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RESUMO

Micro-organismos endofiticos, geralmente fungosaetdrias, vivem sistematicamente no
interior das plantas sem causar, aparentementes @gaseus hospedeiros. Fungos endofiticos
representam um importante grupo de fungos com pialeldrmaco e biotecnoldgico e podem
ser isolados de diversas plantas medicinais. AcespégetaEugenia jambolandam. tem
sido intensamente explorada quimica e biologicaendetiido a seus usos populares e por
apresentar diversas atividades biologicas. Logestodo de fungos endofiticos, associados a
esse espécie vegetal, apresenta-se como uma gatrgibomissora na obtencdo e
identificacdo de substancias potencialmente biaatiDentro deste contexto, este trabalho
teve como objetivo principal a avaliacdo quimica fdogo endofiticoSaccharicolasp.
isolado deEugenia jambolandam. Este enddfito foi cultivado em pequena esoaameio

de cultura liquido (MDB) e sélido (Milho) e em ekcampliada no meio Czapek. O caldo foi
separado dos micélios apds 28 dias (meios liquiel@d) dias (meio sdlido) por filtracdo e o
filtrado foi submetido a particdo liquido/liquidom AcOEt fornecendo, apds a evaporacao
do solvente, os respectivos extratos brutos. Ostest foram avaliados frente a producéao
metabolica por CCDC, CLAE-DAD e RMN d#l e também avaliados frente aos ensaios
bioldgicos. Portanto para os extratos MDB, MilhaQH:CN, Milho Fr. aquosa e Milho
Fr.Hexanica, foram realizados ensaios antifUngadioxidante e anticolinesterasico, onde
estes extratos demonstraram ser promissores. @t@xitido em escala ampliada (Czapek)
foi fracionado em cartucho SPE (extracdo em fadeladp resultando em seis fracdes
(Ss.C.Frl- Ss.C.Fr6). Do estudo da fracds.C.Frl foi possivel o isolamento de uma
substancia o Acido fuséaricd)(e a fracads.C.Fr3 resultou no isolamento de 6,7 dihidroxi-
4,6 dimetil octanoato de metil)( substancia inédita. O extrato obtido em escatzida
(Milho Fr.CHsCN) foi submetido a fracionamento em coluna deaitiel de fase reversa
(C18), resultando em oito fracoe&s M. CHCN Frl -Ss.M. CHCN Fr8). O estudo da fracéo
Ss.M. CHCN Fr5 resultou no isolamento da substancia 4-kidreleina 8). O estudo da
fracdo Milho Fr.Aquosa-XAD resultou no isolamente duas substancias Timidirfd) e
Adenosina ). Portanto, o estudo quimico com o fungo endafiBaccharicolasp. resultou

no isolamento de cinco substancias puras. Sendu,asste trabalho visou isolar substancias
potencialmente bioativas através da investigac&cegtratos e fracbes &accharicolasp..

Palavras-chave Fungo endofiticoEugenia jamboland.am. Saccharicolasp. Metabdlitos
secundarios.



ABSTRACT

Endophytic microorganisms, often bacteria and fusygtematically live within the plant
without apparent harm their hosts. Endophytic furggiresent an important group of fungi
with biotechnological potential and may be isolafiesin various medicinal plants. The plant
speciesEugenia jamboland.am. has been intensively explored chemically bhindbgically
due to its popular uses and it has several bicddgictivities. Thus, the study of endophytic
fungi associated with this plant species, presise$f as a promising strategy in obtaining or
identifying potentially bioactive substances. Withhis context, this study aimed to evaluate
the chemical endophytic fungu&accharicolasp. isolated fromEugenia jamboland.am.,
encoded as Ej-c04. This endophyte was cultivated small scale to a liquid culture medium
PDB solid Corn and enlarged scale for the Czapediume The broth was separated from the
mycelium after 28 days (liquid media) and 21 dagsli@ medium) by filtration and the
filtrate was subjected to liquid / liquid partitiavith ethyl acetate providing after evaporation
of the solvent, their crude extracts. The extragtse evaluated against metabolic production
by TLC, CLAE-DAD and!H NMR also evaluated and compared to the bioasSayfor
MDB extracts, Fr.CRHCN Corn, aqueous Fr. Corn and Corn Fr.Hexanicats tegere
performed antifungal, antioxidant and anticholieesse where these extracts have shown
promise.The extract obtained in enlarged scale f€gawas fractionated on SPE cartridge
(solid phase extraction), resulting in six frac8d8s.C.Fr1-Ss.C.Fr6). Frons.C.Frl fraction
was possible to isolate a substance fusaric agicaiitl Ss.C.Fr3 fraction resulted in the
isolation of (2E, 4E) - 6,7 dihydroxy-4,6-dimethydtanoate (2) novel substance. The extract
obtained in small scale (Corn Fr.@EN) was subjected to fractionation column of silged
reversed phase (C18) resulting in eight fractidésM. CHCN- Frl - CRCN Ss.M. Fr8).
The study fractiorss.M. CHCN Fr5 resulted in the isolation of 4-hidroximekeisubstance
(3). The study of fraction Corn Fr. Aqueous -XADBu#ed in the isolation of two substances
Thymidine (4), adenosine (5). Therefore the chemstady of the endophytic fungus
Saccharicola sp. resulted in the isolation of foege substances Thus, this study aimed to
isolate potentially bioactive substances throughittvestigation of extracts and fractions of
Saccharicola sp..

Keywords: Endophytic fungi. Eugenia jambolanaLam. Saccharicola sp. Secondary

metabolites.
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1 INTRODUCAO

1.1 Produtos Naturais

O estudo de produtos naturais (PN) constitui um mag importantes campos da
ciéncia e a analise de compostos orgéanicos e ine@gem PN tem ganhado consideravel
interesse nos ultimos anos (ZHU et al 2013; THOLAIg2006; STASHENKO, 2008).

O termo "produtos naturais" € utilizado para defimetabdlitos primarios e
secundarios produzidos por um organismo, que nari@ados casos funcionam como
mecanismos de defesa contra herbivoros, micro-mmas, insetos e plantas concorrentes.
Uma variedade de produtos naturais, principalmenfeartir de fontes vegetais, tem sido
usado por milhares de anos por uma fragcéo sighvfecda populacéo, e ainda séo usados na
area da saude em muitos paises ou regides do iMAdIEED et al., 2012).

De acordo com a literatura, cerca de 50% dos fassde uso clinico colocado no
mercado nos ultimos 30 anos sdo de origem natwraoam desenvolvidos por sintese
quimica planejada a partir de PN. Para o tratamgmicncer e de doencas infecciosas, mais
de 60% dos farmacos provém de produtos naturasalogos sintéticos, o que evidencia o
sucesso da quimica de PN e sua associacdo comesfiatelescoberta de farmacos (CRAGG;
NEWMAN, 2007; NEWMAN; CRAGG, 2012; NEWMAN; GIDDINGS2013).

A habilidade da natureza em biossintetizar um cunjiexcepcional de entidades
quimicas (EQ) torna a quimica de produtos natuwas constante reservatorio para a
descoberta de novos compostos, com potencial deragfo sem paralelos (HALABALAKI
et al.,2014). Desde o final do século XIX até oasdatuais, geracdes de pesquisadores
aplicam esfor¢os voltados a investigacdo de mithdeemoléculas produzidas por organismos
vivos, encorajando a sociedade ao uso de variosnPNiferentes frentes de aplicagdo (FIRN
& JONES 2003). Dentro desse contexto os micro-osgams VEm representando uma
prolifica fonte de novos compostos bioativos, epeeml os fungos que sao reconhecidos
como fontes de novas substancias com aplicacdpediina (anticancerigeno, antibioticos,
antifingicos humanos), na agricultura (controlddgiwo de pragas) e na industria (agente
biotecnoldgico) (GUO et al., 2008). Este fato téespkrtado a atencao de pesquisadores e das
indUstrias farmacéuticas para a busca de novogipids ativos produzidos por micro-

organismos.
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Sendo assim, entre as fontes estabelecidas de tpsodaturais, microrganismos
provaram ser candidatos promissores para a prodde&dnovas substancias, bem como
medicamentos comercializaveis (CRAGG; NEWMAN, 200E&MAIN, 2014).

1.2 Fungos: uma visao geral

Os fungos sd&o um grupo grande, diverso e amplamdisgEminado de micro-
organismos, bolores, cogumelos e leveduras. Apradamente 100.000 espécies de fungos
foram descritas, estimando-se a possibilidade dsirexn até 1,5 milhdes de espécies. Os
fungos formam um grupo filogeneticamente distint@ autros organismos, sao
quimiorganotroéficos, geralmente apresentando egigénnutricionais simples, sendo a
maioria aerdbia (MADIGAN et al, 2010).

Em geral, os fungos podem se apresentar na formguae unidades morfolégicas
bésicas: a leveduriforme e a hifa. Tém caractesistheterotréficas, isto é, ndo possuem
clorofila e, portanto necessitam de material orgéamara sobreviver, sendo a sua nutricdo
feita por absorcéo de nutrientes gracas a presinesmzimas que sao produzidas por eles e
degradam produtos como, celulose e amido. (AZEVEZIQ0).

Representam um conjunto de organismos eucarioticedo considerados como um
grupo particularmente versatil. A capacidade d®aler e crescer em muitos substratos e de
converté-los em metabdlitos secundarios importagtedigno de nota. Essa capacidade
metabolica versatil, tem atraido o interesse parfaimgos em vista da sua aplicacéo potencial
na quimica de produtos naturais (MORETTI; SARROCTL6).

Alguns fungos sdo explorados pela industria farmigc® (humana e veterinaria) e
alimenticia devido ao potencial de producdo de t@nbis bioativas. Alguns séo Uteis na
ciéncia como modelos eucariontes para 0 estudordeessos celulares, moleculares e
genéticos (e.gSaccharomyces cerevisjadleurospora cras9a Muitos oferecem prazer
gustativo, seja diretamente (cogumelos comestiweifas) ou indiretamente (pao, queijo,
bebidas alcodlicas). Certos grupos de fungos sdngantemente, especializados e tém a
capacidade de reter os nemotoides, formar relagiGasioticas (liquens), nutrir ou proteger
plantas (micorrizas e endofiticos).

A descoberta acidental da penicilina, por Flemimg 928, isolada do fungo
Penicillium notatum levou a um acréscimo aos estudos investigativass fdngos como
fontes de produtos naturais (STROBEL et al.,, 20@4)partir do estudo quimico destes
organismos, ocorreu um grande avanco nas areasarddmsoticos, imunossupressores e

medicamentos antineoplasicos. Alguns farmacos lmrheridos e derivados de fungos sao
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0s antibidticos da classe das penicilinas e cqgfalirsas, os redutores de colesterol como a
mevastatina e lovastatina, imunossupressores cotigdogporina e rapamicina, entre outros
(Figura 1).

Até o momento a descoberta de produtos naturaiseprentes do universo
microbiano apresenta-se praticamente inexplorad@A&S; GROTHAUS; NEWMAN,
2009; KUSARI; SPITELLER, 2011) e dentro deste crtteos fungos em particular os
endofiticos estdo sendo vistos como a nova fonslbstancias uteis na agricultura, industria
alimenticia e farmacéutica. (STROBEL; DAISY, 2003).

Figura 1 - Exemplo de metabdlitos secundérios produzido$yrmos.

H
RVN |,48
IR
0 -
//0H
O/

Penicilina

Rapamicina Ciclosporina A

R: H Mevastatina

COy 0 R: CH; Lovastatina

M,

COoH 0

Cefalosporina

Fonte: Bertrand et al. (2014, p. 1182) e Vallilef2012, p. 2278)

1.3 Fungos Endofiticos

Os micro-organismos endofiticos foram mencionadaa primeira vez no inicio do
século XIX, mas foi Bary (1866) que os definiu cotndos os micro-organismos (incluindo
fungos, bactérias, cianobactérias, e actinomiceosyesidem dentro dos tecidos vegetais.

Os endofiticos representam uma pequena fracdo ma c& 100.000 especies de
fungos conhecidos. Estima-se que das 300 mil espée plantas que existem na terra, cada
uma hospede no interior de seus tecidos um ou fomag®s endofiticosGHOWDHARY et
al., 2012)
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Endofitismo é assim, uma associacdo Unica de testeficio, planta/microbio
definido por “localizacdo” (ndo funcdo), que é Hiadria, assintomatica, e € estabelecido
inteiramente dentro dos tecidos da planta hospedeim causar qualquer prejuizo aparente
(KUSARI et al., 2012).

