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RESUMO

O projeto proposto tem como objetivo principal a obtencdo de substancias bioativas a partir
do estudo quimico/biolégico dos extratos brutos produzidos pelos fungos endofiticos Pg-1,
Lasiodiplodiasp. (Pg-2) e Pg-3s quais foramsolados da alga pard@adina gymnospora.

Estes endofitos foram cultivados em escala reduzida em meio de arroz (cultura sélida)
fornecendo os respectivos extratos brutos. Nestes extratos avaliou-se a produgdo metabdlica a
partir das anéalises em CCDC, CLAE-DAD e RMN e e foram submetidos & bioensaios

paa avaliar a potencialidade antifungica e anticolinesterasica, onde estes extratos
demonstraram ser promissore® endoéfito selecionado para estudos posteriores
(Lasiodiplodia sp.) cultivado em arroz, forneceu o extrato bruto em acetonitrila. O extrato
bruto em acetonitrila foi fracionado em coluna de silica gel de fase normal, resultando em
treze fracOes, as quais foram avaliadas quanto ao seu perfil cromatografico e quimico em
CCDC e RMN de'H, respectivamente. O fracionamento realizado em cromatografia de
coluna aberta, resultou no isolamento de uma substancia pura a partir da figg&e80:20,

sendo identificada como meleinB.(Isolou-se duas substancias, lasiodiplodR)ae(desoO-
metil-lasiodiplodina 8) por CCDC preparativa a partir da fracdo sp-Fr70:30. As
substancias foram elucidadas pela anélise dos espectros de RMN.Bee 2D, espectros de

RMN de °C e pela espectrometria de massas (EM-ESI), sendo este o primeiro relato da
identificacdo de isocumarinas e lactonas a partir de fungos endofiticos associados a alga

marinha Padina gymnospora.

Palavras-chave Fungo endofitico.Lasiodiplodia sp.. Padina gymnospordsocumarina.

Lactona.



ABSTRACT

The project proposed has as main objectigeobtain bioactive substances from the
chenical/biological study of crude extracts produced by endophytic fungi Bgslodiplodia

sp. (Pg-2) and Pg-3, isolated from brown seaweadina gymnospora. These endophytes
were cultivated in a small scale in the middle of rice (solid culture) providing the respectives
crude extracts. In these extracts were evaluated the metabolic production by CCDC, HPLC-
DAD and'H NMR analyzes and were submitted to bioassays to evaluation the antifungal and
acetylcholinesterase potential, where these extracts showed promising. The endophyte
selected for further studietgsiodiplodiasp.) was grown on rice, provided the acetonitile
crude. The EtOAc crude was fractionated on a column of normal silica gel phase, resulting in
thirteen fractions, which were evaluated for their chemical and chromatographic profile of
CCDC and'H NMR, respectively. The fractionation carried out in an open column
chromatography, resulted in the isolation of a pure substance from the friacnriFr80:20,
identified as mellein1). Two compounds, lasiodiplodir2)(and de€-methyllasiodiplodin

(3) was isolated by preparative TLC assay from the fradtisp-Fr70:30. The products were
elucidated by analyzing the NMR spectta 1D and 2D NMR spectra andC by mass
spectrometry (ESI-MS), and this is the first report of isocumarinas and lactones were isolated

from endophytic fungi associated with seaweed Padina gymnospora.

Keywords: Endophytic fungi. Lasiodiplodia sp.. Padina gymnosptsacoumarin. Lactones.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Metabdlitos secundarios isolados de fungos endofiticos isolados de alga parda

(YANG €t al., 2008) ......uveiieeeiiiiiiieeeeeaaiiiee e e e e s st ee e e e s s astee e e e e e asnsbaneeeeessannsaeeeeeeaannsreeeens 24
Figura 2. Padinga gYMNOSPOIa .......coeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeea e e e e e e e e e e eeeeeeeeaseaaa s e e e e e e e eeaeeees 25
Figura 3. Lactonas isoladas do fungo Lasiodiplodia theobramae...................... 26
Figura 4. Metabdlitos isolados do fungo Lasiodiplodia theobromae................... 26

Figura 5. Proposta biossintética para a 6-hidroxi-meleina (Adaptado de KUROSAKI et

R 11 ) RS TTTPPP 27
Figura 6. Esquema de isolamento dos fungos endofitiCoS ..........cccceeeeeviiiiiiiiiciiiiinnnee, 32
Figura 7. Fluxograma de cultivo e obtencdo dos Extratos brutos em meio sélido........ 33

Figura 8. Fracionamento do extrato acetonitrila produzido lpmsiodiplodia sp. em

Figura 9. Cromatograma do extrato produzido por Pg-1 em diferentes comprimentos de
ondas (a) 254 nm, (p280 nm, (300 nm, (d 320 nm e (B340 NM ........ccevvvvnnees 37
Figura 10. Cromatograma do extrato produzido porp em diferentes comprimentos

de ondas: (@254 nm, (i 260,00 nm, (£270,00 nm, (3280,00 nm ed) 300,00 nm

Figura 11. Cromatograma do extrato produzidos por Pg-3 em diferentes comprimentos
de onda: (a)254 nm, (b255,00 nm, (£260,00 nm, (31270,00 nm ed) 290,00 nm .. 38

Figura 12. Espectro de RMN de 'H do extrato bruto Pg-1 (GP&I0 MH2z) ............ 39
Figura 13. Espectro de RMN de 'H do extrato brutoLdaodiplodia sp. (CD{, 500

IVHZ) ettt et ettt et ettt et ettt et et ettt en s 39
Figura 14. Espectro de RMN de tH do extrato bruto Pg-3 (GD&IO0 MHZ) ............ 40
Figura 15. Cromatograma da frag&do acetonitrila do extrato Pg-1, A = 254 nm............. 41

Figura 16. Cromatograma da fragdo acetonitrila do extta®odiplodia sp.,A = 254

Figura 17. Cromatograma da fracdo acetonitrila do extrato Pg-3, A = 254 nm............. 42
Figura 18. Cromatogramas das fragfes hexanicas dos extratos Pg-lga)bl e Pg-3
(c), AT 254 MM et e et e e e e e e e e e e ra e aaaees 42
Figura 19. Espectro de RMN de 'H da particao acetonitrila de Pg-1 (¢;B5Q0 MHz)
............................................................................................................................ 43
Figura 20. Espectro de RMN de *H da particdo acetonitrila.asp (CDCk, 500 MHz)
............................................................................................................................ 43



Figura 21. Espectro de RMN de *H da particdo acetonitrila de Pg-3 (500 MHz)
............................................................................................................................ 44
Figura 22. Espectro de RMN de *H da particdo hexanica Pg-1 (£,BQ) MHz)..... 45
Figura 23. Espectro de RMN de *H da particdo hexanicgpLCDClz, 500 MHz)..... 45
Figura 24. Espectro de RMN de *H da particdo hexanica Pg-3 (§,BA0 MHz)..... 46
Figura 25. CCDC das fracdes obtidad) (. sp-Fr 70:30,%4) L. sp-Fr 65:35,3) L. sp-
Fr 60:40, (4)L. sp-Fr 58:42,%) L. sp-Fr 53:47,Q) L. sp-Fr 50:50,7) L. sp-Fr 40:60 e

