (Figura 22, pg. 63) evidenciaram
tratar-se, assim como em 1, de um radical propil (estrutura parcial A, Figura 21, pg.
63).

Os carbonos quaternarios (6¢c 109,6; 186,3 e 199,4) foram atribuidos a uma
cetona o,B-insaturada tetra-substituida e o carbono em &¢ 105,3 foi atribuido a um

carbono cetalico (estrutura parcial B) como visualizado na Figura 21, pg. 63).
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O
12 M g 1
11
H3C 9 5
‘\Lg o
OH

estrutura parcial A estrutura parcial B

Figura 21: Estruturas parciais A e B atribuidas para a substancia 2.

Com base na literatura o carbono com deslocamento quimico em 35,0 (o4
1,58/1,64, H-2, m) foi posicionado o a carbonila, o que aliado aos dados fornecidos
pelos mapas de contorno dos experimentos bidimensionais HMBC onde foi
visualizado correlagcdées de H-2 com C-3 (m, &¢c 21,3, CHy)/C-4 (t, 6c 25,2, CH,) e
também de H-4 com C-3/C-5/C-6 foi possivel ciclizar o anel A. Foi também possivel

visualizar a correlagdo a longa distancia 3Jcy de H-2 com C-6 (8¢ 109,6, CH). A

formacgao deste anel foi corroborada pelas correlagdes observadas no experimento
de COSY entre H-2, H-3 e H-4, (Figura 22, pg. 63).

Figura 22: Principais correlagdes em HMBC (A) e COSY (B) para a substancia 2.

O anel B foi proposto pelas correlagdes 'H-'H observadas no experimento
COSY, entre H-7 (64 2,00, m, CHy) e H-8 (o4 1,58/1,73, m, CH,), além das
correlacdes a curta distancia 2Jyc, observadas no experimento HMBC de H-7 com C-
6 (6c 109,6) e C-8 (8¢ 21,3). Deste modo, foi possivel atribuir para a substancia 2 a

estrutura planar mostrada na Figura 20, pg. 62.
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Um minucioso levantamento bibliografico realizado em varias bases de dados
evidenciou tratar-se de uma substancia inédita, com 0 mesmo esqueleto basico da
substéancia 1.

O Quadro 05 (pg. 65) mostra substancias produzidas por fungos do género
Trichoderma que apresentam esqueletos carbdnicos mais préximos de 1 e 2. Estas
substancias denominadas koningininas apresentam diversas atividades biolégicas e
segundo os autores (CUTLER et al., 1989; 1991; 1999 e referéncias citadas),
(PARKER; CUTLER; SCHREINER, 1995 e referéncias citadas), (LIU; WANG, 1999)

sao derivadas da via do acetato e classificadas como octacetideos.

Tabela 09: Dados de RMN de 'H, ®C, HMBC e COSY da substancia 2.

- 8 (oppm) Multiplic.  *C & (ppm) HMBC () COSY ()
J(Hz)
1 - 199,4 - -
2 1,58/1,64 (m) 35,0 21,3/25,2/109,6 1,73
3 1,73 (m) 21,3 25,2 1,58/1,64 € 2,36
4 2,36 (t, 7,0) 25,2 186,3/21,3/109,6 1,73
5 - 186,3 - -
6 - 109,6 - -
7 2,00 (m) 17,7 109,6/186,3/21,3 1,58/1,73
8 1,58/1,73 (m) 21,4 17,7/105,3 2,00
9 - 105,3 - -
10 1,12/1,22 (m) 24,0 22,1 1,22
11 1,22 (m) 22,1 24,0/24,0 0,82

12 0,82 (1,7,0) 13,7 22,1/24,0 1,22
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(0]
koninginina B
n-Hex
(0]
OH OH
() — koninginina A
OH 0]
(+) - koninginina D
n-Hex
0]
H
HO OH
(+) - koninginina D

Quadro 05: Estruturas relacionadas com as substancias 1 e 2.

IT.8 Resultados e discussdes da variacdo metabdlica de SC-04 em diferentes
cultivos

Cultivo em EM: Analise das curvas de UV dos sinais presentes no cromatograma do

extrato bruto obtido em EM (Fig. 24, pg. 66) revelou que a variedade de sinais
corresponde somente aos metabdlitos secretados pelo fungo, uma vez que o
cromatograma do extrato AcOEt deste meio de cultura sem a inoculacdo do
endofitico (Fig. 23, pg. 66) apresentou somente alguns picos nao coincidentes com
os do extrato bruto.

Comparando-se o cromatograma e as curvas de UV deste extrato com o extrato
bruto obtido em MBD (Fig. 08 e 09, pg. 41 e 42), se observa a ndo equivaléncia de

sinais, evidenciando que o metabolismo do fungo nestes dois meios seja diferente.