Os enddfitos estao associados as raizes, cauless fllores, frutos de plantas. Eles se
diferenciam dos micro-organismos fitopatogénica® gao prejudiciais as plantas, causando-
Ihes doencas. Distinguem- se dos micro-organismpibgies, que residem na superficie dos
orgaos e tecidos vegetais. Logo, um endofito, énéon interior de uma espécie hospedeira
de acordo com as condi¢cdes ambientais e o propraale fisioldgico da planta podendo ser
considerado um patdgeno latente. Assim, a natw@zssociacdo entre os fungos endofiticos
e seus hospedeiros varia de parasitismo ou antagona comensalismo ou simbiose
(AZEVEDO; ESPOSITO, 20105endo que a associacdo simbidtica é a relacdoaniere
vantagens para ambos 0s organismos.

Nas associa¢fes simbidticas o enddfito acaba pirmtunu induzindo a producéo de
metabolitos que podem auxiliar a planta evitandatamjue de herbivoros, no aumento da
tolerancia a estresses abioticos e no control¢éadgi@ de insetos ou outros micro-organismos.
Por outro lado eles sdo capazes de sequestrartabdtites produzidos pelas plantas que irdo
atuar como defesa quimica, ou produzi-los em réagopressao exercida por outros micro-
organismos endofiticos ou fitopatbgenos ou até megwmr predadores (KAUL, 2012;
CHANDRA, 2012). Dois tipos principais de interacdssnbioticas (planta-fungo) sao
observados: relacdes mutualisticas e antagonisticas

As relagbes mutualisticas sdo as que garantenrevedincia do fungo pela absorgéo
de alimentos fornecidos pela planta, e do hospegeila protecdo contra insetos, animais ou
patogenos, garantida por substancias de defesazuad pelos endofitos. J& a antagonisticas
sdo as que ocorrem um equilibrio entre a virulédogungo endofitico e as respostas de
defesa da planta. Esta balanca é dindmica e podalteseada sob condi¢bes de stress do
hospedeiro ou alteragfes fisiologicas em um doansgos envolvidos (SCHULZ et al.,
2005).

Ha propostas que a relacdo dos fungos endofitiocos & planta hospedeira é bem
mais complexa. Um fungo endofitico, por exemplajetornar-se um patdégeno conforme as
condi¢cdes de ambiente ou equilibrio com outros #tictus; um micro-organismo epifitico
pode, eventualmente, entrar em uma planta e lagmaoer por um determinado periodo,

causando ou ndo danos a mesma.
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Em geral, os micro-organismos endofiticos adentarplantas por aberturas naturais
e feridas. Umas das portas de entrada mais utizgmblos endofiticos sdo as raizes; a
emergéncia de raizes secundarias laterais sengm@@anhada por uma “ferida”, que serve
de entrada para os micro-organismos. O propriccicnesto das raizes, penetrando o solo,
gera abrasoes que facilitam a entrada de germes@QWEZEVEDO, 1998).

A infeccdo também pode ocorrer verticalmente, pséamsentes do hospedeiro, neste
caso, 0 enddfito pode se instalar em uma plantaqgoler sua vida. O modo com que o fungo
infecta uma espécie vegetal pode alterar o tipoinderacdo endofito-hospedeiro. Na
transmissdo vertical é predominante a interacaaualistica, enquanto que na transmisséo
horizontal (ndo-sistémica) essa interagdo tendeassexgonica. Uma vez no hospedeiro, o
endofito permanece geralmente em um estado lapenteoda sua vida, ou por um periodo
prolongado até que as condicfes ambientais Inmdajsoraveis. Neste caso, o endofito pode
assumir uma funcao de patogénica (ALY; DEBBAB; PRSI, 2011).

A presenca dos endofitos pode alterar o metabolidmanuitas plantas. Alguns
endofitos produzem enzimas, como as celulaseqimdiges que auxiliam na degradacao das
folhas, hormdnios de plantas, metabdlitos secuosiaou até mesmo melhorar a fotossintese
(SANCHEZ- AZEFEIFAet al., 2012).

Nas ultimas décadas, os fungos endofiticos ténidatmspecial atencdo no setor da
agricultura e na industria, particularmente alinf@ate farmacéutica por muitas razées, mas,
em especial por terem sido isolados de, praticaenéndas as espécies de plantas estudadas,
como, musgos, samambaias, coniferas, angiospegnaasineas, palmeiras, e uma variedade
de dicotiledoneas (ARNOLD, 2007).

Dentro deste contexto novos micro-organismos etidodi podem ser encontrados
dentre as milhares de plantas nos diferentes st@sss terrestres e aquaticos, constituindo-
se portanto numa fonte rica, de diversidade gemeétjcpossivelmente, de novos produtos

naturais

1.3.1 Produtos naturais obtidos de fungos endoftic

Metabdlitos secundarios bioativos de fungos endoft isolados a partir de plantas
superiores, sdo um grande foco de pesquisa detpeodaturais. De particular interesse séao
os fungos endofiticos, que sdo capazes de sobremimecondicbes extremas, como seca,

salinidade, calor ou a frio, e com uma variedaderdanismos concorrentes, que vivem em
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seus ambientes naturais. Variagdes quimicas s&ss@&@s, entre outros, para que estes
organismos possam obter beneficios evolutivos.

A producdo metabdlica varia de acordo com o medo cdltivo em que o
microrganismo esta inoculado, de modo que a difareios tipos de nutrientes presentes em
cada meio altera a eficiéncia das vias do metabholis resulta na produgao de diferentes
substancias (KHARWAR et al., 2011). Essas vias dimbéticas ainda ndo se apresentam
completamente definidas, mas estudos verificam @ygéo de alcaloides, esteroides,
cromonas, isocumarinas, quinonas, lignanas, compd®ndlicos, terpenoides, xantonas,
benzopiranonas, entre outros (KAUL et al., 2012 ARKS et al., 2006; KHARWAR et al.,
2011).

Estudos demonstram que os fungos endofiticos géazea de produzir um grande
namero de importantes metabdlitos secundarios ibasat conhecidos apenas em plantas
(ARNOLD, 2007; JALGAONWALA et al., 2011; ALY; DEBBRB; PROKSCH, 2011, ALY
et al., 2010; GREVE et al., 2010). Um exemplo bemhecido é a producéo do Takolim
importante farmaco anticancerigeno, pelo fungo &ticlm Taxomyces andreanaisolado da
plantaTaxus brevifoliaque também produz esta substancia.

Apesar de poucos estudos quimicos dos fungos ¢indsfifoi isolado um numero
consideravel de substancias com atividade bioldgioano por exemplo, com atividade
antiparasitaria, a palmarumicina CP17 (ALY; DEBBABROKSCH, 2011; ONDEYKA et
al., 1997), com atividade neuroprotetiva; a crisageida A, (ALY et al., 2010), antioxidante;
a pestacina (JALGAONWALA; MOHITE; MAHAJAM, 2011), rppriedades
imunossupressoras; a subglutinol A (STROBEL; DAIRWO03), antiviral; acido citénico B
(STROBEL; DAISY, 2003; GUO et al., 2000). Foramates também substancias com
atividade anticolinesterasica;dthidroxi- 5N- acetilardimina (ALY; DEBBAB; PROKSCH
2011), antineoplasicos, as antraquinonas (ZHANGNGOTAN, 2006), citotéxica como o
taxol, camptotecina, vincristina e podofilotoxirksLl; DEBBAB; PROKSCH, 2011; ALY
et al., 2010) antifangica; a fomocromona B (AHMERQ11), e por fim, antibibticos;
pestaloteol A e antidepressivos, como a hiperi@#SARI, 2011) (Figura 2).

Estas evidéncias tém atraido a atencdo dos quingieoprodutos naturais e de
bidlogos, conforme indicado pelo aumento constdetgublicacdes dedicadas a este tema

nos ultimos anos.
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Figura 2 - Exemplo de metabdlitos secundarios produzidosyuwyds endofiticos.
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1.4 Espécie vegetal hospedeir&ugenia jambolana_am.

Figura 3 - Eugenia jambolandam

Fonte: proprio autor

A familia Myrtaceae compreende cerca de 75 géner8900 espécies. Apresenta
ampla distribuicdo, ocorrendo, preferencialmenis monas tropicais e subtropicais, e é
considerada uma das mais importantes familias aa fbrasileira em funcdo da larga
ocorréncia de espécies comestiveis e/ou usadasdiaina tradicional.

Syzygium cumin{S. cuminj (L.) Skeels é um das melhores espécie conheciéa e
muito frequentemente cultivada. Os sindbnimosSdeuminisdo Eugenia jamboland.am.,
Myrtus cumini Linn., Syzygium jambolanaDC., Syzygium jambolanumL#&m.) DC.,
Calyptranthes jambolana WilldEugenia cuminil{inn.) Druce. andeugenia caryophyllifolia
Lam.(AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012).Conhecida no Brasil como jambolao (Figura 3)
(BALIGA et al., 2011), é conhecida também como jegrj@lao, kambol, jambu, azeitona-do-
nordeste, ameixa roxa, murta, baga de freira, gyap#ui, azeitona-da-terra, entre outros
nomes (VIZZOTO; FETER, 2009; VASI; AUSTIN, 2009kr&io uma grande arvore perene
nativa da India. No entanto, hoje essas arvores es@mntradas crescendo em todo
subcontinente asiatico, Africa Oriental, AméricaSld, Madagascar e também naturalizada
para as regides mais quentes do Estados Unidoshmdaida (Florida e Havai) (LI et al.,
2009). E de grande interesse pelas aplicacdes madisendo usada na medicina tradicional
para o tratamento de vérias doencas cardiovassulaipertensdo, diabetes, e acidente
vascular cerebral.

Eugenia jambolanaé utilizada em outros tratamentos, a casca € cativonp

digestiva, antidiabética, anti-helmintica e antibeana. As folhas possuem propriedade
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antibacteriana e sdo usadas para reforcar dengemgivas. As folhas tém sido também
extensivamente usadas para tratar diabetes, cac@&tip febre, gastropatia e dermopatia
(SRIVASTAVA; CHANDRA, 2013).

No caule é reportado a presenca de friedelinajdiira-3«-ol, acido betulinicof-
sistosterol, p-sistosteroB-glicosideo, kaempferol, kaempferol-3-glicoside@jdé galico,
acido elagico, galotanino, elagitanino, quercetmamiricetina (BALIGA et al., 2011,
SRIVASTAVA; CHANDRA, 2013).

Os frutos sdo comestiveis e utilizados como adgnte, estomaquico, diurético e
antidiabético (TIMBOLA et al., 2002). Extratos doutb apresentaram forte atividade
antioxidante devido a presenca de vitamina C, aagdéico, taninos e antocianinas
(BANERJEE; DASGUPTA, 2005).

Estudo realizado por Dametto (2010) com os frutesEd jambolanapermitiu a
identificacdo de antocianinas mono e diglicolisauas extratos brutos do fruto madurokEle
jambolana  delfinidina-diglicosideo, cianidina-diglicosideo, petunidina-diglicosideo,
malvidina-diglicosideo, delfinidina-glicosideo, midina-glicosideo, petunidina-glicosideo e
malvidina-glicosideo. Estudos preliminares comxisa¢os e fracdes dos frutos e folhasde
jambolanamostraram que esta espécie apresenta elevada egdessadora de radicais
livres e quimiopreventiva, atividade antimalarieatifGngica contra patdégenos-humanos e

anticolinesterasica.
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Figura 4 - Substancias isoladas da espé&aigenia jambolana
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Fonte: Dametto (2010)
1.5Saccharicolasp.

Figura 5 - Foto deSaccharicolasp. cultivado em MDB em placa de Petri.