2 T o 10 4 O U

Figura 26. Espectro de RMN de *H da fragaogh-Fr 80:20 (CDC, 500 MHz)........ 48
Figura 27. Espectro de RMN de *H da fragacsp+r 70:30 (CDC, 500 MHz)........ 48
Figura 28. Espectro de RMN de 'H da fracacsp+r 65:35 (CDC, 500 Hz) ........... 49
Figura 29. Espectro de RMN de *H da fracacsp+r 60:40 (CDCJ, 500 MHz)........ 49
Figura 30. Espectro de RMN de *H da fragacsp+r 58:42 (CDC, 500 MHz)........ 50
Figura 31. Espectro de RMN de *H da fragacsp+r 53:47 (CDC, 500 MHz)........ 50
Figura 32. Espectro de RMN de *H da fracacsp+r 50:50 (CDCJ, 500 MHz)........ 51
Figura 33. Espectro de RMN de *H da fracacsp+r 40:60 (CDCJ, 500 MHz)........ 51
Figura 34. Espectro de RMN de *H da fragacsp+r 30:70 (CDC, 500 MHz)........ 52

Figura 35. Substancias produzidas pelo fungo endofitico Lasiodghpdi............... 53
Figura 36. Estrutura da substancia 1 (meleina) ...
Figura 37. Principais correlacdes de gCOSY e gHMBC da substancia.l........... 55
Figura 38. Espectro de RMN d# da substancia 1 (CD&500 MHZ)..........e.......... 57
Figura 39. Espectro de RMN d€C da substancia 1 (CD£BE00 MHz)..................... 57
Figura 40. Mapa de contorno de gHSQC da substancia 1 ¢Ch0D MHz) .............. 58
Figura 41. Mapa de contorno de gHMBC da substancia 1 (g30D MH2) ............ 58
Figura 42. Espectro de@OSY da substancia 1 (CD£B00 MH2z) ..........ccccevvvvveenes 59
Figura 43. Espectros de massas da substancia.l...........cccccvviiiiiiiiiiiiiiinieeeeeeeeeee 60

Figura 44. Estrutura da substancia 2 (Iasiodiploding) ...........ccccoeeeviiiiiiiiiiiiiiiiiceen

Figura 45. Principais correlacdes de gHMBC da substancia. 2.............ccccc........ 62
Figura 46. Espectro de RMN d# da substancia 2 (DMSO, 500 MHz)..................... 64
Figura 47. Espectro de RMN d€C da substancia 2 (DMSO,500 MHz)..................... 64

Figura 48. Mapa de contorno de gHSQC da substancia 2 (DMSO,500 MHz) .............
Figura 49. Mapa de contorno de gHMBC da substancia 2 (DMSO,500 MHz) ............

Figura 50. Espectro de@QOSY da substancia 2 (DMSO,500 MHZ) .......ccccceeeeveeeeeennn.
Figura 51. Espectros de massas SUDSIANCIA 2.............ccocceiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 66..



Figura 52.
Figura 53.
Figura 54.
Figura 55.
Figura 56.
Figura 57.
Figura 58.
Figura 59.
Figura 60.
Figura 61.
Figura 62.

Estrutura da substancia 3 (d2snetil-lasiodiploding).............ccevvviiiinnnnnn 67
Principais correlagdes de gHMBC da substancia 3..............cccceeueeee 68
Espectro de RMN d# da substancia 3 (DMSO, 500 MHZ)..........c........... 70
Espectro de RMN dC da substancia 3 (DMSO,500 MHZ)...................... 70
Mapa de contorno de gHSQC da substancia 3 (DMSO,500 MHz) ............. 71
Mapa de contorno de gHMBC da substancia 3 (DMSO,500 MHz)............ 71
Espectro de@OSY da substancia 3 (DMSO,500 MHZ) ..........ccceevvvvvevninnns 72
Espectros de massas SUDSIANCIA.3.............ueceiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeiiiinnes 73..

Avaliagdo da atividade anticolinesterasica dos extratos brutos
Avaliacao do potencial dos extratos brutos frente ao C. cladosporioittes

Avaliacao do potencial dos extratos brutos frente ao C. sphaerospergum



Tabela 1.
Tabela 2.
Tabela 3.
Tabela 4.
Tabela 5.
Tabela 6.

LISTA DE TABELAS

Meios de cultura utilizados para o cultivo dos fungos endofiticos................ 29
Equipamentos para o desenvolvimento do Projeto..........cceevvvvvvvvveveniciinnneennn. 30
Massa dos extratos dos fungos endofiticos Pg.ePg-3.......cccvvvvvveennnne 34
Dados de RMN 1D e 2D da substardcemn CDCk (6 em ppm e J em Hz) 56

Dados de RMN 1D e 2D da substazoeen DMSO ¢ em ppm e J em Hz) 63
Dados de RMN 1D e 2D da substaigcen DMSO ¢ em ppm e J em Hz) 69



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AChE Enzima Acetilcolinesterase

Ar. Arroz

CHs;CN Acetonitrila

AcOEt Acetato de Etila

BDA Batata Dextrose Agar

C18 Silica gel de fase reversa tipo Octadecil silano
CcC Cromatografia em Coluna

CCDC Cromatografia em Camada Delgada Comparativa
CDCls Cloroférmio deuterado

CHCI; Cloroférmio

CHsOH Metanol

CLAE Cromatografia Liquida de Alta Efeciéncia

COosy Correlation Spectroscopy

DAD Detector de Arranjo de Diodos

DMSO Dimetilsuféxido

DMSO-ds Dimetilsulfoxido deuterado

ES-EM Espectrometria de massas — lonizacéo por electrospray
Ext. Extrato

grad. Gradiente

HPLC High-performance liquid chromatography

H,0 Agua

Hex. Hexano

gHMBC Gradient Heteronuclear Multiple Bond Coherence
gHMQC Gradient Heteronuclear Multiple Quantum Coherence
LC-MS Chromatography Liquid-Spectrometry Mass

MBD Meio de Batata e Dextrose

MeOH Metanol

MHz/Hz Megahertz / Hertz

min. Minutos

nm Nandmetro

NaClO Hipoclorito de Sédio



NuBBE
péag.

PDA

ppm

RMN de'H
RMN de'®c
rpm

Sub

TMS

uv

Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais
Pagina

Potato-Dextrose-Agar

Partes por milhdo

Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13

Rotacdes por minuto

Substancia

Tetrametilsilano

Ultravioleta



[M+H]"
[M-H]

sl

dd

m/z

LISTA DE SIMBOLOS

Deslocamento quimico
Comprimento de onda
Micro
Moléculaprotonada
Moléculadesprotonada
Constante de acoplamento
Singleto