66

Anélise do espectro de RMN'H (Fig. 58, pg. 111) revelou a presenca de compostos
aromaticos e alquenos conjugados devido aos sinais entre 6 e 7 ppm.
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Figura 23: Cromatogramas em gradiente exploratério da particio AcOEt do meio EM sem a
inoculagdo do fungo “branco” (HoO/MeOH 95:5 a 0:100 em 50 mim iniciando em 254nm com fluxo de
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Figura 24: Cromatogramas em gradiente exploratério do extrato bruto produzido por SC-04 em EM
(H,O/MeOH 95:5 a 0:100 em 50 mim iniciando em 254nm com fluxo de 1,0 mL/mim.).
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Cultivo em YM: A mesma analise feita com o extrato bruto obtido em YM (Fig. 26,

pg. 68) revelou que os sinais observados ndo sdo equivalentes aos obtidos em MBD
e que somente tragos das substancias do préprio meio de cultura (Fig. 25, pg. 67)
sdo identificados no extrato bruto. Andlise do espectro de RMN'H (Fig. 59, pg. 111)
mostrou a possivel presenca de substancias aromaticas devido aos sinais entre 6 e

8 ppm. Sinais entre 9 e 11 ppm indicam a presenca de aldeidos, fendis, acidos ou

oximas.
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Figura 25: Cromatogramas em gradiente exploratério da particio AcOEt do meio YM sem a
inoculagao do fungo “branco” (H,O/MeOH 95:5 a 0:100 em 50 mim iniciando em 254nm com fluxo de
1,0 mL/mim).
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Figura 26: Cromatogramas em gradiente exploratério do extrato bruto produzido por SC-04 em YM
(H,O/MeOH 95:5 a 0:100 em 50 mim iniciando em 254nm com fluxo de 1,0 mL/mim.).

Cultivo em Nutriente: Para o extrato bruto obtido em Nutriente (Fig. 28, pg. 70), as

analises mostram que o fungo apresentou metabolismo diferente do que em MBD,
uma vez que ndo houve equivaléncia de sinais tanto nos espectro de RMN'H quanto
nos cromatogramas. Comparando-se os cromatogramas do extrato bruto obtido em
Nutriente com o do extrato AcOEt deste meio sem a inoculagdo do fungo (Fig. 27,
pg. 69) observa-se que muitos dos sinais correspondentes a substancias do préprio
meio ndo estdo presentes no cromatograma do extrato bruto. Andlise do espectro de
RMN'H (Fig. 60, pg. 112) mostra grande quantidade de sinais entre 7 e 8 ppm

indicando a possivel presenca de compostos aromaticos e alquenos conjugados.

400
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Figura 27: Cromatogramas em gradiente exploratério da particdo AcOEt do meio Nutriente sem a

inoculagéo do fungo “branco” (H,O/MeOH 95:5 a 0:100 em 50 mim iniciando em 254nm com fluxo de
1,0 mL/mim).
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Nutriente (H,O/MeOH 95:5 a 0:100 em 50 mim iniciando em 254nm com fluxo de 1,0 mL/mim.).

Cultivo em Czapek: O cromatograma do extrato bruto obtido em Czapek (Fig. 30, pg.

71) apresenta sinais em menor quantidade do que os outros extratos e, analisando
suas curvas de UV e os tempos de retencdo, observa-se que alguns séo
equivalentes aos sinais observados no cromatograma do extrato bruto obtido em
MBD, diferenciando-se apenas na concentracdo. A analise também mostra que o
extrato AcOEt de Czapek sem a inoculacdo do fungo ndo apresenta nenhuma
absorcao no UV-Vis (Fig. 29, pg. 71). No espectro de RMN'H (Fig. 61, pg. 112) ndo
se observa producao de substancias majoritarias € menor produgédo de aromaticos

do que nos outros meios.

400



mibs

U

71

293 nm

254 nm

244 nm

225 nm

220 nm

T30 [

lso I

Minutes

Figura 29: Cromatogramas em gradiente exploratério da particao AcOEt do meio Czapek sem a
inoculagao do fungo “branco” (H,O/MeOH 95:5 a 0:100 em 50 mim iniciando em 254nm com fluxo de
1,0 mL/mim).
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Visando o estudo de meios de cultura alternativos para o crescimento do
endofitico SC-04, procedeu-se o crescimento deste em milho e arroz. Verificou-se
que, por se tratar de meios de cultura complexos, houve variacdo e aumento na
producdo metabdlica do fungo quando comparado com 0s crescimentos em meios
de cultura completos comerciais.

Andlise dos cromatogramas dos extratos brutos AcOEt obtidos em milho e
arroz (Fig. 31, pg. 72), revelou uma grande variedade de sinais, além disso, os dois
cromatogramas se apresentaram semelhantes, ndo sendo possivel evidenciar
diferenga significativa na produgdo metabdlica do fungo. Analise das curvas de UV
dos sinais presentes nos cromatogramas obtidos das extracdes AcOEt dos cereais
sem a inoculacdo do fungo (Fig. 32 e 33, pg. 73) e dos extratos brutos produzidos
pelo endofitico, mostrou que houve extracdo de alguns constituintes dos proprios

cereais, em virtude da presenca de sinais equivalentes.
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Anélise prévia dos espectros de RMN'H dos extratos AcOEt produzidos por

SC-04 em Milho e Arroz (Fig. 62 e 64, pg. 113 e 114) revelou a produgédo de

glicerideos em grande quantidade que impediam a visualizagdo dos outros

constituintes dos extratos, portanto submeteram-se estes extratos a uma particdo

hexano/ACN (Esquema 06, pg. 57) para retirada destes.
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Figura 34: Cromatogramas em gradiente exploratério dos extratos brutos produzidos por SC-04 em
Arroz (A) e Milho (B) (Extragdo ACN) - H,O/MeOH 95:5 a 0:100 em 50 mim a 254nm com fluxo de 1,0

mL/mim.

Os espectros de RMN'H dos extratos brutos obtidos da fracdo ACN (Fig. 63 e

65, pg. 113 e 114) mostraram reducdo significativa dos sinais caracteristicos de

glicerideos, indicando que a particdo hexanica foi eficiente.