Fonte: proprio autor

Saccharicolaé um género de fungo pertencente a familia Massagae. Esse género
surgiu para re-classificar duas espécies fitopatagéencontradas em cana-de-acucar,
Leptosphaeria bicolor e Leptosphaeria taiwanensiscomo Saccharicola bicolor e
Saccharicola taiwanensisespectivamente (ERIKSSON; HAWKSWORTH, 2003).
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N&o haviam relatos na literatura de estudos qusrom esse fungo endofitico até os
estudos realizados pela Dr. Vanessa Mara Chapkea@rojeto de doutorado. Portanto de
estudos prévios realizados por ela com o extratpé€lz produzido pelo fungo endofitico
Saccharicolasp, foram isoladas sete substancias numeradas7d¢Figura 6), sendo que as
substanciag-7 sdo ciclohexandis oxigenados inéditos (CHAPLA, 2003 compostog-7
sdo inéditos e pertencem a classe dos cicloexamogenados, contendo epoéxidos, esses
compostos tém sido isolados de bactérias, fungadyseos e plantas superiores. Estes tém
estimulado diversos trabalhos de sintese devidatdsdades, antifingica, antibacteriana,
antitumoral e fitotoxica, relatadas (JIANG et &009; BARROS; MAYCOK; VENTURA,
2000).Tais resultados nos indicaram a necessidade daltreecdeste micro-organismo, pois
0s extratos produzidos p&accharicola spdemonstram- se interessantes devido a varias
atividades bidlogicas apresentadas, como tambéenabglo o perfil quimicos dos extratos
foi possivel notar uma producdo metabdlica basteataitil e producédo de substancias com
varias atividades biolégicas (CHAPLA, 2013).

Figura 6 - Substancias isolados 8accharicolasp.
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2 OBJETIVOS GERAIS

Prospeccao quimica e biolégica dos extratos prddaznorSaccharicolasp.,isolado

deEugenia Jambolana

2.1 Objetivos Especificos

1. Cultivo do fungo endofitic®accharicolasp. em meio sélido BDA (Batata Dextrose
Agar), para inoculagéo em meios de cultivo liquedsdlido;

2. Cultivo deSaccharicolasp. em escala ampliada no meio liquido Czapek;

3. Cultivo de Saccharicolasp. em pequena escala nos meios liquido (2700,0 mL)
(MDB), e solido (90,0 g) (milho) para obtencéo @atratos brutos;

4. Andlise e comparacdo do perfil quimico dos ¢és$rdrutos obtidos em pequena e
escala ampliada por técnicas cromatogréaficas (CDABP) e espectrométricas (RMN
delH);

5. Avaliacdo dos extratos brutos (escalas pequemengiada) frente as atividades
antioxidante, anticolinesterasica, citotdxica #fangica contra fitopatdégenos ;

6. Fracionamento dos extratos brutos obtidos enpékza& Milho (escala ampliada e
reduzida) dé&accharicolasp.;

7. lIsolamento e identificacdo ou determinacéo est@lidas substancias produzidas por

Saccharicolasp.;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Meios de cultivo do micro-organismo

Tabela 1- Meios de cultura utilizados para o cultivo dado endofiticdSaccharicolasp.

Meios de Cultura Tipo [ Jgt Composicéo Fabricante
MDB Liqguido 24 Fécula de batata (4 g), dextrose (20 g) Acumedia
Sacarose (30 g), NaN , Na(PQw)3 (1 g),
Czapek Liquido 35 (309) ©9) (POys (1 9) Acumedia

MgSQs (0,5 g), KCI (0,5 g), FeS(J0,01 g)
, Fécula de batata (4 g), dextrose (20 g), .
BDA Solido 39 , Acumedia
Agar (15 g)

Milho (canjica) Solido - 90,0 g em 75,0 mL de agua Milli-Q Machiara

Fonte: proprio autor

3.1.2 Solventes

Para a obtencdo dos extratos brutos em pequeszak @mpliada e também para os
fracionamentos, separa¢des cromatograficas emaelwm CLAE, foram utilizados, acetato
de etila, hexano, metanol P.A, cloroférmio e acétiéen das seguintes marcas: Merck, J.T.
Baker, Synth, Mallinckrodt, QHEMIS e MTEDIA. Em dis&s em RMN de'H e *C
utilizou-se os solventes DMSO,;0, MeOH e CH{ deuterados (Aldrich).

3.1.3 Cromatografia em Coluna

Nos fracionamentos cromatograficos em coluna abettasob pressdo, foram
utilizadas colunas de vidro de diferentes comprioere didmetros internos. As fases
estacionarias utilizadas foram: silica gel C-18 g e silica gel de fase normal (0,060-
0,200 mm, 6 nm de diametro de poro, ACROS organics)

3.1.4 Cromatografia em Camada Delgada Comparattv@C)

Nas andlises por CCDC foi utilizada silica gel 60F& (Merck). As placas foram
preparadas aplicando-se uma suspensao de silicehgéligua destilada, na proporcdo 1:2
(m/v), sobre placa de vidro de 5, 10 e 20 x 20 obtendo-se 0,25 mm de espessura de

adsorvente, através da utilizacdo de espalhadak@tfl. Apos a preparacdo das placas essas
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foram deixadas em repouso por cerca de 6 horaspetatura ambiente e depois ativadas em
estufa a 120C por 120 minutos. As cromatoplacas foram revelgoda exposi¢cdo a luz
ultravioleta (254 e 366 nm) e nebulizacdo com #esdo 5% de bLSQs seguida de
aquecimento a 120C até o surgimento de coloracdes correspondentesuldstancias

presentes na amostra.

3.1.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia c@ratector de Arranjo de Diodos
(CLAE-DAD)

As anadlises por CLAE-DAD foram realizadas em dajsigamentos Shimadzu com
detector ultravioleta em arranjo de diodos (DAD):

- Analitico: duas bombas LC-20AT, degaseificadorlD#0As3, comunicadora CBM-
202, injetor automatico SIL-20%, detector de amamg diodos SPD-M20A, forno modelo
CTO-20A.

- Analitico e Preparativo: duas bombas LC-6AD, coivadora CBM-20A, injetor
automatico (modo analitico) SIL-10AF, detector damjos de diodos SPD-M20A.

O tratamento dos dados foi obtido utilizando ovgafe Shimadzu LC solution (verséo
1.23 SP1).

Foram utilizadas colunas C-18 Luna (250 x 4.60 rapan; 110A) no modo analitico
e coluna C-18 Phenomenex Luna (250 x 10.00 mpm5100A) no modo semi-preparativo.
Para as andlises em modo analitico, as amost&asn@, foram solubilizadas em 1mL de
solugdo MeOH:HO (95:05) e submetidas a um “clean up” utilizanddwchos de silica C-18
acoplados em membrana Millipore® (Qu&n). Para as analises em modo preparativo, as
amostras também foram solubilizadas em solucdo MidelH (95:05) e submetidas a um
“clean up” utilizando cartuchos de silica C-18, tpasrmente, foram secas e diluidas em
solucdo de MeOH:D de mesma polaridade que o inicio da corrida, @ o volume
necessario para as amostras apresentarem uma taggerde 20 mg.mt. Antes da injecdo
as amostras foram devidamente filtradas em membRRBE (0,22:m). Cada injecao foi de
200pL.
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3.1.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia- Ea¢do em Fase Sdlida - Tubo de
transferéncia (CLAE-SPE-TT).

O sistema hifenado CLAE-SPE-TT (High Performancquld Chromatography -
Solid Phase Extraction - Transfer Tube) é comppstoum extrator de fase soélida (SPE)
como interface entre um CLAE (Cromatografo LiquitdoAlta Resoluc¢éo) e um transferidor
e prepador automatico de amostras de RMN (TT).érfiate (Bruker) opera no modo stop-
flow, utilizado o programa Hystar SPE para as meslide CLAE, o trapeamento dos sinais
selecionados, a transferéncia para cartuchos SPfreparo de amostras para tubos de RMN
de maneira totalmente automatizada. As amostramfgplubilizadas em MeOH:B (90:10)
e submetidas a um “clean up” utilizando cartuchessitica C-18 acoplado em membrana
Millipore® (0,2 pm). Apds este procedimento, as amostras (10 mg) fdram armazenadas
em frascos para injecdo. O sistema utilizado padétise em LC-SPE-TT foi coluna analitica
Luna Phenomenex tipo octadesil silano (C-18), cojecéio de 30,0 pL e eluicdo em
gradiente exploratério #:MeOH (90:10 v/v) a (0:100 v/v) por 50 min.

3.1.7 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogér@aeono (RMN déH e °C)

Os espectros de RMN uni e bidimensionais foramzadds em dois espectrometros,
Bruker Fourier 300 com campo magnético de 7,0 Trukd& Ascend Ill 600 com campo
magnético de 14,1 T. O TMS foi utilizado como réferia interna. As amostras foram
solubilizadas em solventes deuterados, GPB4O (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.),
DMSO-d& ou C3OD (Sigma-Aldrich), de acordo com suas solubilidade

3.1.8 Espectrometria de Massas

Os espectros de massas de alta resolucao foraso®l#m um espectrometro de
massas modelo UltrOTOFQ (ESI-TOF Mass Spectrom8ietker Daltonics), operando no
modo positivo. Os espectros de baixa resolucaonfarbtidos em espectrébmetro de massas
Varian LC 1200L com injetor automatico, triplo-quagolo e fonte de ionizacdo por
electrospray(ESI).

Para o controle do equipamento, aquisicao e pracesgo dos dados sera utilizado o

softwareVarian MS Wokstation 6.8.
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3.1.9 Equipamentos

Tabela 2- Equipamentos utilizados na execucéo do trabalho.

Equipamentos Fabricante
Autoclave vertical Quimis Aparelhos Cientificos atd
Camara de vazao laminar NUEIRE Il, A/B3
Milli-Q Millipore
Rotaevaporador BUCHI
Balanca analitica Mettler Toledo AG 245

Fonte: proprio autor
3.2 Métodos

3.2.1 Obtencéo da cepa fungica

O fungoSaccharicolasp. foi isolado dos caules saudaveiEdgenia jambolana O
procedimento de isolamento do endofito (Figuraniiou-se com a lavagem da superficie do
material vegetal com agua e sabao, e esterilizagaamersdao em NaClO 1% (5 min.) e em
etanol 70% (1 min.), seguida de uma dupla lavagemagua estéril (10 min.) e posterior
secagem (SILVA, 2005). Apés o processo de estagdia, o caule foi seccionado
assepticamente (3 a 4 de 0,5cm) e incubados emspliecPetri contendo batata-dextrose-agar
(BDA) estéril. Apds a esterilizacdo em autoclava, ddicionado o antibiotico sulfato de
gentamicina ao meio de cultivo para inibir o cremmto bacteriano. O crescimento dos
fungos foi monitorado e repiques sucessivos foraatizados até a obtengcdo das linhagens
puras. As linhagens foram avaliadas quanto a puazavés da aparéncia uniforme nas
placas com os meios proprios, sendo posteriormamgervadas em slants contendo agua
estéril (método Castelani). Deste processo o femglfitico identificado com8accharicola

sp. foi isolado.

"Realizadalurante o trabalho de doutorado pela Dra Vanessa Glaapla.



Materiais e Métodos 40

Figura 7 - Esquema do isolamento do endoftaccharicolasp.
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Fonte: Chapla (2013, p. 66)

O enddfito Saccharicolasp. foi codificado como Ej-c4 no qual Ej significa apécie
vegetalEugenia jambolanac, significa o érgao do qual realizou-se o is@ato sendo neste

caso o caule e o numero 4 significa o ordem dansehto dos endofitos.

3.2.2 Obtencéo dos extratos brutos produzidos poclsaricolasp. em diferentes
meios de cultivo liquido.

O enddfiticoSaccharicolasp. preservado em “slants” foi repicado em plat=a®etri
contendo PDA e incubado por 10 dias a 25 °C. A isegproximadamente um terco de
micélio de cada placa de Petri foi inoculado nosomiquidos (Czapek e MDB).

Para obtencédo do extrato bruto em escala amplade (Czapek) e reduzida (meio
MDB), Saccharicolasp. foi cultivado em 40 frascos de Erlenmeyer Q) 300mL em cada
frasco, totalizando 12L de meio de cultura Czape&m 9 frascos de meio MDB (500 mL)
300mL em cada frasco, totalizando 2,7L de meio.

Apbs 28 dias de incubacdo no modo estéatico°&,28 caldo fermentado foi separado

do micélio por filtracdo a vacuo e submetido aipaat liquido/liquido com AcOEt (3 x 0,5
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L). O solvente foi evaporado utilizando evaporaduatério fornecendo 350 mg de extrato
bruto Czapek e 163,5 mg de extrato MDB (Figuraghela 3). Paralelamente foi realizado o
branco dos dois meios seguindo a mesma metodaegiaa inoculacdo dgaccharicolasp.

Os solventes recolhidos foram reutilizados nesti@eso e apds o término desta foram
adequadamente descartados em frascos previaméunli@dos e encaminhados ao descarte
conforme as Normas Gerais de Gerenciamento dediessiQuimicos no IQ/UNESP

presente no site: http://www.ig.unesp.br/Home/N@eRegulamentos/normas-residuos.pdf.