Singleto Largo
Dubleto

Duplo dubleto
Multipleto

Relagdo massa-carga

Tripleto



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt ee et e et ae et re et eneeaens 20
0 R [ - OSSR 20
2 L= T I 1] o o U 21
1.3 FUNQOS ENAOTILICOS .....ceveeeiiiiiiiiiei et e e e e e e e e e e e e eenenannnnes 22
1.4 Metabolitos bioativos dos endOfitos ..........eeeeiiiiiiiiiieiiiee e 23
1.5 Padina QYMNOSPOIA......ccceeiiiiiiiiiiiiaaaaa e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeetebbi s e e e e e e e e e e eeaeeeeees 24.....
G R =T oo [] ] (oo [ F= UK=Y o S 25.....
1.7 ISOCUIMAITNAS ...coieiiiiiiiititte ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e s e bbbt e ettt et e e e e e aeeeeeeeeaaaaannnnbbbbneeees 26
2. OBIETIVOS GERAIS ... e et eea e e eees 28
2.1 ODbjetiVoS ESPECITICOS ..uuuuiiiiiiiiiiiiiee ettt 28
3. MATERIAL E METODOS ......oiiiiieeeeeeee e ettt e et 29
I I = (T = | PP PPPPPPPPPPPR 29
3.1.1 Meios de cultivo dOS MICro-0rganiSIMOS .......ccceevieeeeeeeeieeeeeeeeeiiierree e e e e eeeaaeas 29
3.1.2 SOIVENLES ..ottt a e e e e e e e e e e e erararaaannas 29
3.1.3 Cromatografia €m COlUNA ..........oooiiiiiiiii e 29
3.1.4 Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)............cccevvvvrnnnne 29
3.1.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos
(CLAE-DAD) ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt s et en et etean s 30
3.1.6 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogéfti é Carbono ’C)............ 30
3.1.7 Espectrometria de MaSSaS ..........ccuvveeeeiiiiiiiiiiiaee e e e e e e e e e e e e e aeaaaes 30
0 I C B o U T o =10 1= ] (o 1R 30
G0 /1= (o Yo [ 1 P PEUPUPRPRRR 31
3.2.1 Coleta e classificagdo do material algal ..., 31
3.2.2 Obtencdo da cepa fUNQICA .........oovviiiiieiiiiieie e e e e e e e 31
3.2.3 Repique dos fungos €M BDA ........u i 32
3.2.4 Cultivo dos fungos endofiticos em meio soélido em escala reduzida................. 33
3.2.5 Avaliacéo do perfil quimico dos extratos brutos obtidos ..........cccccceeeeeeiiiiinnnn, 33

3.2.6 Fracionamento da fase acetonitrila (§HN) do endofito Lasiodiplodia sp... 34
3.2.7 Avaliacéo do perfil quimico das fracbes obtidas a partir do fracionamento da

fase acetonitrila do fungo Lasiodiplodia SP. .......eioiiiiiiiieieeiieeeeeii e 35



3.2.7.1 Avaliacdo por CCDC das fraGlesS .........ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeeee e 35
3.2.8 Avaliacdo das atividades bioldgicas dos extratos brutos produzidos pelos

(<] a0 (0] 10 1T PP PP PP PP PPTTPPPN 36
3.2.8.1 Avaliacdo da atividade antifinglCa...........cccooveeeeveeeeeeeeeeeeeeens 36
3.2.8.2 Avaliacdo da atividade anticolinesterasica...........c.ococeevvvreveveeennnn. 36
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ...ttt ettt 37
4.1 Avaliacéo do perfil quimico dos extratos brutos obtidos............ccccccvvvvviiieenen. 37

4.2 Avaliacdo do perfil quimico dos extratos apds a particdo Acetonitrila:Hexano

.......................................................................................................................... 40.
4.3 Coluna CromatografiCa (CC) ..uuuuumiiiiiiiiiieee et e e e e e e 46
4.4 Avaliacdo do perfil quimico das fragdes obtidas a partir do fracionamento da
fase em acetonitrila do fungo Lasiodiplodia SP........ceeevvervreiiiiiiiiiii e eeeee e 46
4.4.1 CCDC das fracdes obtidas no fracionamento em coluna cromatografica....... 46
4.4.2 RMN d&H daS frACBES..........cveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeser st eeesn s e 47
4.5 Identificagéo estrutural das substancias produzidas por Lasiodiplodia sp. .... 52
4.6 Avaliacao das atividades biolégicas dos extratos brutosS............cccceeeeevvveveeennnnns 74
4.6.1 ENSaio ANLICOIINESIEIASICO ...vvvvviiiiiiiiiiiieee ettt e 74
4.6.2 ENSAI0 ANLIfUNGICO.....ciiiiiiiiii ittt e e s reeeeeeea s 75
4.6.2.1 Ensaio frente a fitopatOgenos...........coooiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 75
5. CONCLUSOES ..ottt ettt e e enes 77

REFERENCIAS ..o ettt e e e et e e e et e e e ettt e e e et e e e e et e e e e et e e e e ereeeeenees 78



Introdugdo 20

1. INTRODUCAO

Os produtos naturais constituem a estratégia de maior sucesso para a descoberta
de novos farmacos. Estima-se que 80% dos farmacos em uso sdo produtos naturais ou
foram inspirados pela natureza e como exemplo podemos citar a morfina, o antibiético
penicilina e o anticancerigeno paclitaxel (Taxol®) (COSTA-LOTUFO et al., 2009;
NEWMAN; CRAGG, 2007).

A pesquisa de novos agentes farmacologicamente ativos, obtidos por triagem de
fontes naturais, tem levado a descoberta de substancias com papel importante no
tratamento de doencas humanas (SHU, 1998) e recentemente o interesse por descobertas
de produtos naturais bioativos derivados de plantas aumentou, no entanto, a taxa de
descoberta de novas substancias bioativas esta diminuindo (JOSEPH; PRIYA, 2011).
Visando a descoberta de novas substancias bioativas, ha a necessidade de explorar
novos nichos ecoldgicos, 0s quais se encontram em regides menos exploradas e
habitadas.

Dentro deste contexto, os organismos marinhos destacam-se como alternativas
promissoras (COSTA-LOTUFO, et al. 2009; BARREIRO, 2009), devido sua grande
diversidade e por constituirem uma fonte potencial de substancias bioativas inéditas, as

quais poderao vir a ser utilizadas como base para o desenvolvimento de novos farmacos.

1.1Algas

As algas sdo caracterizadas por serem organismos taléfitos (raizes, caules e
folhas estdo ausentes) encontrados principalmente em ambientes aquaticos (marinho ou
continental). Podem viver no interior de outros vegetais e de alguns animais; podem ser
de vida livre ou se fixar sobre animais, vegetais, rochas e outros substratos;
normalmente sao capazes de produzir seu préprio alimento (autétrofas), mas, também
incluem organismos saprofitos ou parasitas (heterotrofos); podem variar desde seres
unicelulares com poucos pm de diametro até grandes organismos multicelulares como
alguns géneros de algas pardas com mais de 20 metros de comprimento. Muitas delas
vivem nas superficies oceanicas e sdo responsaveis pela producéo de 70 a 80% de todo
0 oxigénio contido na atmosfera.

As algas marinhas apresentam formas e cores variadas devido aos pigmentos
que mascaram a cor verde da clorofila, lhes conferindo coloragbes azuladas,

avermelhadas, amarronzadas ou negras.
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Mais de 3000 compostos foram isolados e caracterizados das principais classes
de algas marinhas e esses incluem numerosos compostos bioativos. Entretanto as algas
sdo ainda uma fonte inexplorada de fungos e consequentemente dos metabdlitos
produzidos por eles (BLUNT et al., 2012).

1.2 Reino Fungi

Os fungos estao entre os organismos mais importantes do mundo, devido ao seu
papel vital nos ecossistemas, pelas suas atividades benéficas aos seres humanos e as
suas interagdes com outros organismos (MUELLER; SCHMIT, 2007).

Os fungos séo seres eucaribticos e heterotroficos, podendo apresentar-se sob a
forma leveduriforme, forma de pseudomicélio ou constituirem hifas. Na natureza os
fungos podem ocupar diversos nichos ecoldgicos como mares, florestas, vulcdes, dentre
outros.