Assim como os cromatogramas em gradiente exploratério (Fig. 34, pg. 74),

os espectros de RMN'H dos extratos brutos obtidos da particdo hexanica se

apresentaram semelhantes, confirmando que o fungo SC-04 apresenta a mesma

producéo metabdlica quando cultivado em Arroz e em Milho.
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Comparando-se o rendimento (em massa) na producao de extratos em todos
os cultivos de SC-04, observou-se que, quando cultivado em cereais (arroz e milho),
o endofitico produz maior massa de extrato do que em meios liquidos comerciais
(Tabelas 06 e 07, pg. 54 e 57). Entre os meios de cultura liquidos, YM proporcionou
maior rendimento em massa de extrato bruto (Tabela 06, pg. 54). Em relacdo a
variacdo da composicao metabdlica, observou-se que o cultivo de SC-04 em Czapek
apresentou a menor variacao devido a pequena quantidade de picos e sinais
observados nos cromatogramas e espectros, respectivamente; enquanto que em
cereais obteve-se a maior variacado. Este fato ja era esperado em virtude da grande
diferenca na composicao desses meios de cultura, uma vez que o meio Czapek é
considerado um meio de cultura minimo que contém somente fontes de nitrogénio e
energia, enquanto que 0s cereais in natura possuem uma grande variedade de
nutrientes.

Um estudo mais profundo da variagdo metabdlica deste endofitico seria de
grande valor na otimizacdo do isolamento de metabdlitos bioativos de interesse, uma
vez que, conhecendo-se 0 comportamento deste endofitico em cultivos variados,

poder-se-ia “manipular’ sua producédo metabdlica.
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Capitulo ITT

ITI. Introducdo

Na agricultura, 80% das fitopatologias decorrem de ataque fungico. Os fungos
constituem agentes de maior impacto em frutas armazenadas, com perdas
substanciais na industria de processamento (SUGAR et al., 1994). Na categoria,
destaca-se Penicillium expansum, que além de colonizar o fruto e causar dano a
polpa, produz a patulina, micotoxina teratogénica e cancerigena (PRIETA et al.,
1994 e SYDENHAM et al., 1997).

As infecgbes permanecem como uma das principais causas de mortalidade
de pacientes transplantados. Tal fato ocorre devido ao tratamento imunossupressor
que, embora essencial para a sobrevivéncia dos pacientes, leva ao
comprometimento das defesas imunoldgicas do organismo (COUTO et al., 2001).
Em hospitais terciarios, o género Candida responde por cerca de 80% das infeccoes
fungicas documentadas. No Brasil, um estudo epidemiolégico reunindo dados sobre
infeccdes de corrente sanguinea constatou que, durante um periodo de 12 meses,
um total de 7.038 episddios de bacteremias e fungemias foi avaliado. (COLOMBO;
GUIMARAES, 2003).

Recentemente, o aumento de infecgcoes fungicas causadas por fungos
oportunistas, e a resisténcia microbiana a uma série de antibidticos disponivel no
mercado estdo motivando, novamente, as companhias farmacéuticas a buscar
substancias antifungicas em fontes naturais (NEWMAN; GRAGG; SNADER, 2003).

A geracdao de espécies reativas de oxigénio (EROs) é inevitavel no
metabolismo aerdbico do organismo. Estas espécies podem causar a oxidagao
lipidica e protéica, a ruptura na fita de DNA e a modificagdo nas bases e na
modulacao da expressao génica (LEE; KOO; MIND, 2004). O entendimento do papel
das EROs em muitas doencas como arteriosclerose, canceres, asma, artrite,
doencgas cardiovasculares entre outras, promoveram progressos sem precedentes
nos ultimos anos. A prevencao da oxidagao das biomoléculas pela acédo de radicais
livres derivados do O, diminui o risco do desenvolvimento de processos
degenerativos (ORTIZ et al., 2003).
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Antioxidantes sdo substancias que, quando presentes em baixas
concentracdes em relacdo ao substrato oxidavel, sdo capazes de inibir ou retardar a
oxidacao deste, sem com isso se tornar um radical livre. Existem duas categorias
basicas de antioxidantes: sintéticos e naturais (HALL Ill; CUPPERTT, 1997).
Antioxidantes sintéticos, tais como BHA, BHT e TBHQ, sdo comumente utilizados na
preservacao de alimentos. Entretanto, propriedades carcinogénicas tém sido
apontadas para os antioxidantes sintéticos. Dessa forma, antioxidantes de origem
natural estdo sendo avaliados para proteger os alimentos da oxidacdo e tém
recebido maior atencdo da comunidade cientifica (CHEUNG; CHEUNG; OOlI, 2003).

Além de uteis na preservacao de alimentos, os antioxidantes sdo importantes
na prevencao de doencas, inibindo ou atrasando a oxidagdo das biomoléculas por
meio da prevencdo da iniciacdo ou da propagacdo da cadeia de reacbes de
oxidagdo (KAUR; KAPOOR, 2001). Antioxidantes sintéticos requerem testes
extensos e de custo elevado para comprovar a sua seguranga para aplicacdo em
alimentos, farmacos ou cosméticos, por esta razdo, a busca por antioxidantes
naturais tem elevado o numero de pesquisas envolvendo plantas e microrganismos
como novas fontes destas substancias (MARTINEZ-VALVERDE; PERIAGO;
PROVAN, 2002, OLIVEIRA JUNIOR; PINTO NETO; FERRARI, 1996; WENG et al.,
1998 e GRAEFE; DERENDORF; VEIT, 1999).