Os extratos brutos obtidos em meios liquidos fasabhmetidos aos ensaios biologicos
e a andlise em RMN d#&i e CLAE-DAD em gradiente exploratério. Antes daglses por
CLAE-DAD as amostras foram solubilizadas em MeO¥DH95:05) e submetidas a um
“clean up” utilizando cartuchos de silica C-18 dadp em membrana Millipofe(0,2 um).
ApOs este procedimento, as amostras (1,5 mg)niram armazenadas em frascos para
injecdo. O sistema utilizado para andlise em CLA&DBDfoi coluna analitica Luna
Phenomenex tipo octadesil silano (C-18), com imgegé 30,0 pL e eluicdo em gradiente
exploratorio HO:MeOH (95:05 v/v) a (0:100 v/v) por 50 min., pemeaeendo nesta condicdo
por mais 10 min., num vaz&o de 1,0 mL théw inicial de 254 nm até 800 nm.
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Figura 8 - Esquema de cultivo e obtencao dos Ext. brutosifaredtes meios liquidos.

e

Crescimento:
cada Erlenmeye
contendo 300mL

8l Crescimento em meios liquido}
(28 dias; 25C; estatico) "

Saccharicolasp. (2,7L) (12L)
(BDA)
(10 dias; 25° € Filtragdo a vacuo
[ Micélio ] [ Filtrado ]
Extracéo liquido-liquido:
AcOEt (3 x %2 volume do cultivo);
— Evaporacéo do solvente.
Fracao aquosa
Extrato
| CLAE-DAD ]—[ BrUto ]—[ RMN deH |
CCDC
Ensaio Ensaios Ensaio Ensaio
antioxidante antifingicos Anticolinesterasico Citotoxico

Fonte: proprio autor

3.2.3 Obtencéo dos extratos brutos produzidos packaricolasp. em meio solido

(milho) em escala reduzida.

Para obtencdo do extrato bruto, em escala reduzidmeio de cultivo milho, o fungo
endofitico foi cultivado em frascos de Erlenmeys(,0 mL), contendo 90g de milho e 75,0
mL de agua deionizada (9 frascos de Erlenmeyeringd foi previamente autoclavado
durante trés dias consecutivos, em intervalos tiea222C, por 20 minutos. A metodologia
de extracao esta descrita na Figura 9 e os renthsdos extratos brutos segue na Tabela 3.

Todos os extratos brutos obtidos em meio sdlidguia 9) em pequena escala foram
submetidos aos ensaios biolégicos e os extratosoMil CHCN, fr. Aquosa a analise em

RMN de!H e CLAE-DAD em gradiente exploratério como describ item 3.2.2.
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Figura 9 - Esquema de cultivo e obtencao dos Ext. brutos eim sdlido (Milho).

Crescimento: 9 frascos
Erlenmeyer contendo 90,0
de milho e 75,0 mL de agua.

Cultivo em meio solido
Milho
| (21 dias; 25C estatico) .
Saccharicolasp. Maceracao : 5 x 200 mL AcOEt a cada 12 h;
(BDA) Filtragao;
(10 dias; 25° €

Evaporacéo do solvente.

Extrato Bruto
(5,169)
Extracdo liquido-liquido:
-10,0 mL de AcOEt;
-3x 5,0 mL de HO;

| Evaporacéo do solvente.

CLAE-DAD Fracao aquosa Frac&o AcOEt
e RMN delH (268mgQ) (740mg)
Extracdo liquido-liquido:

-10,0 mL de CHCN;
-3 x 5,0 mL de Hexano;

Evaporacéo do solvente

Fracdo Hexanica Fragdo CH,CN CLAE-DAD
(300mg) (540mg) e RMN de'H
Ensaios |
Biol6gicos

Fonte: proprio autor

Tabela 3- Massa dos extratos brutos em diferentes meiasiltieo deSaccharicolasp.

Meios de Cultivo  MDB Czapek Milho fr. CH sCN  Milho fr. aquosa  Milho fr. Hex

Massa obtida (mg)| 163,5 350 540 268 300

Fonte: proprio autor
3.2.4 Fracionamento do extrato bruto Czapek (esaaipliada)
O extrato bruto AcOEt, obtidos do fun@accharicolasp., em Czapek (250 mg) foi

submetido a fracionamento (Figura 10) utilizandduzdno de SPE (extracdo em fase sdlida),

como fase estacionaria silica de fase reversa ©I@)(mg 6 mi:, CHROMABOND®) e
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como fase mével o sistema de eluentes em gradidate-bO:MeOH (20-100%) e
MeOH:AcOEt (50%).

Para o fracionamento foram realizadas duas injegéd25 mg aproximadamente, do
extrato bruto, previamente solubilizada em um pequeolume de solucdo (~1 mL
MeOH/HO 1:1 v/v) e aplicado nos cartuchos de SPE (obedece limite de carga
estabelecido pelo fabricante do suporte ou 1 m@ pada 10 mg de fase estacionaria).
Resultando em 6 frac6eSs(C-frl aSs.C-fr6; 180,0 mL cada) como descrito ha FigurA®.
fracGes obtidas foram submetidas a analise em RBM e em CLAE-DAD nas mesmas
condicOes descritas no item 3.2.2.

Apés esta andlise, realizou-se o estudo cromafograbr CLAE-DAD das fracdes
Ss.C-Frl €55.C-Fr3 para a elucidagéo de substancias presentes.

A fracdo Ss.C-Frl (100 mg):ap6s analise do perfil quimico, foi submetida a
separacao por CLAE preparativo utilizando uma alBhenomenex Luna (250 x 10.00 mm;
5 um; 100A) no modo semi-preparativo e como eluenteguatiente de agua:acetonotrila
(90:10-0:100 v/v em 36 minutos) numa vazéo de 3,5mn? e A=254 nm. Resultando no
isolamento da substandgFigura 10).

A fracdo Ss.C-Fr3 (40,4 mg):apos andlise do perfil quimico, uma parte da fracao
(10mg) foi submetida a separacdo por CLAE utilizardtécnica de LC-SPE-TT e uma
coluna Phenomenex Luna (250 x 10.00 mmpng 100A) no modo anélitico e como eluente
um gradiente de agua:metanol (90:10-0:100 v/v emiB@itos) numa vaz&do de 0,8 mL nin

e A=254 nm. Resultando no isolamento da subst&h(tegura 10).
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Figura 10 - Fracionamento do extrato bruto AcOEt produzido Baccharicolasp. em
Czapek e isolamento das substantjds

Extrato Bruto Saccharicolasp.
Czapek (250 mg)

L* SPE, C-18 (1000 mg 6 i)

H,0:MeOH (20-100% MeOH (v/v))
— MeOH: EtOAc (50:50 v/v)

6 fracoes

20% MeOH 30% MeOH |40% MeOH |80% MeOH 100% MeOH 50% AcOEt
Ss.C-Fr1 Ss.C-Fr2 Ss.C-Fr3 Ss.C-Fr4 Ss.C-Fr5 Ss.C-Fr6
(100 mg) (17,5mg) (40,4mg) (17,2 mg) (23 mg) (13,7 mg)

CLAEqemipreiC18 LC-SPE-TTC18

gradiente/ 36min gradiente/ 40min

HZOACN HZO:MeOH

3,5 mL mint 0,8 mL min*

A=254 nm A=254 nm

2(Tr=27)
0,5 mg
1( T, =15,36)
0,9 mg

Fonte: proprio autor

3.2.5 Fracionamento do extrato bruto milho Fr. §CHN

A andlise do perfil cromatografico em CLAE-DAD datmto bruto em escala
reduzida em milho Fr. GEN (500mg) conduziu ao fracionamento deste extraio
cromatografia em coluna (18 cm de altura e 3,8 erdi@imetro) sob presséo, utilizando como
fase estacionaria 95 g de silica de fase reverk8) (€como fase mével o sistema de eluentes
em gradiente (Figura 11), resultando em 8 frac8ed/( CHCN -fr 1- Ss.M. CHCN -fr 8)
de 306,0 mL cada. Todas as fracGes por apresenpari@mcial antioxidante como descrito no
item 4.2.1, nos conduziram ao fracionamento crografeo objetivando o isolamento e
determinacdo estrutural das substancias respossdekai atividade antioxidante apresentada
nessas fracoes.

ApoOs esta andlise, realizou-se o estudo cromaiogr@ior CLAE-DAD da fracéo
Ss.M. CHCN -fr5 para a elucidagéo de substancias preséfitpsa 11).
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A fracdoSs.M. CHsCN-fr5 (25 mg): apds andlise do perfil quimico, foi submetida a
separacao por CLAE preparativo utilizando uma alBhenomenex Luna (250 x 10.00 mm;
5 um; 100A) no modo semi-preparativo e como eluenteisouratico de agua:acetonotrila
(70:30-0:100 v/v em 30minutos) numa vazdo de 3,5mat! e A=254 nm. Resultando no

isolamento da substan@gFigura 11).

Figura 11 - Fracionamento do extrato bruto produzido faccharicolasp. em Milho fr.
CHsCN e isolamento da substan8ia

Extrato Bruto Saccharicolasp.
Milho fr. CH ;CN
(500 mg)

CC (18 x3,8cm), C18
H,0:MeOH (10-100% MeOH (v/v))

8 fragbes

10% MeOH 30% MeOH 50% MeOH 80% MeOH

Ss.M. CH,CN -frl Ss.M. CH,CN -fr3 Ss.M. CH4CN -fr5 Ss.M. CH,CN -fr7
(50 mg) (35 mg) (25 mg) (39 mg)

20% MeOH 40% MeOH 70% MeOH 100% MeOH

Ss.M. CH4CN -fr2 Ss.M. CH,CN -fr4 Ss.M. CH,CN -fr6 Ss.M. CH,CN -fr8
(25 mg) (30 mg) (90mg) (120 mg)

CLAE C18
Isocratico 30min
H,O: CH,CN (70:30)
3,5 mL mint,

A=254 nm

semiprep,

3(Tg=19,53)
0,8 mg

Fonte: proprio autor

3.2.6 Fracionamento do extrato bruto milho fr.Agaios

A andlise do perfil RMN déH evidenciou a necessidade de remocédo de aglicares
livres e outros compostos polares, antes do fraoh@mto do extrato bruto para a obtencao
das substancias presentes. Com isso 200 mg déoediitho fr. Aquosa foi diluida em 100%
agua e adicionada a uma coluna (20 x 2,5 cm) corm@Qde Amberlite-XAD 16N, um
adsorvente polimérico ndo idénico, hidratado comaédgstilada por um dia. Apos a aplicacao

da amostra a coluna foi eluida duas vezes com 6Gfsrdgua destilada para a remocao dos
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acucares livres. Finalmente ap0s a secagem daactdumealizada eluicdo com 300mL de
metanol absoluto. A fragdo metandlica foi coletadancentrada em rotaevaporador,
fornecendo o respectivo extrato bruto Milho fr. Aga- fr. metandlica (80mg).

O extrato bruto milho fr.Aquosa- fr.metandlica a@gslise do perfil quimico para
identificacdo dos seus constituintes.

O extrato bruto Milho fr. Aquosa- fr metandlica (80mg): apds andlise do perfil
quimico, foi submetida a separacdo por CLAE preéparautilizando uma coluna
Phenomenex Luna (250 x 10.00 mmurf; 100A) no modo semi-preparativo e como eluente
um sistema isocratico de agua:metanol (90:10 emif6tos) numa vazdo de 3,5 mL mia

A=254 nm. Resultando no isolamento das substaa@&s(Figura 12).

Figura 12 - Metodologia de fracionamento do Ext. bruto MilhcAfjuosa-fr.metandlica e obtengéo
das substanciase 5.

Extrato BrutoSaccharicola sp.
Milho fr. AQuosa
(200 mg)

| CC (20 x 2,5 cm)
XAD 16N (hidratado)

Milho fr. Aquosa- fr.
metandlica
(80 mg)

Milho fr. AQuosa-XAD
(120 mg)

CLAE C18

semiprepy
isocratico/36 min
H,O: MeOH (90:10)
3,0 mL min?,

A=254 nm

5(Tg=21,35) 6 (T =28,50)
1,5mg 1,2 mg

Fonte:proprio autor
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3.2.7 Avaliacdo das atividades biologicas dos todrabrutos e das substancias
produzidas por Saccharicola sp.