O estudo sistematico dos fungos tem somente 250 anos de idade, mas esse grupo
€ conhecido desde a civilizacédo egipcia, a qual considerava a fermentacdo como uma
dadiva do Deus Osiris. Estimou-se a existéncia de cerca de 1,5 milhées de espécies de
fungos, sendo que destas apenas 90 mil espécies foram descritas (HAWKSWORTH,
2001).

Os fungos séao importantes na producao de farmacos, no controle biolégico de
pragas e insetos na agricultura, na producéao de bebidas fermentadas e queijos dos mais
diversos tipos (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010).

Varias vantagens sdo observadas quanto a utilizagdo de fungos na obtencao de
produtos naturais bioativos em relacdo a outras fontes naturais, pois sdo recursos
renovaveis e a sua producao em escala ampliada pode ser realizada usando a tecnologia
existente, como variacdo do meio e otimizagdo das condicbes de cultivo. Outra
vantagem esta relacionada com a conservacdo ambiental uma vez que requerem uma
Unica e pequena remoc¢ao do ambiente natural (BILLS, 1995).

Até o0 momento a descoberta de produtos naturais provenientes do universo
microbiano apresenta-se praticamente inexplorada (CRAGG; GROTHAUS;
NEWMAN, 2009; KUSARI; SPITELLER, 2011) e dentro deste contexto os fungos
endofiticos estdo sendo vistos como a nova fonte de substancias bioativas (STROBEL;
DAISY, 2003; JOSEPH; PRIYA, 2011).



Introdugdo 22

1.3Fungos Endofiticos

Produtos naturais bioativos isolados de fungos endofiticos associados a plantas
superiores, estdo atraindo a atencdo de quimicos e bidlogos devido ao aumento
constante de publicacbes dedicadas a este tema nos ultimos anos (113 artigos de
pesquisa sobre metabdlitos secundarios de fungos endofiticos no periodo de 2008-2009,
69 em 2006-2007, 36 em 2004-2005, 14 em 2002 - 2003, e 18 em 2000420019t(
al., 2010).

Fungs endofiticos (endon= no interior; phyton= planta) sdo micro-organismos
gue colonizam assintomaticamente o interior de plantas, sendo encontrados em 0rgaos
vegetais como as folhas, caule, frutos, sementes e raizes, podendo habitar a planta por
toda vida, sendo transmitidos, em alguns casos, para futuras geracdes através da
semente do hospedeiro (GUNATILAKA, 2006; RODRIGUEZ et al., 2008; TAN; ZOU,
2001). Azevedo e Araujo (2007) definem como micro-organismos endofiticos todos
agueles que sao cultivaveis ou ndo e que habitam o interior de vegetais sem prejudicar o
seu hospedeiro e sem produzir estruturas externas emergindo dos vegetais.

Os enddfitos sdo capazes de colonizar, em pelo menos uma fase do seu ciclo de
vida, o interior de tecidos vegetais sem causar danos a planta hospedeira. Esta interacao
fungo-planta pode ser resultante de processos co-evolutivos entre planta e patdgeno.
Normalmente, os enddfitos penetram nas plantas por aberturas naturais (estdmatos e
hidatédios), feridas e também pela producdo de enzimas hidroliticas que facilitam sua
penetracdo. ApOs a entrada na planta hospedeira, os enddfitos podem colonizar os
espacos inter ou intracelulares e em vasos condutores com xilema e floema
(ESPOSITO; AZEVEDO, 2010).

As interacOes estabelecidas pelos endofitos podem variar desde o mutualismo
(enddfito e planta hospedeira obtém vantagens) até o parasitismo (somente o endofito
beneficiado). Na associacdo mutualistica 0 enddfito recebe nutrientes e protecdo da
planta hospedeira, enquanto que a planta pode tornar-se mais resistente em ambientes
com estresse abidtico e bidtico (BAE et al., 2008guns relatos sugerem um
complexo sistema de comunicacdo envolvendo cruzamento de informacdes genéticas
entre endofitos e seus hospedeiros durante a formacdo da associacdo. Entédo, alguns
genes fangicos que sdo preferencialmente expressos durante a associacdo podem ser
responsaveis pela producdo de enzimas que auxiliam no desenvolvimento do fungo.
Além disso, os genes podem regular a producdo de metabdlitos secundarios bioativos

pelos enddfitos e essas interacfes podem induzir a expressao de genes que conferem
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resisténcia aos hospedeiros (BAILEY et, a2006). Uma pesquisa com enddfitos
isolados da plantd/inca minor identificou em uma linhagem isolada do caule, o
alcaloide vincamina, um estimulante cerebral e vasodilatador, sendo este metabdlito
encontrado primeiramente no caule e folhas da planta hospedeiraJ¥YMN 2011).

Eskes fatos evidenciam as interacdes endofito-hospedeiro e um possivel cruzamento de
informacdes genéticas entre os organismos envolvidos.

A utilizagdo de micro-organismos como uma fonte de metabdlitos secundérios
bioativos € uma estratégia interessante, pois esses micro-organismos habitam o interior
de vegetais sem causar danos aparentes, envolvendo constantes interacdes endofito-
hospedeiro, o que instiga o estudo biotecnolégico deste nicho de micro-organismos
associados as algaalém de, apresentar maior acessibilidade através da producgdo
sustentavel por fermentacédo (PROKSCH et al., 2010).

No ambiente marinho, os fungos endofiticos sdo geralmente encontrados
hospedando esponjas e algas. Estes fungos sao responsaveis por grande parte dos
metabdlitos inéditos descobertos (WANG, 2006) e tém sido objeto de investigacdes e
demonstraram ser uma importante fonte de produtos naturais bioquimicamente ativos
(EBEL, 2010; WIESE et al., 2011).

1.4 Metabdlitos bioativos dos endofitos

Vérios estudos ja demonstraram que fungos endofiticos sdo capazes de produzir
um numero significativos de metabdlitos secundarios bioativos, que até agora eram
conhecidos apenas a partir de seus hospedeiros. Este fato contribui para o crescente
reconhecimento do potencial dos enddéfitos como fonte alternativa para a producao
destes metabdlitos. Os endofitos também s&o produtores prolificos de metabdlitos
secundarios com esqueletos Unico. Estes compostos sao de interesse na medicina, na
agricultura, dentre outras aplicacfes. Destacando-se que, as pesquisas sobre endofitos
durante o periodo de 2008-2009 conduziram a descoberta de mais de 100 novos
produtos naturais, enquanto que durante 7 anos (2000-2007), relatou-se quase 0 mesmo
namero de novos compostos, evidenciando a crescente importancia de fungos
endofiticos na bioprospeccédo nos ultimos anos (ALY; DEBBAB; PROKSCH, 2011).

Osfungos associados a organismos marinhos estao se estabelecendo como uma
fonte promissora na descoberta de moléculas inéditas e biologicamente ativas. No
entanto, o potencial de fungos associado com macrorganismos marinhos, como esponjas

e algas, tem sido pouco explorado. Em particular, os fungos endofiticos que vivem



Introdugdo 24

dento dos tecidos das algas, mostraram-se capazes de produzir produtos naturais,
estruturalmente e biologicamente muito intrigantes (ELSEBAI et al., 2010).

A associacao entre micro e macrorganismos € uma caracteristica proeminente do
ecossistema marinho, e em alguns casos a parte microbiana desta associacéo
demonstrou ser responsavel pela producédo de metabolitos secundarios (PIEL, 2009).