O mal de Alzheimer é uma doenga neurodegenerativa que atinge a memodria,
a capacidade de raciocinio e a comunicacao. Essa doenca esta associada a reducao
de neurotransmissores cerebrais, como a acetilcolina, noradrenalina e serotonina. O
tratamento para o mal de Alzheimer € sintomatico e consiste justamente na tentativa
de restauracdo da funcdo colinérgica. Dessa forma a elevacdo do nivel da
acetilcolina pode se mostrar Gtil para amenizar a deficiéncia da aprendizagem, um
dos sinais da doenca. (TREVISAN et al., 2006).

Companhias farmacéuticas vém apoiando fortemente a pesquisa e o
desenvolvimento de farmacos que aumentem a capacidade cognitiva. Os inibidores
da colinesterase aumentam a funcdo colinérgica central e sao utilizados no
tratamento da doenga de Alzheimer. Os farmacos, usualmente disponiveis no
mercado, sdo Cognex (tacrina) e Exelon (rivastigmina) e Reminyl (galantamina)
apresentam precos bastante onerosos, R$ 130,00, R$ 105,00 e R$ 316,00,
respectivamente (TREVISAN et al., 2003).
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Portanto, a busca de novos inibidores de origem natural seria de grande
importancia para a populacdo, na medida em que estes seriam economicamente
mais viaveis.

A tuberculose pulmonar € uma doencga infecciosa causada por micobactérias
pertencentes ao complexo Mycobacterium tuberculosis. Com o advento da AIDS, a
co-infeccao HIV/TB tem provocado um impacto na epidemiologia da tuberculose em
todo o mundo (RAVIGLIONE et al., 1997, GARCIA et al., 1994 e MCMACKEN;
CASTRO, 1994).

Em um levantamento promovido pela Organizagdo Mundial de Saude,
estimou-se que um terco da populacdo mundial estaria infectada pelo M.
tuberculosis. A incidéncia de tuberculose estda em torno de 8 milhdes de novos
casos, e 3 milhdes de mortes por ano.

Estreptomicina, isoniazida e rifampicina sdo atualmente utilizadas em
associagdao no tratamento da tuberculose em um esquema de curta duracao (6
meses) (TOMAN, 1979). Nos ultimos anos tem-se observado, em nivel mundial, um
aumento na incidéncia da tuberculose causada pelo M. tuberculosis resistente as
principais drogas, o que reflete falha dos programas de controle da doenga. (BLOCH
et al., 1994, COHN; BUSTREOQO; RAVIGLIONE, 1997 e BRAGA; BARRETO; HIIJAR,
1999).

O problema da adesdao aos quimioterapicos utilizados no tratamento da
tuberculose, das reacdes colaterais provocadas por eles, e o constante abandono do
tratamento, tem levado os pesquisadores a busca de principios ativos em extratos
brutos de plantas ou outras fontes naturais com atividade antibacteriana (COWAN,
1999).

ITI.1 Deteccdo de metabdlitos antifungicos (Bioautografia)

ITT.1.1 Materiais e Métodos™

O ensaio para avaliacao do potencial antifungico foi realizado com os fungos
Cladosporium sphaerospermum e Cladosporium cladosporioides. Foram utilizadas

placas preparadas para CCDC da Merck. Para a preparagdo da solucao estoque
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utilizou-se: glicose e sais inorganicos. A solucéo foi autoclavada a 120 °C, por 20
minutos.

A bioautografia consiste da associagdo entre a cromatografia em camada
delgada e um ensaio bioldégico in situ, permitindo localizar constituintes
biologicamente ativos presentes em uma matriz complexa ou indicar o potencial
bioldgico de substancias puras. O método fundamenta-se na aplicacdo de um
microrganismo sobre um cromatograma e incubacéo deste visando o aparecimento
de possiveis zonas de inibicdo por constituintes ativos (HOMANS; FUCHS, 1970).

Os extratos brutos, fracbes e substancias puras foram submetidos a este
bioensaio, sendo aplicados (em duplicata) em placas cromatograficas pré-prontas, e
posteriormente eluidos empregando-se um sistema de solventes preestabelecido,
em concentragéo de 2,0 mg/mL, a temperatura de ~30 °C.

ApoGs a evaporagdo dos solventes e localizagdo das manchas (substéancias)
por meio de absor¢cao no UV, nebulizou-se os cromatogramas com uma suspensao
de esporos dos fungos Cladosporium sphaerospermum e Cladosporium
cladosporioides em um meio preparado no momento de proceder ao ensaio (10 mL
de solugdo aquosa de glicose a 30% e 60 mL da solucao estoque). Apds
nebulizacdo, procedeu-se a incubagédo das placas em atmosfera umida por 2 a 3
dias a 25 °C.

*ensaio realizado no Instituto Botanico de Sao Paulo - se¢édo de Fisiologia Vegetal, sob
responsabilidade da Dra. Maria Claudia Marx Young.

ITI.1.2 Resultados da atividade antifingica

Os extratos brutos AcOEt das 7 linhagens estudadas foram avaliados quanto
ao potencial antifungico e apresentaram forte atividade frente aos fungos
fitopatogénicos Cladosporium sphaerospermum e Cladosporium cladosporioides
(Fig. 35, pg. 80).
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. Quant. Potencial
N*= | Fungo C. C.
(ko) sphaerospermum | cladosporioides
1 SC-01 400 i i
2 SC-02 | 400 i i
3 SC-02 | 400 e e
4 SC-03 | 400 i i
5 SC-04 | 400 i i
6 SC-05 | 400 i i
7 SC-06 | 400 i e
8 SC-07 | 400 i e

Atividade fraca = *, Atividade média = **, Atividade forte =***

Figura 35: Ensaio de bioautografia com os extratos AcOEt produzidos pelos endofiticos triados.