3.2.7.1 Ensaio qualitativo com 1,1-difenil-2-pibidrazila (DPPH)

O extrato bruto em pequena escala milho fra@M foi eluido com Hexano:AcOEt
(70:30) em placas de silica (CCDC) e nestas cromatoplamasebulizado uma solucéo
parpura 0,2% de DPPH em metanol (SIMOES-PIRES. €2@0D5). As placas cromatograficas
foram observadas apés duas horas de exposicaoadtifiial. O aparecimento de manchas

brancas, evidencia a presenca de substancias opmeolades antioxidantes.

3.2.7.2Avaliacio da atividade antifingita

Os extratos brutos (4@ pL™?) foram eluidas em CCDC, sendo CH®leOH (85:15)
para os extratos brutos Milho fr. Aquosa e MDB, &lexAcOEt (70:30) para os extratos
brutos Milho fr. hexanica e Milho fr. GEN. As cromatoplacas foram nebulizadas com os
fungos fitopatogénicosCladosporium cladosporioideg Cladosporium sphaerospermum
(concentracdo de 5xiGesporos mi, em solucdo de glicose e sais). As placas foram
incubadas a 25° C por 48 horas, na auséncia dApdz. este periodo verificou-se a presenca
de halos de inibicdo do crescimento dos fungos,cemparagcdo com 0 padrao positivo
nistatina (1.g).

3.2.7.3 Avaliagio da atividade anticolinesterdsica

Os extratos de interesse foram submetidos a cagdtatda inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE), de acordo com a metgimlde Marston, Kissling e Hostettmann
(2002), utilizando cromatoplacas. Foram aplicade® 4y dos extratos de interesse em uma
cromatoplaca de silica gel. A placa foi eluida celmentes adequados (item 3.2.8) e, em
seguida, borrifada com a solucdo da enzima acktiésterase (Solucdo A), apos foi incubada
em camera umida fechada, a 37°C por 2 minutos, gegida borrifada com uma solugéo D.
Foi utilizado o padrao fisostigmina.

As substancias que apresentaram atividade antstéirasica inibem a enzima
acetilcolinesterasica, onde € observado o aparetinte® manchas brancas, em comparacao
com o fundo de coloracéo roxa da placa; estas martmtancas sao proporcionais a inibicao

da enzima acetilcolinesterase.
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* Solucdo A: Acetilcolinesterase dissolvida em 150 doLtampéo Tris-HCI (0,05 M;
pH=7,9), a solucdo estoque foi armazenada a 40® enomento do uso foi
adicionado 0,1% de albumina de soro bovino.

* Solucédo B: 250 mg de acetato de 1-naftila em 1D@enetanol;
* Solucédo C: 400 mg do sal “Fast Blue” B em 160 mlagea destilada;

e Solucédo D: mistura contendo 10 mL da solucédo B #@isiL da solucéo C.

'Ensaio biolégico realizado pela Dra. Maria Claudi&rx Young do Instituto Botanico, SP.

3.2.7.4 Avaliagio da atividade antitumoral (citatickade?

O ensaio se baseia na medida da absorbancia doaZanmformado apds a
metabolizacdo do sal de MTT pelas células tumovdseis utilizando como controle
positivo doxorrubicina (Mosmann, 1983).

Células tumorais de adenocarcinoma de colon (H@&)-EL mama (MCF-7)
cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 suplementaan 10% de soro fetal bovino foram
plagueadas em placas de 96 pocos e expostas asampms 72 horas. Trés horas antes do
término do tempo de incubacéo, o sal de MTT (0,%why foi adicionado e a absorbancia
medida a 595 nm. A triagem inicial foi realizaddizando duas concentragfes das amostras
para avaliar a porcentagem de inibicdo do cresdoneia célula tumoral (%Gl). Para
amostras que demonstraram inibicdo maior que 75%alor de Cdo € calculado por
regressao néo linear utilizando o GraphPadPrisnidt@itive Software for Science).

2Ensaio realizado pela Dra. Evelyne Alves do Samtwd aboratério de Bioprospecgdo e
Biotecnologia Marinha- Universidade Federal do @ear
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo do perfil quimico dos extratos bruto®btidos em meios de cultura

liquidos e solidos deé&saccharicolasp.

Com o objetivo de verificar a producdo metabdliessedccharicolasp, em diferentes
meios de cultivo, foram selecionados dois meiasidims comerciais (Czapek e MDB) e, um
meio sélido (milho).De acordo com a definicdo da literatura o meio itiguCzapek é
classificado como “quimicamente definido”, e osrostmeios (MBD e Milho) podem ser
classificados como “complexosQs extratos brutos obtidos conforme a metodola®ia.Z e
3.2.3) foram submetidos as anélises em CLAE-RARo.e RMN de'H.

4.1.1 Perfil Cromatagrafico dos extratos brutos gumaidos por Saccharicoksp. por
CLAE-DAD

Os cromatogramas dos extratos brutos obtidos em NIE3,5 mg) (Figura 13),
Czapek (350 mg) (Figura 14), Milho fr. GEIN (740 mg) (Figura 15), Milho fr. Aquosa (268
mg) (Figura 16), utilizando gradiente exploraté(lGLAE-DAD) apresentaram além de
substancias com diferentes absorbéancias, variostéwuias com polaridades variando de
média a alta, e boa resolucdo cromatografica. Sawadio-se com mais detalhes os
cromatogramas dos extratos Milho fr. §{LHN e Milho fr. Aquosa, constatou-se a presenca de
inimeras substancias variando de baixa a altaigati, com absorbancias e tempos de
retencao distintos, evidenciando uma enorme dadei metabdlica.

Pbdde-se observar a variagdo metabdlica dos diesreneios de cultivo erh = 254
nm (Figura 17), evidenciando uma quantidade sicatifta de picos por todo o

cromatograma.
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Figura 13 - Cromatograma em gradiente exploratério do extoatito produzido paBaccharicolasp.

em MDB (peg. escala). Condi¢do cromatograficae8iatde eluicdo gradiente: 5-100% MeOH em 40
min, coluna Phenomen®xuna, silica C-18 (250 x 4,6 mm;uBn), CLAE Schimadzu, fluxo 1,0 mL
min‘Z,

uV(x1,000,000)
} Ch1-254nm, 4nm(1,00)
1.001 Ch1-220nm, 4nm(1,00)
' Ch1-280nm, 4nm(1,00)
0.751

0.501

0.25]

Figura 14 - Cromatograma em gradiente exploratorio do extradtolproduzido poBaccharicolasp.

em Czapek (escala ampliada). Condicdo cromatogréistema de eluicdo gradiente: 5-100% MeOH
em 40 min, coluna Phenomefielxuna, silica C-18 (250 x 4,6 mm;uin), CLAE Schimadzu, fluxo
1,0 mL mint.

uV(x£00,000)

6.0 Ch1-254nm, 4nm(1,00)
Ch1-220nm, 4nm(1,00)
Ch1-280nm, 4nm(1,00)

501

4,01

305

f\ I
o ) [lq L |
WAV W Vil S

2.01

L0

w7 T
0.0 50 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 400 450 min
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Figura 15 - Cromatograma em gradiente exploratorio do extradtolproduzido poSaccharicolasp.
Milho fr. CH3sCN em (peg. escala). Condicdo cromatografica: iAetde eluicdo gradiente: 5-100%
MeOH em 40 min, coluna Phenomefiexuna, silica C-18 (250 x 4,6 mm;usn), CLAE Schimadzu,
fluxo 1,0 mL mint.

uV(x200,000)

Ch1-254nm, 4nm(1,00)
25/ Ch1-220nm, 4nm(1,00)
Ch1-280nm, 4nm(1,00)

201

L5 UM

‘ [ |
!‘ ) I ‘,‘
|

|,
i Ll Hv
o N

1.01 ‘ I I ;‘W\" HMUW\ Wer‘“Uw

00!
00 50 100 150 200 250 300 30 400 450 mn

Figura 16 - Cromatograma em gradiente exploratorio do extradtolproduzido poSaccharicolasp.

em Milho fr. aquosa (peg. escala). Condicdo crografeca: Sistema de eluicdo gradiente: 5-100%
MeOH em 40 min, coluna Phenomefiexuna, silica C-18 (250 x 4,6 mm;un), CLAE Schimadzu,
fluxo 1,0 mL mint.

uV(x1,000,000)
1.00- Ch1-254nm, 4nm(1,00)
' Ch1-220nm, 4nm(1,00)
Ch1-280nm, 4nm(1,00)

0.75]

0.501

0.251

0.00

00 50 100 150 200 250 300 30 40 450 min
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Figura 17 - Cromatogramas comparativos em gradiente explévatdos extratos brutos de
Saccharicolasp. nos meios de cultura liquidos e sélidos. Qrifwdtromatografica: Sistema de eluicdo
gradiente: 5-100% MeOH em 40 min, coluna Phenonfehara, silica C-18 (250 x 4,6 mm;usn),
CLAE Schimadzu, fluxo 1,0 mL mihk = 254 nm.

UV(x1,000,000)
Ex. Czapek

2.75]

Ex. Milho Fr. CHCN
2507 Ex. Milho Fr. Aquosa

2.25

2.001

1.75]

1.50] ‘

1.25]

1.00{

0.75]

Y T
Y \ A VAV N

(WSS

0.501

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 350 40.0 45.0 min

4.1.2 Perfil quimico dos extratos brutos de Saciciada sp. por RMN déH

Os espectros de RMN dH (Figuras 18, 20, 22, 24) dos extratos brutos MOBapek
Milho fr. CH3CN, Milho fr. AQuosa em comparacao com seus regmecbrancos (Figuras
19, 21, 23, 25) corroboraram com a andlise em CDAB, evidenciando sinais de 0,8 até
aproximadamentéy 8,0 e apresentando hidrogénios metilicos, metiédnie metinicos.
Observou-se também, uma regido complexa de aramatgugerindo varias classes de
substancias aromaticas e evidenciando a diversidatibolica destes extratos.

Esta diversidade pode ser explicada pela preselecaliferentes componentes
nutricionais em cada meio de cultivo, fundamenpeisa 0 desenvolvimento do enddfito e

com isto possibilitando a producdo dos metabotisasindarios.
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Figura 18 - Espectro de RMN de *H do extrato bruto $&ccharicolasp. em MDB peq. escala

(DMSO-, 300 MH2.
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Figura 20 - Espectro de RMN de *H do extrato brutoSkecharicolasp. em Czapek escala ampliada

(DMSO-ds, 300 MHz2).
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Figura 22 - Espectro de RMN de 'H do extrato bruto $Seccharicolasp. em Milho fr.

CHsCN peqg. escala (DMSOsd300 MHz).
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Figura 24 - Espectro de RMN de *H do extrato brutoSkrcharicolasp. em Milho fr. Aquosa peg.

escala (DMSO-+ 300 MHz).
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4.2 Avaliacéo das atividades biolégicas dos exdrbtatos produzidas p&accharicolasp.

4.2.1 Ensaio Antioxidante (DPPH qualitativo)

As fragBes do extrato de Milho fr. GEIN foram avaliadas quanto a reatividade com
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) utilizando o r@do por cromatoplaca (SIMOES et al.,
2005).

O teste para avaliar o potencial antioxidante deagfes baseou- se na descoloracao
de uma solugdo violeta composta por radicais estf9EPHe quando ha a presenca de
substancias que podem transferir elétrons de unpastm antioxidante para um radical livre,
o DPPHe, que ao se reduzir perde sua coloracaetai@Figura 27) (DUARTE-ALMEIDA, et
al., 2006).

Andlise cuidadosa da cromatoplaca obtida evidenoiguotencial antioxidante pela
presenca de manchas brancas amareladas, decordentesducdo do DPPH, contra a

coloracao roxa do fundo.

Figura 26 - Representacdo da reacdo de doacgdo de hidrog@masipa substéncia sequestradora de
radicais livres usando o reagente de DPPH.

A

O2N NO, + RH —> + Re.
antioxidante
NO,
DPPH DPPH reduzido
Rosa (méxima absorbancia) Amarelo claro (diminuicdo na absorbéancia)

Todas as fracdes apresentaram substancias concipbtamtioxidante, evidenciando a
potencialidade biolégica e nos conduziram ao fresmeento cromatografico como descrito
no item 3.2.5, objetivando o0 isolamento e detergépa estrutural das substancias
responsaveis pela atividade antioxidante apresemadrigura 23
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Figura 27 - Avaliacdo qualitativa do potencial antioxidante @xtratos brutos com DPPH.