Estudos realizados com fungos endofiticoSdrgassunsp. (alga parda) do sul
da China, possibilitou o isolamento de metabdlitos secundarios (Figura 1) como:
6-ox0-deO-metil-lasiodiplodina ) e (E)-9- eteno-lasiodiplodin®], juntamente com
trés compostos conhecidos, lasiodiplodig), (des©O-metil-lasiodiplodina D), e 5-
hidroxi-de-Ometil-lasiodiplodina ). Lasiodiplodina e seus derivados sdo conhecidos
por serem muito eficientes como inibidores da biossintese de prostaglandina, e
apresentarem atividade significante antileucémica e indutores de microtubérculos em
batatas (YANG et al., 2006).

Figura 1. Metabdlitos secundarios isolados de fungos endofiticos isolados de alga parda
(YANG et al., 2006)
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1.5 Padina gymnospora

A alga pardaPadina gymnospora (Figura 2) pertense a divisdo: Ochrophyta,
classe: Phaeophyceae; ordem: Dictiotales; familia: Dictyodaceae; géremloa
espécie:gymnospora, da qual foram isolados varios fungos endofiticos, dos quais
alguns foram selecionados para o presente estudo.

As amostras da alga foram coletadas nos costdes rochosos do litoral de Ubatuba,
SP.
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Figura 2. Padina gymnospora

Fonte: Marcia Nasser Lopes

A alga pardaPadina gymnospora tem sido estudada ao longo dos anos e
algumas substancias isoladas desta alga, como os fucanos (polissacarideos), apresentam
atividade antiinflamatéria e anticoagulante (MARQUES et al., 2012; SILVA et al.,
2005). A P. gymnospora, assim como outras espécies de algas parda, vem sendo
estudada por sua capacidade de reterem metais pesados, e fornecer um espectro da
contaminacgao por diversos metais (AMADO FILHO et al., 2008; KAREZ; PEREIRA,
1995).

1.6 Lasiodiplodia sp

Um dos fungos do génerbasiodiplodia mais relatado na literatura é o
Lasiodiplodia theobromaeEsta espécie é relatada como sendo um micro-organismo
cosmopolita com uma distribuicdo mundial nos tropicos e subtrdpicos, e colonizam uma
faixa de 500 hospedeiros conhecidos. Este fungo é considerado um patégeno podendo
causar diferentes sintomas nas plantas infectadas, incluindo cancros nos ramos, caules e
raizes, e lesbes nos caules, folhas, frutos e sementes, além de causar a morte de mudas e
enxertos. A sua capacidade de infectar os frutos coloca-o entre o patdgenos mais
agressivos para as sementes, causando problemas na poés-colheita (BEZERRA DE
BARROS, 2011).

Matsuura e colaboradores isolaram do fungsiodiplodia theobromae 3
lactonas de 12 membros (Figura 3) a 5-oxolasiodiplodifg, ((5S) 5-
hidroxilasiodiplodina G) e (5R) 5-hidroxilasiodiplodinaH) (MATSUURA et al.,

1998).
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Figura 3. Lactonas isoladas do fungo Lasiodiplodia theobromae
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ALDRIDGE e colaboradores isolaram metabdlitos como o acido jasmaéiico (
lasiodiplodina J) e meleina K) (Figura 4) de meios de cultivo deasiodiplodia
theobromadALDRIDGE et al., 1971).

Figura 4. Metabdlitos isolados do fungo Lasiodiplodia theobromae

S o0 CHs OH O

‘-\\\‘\/\/CHS

HO CHy
OH

Acido Jasménico (1) Lasiodiplodina (J) Meleina (K)

1.7 Isocumarinas

As isocumarinas ocorrem em uma ampla gama de organismos além das plantas,
incluindo bactérias, fungos e liquens (KUTSCHERA et al.,, 2003). Esta classe de
substancia apresenta diversas atividades bioldgicas, como inibidores de proteases,
antimicrobiana, antialérgica e antimalarica (OSCAN; SAHIN; BALCI, 2007). Sabe-se
que estas substancias séo policetideos, por tanto, obedecem a rota biossintética do
acetato. A sintese da 6-hidroxi-meleina pode ser observada na Figura 5 (KUROSAKI et
al., 1989).

Estudos comprovam que algumas isocumarinas, como a meleina, sao
precursores para diversos derivados, 0s quais apresentam atividades antifungicas,

antimicrobiana e inseticida. Estudos realizados por HEYNEKAMP (2006) relatou que
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isocumarinas estdo sendo testadas no tratamento de cancer, onde devem atuar como

inibidoras no crescimento de células anticancerigenas.

Figura 5. Proposta biossintética para a 6-hidroxi-meleina (Adaptado de KUROSAKI et al.,

1989)
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2. OBJETIVOS GERAIS

O objetivo deste trabalho foi o estudo quimico/biolégico dos extratos brutos
produzidos pelos fungos endofiticos Pd-asiodiplodiasp. (Pg-2)e Pg-3,isolados da

alga marinha Padina gymnospora e o isolamento de substancias bioativas.

2.1 Objetivos Especificos

1. Andlise do perfil quimico dos extratos brutos e das fragdes por técnicas
cromatogréficas (CLAE-DAD) e espectrométricas (RMNHdE

2. Avaliacdo das atividades: anticolinesterasica e antifungica frente aos
fitopatdgenosCladosporium cladosporioides Cladosporium sphaerospermum
nos extratos brutos;

3. Selecdo do extrato bruto do endéfito mais promissor e estudo quimico e
biolégico do mesmo;

4. Isolamento e identificacdo estrutural das substancias produzidas por

Lasiodiplodia sp..
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Meos de cultivo dos micro-organismos

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

Meios de
Cultura Tipo [ JgL* Composicéo Fabricante
. Fécula de batata (4g), dextrose (209), )
BDA Sdlido 39 , Acumedia
Agar (159)
Arroz Sdélido - 90,0 g em 75,0 mL de agua Milli-Q Sanno

3.1.2 Solventes

Para a obtengdo dos extratos brutos em escala reduzida e escala ampliada e
também para os fracionamentos, separagfes cromatograficas em coluna e em CLAE,
foram utilizados, acetato de etila, hexano, metanol P.A. e analitico e acetonitrila das
seguintes marcas: Merck, J.T. Baker, Synth, Mallinckrodt, QHEMIS e MTEDIA. Em
analises em RMN déH e *°C utilizou-se os solventes DMSO e CHGeuterado
(Aldrich).

3.1.3 Cromatografia em Coluna

No fracionamento cromatogréfico em coluna aberta foram utilizadas colunas de
vidro de diferentes diametros internos e comprimentos. A fase estacionaria utilizada foi:
silica gel de fase normal (0,060-0,200 mmu® de didametro de poro, ACROS

organics).

3.1.4 Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)

Nas analises por CCDC foi utilizada silica gel 60 £, FMerck). As placas
foram preparadas aplicando-se uma suspensao de silica gel em &gua destilada, na
proporgéo 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 Guigdis a

preparacdo das placas essas foram deixadas em repouso por cerca de 6 horas a
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temperatura ambiente e depois ativadas em estufa a°Q2for 120 minutos. As
cromatoplacas foram reveladas pela exposicdo a luz ultravioleta (254 e 366 nm) e
nebulizacdo com anisaldeido seguida de aquecimento 4C126¢ o surgimento de

coloracdes correspondentes as substancias presentes na amostra.