O perfil biolégico de SC-04 quando cultivado em diferentes meios foi também
avaliado para verificacdo da atividade antifungica, observando-se que apenas 0s
extratos produzidos em cereais (Arroz e Milho) inibiram o crescimento das linhagens:

Qtde C. C.
Amostra | (ug) | cladosporioides | sphaerospermum
Potencial Potencial
1 - Milho
2 - Arrox Milho | 400 **
3.« 70 Arroz 400 b **
EM 400 i i
YM 400 i i
Nutrient | 400 i i
CzapeK | 400 i [

Atividade fraca = *, Atividade média = **, Atividade forte =***, i =
inativo

Figura 36: Ensaio de bioautografia com os extratos AcOEt produzidos por SC-04 em diferentes meios

de cultura.

Os metabdlitos isolados no estudo quimico de SC-04 (Extrato AcOEt) foram
avaliados quanto ao potencial antifUngico. As substidncias 1 e 3 inibiram
parcialmente a linhagem Cladosporium cladosporioides e a substancia 2 inibiu
totalmente tanto C. sphaerospermum quanto C. cladosporioides (100 ug), mantendo

atividade consideravel até o limite de 25 ug.



€ cladosporicides € sphaerospermum

1 — Substancia 1
2 — Substancia 2
3 — Substancia 3

)
[\
1w
)
[\
1

Substancia Qtde | C.cladosporioides | C.sphaerospermum
Potencial Potencial
1 100ug * i
2 1 Ooug *kk *kk
3 100ug * i

Atividade fraca = *, Atividade média = **, Atividade forte =***, i = inativo

Figura 37: Ensaio de bioautografia com os metabdlitos produzidos por SC-04 em MBD.

<. eladosporioides C. sphaerospermum

100ug S0ug 25ug 10ug Sug lug 100ug S0ug 25ug L0ug Sug lug

Cladosporium cladosporioides (ug)

Substancia 100 50 25 10 5

2 *%k% *% *

Cladosporium sphaerospermum (ug)

Substancia 100 50 25 10 5

g *%k% *% * I i

Atividade fraca = *, Atividade média = **, Atividade forte =***, i = inativo

Figura 38: Ensaio para verificacado do limite de deteccédo da atividade antifingica de 2.
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ITI.2 Deteccdo de metabdlitos antioxidantes

ITT.2.1 Materiais e Métodos

A propriedade antioxidante pode ser identificada nas estruturas quimicas que
tém a capacidade de doar um hidrogénio radicalar (reacado com quebra homolitica),
estabilizando facilmente o elétron desemparelhado remanescente na sua estrutura,
através de ressonancia, sendo esse modelo geralmente observado em estruturas
fendlicas.

Os extratos obtidos foram analisados quanto a atividade antioxidante frente
ao composto difenilpicrilhidrazol (DPPH). Esta atividade foi observada quando o
DPPH foi reduzido apds reacdo com os compostos antioxidantes presentes nos
extratos (SIMOES-PIRES et al., 2005). Para esta anélise, foram aplicados 400 ug de
cada extrato sobre cromatoplacas de silica. As cromatoplacas foram reveladas com
solugdo metandlica 0,2% de DPPH e a atividade antioxidante evidenciada com a
presenca de manchas brancas ou amarelas decorrentes da reducdo do DPPH,
contra a coloracgéo purpura de fundo.

ITT.2.2 Resultados da atividade antioxidante

Os resultados obtidos na andlise dos extratos brutos produzidos pelos
endofiticos isolados de Styrax camporum indicaram a presenca de metabdlitos com
potencial antioxidantes, destacando-se os extratos produzidos por SC-04, SC-06 e
SC-07 que apresentaram forte atividade antioxidante (Figura 39, pg. 82).

SC-01 SC-02 SC-03 SC-04 SC-05 SC-06 SC-07

Figura 39: Cromatoplaca revelada com DPPH apdés aplicacao dos extratos brutos produzidos pelos
endofiticos isolados de Styrax camporum no ensaio de avaliagdo do potencial antioxidante.
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Os extratos brutos produzidos pelo endofitico SC-04 em diferentes meios de
cultura também foram ensaiados e os resultados obtidos indicam que, em meios de
cultura ricos como MBD, EM e YM, a producdo de metabdlitos com potencial

antioxidante é mais acentuada (Figura 40, pg. 83).

Arroz

Milho Czapek Nutriente YM EM MBD

Figura 40: Cromatoplaca revelada com DPPH apds aplicacao dos extratos brutos produzidos pelo
endofitico SC-04 em diferentes meios de cultura no ensaio de avaliagdo do potencial antioxidante.

ITI.3 Deteccdo de inibidores da enzima acetilcolinesterase

ITT 3.1 Materiais e Métodos™

A constatacao da inibicao da AChE é possivel seguindo-se a metodologia de
Marston, Kissling e Hostettmann (2002) para cromatografia em camada delgada fina.
Neste ensaio o extrato foi dissolvido em metanol (80 mg/mL). Uma amostra de 200
ug (2,5 plb) do extrato foi analisada em CCD de silica gel 60 F254 (0,2 mm,
MERCK). Como controles positivos foram utilizados galantamina (1 ug) e
fisostigmina (0,3 ug), dissolvidos em metanol. A placa foi eluida com a fase moével
CHCI3:MeOH (9:1). Apds o desenvolvimento da cromatografia, a placa foi borrifada
com a solugdo da enzima acetilcolinesterase (Solugdo A) e o solvente evaporado
novamente. A placa cromatografica foi incubada em uma camara Umida fechada a
37 °C por 20 minutos, e em seguida borrifada com a solugéo D.