A= 254nm revelador: DPPH (0,2%)

Legenda
Legenda

1- Ss.M. CHCN-frl , .
d 1- Quercetina

2-Ss.M. CHCN-fr2

3-Ss.M. CHCN-fr3

4- Ss.M. CHCN-fr4

5- Ss.M. CHCN-fr5

6- Ss.M. CHCN-fr6

| 7-Ss.M. CHCN-fr7

8- Ss.M. CHCN-fr8

2- Rutina

Fonte: préprio autor

4.2.2 Ensaio Antifungico utilizando os fungos fitqmenos C. cladosporioide e C.

sphaerospermum

O aumento de micoses oportunistas e a necessigadevos agentes antifingicos na
agricultura tém estimulado a busca de novos matabdkecundarios com atividade
antifingica. Varias doengas que ocorrem em plar@asnais e humanos sédo devidas ao
ataque de fungos fitopatogénicos e patogénicgsectisamente (CARDOSO, 2003).

As praticas agricolas dependem de um amplo usefdesivos agricolas, bactericidas e
fungicidas. No cenario atual, com a alta demanda grodutos organicos, indicando a
preferéncia do consumidor para a reducdo do usprautos quimicos, fica evidente a
necessidade de se desenvolver estratégias susienidevadoras para a protecdo das
culturas, que ndo dependam de modificacdo genéfma substancias quimicas nocivas
(KANCHISWAMY; MALNOY; MAFFEL, 2015).

Os micro-organismos endofiticos habitam um nicholdgico semelhante aquele
ocupado por fitopatdbgenos, podendo assim contoslagor meio de competicdo por
nutrientes, producdo de substancias antagbnicessif@@do o patdgeno ou mesmo induzindo
a planta a desenvolver resisténcia. A producadoodgostos, como 0s antibibticos, sugere
gue os endofitos podem controlar doencas de pla(@ASGAONWALA; MOHITE;
MAHAJAM, 2011).

Em alguns casos, nematoides podem ser controlanlo®muléfitos, como o fungo
Fusarium oxysporum quaroduz metabdlitos contra o nematoMeloidogyne incognitaOs
fungos endofiticos produzem alcaloides que podemesaptar atividade inseticida e
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nematicida, protegendo a planta destes patogenBs QY AZEVEDO, 1998, AZEVEDO;
ESPOSITO, 2010).

Neste contexto, os enddfitos sdo importantes catalidao controle de fitopatdogenos,
principalmente pelo fato de colonizarem um nichol@gico semelhante ao ocupado pelos
mesmos (ARAUJO et al., 2010).

4.2.2.1 Ensaio contra fitopatogénos

A atividade antifingica foi determinada por bioautdia pela nebulizacdo dos fungos
C. cladosporioides e C. sphaerospermuxpos a revelacdo da cromatoplaca (contendo os
extratos) com a solucdo fungica, foi observadailicéio do crescimento do fungG.
cladosporioidesem todos 0s extratos, indicando a atividade argifia potencial para esse
fungo. Com relacéo ao fundd. sphaerospermurfoi observado atividade para os extratos
Milho fr. CH3CN e MDB. Os extratos Milho fr. Hexanica e Milho Aquosa, demonstraram-
se inativos O padrao utilizado para comparacédo foi a nistafibaug). As condi¢des
cromatograficas e os resultados obtidos deste $ad@estdo presentes ridguras (28 e 29)
e na Tabela 4.

Figura 28 - CCDC dos extrato bruto obtido &accharicolasp. condi¢cdo cromatogréfica (silica gel —
Hex:AcOEt (7:3) extratos (1 e 2) e gEH:MeOH extratos (3 e 4)).

A=254 nm A=365nm

Legenda
1- Extrato Milho fr. Hexanica
2- Extrato Milho fr. CHCN
3- Extrato Milho fr. AqQuosa
4- Extrato MBD
5- Padréo nistatina

1 2 5 3 4 5 1 2 5 3 4 5
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Figura 29 - Avaliacdo do potencial dos extratos conita Cladosporioidese contra C.
Sphaerospermum

1 2 5 3 4 5 1t 2 5 3 4 5

C. cladosporiodes C. sphaerospermum

Legenda

1- Extrato Milho fr. Hexanica
2- Extrato Milho fr. CHCN

3- Extrato Milho fr. Aquosa
4- Extrato MBD

5- Padrao nistatina

Tabela 4- Fator de Retencdo das substancias que apreseritéipggio no crescimento dos
fungos fitopatdgenos (silica gel — Hex:AcOEt (7e3jratos (1 e 2) e (J&I:MeOH extratos
(3e4))

Amostras C. cladosporioides C. sphaerospermum
Milho fr. Hexanica 0,14* i
Milho fr. CH 3CN 0,03-0,07**;1,5-1,2**, 2,7* 0,03-0,07*;1,5-1,2*; 2%
Milho fr. Aquosa 0,29* i
MDB 0,25-0,31*; 0,49-0,65* 0,49-0,54*; 0,6-0,65*
Padréo origem *** origem***

* atividade fraca, ** atividade média, *** atividadforte, i = inativo

4.2.3 Ensaio Anticolinesterasico

A doenca de Alzheimer e uma doenca que ocorre ssops de idade mais avancada,
sendo progressiva, neurodegenerativa e eventuaniamdl, que vem aumentando na
populacdo com o0 aumento da expectativa de vidaal@ente inibidores da enzima
acetilcolinesterase constituem a base das novamsldisponiveis para o tratamento desta
doenca. (VIEGASet. al.2005).

Entdo visto o potencial dos fungos endofiticos pama descoberta de
novos inibidores da acetilcolinesterase realizow-snsaio bioautografico (CCDC) para os
extratos brutosO aparecimento de halos brancos na cromatopladaretn marrom (Figura
30), comparando- se com o controle positivo (figosina), indicaram que todos os extratos,
com excecéao do extrato MDB, apresentaram ativid@b&éria da enzima acetilcolinesterase
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mesmo que em baixa intensidade (Tabela 5). Estdtade evidencia a potencialidade dos
fungos endofiticos na producdo de metabdlitos cotengial anticolinesterasico

Figura 30 - Avaliacdo da atividade anticolinesterasica dosaéns brutos. condicdo cromatografica
(silica gel — Hex:AcOEt (7:3) extratos (1 e 2) esCHVeOH extratos (3 e 4)).

Legenda

1- Extrato Milho fr. Hexanica
2- Extrato Milho fr. CH;CN
3- Extrato Milho fr. Aquosa
4- Extrato MBD

5- Padrao fisostigmina

Tabela 5- Fator de Retenc¢do das substancias que apresentdbicdo da enzima acetilcolinesterase
(silica gel — Hex:AcOEt (7:3) extratos (1 e 2) esCkHMeOH extratos (3 e 4))

Amostras (extratos) Anticolinesterasico
Milho fr. Hex 0,44-0,53***
Milho fr. CH 3sCN 0,03-0,05*; 0,35-0,4*; 0,44-0,54***
Milho fr. aquosa 0,058-0,12
MDB [
Padréo origem***

* atividade fraca, ** atividade média, *** atividadforte, i = inativo.

4.2.4 Ensaio citotdoxico

A procura por produtos naturais com potencial antier tem levado a descoberta e
desenvolvimento de diversos farmacos anticancesggéoomo, a vimblastina, vincristina,
taxol, etc.) e a descoberta de novas drogas aotdgenas pode ser um dos principais
objetivos dos produtos naturais e quimica medigi@ah auxiliar no tratamento da doenca
(CHANDRA, 2012).

De acordo com os resultados apresentados (Figyrao3dxtrato Milho fr. CHCN

apresentou citotoxicidade para as linhagens de HIBT{linhagem cancerigena de cdlon) e
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MCF (linhagem cancerigena de mama) corngp @ariando na faixa de 4,0 a 6,3 ug e
>50ug mL?, respectivamente (Tabela 6).

Figura 31 - Percentual de inibicdo do crescimento celular (J@#s amostras em duas linhagens
tumorais testadas na dose Unica dagpenL™.

3 5ug/mL O sugimL
Hl 50ug/mL . S0ugimL
. -
EX PDB 4
I — )
/N - o E.
EX MILHO ACN A 4
:I" EX MILHO ACN :_'
EX MILHO FR. AQ 5 EX MILHO FR. AQ 5‘

e EX MILHO £R, HEx

EX MILHO FR. HEX -: :_|
S 0 % 5 75 10

% Gl % Gl
HCT-116 MCF-7
Tabela 6- Calculo da G para o extrato Milho fr. C¥CN.
Amostra Clso (ug/mL)
HCT-116 MCF-7
Milho fr. ACN 4.03 > 50
ilho fr.
2.6-6.3

Controle positivo: doxorrubicina
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4.3 ldentificac&o estrutural das substancias produdas por Saccharicola sp.

O estudo quimico dos extratos produzidos pelo éedSaccharicolasp. resultou na
identificagdo de 5 substancias (Figura 3R%ido fuséarico 1), 6,7 dihidroxi- 4,6 dimetil
octanoatq?2) substancia inédita na literatudahidroximeleina(3), Timidina (4), AdenosinaX).

As substéanciag, 2, sdo provenientes dos fracionamentos do extrato lem escala ampliada
em Czapek, a substan@doi isolada do extrato bruto em Milho fr. @EN (peq. escala) £e
5 foram isoladas do extrato bruto em Milho fr. Agao€AD.

A determinagd@o estrutural das substancias foi afietuicom base nas analises dos
dados espectrométricos de RMN #é¢ e de'*C uni- e bidimensionais (HSQC, HMBC,
COSY,TOCSY- 1D) e EM, e comparacao com a literatura.
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Figura 32 - Substancias produzidas pelo fungo endofiiaccharicolasp.

Fonte: proprio autor
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4.3.1 Elucidacéao estrutural da substandia

Figura 33 - Estrutura da substanclaAcido fusarico).

A substéancid. foi isolada como um soélido amarelado, da fracéo &xdrato Czapek.

Os espectros de RMN d#l (Figura 34) €3C (Figura 35) apresentaram sinais &m
0,96 ¢; J=7,4 Hz; 3H,56¢c 13,7),0n 1,36 ; 2H, 6¢c 22,9),6H 1,66 M; 2H, éc 34,1) edn 2,77
(t; 7,30 Hz, 2H,56c 33,4), os quais se correlacionam em um mesmonwmstie spin em
TOCSY-1D (Figura 36) e COSY (Figura 37). Este smteclaramente, indicou um grupo
butil isolado e ligado a ums€ de um sistema aromatico, o que foi confirmado peldores
dos deslocamentos quimicos em RMNIde21°C, (Tabela 7).

Adicionalmente, os experimentos de RMN #& evidenciaram sinais ey 7,93 (;
J=7,5 Hz, 1H,6c 139,8),6n 8,11 @; J=7,5 Hz; 1H,56c 125,8) edn 8,51 6; 1H, 6c 148,8),
sugerindo a presenca de um sistema aromatico dtislido. Porém os valores de
deslocamentos quimicos observados para esses singesiram tratar-se de um anel
piridinico ao invés de benzénico.

Baseando nos dados espectroscopicos e nas coeelapservadas em HMBC
(Figura. 40) foi proposto a substangiaomo sendo o acido fuséarico. Apesar da auséncia do
sinal da carboxila nos experimentos bidimensiongisyavelmente devido ao tempo de
relaxacdo, os valores dos deslocamentos quimic@neélopiridinico nos permitem inferir a
presenca da mesma.

Andlise da substancipor CLAE-DAD (Figura 41) seguida por comparacaolde
espectro no UV (Figura 42) (bandas Ea225 e 271 nm).

A analise dos dados obtidos por ESI-EM (+) (Figt8% no modo positivo, evidenciou
a molécula protonada em/z 180,1018 ([M+H]), sugerindo a presenca de nitrogénio na
molécula reforcando a suposi¢cdo de um anel piddiriestas informagdes corroboram com os
dados de RMN 1D e 2D permitindo atribuir para assaicial a formula molecular de
C10H13NO>, Esses dados corroboram com os dados encontraditerataura.evidenciando que
essa substancia trata-se do acido fusérico (SONE, 2001 MAGAN; OLSEN, 2004).
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Tabela 7- Dados de RMN déH e °C (Metanol-d, 600 MHz) del (5 em ppm e J em Hz).