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

As analises por CLAE-DAD analitico foram realizadas no equipamento Varian
ProStar com detector ultravioleta em arranjo de diodos (DAD) (Varian PDA Detector) e
injetor manual. Foi utilizada uma coluna analitica Phenomenex Luna com silica tipo
octadesil silano (C-18) (250 x 4,60 mm;

3.1.6 Rssonancia Magnética Nuclear de HidrogéridXe Carbono {fC)

Os espectros de RMN d#i e °C 1D e 2D foram realizados em espectrémetro
Varian INOVA-500, operando a 500 MHz para o nucleo'ldee a 125 MHz para o
nicleo de *C e TMS como referéncia interna.

3.1.7 Epectrometria de Massas

Os espectros de massas de baixa resolugcéo foram obtidos em um espectrometro
LCQ Fleet (Thermo scientific), com fonte de ionizacdo ptectrospray (ESI),
nitrogénio como gas nebulizador e software X Calibur para a aquisicédo e tratamento dos

dados.

3.1.8 Equipamentos

Tabela 2. Equipamentos para o desenvolvimento do projeto

Equipamentos Fabricante
Autoclave vertical Quimis Aparelhos Cientificos Ltda
Cémara de fluxo laminar NUEIRE Il, A/B3
Milli-Q Millipore
Rotaevaporador BUCHI

Balanca analitica Mettler Toledo AG 245
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3.2 Mé&odos

3.2.1 Coleta e classificacdo do material algal
Algas pardas da espédfadina gymnosporéoram coletadas, em setembro de
2008, nas encostas rochosas da Praia de Fortaleza, Ubatuba - SP, Brasil. As algas foram
coletadas e identificadas pela Dra. Nair Sumié Yokoya, bidloga pesquisadora do
Instituto de Botanica do Estado de S&o Paulo (IBt) — Brasil e a exsicata foi depositada

no herbario do Instituto de Botanica.

3.2.2 Obtencéo da cepa fungica

O material algal foi lavado em agua do mar para remover contaminantes (areia,
crustaceos) e estocado em frascos de vidro com agua do mar filtrada, esterilizada por
autoclavagem e suplementada com 200 fmglé cloranfenicol (2 frascos por espécie).
Estes frascos foram acondicionados em caixas térmicas e transportados ao
Departamento de Quimica Organica do Instituto de Quimica de Araraquara-UNESP.

O material contido em cada frasco foi esterilizado superficialmente em camara
asséptica por incubacdo em etanol 70% por 5 segundos, seguido de incubacdo em
hipoclorito de sodio por 15 segundos e trés lavagens em agua do mar esterilizada.

Para controle da eficacia do método de esterilizacdo, uma aliquota de agua da
altima lavagem foi inoculada em BDA. As amostras esterilizadas foram fragmentadas
com uso de pinca e bisturis cirargicos estéreis e transferidas para placas de Petri em
meio BDA (3-5 fragmentos por placa).

As placas de Petri contendo os inéculos foram mantidas sob a temperatura de
25°C por 40 dias, com observacfes diarias para verificar o crescimento de micro-
organismos. Fragmentos com sinais de crescimento fungico foram transferidos para
novas placas contendo BDA, para o isolamento das linhagens. Apds o isolamento das
linhagens fungicas, estas foram preservadas em “slants” (frascos com agua esteéril
contendo o fungo em meio solido BDA), lacrados e mantidos a temperatura de 4° C
(Figura 6).
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Figura 6. Esquema de isolamento dos fungos endofiticos
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Aposo isolamento dos endéfitos realizado pela Dra. Lisinéia Maria Zanardi, 0
fungo Lasiodiplodia sp. (inicialmente codificado como Pg-2) foi identificado por
biologia molecular pelo CPQBA (Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Bioldgicas e Agricolas/lUNICAMP) e esta depositado na Micoteca do Departamento de
Quimica Organica do IQ/Ar.

3.2.3 Repique dos fungos em BDA

Os fungos preservados etants foram repicados em placas de Petri contendo
meio de cultivo BDA, previamente esterilizados em autoclave (121°C por 20 minutos),
e incubados por 7 dias a 25°C. Este processo foi realizado em capela de fluxo laminar
para evitar contaminacao do ambiente externo.
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3.2.4 Cutivo dos fungos endofiticos em meio sélido em escala reduzida

Figura 7. Fluxograma de cultivo e obtengéo dos Extratos brutos em meio soélido
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3.2.5 Awliacdo do perfil quimico dos extratos brutos obtidos

Os extratos brutos obtidos antes e apds o particionamento ce@NG#exano
foram submetidos a analise por Ressonancia Nuclear Magnética de Hidrogénio (RMN
de'H) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodo
(CLAE-DAD) em gradiente exploratorio.

O sistema utilizado para analise em CLAE-DAD foi coluna analitica Luna
Phenomenex tipo octadesil silano (C-18), com injecdo de 20,0 pL e eluicdo em
gradiente exploratério #:MeOH (95:05 v/iv) a (0:100 v/v) por 50 minutos,
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pemanecendo nesta condicdo por mais 10 minutos, num fluxo de 1,0 mLemin
A inicial de 254 nm até 500 nm.

Os solventes organicos foram eliminados utilizando evaporador rotatério,
fornecendo os respectivos extratos brutos (Tabela 3). Os solventes recuperados foram
adequadamente descartados em frascos previamente rotulados e encaminhados a
recuperacdo ou descarte conforme as Normas Gerais de Gerenciamento de Residuos
Quimicos no IQ/UNESP presente no site: www.ig.unesp.br/APOIO-TECNICO/normas-

residuos.pdf.

Tabela 3. Massa dos extratos dos fungos endofiticos PgglePg-3

Fungos endofiticos Pg1 L.sp Pg-3

Massa obtida do extrato bruto (g) 3,6 5,8 3,1
Massa obtida apds o 12 16 11
particionamento CH3CN (g)

Massa obtida apos o 23 42 19

particionamento Hexano (Q)

3.2.6 Fracionamento da fase acetonitrila (§HN) do endéfito Lasiodiplodigp

A andlise do cromatograma em CLAE-DAD do extrato bruto da fas€Rldo
endofto Lasiodiplodia sp. (Figura 16, pag. 41) permitiu realizar um fracionamento
deste extrato por cromatografica em coluna (Figura 8), utilizando silica gel de fase
normal (0,060-0,200 mm, 6 nm de diametro de poro, ACROS organics) como fase
estacionaria e como fase moével, foram utilizados os solventes hexano e acetato de etila
em vérias proporgfes (100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 65:35, 60:40, 58:52, 53:47, 50/50,
40:60, 30:70, 20:80 e 0:100).
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Figura 8. Fracionamento do extrato acetonitrila produzido por Lasiodiplodia sp. em arroz

Extrato Bruto

Lasiodiplodia sp.
Fracao acetonitrila (1,6 g)

-CC (26cm x 2,4cm), Silica C
- Fase moével: Hexano:Acetato de etila

L.sp-Fr 100:q || L.sp-Fr 70:30 L.sp-Fr 58:42 L.sp-Fr 40:60 L.sp-Fr 0:10(Q

(0, mg) (23€,0 mg) (34,0 mg) (226,21 mg) (57,6 mg)

| | | |
L.sp-Fr 90:1(Q L.sp-Fr 80:2Q [ | L.sp-Fr 53:47 L.sp-Fr 50:5(0
(0,0mg) (13,5 mg) (54,9 mg) (212,6 mg)
| | | |

L.sp-Fr 65:35 L.sp-Fr 60:40 L.sp-Fr 30:70 L.sp-Fr 20:80

(39,5 mg) (47,1 mg) (84,2mg) (35,6 mg)

As fracdes obtidas, as quais resultaram em uma massa total de 1,05 g, foram

analisadas posteriormente por CCDC e RMNHgara verificar a pureza das fragdes

obtidas para posterior elucidagao da(s) substancias(s).