A coloragao roxa aparece em aproximadamente 2 minutos. O aparecimento
de mancha branca (indicacao de inibicdo da reacdo enzimatica), sobre um fundo de
coloragao roxa indica que houve inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase.
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Os resultados sdo observados e fotografados em camera fotografica Epson e os
valores de Rf calculados onde houver inibicao da reagao.

Solucéo A: Acetilcolinesterase (1000 U, Sigma, produto n® C2880) dissolvida em 150
mL do tampéo Tris-HCI (0,05 M; pH=7.9), a solucédo estoque sera armazenada a 4
°C, no momento do uso sera adicionado 0,1% de albumina de soro bovino fragéao V;
Solucao B: 250 mg de 1-naftil acetato em 100 mL de etanol;

Solucéo C: 400 mg do sal Fast Blue B em 160 mL de agua destilada;

Solucéo D: mistura de 10 mL da solug¢do B + 40 mL da solugéo C.

*ensaio realizado no Instituto Botanico de Sao Paulo - se¢édo de Fisiologia Vegetal, sob
responsabilidade da Dra. Maria Claudia Marx Young.

ITT 3.2 Resultados da atividade inibidora de acetilcolinesterase

Dos extratos e substancias ensaiadas, somente a substancia 1 apresentou

atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase:

Subst. 1

Figura 41: Ensaio anticolinesterasico com a substancia 1. Resultado positivo até 10 ug (alos

brancos).

ITIT 4 Perfil de sensibilidade de Mycobacterium tuberculosis frente aos extratos
obtidos

ITT.4.1 Materiais e Métodos™
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A determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM) foi feita através da
técnica em microplaca utilizando Alamar Blue como revelador (MABA) frente a cepa
de M. tuberculososis Hs7R, segundo metodologia proposta por Franzblau et al.
(1998).

Em todos os orificios da periferia de uma microplaca estéril de 96 orificios
foram depositados 200 pL de agua destilada estéril, para evitar a evaporacao
durante a incubacao na estufa. A isoniazida e os extratos foram eluidos em DMSO
para se obter solucbes de 4000 uL/mL e de 16000 pyL/mL, respectivamente. Em
seguida foram realizadas diluic6es destas solu¢des no caldo 7H9 (Middlebrook 7H9)
de maneira a se obter concentracdes variaveis de isoniazida (de 0,5 a 0,015 pg/mL)
e dos extratos (de 4000 a 62,5 uyg/mL). A cepa de M. tuberculososis Hs7R, — ATCC
27294 foi cultivada no caldo 7H9 a 37 °C até atingir turvacdo igual a escala
McFarland n° 1.

A cultura foi diluida 25 vezes e inoculada (100 yL) em cada um dos orificios
contendo as solugbes de isoniazida e dos extratos. As microplacas foram seladas
com parafilme e incubadas a 37 °C por 6 dias. Apos este periodo, adicionou-se o
Alamar Blue (25 uL) aos orificios controle da cepa micobacteriana. As placas foram
incubadas por 24 horas e posteriormente realizou-se a leitura. A manutencao da cor
azul nos orificios foi interpretada como auséncia de crescimento bacteriano e o
desenvolvimento de cor rosea, como de multiplicagdo do microrganismo. A CIM foi
definida como a menor concentragdo da droga capaz de impedir a mudanga da cor
azul para résea. (SATO, 1998).

*ensaio realizado na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (Unesp) — Dep. de
Ciéncias Biologicas pela aluna Karina A. de Prince sob responsabilidade da Profa. Dra. Clarice
Queico Fujimura Leite.
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Figura 42: Microplate Alamar Blue Assay (MABA); cor rosa indica crescimento micobacteriano e cor
azul indica inibigdo do crescimento.

ITT 4.2 Resultados da atividade antibacteriana

Tabela 10: CIM dos extratos produzidos Tabela 11: CIM dos extratos produzidos
pelos fungos isolados em MBD por SC-04 em diferentes meios nutritivos.
CIM (pg/mL) CIM (pg/mL)
Fungo Extrato
> 250 250 125 >250 | 250 | 125
SC-01 X MBD X X X
SC-02 X X EM X
SC-03 X X X Nu X
SC-04 X X X YM X
SC-05 X X X Czapek * * *
SC-06 X Milho X X X
SC-07 X Arroz X X

* Nao inibiu o crescimento bacteriano.

ITI.5 Discussdo do perfil bioldgico dos endofiticos isolados

Os resultados obtidos evidenciaram a potencialidade dos fungos endofiticos
como fonte de metabdlitos bioativos, pois todos os extratos produzidos pelos
isolados apresentaram atividade biol6gica como demonstrado no grafico a seguir
(Figura 43, pg. 87).
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Perfil biolégico dos fungos triados

Forte |

Médio

Potencial

Fraco|

SC-01 SC-02 SC-03 SC-04 SC-05 SC-06 SC-07
Linhagens isoladas

@ Antifingica m Antioxidante O Antibacteriana

Figura 43: Perfil biol6gico dos fungos isolados.

A atividade antibacteriana observada nos extratos produzidos por SC-02 e
SC-03 (Phomopsis sp e P. stipata) pode ser atribuida ao acido 3-nitropropiénico
majoritario, visto que, de acordo com Chomcheon, et. al. (2005), este acido
apresentou forte atividade contra Mycobacterium tuberculosis. A diferenca na CIM
observada entre os dois extratos pode estar associada a concentracdo do &cido,
sendo que pelos espectros de RMN 'H (Fig. 52 e 53, pg. 108) verifica-se que SC-03
produz esta substancia em maior quantidade que SC-02.