Posicéo OH dc

2 - 144,3
3 8,11(d; 7,5) 125,8
4 7,93@; 7,5) 139,8
5 - *
6 8,516) 148,8
7 2,77¢) 33,4
8 1,66(m) 34,1
9 1,39(m) 22,9
10 0,96¢; 7,40) 13,7
11 * *

*nao observado

O acido fusérico é, provavelmente, uma das micoasximais distribuidas na natureza
sendo produzida pela maioria das espécies do génsasium

Embora menos importantes que o0s principais trievies, a zearalenona e as
fumonisinas, micotoxinas fusarianas, tém sido etnadas com elevada frequéncia em
cereais, participando, principalmente, da cadeimeaitar de aves. O acido fusérico, por
exemplo, interfere no consumo alimentar de avesdagna utilizacdo do triptofano pelo
cérebro, além de atuar sinergisticamente, aumentantbxicidade de outras micotoxinas
(MACARI; FURLAN; GONZALES, 1994).

Em baixas concentragfes, o acido fusarico induzodugdo de espécies reativas de
oxigénio, bem como a ativacdo de proteinas quelamga morte celular programada e de
outros elementos de resposta de hipersensibilidad@lantas. Isto indica que a toxina em
niveis reduzidos pode induzir resposta de defeszlnéa vegetal (SAMADI & BEHBOODI,
2006).

De acordo com Sigma Aldrich, 1 grama de &cido fasacorresponde a 1600 reais.
Demonstrando o alto valor agregado para essa mioato

N&o ha relatos na literatura da presenca de acisi@i€o em extratos produzidos por

Saccharicolasp.
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Figura 34 - Espectro de RMN diH da substancia (Metanol-d, 600 MHz).
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Figura 35 - Espectro de RMN d¥C da substancia (Metanol-d, 150 MHz).
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Figura 36 - Espectro de TOCSY-1D da substantiMetanol-d, 600MHz).
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Figura 37 -Mapa de contorno de COSY da substagdisletanol-d, 600MHz).

} |l

{1.406,0.991%

{2.773,1:676&7 "%{0'962'1'366} 't
) Pl 2

(16762773} °

e :

-

A v

o

r » F4

= 4 @’ . L5

f1 (ppm)

= .°
A -7

(7.941,8,1213184247.944}
% {3.531,7.954_}/; -~ /{7.955,8.531}




Resultados e Discussoes

Figura 38 -Mapa de contorno de HSQC da substaadisletanol-d, 600MHz).
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Figura 39. Mapa de contorno de HMBC da substaric{Metanol-d, 600MHz).
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Figura 40 - Ampliacdo do mapa de contorno de HMBC da substén@iéetanol-d, 600MHz).
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Figura 41 - Cromatograma da substangiaCondicdo cromatografica: Sistema de eluicdo graei
5-100% MeOH em 40 min, coluna Phenoménkxna, silica C-18 (250 x 4,6 mm;6n), CLAE
Schimadzu, fluxo 1,0 mL mih A = 254 nm.
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Figura 42 - Curvas de UV da substancia 1.

Figura 43 —Espectro de ESI-EM (+) da molécula protonada mz @18 ([M+H) da substancia.
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4.3.2 Identificacao estrutural da substangia

Figura 44 - Estrutura da substan@« 2E, 4E) 6,7 dihidroxi- 4,6 dimetil octanoato de metila.
HO H H (@)

A substanci& foi isolada como um 6leo amarelado, da fracdo &dmto Czapek,
utilizando a técnica de LC-SPE-TT.

A andlise dos espectros de RMN ¢ (Figura 47) e dos mapas de contorno dos
experimentos HSQC (Figura 49) permitiram visualagresenca de hidrogénios 8m5,89
(d, J=15,7 Hz, 1H$c 116,6) e 7,32d, J=15,7 Hz, 1H$c 152,6), os quais foram atribuidos
aos hidrogénios H-2 e H-3 de uma ligacdo dupla comfiguracaok, baseando-nos na
constante de acoplamento. Também foram observadosingleto emon 6,00 §,1H, oc
145,7) e um singleto ewn 2,07 §, 3H, dc 13,3) os quais foram atribuidos a um hidrogénio
olefinico (H-5) e a uma metila ligada a urg?QH-10). Estas informagdes nos permitiram
visualizar um sistema de uma carbonil4, y;J, insaturada, a qual foi atribuida a um éster
metilico em fungéo do sinal observado ém3,77 &, 3H,6c 52,1).

A geometria da ligacdo dupla ent®foi determinada com base no espectro NOESY
(Figura 50) que confirmou a correlacdo de vizinlaaegtre um singleto ey 6,00 e 0
dubletodn 7,32 corroborando com a confirmacao de uma ligdg@da com configuracao E.

Adicionalmente, foi observado um sinal emn 3,66 , J=6,4 Hz, 1H,6c 75,1)
conferido ao hidrogénio carbindlico H-7, o que sdma presenca de um sinal 1,15 €,
J=6,4 Hz, 3Hpc 17,7), evidenciou uma metila carbindlica em cadooretinico carbindlico.
Um sinal observado ey 1,33 6, 3H, 6c 24,7) indicou a presenca de outra metila (H-9)
ligada a um carbono carbindlice.C

Todos os hidrogénios foram atribuidos aos respest@tomos de carbono pela
interpretacdo do experimento bidimensional HSQQu(f 49).

Estas informacdes aliadas as observadas nos egmosnde COSY (Figura 51),
HMBC (Figura 52) nos permitiram atribuir para a sf@ncia em questdo como sendg, (2
4E) 6,7 dihidroxi- 4,6 dimetil octanoato de metifa.
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Levantamento bibliografico realizado no SciFinderne Dictionary of Natural
Products sugeriu tratar-se de uma substancia spé&dihdo encontrado apenas um homologo
codificado2a obtido por sintese (FORBES; PATTENDEN,1991).

Figura 45 - Estrutura do analogo 2a.
HO H H )

H;CH,C 0

HO CHs
CHs H

2a

Andlise da substancizpor CLAE-DAD indicou T = 27" (Figura 53) e espectro no UV
(Figura 54) com\max de 264nm.

A andlise dos dados obtidos por ESI (+) (Figura B5) modo positivo, evidenciou a
molécula conm/z237,1098 referindo- se ao ion aduto ([M+Nafjue estdo coerentes com a
m/z proposta para uma substancia semelhante segundtiteratura (FORBES;
PATTENDEN,1991). Os estudos realizados por RMN 12eD discutidos acima,

corroboraram para a férmula molecular deHzgOs.

Figura 46 - Principais correlacdes de COSY e HMBC da subsa@hci
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Tabela 8- Dados de RMN déH e *3C (Metanol-d, 600 MHz) de&2 (5 em ppm e J em Hz).
Posicéo OH oc

2 5,89(@; 15,7) 116,6

4 - 136,2

6 - 76,9

8 1,15@; 6,4) 17,7

10 2,07 6 13,3

*nao observado
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Figura 47 - Espectro de RMN de *H da substariMetanol-d, 600MHz)
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Figura 48 - Espectro de RMN d¥C da substancia (Metanol-d, 600 MHz
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Figura 49. Mapa de contorno de HSQC da substag¢Metanol-d, 600MHZz).
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Figura 50. Espectro de NOESY 1D da substarzietanol-d, 600 MHz
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Figura 51 -Mapa de contorno de COSY da substag@disletanol-d, 600MHz).
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Figura 52 -Mapa de contorno de HMBC da substar{detanol-d, 600MHz).
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Figura 53 - Cromatograma da substangiaCondi¢@o cromatogréfica: Sistema de eluicdo graei
5-100% MeOH em 40 min, coluna Phenoméhkxna, silica C-18 (250 x 4,6 mm;bn), CLAE
Schimadzu, fluxo 1,0 mL mih A = 254 nm.

mAU

1000/
750

500

250-

0 —

00 50 100 150 200 250 300 350 400 __ mn

Figura 54 - Curvas de UV da substané@a
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Figura 55 - Espectro de ESI-EM (+) referente ao aduto de sadfip 237,1098 ([M+N&) da
substanci.
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4.3.3 ldentificacdo estrutural da substagcia

Figura 56 - Estrutura da substan@g4-hidroximeleina).
OH o)

A substéancia foi isolada como um solido de coloracéo branc&algiio 5 do extrato
milho fr. ACN.

O espectro de RMN dé (Figura 59) mostrou um sistema aromatico com dojdos
dubletos endx 6,94 @dd, J= 8,0 e 1,0 Hz, 1Hyc 116, 4),61 7,08 @t, J= 8,0 e 1,0 Hz, 1Hjc
116, 5) e um tripleto erdy 7,58 @d, J= 8,0 e 7,5 Hz, 1Hjc 136,5), evidenciando um anel
aromatico trissubstituido devido a observacao dlipticidade e constante de acoplamento
desses sinais.

Observou- se também um dubleto &, 47 @, J= 6,5Hz, 3H6c 17,1), caracteristico
de metila sobre carbono carbindlico (H-9). Estaforinacdes foram obtidas com os
experimentos de RMN realizados em metanol-d

Considerando que algumas regides deste especamarficsobrepostas com a agua
presente no metanol deuterado optamos por refagoeyimento de RMN em CD{IFigura
60). Neste caso foi observado o aparecimento desingieto emon 10,9 evidenciando a
presenca de uma hidroxila fendlica quelando com carhonila. Estas observacdes nos
permitiram sugerir que a substancia em questacsami® uma estrutura parcial mostrada

abaixo.
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Figura 57 - Estrutura Parcial A da substangia
OH 0]

H

No experimento de COSY (Figura 61) foi possiveleobar as correlacdes entre
hidrogénio metinico carbinélico (H-3) edn 4,60 (M, 6c 81,0), com os hidrogénios metilicos
(H-9) emén 1,47 @, 3H, 6c 17,1) e oxibenzilico (H-4) endn 4,55 (n, 1H, dc 68,0),
permitindo estabelecer a sub- unidadeetil- hidroxi para a substanct Esta observacéo
foi confirmada pelas correlagbes observadas noriexpeto de HMBC (Figura 62) de H-9
com C-3/C-4 e de H-5 com o Cét(176,2), sendo este ultimo valor atribuido a caithaie
lactona.

No experimento de TOCSY 1D (Figura 63) foi obseavactorrelacao entre o dubleto
em dn 1,47 com um multipleto erfiy 4,60 a 4,55. A esta regido muito complexa, foram
atribuidos os hidrogénios carbinélicos H-3 e H-4.

A analise dos dados obtidos por ESI-EM (+) (Fig@d), no modo positivo,
evidenciou a molécula protonada camz 195,0650 ([M+H]) e emm/z217,0470 relativo ao
jon aduto ([M+Na]) o que associado aos dados de RMNldee HSQC (Figura 65)
evidenciaram a formula molecular denl@100a.

Com estas informacdes aliadas ao dados de EM &igdy de alta resolucdo em
comparagcdo com os dados da literatura (OLIVEIRAQ20 permitiram sugerir que a
substancia3 trata-se da isocumarina 4-hidroximeleina. Devidoc@mplexidade dos
hidrogénios carbindlicos impedindo a leitura dasstantes de acoplamento de H-3 e H-4,
ficamos impossibilitados de propor a estereoquimglziva dos carbonos C-3 e C-4.

Foi realizada a analise da substargf@or CLAE-DAD (Figura 66) evidenciando um
Tr= 19,53 e espectro no UV com bandas em 209, 245 e 312 igurd67), 0 que ratificou a
proposta da estrutura 8ecom o espectro de UV caracteristico de isocumsirina

A substancia3 pertence a classe das isocumarinas, que sédo EwaBIitem uma
grande variedade de organismos, como bactériageng e fungos, sendo relatadas de
diferentes espécies e géneros de fungos endofifGddVEIRA, 2009; CHAPLA;
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BIASETO; ARAUJO, 2013). As isocumarinas sdo metab®lsecundarios estruturalmente
semelhantes as cumarinas, possuindo como difetengmel lactonico invertido. Essa classe
de substancias pode apresentar diversas atividadiégicas, como inibicdo de proteases,
antimicrobiana, antialérgica, antimalaricos, redates de crescimento, entre outros
(OLIVEIRA, 2009; KROHN et al., 1997).

Figura 58. Principais correlacdes de COSY e HMBC da subsadhci
OH o)

Tabela 9- Dados de RMN déH e °C (Metanol-d, 600 MHz) de3 (5 em ppm e J em Hz).