3.2.7 Avaliacédo do perfil quimico das fracdes obtidas a partir do fracionamento
da fase acetonitrila do fungo Lasiodiplodia sp.

3.2.7.1 Avaliacéo por CCDC das fracdes

As fracOes obtidas foram analisadas por CCDC analitica de silica gel, as quais

foram eluidas com uma solucdo de hexano:acetato de etila em uma proporcéo de 70:30

e posteriormente reveladas com anisaldeido.

Apéds a andlise por CCDC analitica, foi realizada a separacdo de duas manchas

de coloracao laranja por CCDC preparativa, correspondente a frasg@ér70:30, 0



Materiais e Métodos 36

queresultou na separacdo de duas substances,Fr70:30 F-1 (Sub)2 L. sp-Fr70:30
F-2 (Sub.3.

3.2.8 Avaliacdo das atividades bioldgicas dos extratos brutos produzidos pelos
endofitos

3.2.8.1 Avaliacdo da atividade antifiingtca

Os extratos brutos (4@ pL™) foram eluidos em CCDC utilizando
Hexano:AcOEt (70:30). As cromatoplacas foram nebulizadas com os fungos
fitopatogénicos Cladosporium cladosporioidese Cladosporium sphaerospermum
(concentracdo de 5xi@sporos mt, em solucdo de glicose e sais). As placas foram
incubadas a 25° C por 48 horas, na auséncia de luz. O padrdo positivo utilizado para

comparacao foi a nistatina (gu

3.2.8.2 Auliacdo da atividade anticolinesterasica

A atividade anticolinesterasica foi detectada a partir da eluicdo dos extratos
brutos (20g 1LY em placas de silica gel com eluentes adequados. Nestas
cromatoplacas foram borrifadas uma solu¢do da enzima acetilcolinesterase, em seguida
foram incubadas em camera umida fechada a 37 °C por 20 minutos e apés este periodo
borrifou-se uma solucdo*CComo padréo positivo utilizou-se 0 composto fisostigmina
a 0,05ug mL™* (MARSTON; KISSLING; HOSTETTMANN, 2002).

Ensaio bioldgico realizado pela Dra. Maria Claudia Marx Young do Instituto Botanico, SP.
?Solugéo C contém 10 mL da solucéo A e 40 mL da solucdo B. Solucéo A: 250mg de acetato de 1-naftila

em 100 mL de etanol. Solucéo B: 400mg do sal Fast Blue B em 160 mL de agua destilada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliagao do perfil quimico dos extratos brutos obtidos

Os cromatogramas obtidos pela analise dos extratos brutos produzidos por Pg-1
(Figura 9),Lasiodiplodiasp. (Pg-2) (Figura 10, pag. 38) e Pg-3 (Figura 11, pag. 38) em
meio de arroz, utilizando CLAE-DAD em gradiente exploratdrio, apresentaram sinais com
diferentes absorbancias, a partir dos quais observou-se a presenca de substancias com
polaridade baixa (Figura 10), média (Figura 9, 10 e 11) e alta (Figura 11), além de uma boa
resolucdo cromatografica, apesar da intensidade dos sinais serem baixa.

O cromatograma do extrato produzido pasiodiplodia sp. (Pg-2) (Figura 10)
apresentou maior quantidade de sinais, comparado com 0s outros cromatogramas (Figura 9 e
11), a partir do qual, pode-se concluir que hd um maior nimero de substancias nd extrato

sp. (Pg-2).

Figura 9. Cromatograma do extrato produzido por Pg-1 em diferentes comprimentos de ondas:
(a) 254 nm, Ip) 280 nm, €) 300 nm, ) 320 nm e €) 340 nm

‘1 (d)
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Figura 10. Cromatograma do extrato produzido posg.em diferentes comprimentos de ondas:
(a) 254 nm, ) 260,00 nm, ) 270,00 nm,d) 280,00 nm ed) 300,00 nm
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Figura 11. Cromatograma do extrato produzidos por Pg-3 em diferentes comprimentos de ondas:
(2)254 nm, b) 255,00 nm, ) 260,00 nm,d) 270,00 nm ed) 290,00 nm
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Os espectros de RMN d#l (Figuras 12, 13 e 14, pag. 39 e 40) dos extratos brutos
evidenciam sinais d&y 0,8 até aproximadamendg 7,5 ppm e a analise em CLAE-DAD,
pemite afirmas a presenca de substadncias com maior polaridade, de média polaridade e

substancias menos polares.
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Figura 12. Espectro de RMN de *H do extrato bruto Pg-1 (GIBDI0 MHz)

vinicius_FPg1_h
Vinicius F-Pg-1 24/11/2010

Figura 13. Espectro de RMN de tH do extrato bruto de Lasiodiplodia sp. (CB@ MHz)

vinicius_FPg2_h
Vinicius F-Pg-2 24/11/2010
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Figura 14. Espectro de RMN de *H do extrato bruto Pg-3 (GD8LI0 MHz)

vinicius_FPg3_h
Vinicius F-Pg-3 24/11/2010
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A analise dos espectros de RMN de *H (Figura 12, 13 e 14) sugere a presenca de
substancias alifaticas entre 0,8 e 1,5) e arométicasefptre 6,2 e 8,0), que podem possuir

hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos.

4.2 Avaliacdo do perfil quimico dos extratos apos a particao
Acetonitrila:Hexano

Os extratos brutos foram particionados com acetonitrila:hexano com a finalidade de
remover substancias de carater graxo provenientes do meio de cultivo. Apds a obtencdo dos
extratos em acetonitrila e hexanicos, estes foram submetidos a andlise em CLAE-DAD
(Figuras 15, 16, 17 e 18, pag. 41 e 42) e em RMRHd@iguras 19, 20, 21, 22, 23, e 24,
pag. 43 a 46).



Resultados e Discussoes

Figura 15. Cromatograma da fragc&o acetonitrila do extrato Pg-1, A = 254 nm

Figura 16. Cromatograma da fracdo acetonitrila do extrato Lasiodiplodia sj254 nm
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Figura 17. Cromatograma da fracdo acetonitrila do extrato Pg-3, A = 254 nm
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Apbés a particdo foi observado o0 aumento na intensidade dos sinais nos
cromatogramas das fragcbes em acetonitrila, assim como a observacdo de novas bandas
cromatografica (Figura 15, pag. 41) comparado com 0s cromatogramas antes da particao
(Figura 9, pag. 37).

Nas andlises dos cromatogramas das particdes hexanicas ndo foram observados

sinais (Figura 18), sugerindo que ndo ha substancias que absorven2brin.