Devido a sua diversificada composicdo é provavel que a acado antioxidante
observada para os extratos brutos produzidos pelos endofiticos isolados seja
resultante da acao sinérgica de varias substancias, pertencentes a diferentes grupos
quimicos. Entretanto pbde-se observar que os extratos com maior potencial
antioxidante foram os que apresentaram mais sinais na regido de hidrogénios
aromaticos e fendlicos. Os resultados obtidos sdo apenas qualitativos, pois
dependem principalmente da concentracido dos metabdlitos contidos nos extratos
ensaiados.

O potencial antifungico apresentado pelos extratos produzidos pelos
endofiticos isolados e a producao da substancia 1 com atividade frente aos fungos
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fitopatogénicos C. cladosporioides e C. sphaerospermum por Phomopsis stipata da
indicios de que os endofitos associados com Styrax camporum se encontram em
uma relacdo de simbiose, produzindo substancias antifingicas contra possiveis
fungos fitopatogénicos.

ITI.6 Discussdo do perfil bioldgico de Phomopsis stipata em diferentes cultivos

Na avaliacdo do perfil biolégico de P. stipata quando cultivado em diferentes
meios, observou-se que somente os extratos produzidos em meios de cultura
complexos apresentaram atividade bioldgica significativa (grafico a seguir). Dessa
forma, pode-se sugerir que a atividade biolégica esta relacionada a “riqueza” do
meio nutritivo, ou seja, quanto mais rico em nutrientes o0 meio de cultura utilizado,
maior a atividade biol6gica observada.

O exposto acima se evidencia no baixo rendimento (em massa) obtido no
cultivo de P. stipata em Czapek (meio de cultura minimo composto apenas por sais
inorganicos e glicose) somado ao fato de que este extrato ndo apresentou atividade
bioldgica em nenhum dos ensaios realizados.

Embora milho e arroz sejam meios de cultura naturais, P. stipata apresentou
maior potencial biolégico quando cultivado em MBD. Neste caso pode-se pensar em
disponibilidade de nutrientes e ndo na variedade destes.

Os resultados obtidos evidenciam a potencialidade de P. stipata na producao
de metabdlitos bioativos e fixa o ponto de partida para a otimizacdo de um
crescimento em larga escala visto que neste estudo pode-se conhecer os fatores
6timos (em termos nutricionais) de crescimento deste endofitico visando a busca de

moléculas com atividade bioldgica (Figura 44, pg. 89).



Perfil biolégico de SC-04 em diferentes cultivos
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Figura 44: Perfil biolégico de SC-04 em diferentes cultivos.
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CONCLUSOES

Anadlise do perfil quimico (triagem) das sete linhagens (SC-01 a SC-07)
isoladas das folhas de Styrax camporum permitiu a avaliacdo da complexidade e
natureza quimica dos metabdlitos produzidos pelos fungos, possibilitando a escolha
do fungo Phomopsis stipata para cultivo em larga escala, além de fornecer dados
(cromatogramas, espectros e resultados de bioensaios) que serdo catalogados junto
com os materiais obtidos para os outros fungos ja estudados pelo grupo.

Andlise dos dados obtidos na triagem dos fungos selecionados também
permitiu a comparagdo entre eles, revelando que os sete fungos apresentam
diferentes metabolismos, sendo que somente SC-02 e 03 apresentaram producao
metabdlica semelhante devido a produgéo do acido 3-nitropropiénico majoritario em
comum. Observou-se, também, a possivel presenca de substancias aromaticas,
aldeidicas ou fenodlicas e metabdlitos de alta a média polaridade em quase todos os
extratos brutos analisados.

O estudo do perfil biolégico das sete linhagens isoladas evidenciou a
potencialidade dos fungos endofiticos como prolificos produtores de metabdlitos
bioativos, sendo que os extratos produzidos pelos isolados de Styrax camporum
apresentaram atividade biol6gica promissora frente aos ensaios para detecgdo de
substancias antifungicas, antibacterianas e antioxidantes.

O fracionamento cromatografico do extrato bruto produzido pelo fungo
endofitico codificado SC-04 (Phomopsis stipata) permitiu o isolamento de trés
substancias bioativas: 1, 2 inéditas e 3 que se encontra em fase de determinacao
estrutural.

Considerando a natureza de média a alta polaridade das substancias
extraidas pela particdo com AcOEt, foi de fundamental importancia a submisséo dos
extratos brutos e fracbes a CLAE, verificando a adequacado desta técnica
cromatografica no trabalho experimental, e também contribuir para o conhecimento
da natureza quimica das substancias presentes.

Os espectros de RMN 'H dos extratos brutos foram determinantes para a
avaliacao da producado metabdlica dos fungos e, portanto, foram fundamentais na
selecdo do fungo a ser estudado (Phomopsis stipata). Observaram-se espectros
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ricos em sinais, abrangendo grande parte da largura espectral, e espectros que
demonstraram a presenca de uma substancia majoritaria.

A utilizagdo do aparelho CLAE com detector em arranjo de diodos foi de
fundamental importadncia no processo cromatografico. Utilizando-se os softwares
Aurora, PolyView e Interative Grafics (propriedade Varian), foi possivel obter os
cromatogramas dos extratos brutos nos melhores comprimentos de onda, e também
comparar as curvas de absorcao na regiao de ultravioleta dos picos de interesse.