Posicéo OH dc

1 - 176,2

2 - -

3 4,55(m) 81

4 4,60(M) 68

42 * *
7,08(dt; 8,0; 1,0) 116, 5

6 7,58dd; 8,4; 7,5) 136,5
6,94(dd; 8,4; 1,0) 116,4

8 : *

ga * *

9 1,47(@; 6,5) 17,1

10 4,626) -

*nao observado
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Figura 59 - Espectro de RMN de *H da substargi{etanol-d, 600MHz)

Xe}
L <
. - TE9H'T W
TEW'T —- - GELY'T
~ 5 i
- %S SObS'b N
TES5' Y — i L
| 2 P19Sy T — 3
= os9sv/ § [ RE “
I ve
N . :
N h
v079'y — S
w
£1€6'9 o 3
6T€69\_ ¥ T
1EE6'9 7= -
9££6'9 +E B
98
bSb6°'9 o= ;
656'9 ~\—. & SObSy
0LY6'9 -7~ i bEVS'Y /
1069 ¥ (43R A
J E—
Vigav \
0895
— e
Ty
i
0295'L —- "
o]
- _.3. ~
~ S £1€6'9
i EVLO'L~_ TEE6
. 10~ 850°L —- 656 9
SP/SL~— L BE L0 o= 0169
1945 — NS < £L0°
(=X .
I = 85L0°L
" 8980°L~__ = Ewﬁ
& €880°L — 2 89801 1|
~N 86807 L~ ~ €880, \
885, —— 8680°L
i 0295°L
8 SbsL\_ _ _
-0 195 -
G885°L —

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

f1 (ppm)

6.0 5.5 5.0 4.5

6.5

7.5 7.0

8.0




Resultados e Discussoes

86

Figura 60 - Espectro de RMN de *H da substar@DCk, 600MHz)
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Figura 61 - Mapa de contorno de COSY da substadisletanol-d, 600MHz).
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Figura 62. Mapa de contorno de HMBC da substarx{Metanol-d, 600MHz).
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Figura 63 - Espectro de TOCSY-1D da substangiéMetanol-d, 600MHz).
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Figura 64 - Espectro de ESI-EM (+) da molécula protonada n®z, D650 ([M+H]) e o
aduto de sodio m/z 217,0470 ([M+Npgla substancia.
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Figura 65. Mapa de contorno de HSQC da substa8dietanol-d4, 600MHz).
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Figura 66 - Cromatograma da substan@aCondi¢cdo cromatogréfica: Sistema de eluicdo
gradiente: 5-100% MeOH em 40 min, coluna Phenonfehara, silica C-18 (250 x 4,6 mm;

5um), CLAE Schimadzu, fluxo 1,0 mL nifpA = 254 nm.
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Figura 67 - Curvas de UV da substan@a
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4.3.5 Identificacao estrutural da substandia

Figura 68 - Estrutura da substanelg Timidina)

A substancia foi isolada como um sélido de coloracdo branca gb Bruto Milho
fr. Aquosa-fr.metandlica.

Analisando o espectro de RMN dd em DMSO-d (Figura 70) da substanci foi
possivel observar dois dubletos, um &n/,69 ¢; J=1,0; 1H,6c 136,6) e outro erby 1,77
(d, J=1,00 Hz, 3Hjc 12,5) sendo que estes apresentam correlacdqeadragento de COSY
(Figura 72). A constante de acoplamento observadee eestes dois sinais evidenciou
acoplamento alilico entre uma metila e um hidrogé&mnilico. A correlagdo observada em
HMBC (Figura 73) de kC-5-C-4/C-5/C-6 sugeriu a presenca de uma base nitadgemo
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caso 5-metilpirimidina, o que foi reforcado peladores dos deslocamentos quimicos em
RMN de'H e de'*C (obtido do HSQC e HMBC).

Pelo experimento de COSY (Figura 72) foram visaalas as interacbes H<H-
2 —H-3'-H-4'-H5", que adicionado aos experimentos de HMBC e H$k)gura 72 e
Figura 73) evidenciaram, claramente, uma unidadedgi-ribose.

O sinal emdn 6,16 @d; J=7,6; 6,2; 1Hpc 83,8) foi atribuido ao hidrogénio anomérico
de uma unidade de deoxi- ribose. A correlacéo dessegénio com os carbonos C-2/ C-6
nos permitiu atribuir para a substangieomo sendo a Timidina (Figura 68).

Foi realizada a analise da substarc@or CLAE-DAD (Figura 75) evidenciando um

Tr= 10,53 e espectro no UV (Figura 76) com bandas em 20323523 nm.

A analise dos dados obtidos por ESI- EM (+) (Figtif no modo positivo, evidenciou
a molécula protonada com/z243,0974 ([M+H]) o que associado aos dados de RMNHile
e HSQC evidenciaram a formula molecular @eH1sN2Os. Todos esses dadasrroboram
com os dados obtidos na literatura (GATLIN; DAVI®G62, JONES et al., 1970)

Figura 69 - Principais correlacdes de HMBC da substadcia
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Tabela 10- Dados de RMN déH e *C (DMSO-d@, 600 MHz) de4 (5 em ppm e J em Hz).

Posicéo OH dc
2 - 150,6
4 - 164,3
5 - 109,6
6 7,69 @; 1,0) 136,6
r 6,16 @d; 7,6; 6,2) 83,8
2 2,06 () 40,0
3 4,23 () 70,5
4 3,75 () 87,5
5 3,56 M) 61,8
5-CHs 1,77 @; 1,0) 12,5
2-NH 11, 276l) -
3'OH 5,04¢) -
5 0OH 5,25() -

*nao observado

Os nucleosideos e nucleotideos ja foram isolad@dgds, principalmente algas pardas
(CAO, 2014) e em algumas algas vermelhas, c@ymnogongrus flabelliformigdarv.
(YUAN, 2008b) ePyropia perforataSU, 1962). Adicionalmente existem relatos da pgadu
por Penicilliumsp. (YUAN et al., 2014).

Os nucleosideos e seus analogos possuem diveisatadis bioldgicas, como
anticancerigena, anti-agregacao plaquetéria exichiate, além de desempenharem funcdes
de regulagem e modulac&o de processos fisiologiepaosso organismo (CAO, 2014; IYU,
2011; SENANAYAKE et al., 2011; SPANOU, 2007).
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Figura 70. Espectro de RMN de 'H da substant{®MSO-d&, 600MHz).
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Figura 71 - Espectro de RMN de 'H da substanti®.0O, 600MHz).
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Figura 72 -Mapa de contorno de COSY da substaddiaMSO-d;, 600MHz).
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Figura 73. Mapa de contorno de HMBC da substadc(®MSO-dc;, 600MHz).
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Figura 74 - Mapa de contorno de HSQC da substana¢iaMSO-d;, 600MHz).
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Figura 75 - Cromatograma da substandiaCondicdo cromatografica: Sistema de eluicdo graei
5-100% MeOH em 40 min, coluna Phenoménkxna, silica C-18 (250 x 4,6 mm;6n), CLAE
Schimadzu, fluxo 1,0 mL mih A = 254 nm.
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Figura 76 - Curvas de UV da substaneia
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Figura 77 - Espectro de ESI-EM (+) da molécula protonada m& @74 ([M+HY) da substancid.
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4.3.6 Identificacao estrutural da substangia

Figura 78 - Estrutura da substan&gAdenosina).

A substanciab foi isolada como um sélido de coloracdo branca gb Bruto Milho
fr.Aquosa-fr.metanolica.

O espectro de RMN dél em DO (Figura 79) da substandaapresentou dois singletos
um emodn 8,29 €, 1H, 6c 140,3) e emdn 8,19 €, 1H, 6¢c 152,4), que se correlacionam por
HMBC (Figura 81) com C5/C-4, e com C-6/C-4, respachente. Devido aos valores dos
deslocamentos quimicos dos carbonos C2 e C8 em &MN, sugerimos a presenca da uma
base nitrogenada.

Somente para efeito de certificacdo da estrutwwpgsta par®, o espectro de RMN de
H foi realizado em DMSO«{Figura 80). Neste caso os hidrogénios ligadosxigénio e
nitrogénio foram visualizados. Reforcando a preselgcuma base nitrogenada.

As correlagcbes observadas por TOCSY-1D (Figurae®®e os hidrogénios H<'H-
2'eoH-3'oH-4'-H-5'a—»H-5'b associado aos valores dos deslocamento qdmic
multiplicidade e constantes de acoplamento coravbar para a presenca da ribose. Pela
analise do experimento de HSQC (Figura84) e COSyu(& 85), visualizou-se uma unidade
de ribose, o que foi confirmado pela presenca doogénio anomérico, dubleto ein 6,03
(d, J= 6,2 Hz, 1Hgc 88,1).

Foi realizada a analise da substaritipor CLAE-DAD (Figura 86) evidenciando um
Tr= 11,50"e espectro no UV (Figura 87) com banda em 258 nm.

As andlises dos dados de RMN#te comparacgdes dos dados da literatura (YUAN et
al., 2014; DOMONDON et al, 2004), bem como comp@aeagcom a substancia anteriormente

isolada, indicaram que a substarigtsatava-se de outro nucleosideo, a adenosina.
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Tabela 11- Dados de RMN dé&H e *3C (D,O, 600 MHz) d& (5§ em ppm e J em Hz).
Posicéo OH oc

4 - 148,5

6 - 155,6

i 6,03 @: 6,2) 88.1

3 * 73,5

|

3,88 (d; 12,0; 2,8)
61,4

9
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Figura 79 - Espectro de RMN de 'H da substarg{®.0, 600MHZz).
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Figura 80 - Espectro de RMN de *H da substarg{®MSO-d;, 600MHz)
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Figura 81. Mapa de contorno de HMBC da substaic{®,0, 600MHz).

20

40

60

80

100

f1 (ppm)

! 120

140

160

180

200

Figura 82 - Ampliacdo do mapa de contorno de HMBC da substd@n(aO, 600MHz).

105
110
r115
20,1194

= 120
125

130

135

f1 (ppm)

140

145
8.20,148.59 {8.11,148.31}
{ = &

150
{8.11,155.58

' K ) 155
160

165

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
855 850 845 840 835 830 825 820 8.15f2 ( 8.10) 805 800 795 79 78 78 775 770
ppm




Resultados e Discussoes 103
Figura 83 - Espectro de TOCSY-1D da substargi@.0, 600MHz).
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Figura 85 - Mapa de contorno de COSY da substabdi.O, 600MHz).
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Figura 86 - Cromatograma da substand&aCondi¢cdo cromatogréfica: Sistema de eluicdo
gradiente: 5-100% MeOH em 40 min, coluna Phenonfehara, silica C-18 (250 x 4,6 mm;
5um), CLAE Schimadzu, fluxo 1,0 mL nifgpA = 254 nm.
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Figura 87 - Curva

105

de UV da substanda

1000

750

500

250

Ay,
1

258

339

390

200 250 300

350




Conclusoes 106

5 CONCLUSOES

O trabalho realizado com o fungo endofitiSaccharicolasp. isolado de caules
saudaveis d&ugenia jambolanagpermitiu uma avaliacdo da potencialidade do &xtpauto
em pequena e escala ampliada na producédo de nigtalsélcundarios.

Os extratos obtidos nos meios de cultivos liquidBB e Czapek) e solido (milho)
selecionados apresentaram diversidade de produedmbatica o que foi verificado pelos
sinais e picos observados em RMN e CLAE-DAD, reymmente.

Foi constatado que o meio de cultura sélido rendasssa de extrato bruto bem maior
gue os demais meios, o que pode ser explicadonpailar dificuldade do micro-organismo
acessar os nutrientes e deste modo expressar mia@ro de enzimas as quais favorecem a
producao de metabolitos secundarios.

A avaliacdo da atividade bioldégica mostrou que tvaga Milho fr.CHsCN foi mais
ativos em todos os ensaios testados, quando codgpaoa demais meios.

Com relacéo a producédo metabolica foram isoladiakidroximeina, o acido fusarico,

e 0s nucleosideos timidina e adenosina que sa@n&®peis por inUmeras atividades
bioldgicas sugerindo que este micro- organismojaesrercendo um papel ecolégico na
espécie hospedeira, possivelmente, protegendoteaquussiveis patdgenos e stress abidticos.

Esses dados sugerem que o endof@ccharicola sp., simbionte deEugenia
jambolana seja uma espécie interessante para futuros estsdbse 0 metabolismo
secundério, isolamento de protétipos farmacéutieoseu relevante papel ecolégico no
hospedeiro.
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