O cultivo do endofitico Phomopsis stipata em cereais (Milho e Arroz) e analise
via CLAE e de RMN'H dos extratos brutos obtidos revelou que, nestes meios de
cultura complexos, a producdo metabdlica do endofitico € semelhante e, em
comparacao com o cultivo do endofitico em MBD, verifica-se a variacdo da producao
metabdlica e producdo de triglicerideos em grande quantidade. A utilizacdo de
cereais como meio de cultura mostrou uma série de vantagens (tempo de extracao e
custo reduzidos; procedimento experimental mais facilitado; etc.) em comparacao
com o cultivo em meios de cultura convencionais.

O estudo da variacdo da producao metabolica de Phomopsis stipata quando
cultivado em diversos meios de cultura comerciais mostrou que este endofitico nao
apresenta exigéncias nutricionais visto que apresentou crescimento satisfatério em
todos os meios testados. Anadlises dos espectros e cromatogramas dos extratos
obtidos revelam a predominancia de compostos de alta a média polaridade e baixa
absorcao no ultravioleta.

Embora Phomopsis stipata nao tenha apresentado exigéncias nutricionais,
para efeitos de crescimento miscelar, observou-se no estudo de seu perfil biolégico
que a producao de metabdlitos bioativos possa estar relacionada a riqueza e
disponibilidade de nutrientes do meio de cultura utilizado, visto que os extratos
produzidos por Phomopsis stipata em meios de cultura complexos como MBD, Arroz
e Milho apresentaram melhores resultados nos ensaios bioldgicos.

O estudo realizado neste trabalho mostrou que os fungos endofiticos sao
fontes ricas de novos metabdlitos bioativos e que mais pesquisas neste nicho
bioldgico se fazem necessérias, visto serem fontes ainda pouco exploradas.

Levando-se em consideracao que os fungos triados foram isolados de folhas
de um espécime saudavel de Styrax camporum, e que todos os extratos
apresentaram algum tipo de atividade nos ensaios biolégicos realizados, a hipotese
de uma simbiose endofitico-planta ndo pode ser descartada.
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Figuras (Cromatogramas e Espectros)
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Figura 45: Cromatogramas em gradiente exploratério do extrato bruto AcOEt produzido por SC-04
em MBD em larga escala (H,O/MeOH 95:5 a 0:100 em 40 mim a 1,0 mL/mim.).
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Figura 47: Cromatogramas em gradiente exploratério dos extratos parciais EP5 a EP9 (H,O/MeOH
95:5 2 0:100 em 40 mim a 1,0 mL/mim.) obtidos do fracionamento do extrato bruto produzido por SC-
04 em MBD.
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Figura 51: Espectro de RMN de "H em DMSO-d6 do extrato bruto produzido pelo fungo SC-01
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Figura 52: Espectro de RMN de 'H em CDCl; do extrato bruto produzido pelo fungo SC-02

Figura 53: Espectro de RMN de 'H em CDCl; do extrato bruto produzido pelo fungo SC-03
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Figura 54: Espectro de RMN de 'H em CDCl; do extrato bruto produzido pelo fungo SC-04

Figura 55: Espectro de RMN de 'H em CDCl; do extrato bruto produzido pelo fungo SC-05
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Figura 56: Espectro de RMN de 'H em DMSO-d6 do extrato bruto produzido pelo fungo SC-06

Figura 57: Espectro de RMN de 'H em CDCl; do extrato bruto produzido pelo fungo SC-07
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Figura 58: Espectro de RMN de 'H em DMSO-d6 do extrato bruto produzido pelo fungo SC-04 em
ME.

3.984
1,287

[
w
-
(]
-
1
[y
L)
(-]
-]
-
o -
o
o
[
~N
-
y ]
-
E.

Figura 59: Espectro de RMN de 'H em DMSO-d6 do extrato bruto produzido pelo fungo SC-04 em
YM.
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Figura 60: Espectro de RMN de 'H em DMSO-d6 do extrato bruto produzido pelo fungo SC-04 em
Nutrient.
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Figura 61: Espectro de RMN de 'H em DMSO-d6 do extrato bruto produzido pelo fungo SC-04 em
Czapek.
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Figura 63: Espectro de RMN de 'H em DMSO-d6 do extrato bruto produzido pelo fungo SC-04 em
Milho (Fragao ACN).
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Figura 64: Espectro de RMN de 'H em CDCl; do extrato bruto produzido pelo fungo SC-04 em Arroz
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Figura 65: Espectro de RMN de 'H em DMSO-d6 do extrato bruto produzido pelo fungo SC-04 em
Arroz (Fragdo ACN).
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Figura 66: Espectro de RMN de 'H em DMSO-d6 da substancia 1

Figura 67: Espectro de RMN de "®C em DMSO-d6 da substancia 1
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Figura 69: Espectro de gHMBC em DMSO-d6 da substancia 1
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Figura 70: Espectro de gCOSY em DMSO-d6 da substéncia 1
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Figura 71: Espectro de RMN de 'H em DMSO-d6 da substancia 2
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Figura 73: Espectro de gHMQC em DMSO-d6 da substancia 2
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Figura 74: Espectro de gHMBC em DMSO-d6 da substancia 2
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Figura 75: Espectro de gCOSY em DMSO-d6 da substéncia 2
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Figura 76: Espectros de NOESY 1D em DMSO-d6 da substancia 1



Figura 77: Espectro de Massas da substancia 1
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Figura 78: Espectro de Massas da substancia 2.
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