Figura 18. Cromatogramas das fracdes hexanicas dos extratos Pg-1g6a)b).e Pg-3 (c),
A =254 nm
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Figura 19. Espectro de RMN de *H da particdo acetonitrila de Pg-1 C5@ll MHz)

vinicius_Pg1ACN_h
Vinicius Pg-1 ACN 08/02/2011
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Figura 20. Espectro de RMN de tH da particdo acetonitrila.dp (CDCk, 500 MHZz)

vinicius_Pg2ACN_h
Vinicius Pg-2 ACN 08/02/2011
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Figura 21. Espectro de RMN de 'H da particdo acetonitrila de Pg-3 (CB@ MHz)

vinicius_Pg3ACN_h
Vinicius Pg-3 ACN 08/02/2011
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Os espectros de RMN de 'H das particbes acetonitrilicas (Figuras 19, 20 e 21)
apresentam maior intensidade dos sinais, comparados aos espectros dos extratos brutos
(Figuras 12, 13 e 14, pag. 39 e 40), devido a remoc¢éo de grande parte dos 4cidos graxos, que
resultavam em sinais muito intens@s=,80-1,80) (Figuras 12, 13 e 14), além de, ser
possivel a visualizacdo de outros sinais (Figura 19 e 20) nos deslocansei@®s0 e
6=10,94 (Figura 19) 6=10,94 e6=11,85 (Figura 20), podendo ser hidrogénios de aldeido
ou fendlicos.

Os espectros apresentam picos com deslocamento caracteristico de grupos

aromaticos (6 ente 6,5 e 8,0) para as particbes acetonitrila.
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Figura 22. Espectro de RMN de !H da particdo hexanica Pg-1 (£B@ MHz)

vinicius_PgiHex_h
Vinicius Pg-1 Hex 08/02/2011
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Figura 23. Espectro de RMN de 'H da particdo hexanicg (CDCl;, 500 MHz)

vinicius_Pg2Hex_h
Vinicius Pg-2 Hex 08/02/2011
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Figura 24. Espectro de RMN de H da particdo hexanica Pg-3 (£B@ MHz)

vinicius_Pg3Hex_h
Vinicius Pg-3 Hex 08/02/2011
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Osespectros da particdo hexanica (Figura 22, 23 e 24), aparentam ter a mesma classe

de substancias, uma vez que, os deslocamentos quimicos sdo muito semelhantes.

4.3 Coluna Cromatografica (CC)

Dentre os extratos da particdo acetonitrila, foi escolhido o extrato produzido por
Lasiodiplodiasp. por apresentar um perfil cromatografico promissor (Figura 16) e espectro
de RMN de *H (Figura 20) onde o deslocamento dos hidrogénios € amplo, variando de 6=0,8
ao6=11,9.

4.4 Avaliagédo do perfil quimico das fracdes obtidas a partir do fracionamento
da fase em acetonitrila do fungo Lasiodiplodia sp.

4.4.1 CCDC das fracdes obtidas no fracionamento em coluna cromatografica
As fracdes obtidas foram analisadas por CCDC de silica gel (Figura 25), as quais
foram eluidas com uma solucdo de hexano:acetato de etila em uma proporcdo de 70:30 e

posteriormente reveladas com anisaldeido.
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Figura 25. CCDC das fragOes obtidas) L. sp-Fr 70:30,2) L. sp-Fr 65:35,3) L. sp-Fr 60:40,4)
L. sp-Fr 58:42,%) L. sp-Fr 53:47,§) L. sp-Fr 50:50,7) L. sp-Fr 40:60 €8) L. sp-Fr 30:70

Posteriormente a andlise por CCDC, foi realizada a separacdo das duas manchas de
coloragdo laranja observadas na frac&p-Fr70:30 por cromatografia de camada delgada
preparativa, resultando na separacdo de duas substans@$;r70:30 F-1 (Sub.2om
19,29) e Lsp-Fr70:30 F-2 (Sub&m 23,7 Q).

4.4.2 RMN déH das fracées

Subsquentemente ao fracionamento da fase acetonitrilica do extrato do fungo
Lasiodiplodia sp., foram realizadas as anélises de RMMd#as fracdes obtidas (Figuras
26, 27,28, 29, 30, 31, 32, 33 e 34), onde pode-se observar a separacdo parcial das
substancias nas diferentes eluicdes, comparando os deslocamentos dos picos de hidrogénios
entre 0s espectros.
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Figura 26. Espectro de RMN de 'H da fracacsp+r 80:20 (CDCJ, 500 MHz)

vinicius_FPGACN8020_h
Vinicius FPg2ACN-80/20 04/04/2011
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Figura 27. Espectro de RMN de *H da fragaagh-Fr 70:30 (CDCJ, 500 MHz)

vinicius_FPg2ACN7030_h
Vinicius FPg2ACN-70/30 05/04/2011
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Figura 28. Espectro de RMN de 'H da fragacsp-Fr 65:35 (CDGJ 500 Hz)

vinicius_FP2gACN6535_h
Vinicius FPg2ACN-65/35 04/04/2011
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Figura 29. Espectro de RMN de 'H da fracaagh-Fr 60:40 (CDCJ, 500 MHz)
vinicius_FPg2ACNG040_h
Vinicius FPg2ACN-60/40 04/04/2011
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H da fracdsp-Fr 58:42 (CDG| 500 MHz)

vinicius_FPg2ACN5842_h
Vinicius FPg2ACN-58/42 04/04/2011
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Figura 31. Espectro de RMN de tH da fracacsp+r 53:47 (CDCJ, 500 MHz)

vinicius_FPg2ACN5347_h
Vinicius FPg2ACN-53/47 05/04/2011
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Figura 32. Espectro de RMN de 'H da fracdsp-Fr 50:50 (CDGJ 500 MHz)

vinicius_FPg2ACN5050_h
Vinicius FPg2ACN-50/50 05/04/2011
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Figura 33. Espectro de RMN de tH da fracacsp+r 40:60 (CDCJ, 500 MHz)

vinicius_FPg2ACN4060_h
Vinicius FPg2ACN-40/60 05/04/2011
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Figura 34. Espectro de RMN de 'H da fracacsp+r 30:70 (CDCJ, 500 MHz)

vinicius_FPg2ACN3070_h
Vinicius FPg2ACN-30/70 04/04/2011
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A andlise dos espectros de RMN 't permite a observacdo do desaparecimento
gradual dos sinais de hidrogénio enéig¢ 12,0 edy 5,0, confirmando a separacdo das

subgancias no fracionamento realizado.

4.5 ldentificag&o estrutural das substancias produzidas por Lasiodiplodia sp.

O estudo quimico do extrato em arroz produzido pelo endbéisiodiplodia sp.
resultou na identificacdo de 3 compostos: melei)a l@siodiplodina 2) e desO-metil-
lasiodiplodina 8) (Figura 35).

A determinacdo estrutural dos compostos foi efetuada com base nas analises dos
dados espectrométricos de RMNéee de™*C uni- e bidimensionaigHMQC, gHMBC e

gCOSY) e EM, e pela comparacgao desses dados com aqueles disponibilizados na literatura.
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Figura 35. Substancias produzidas pelo fungo endofitico Lasiodgoémdi
H3C
16 \ H3C

lw
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4.5.1 Sistancia 1l

A substancidl (Figura 36), isolada da frac&o sp-Fr80:20, foi submetida a analise
detalhada dos espectros de RMN'Hee **C (uni e bidimensionais) e espectros de massas,
osquais evidenciaram tratar-se de uma substancia em mistura, no entanto com identificacao

estrutural viavel.

Figura 36. Estrutura da substancigrheleina)

No espectro de RMN d#1 (Figura 38, Tabela 4) da substantitoram observados,
na regiao de aromaticos, um dubleto &n6,82 @; J=8,5 Hz; 1H®c 116,2) e dois duplos
dubldgos, um enby 6,62 @d; J=7,0; 0,5 Hz; 1Hdc 117,9) e o outro ey 7,34 @dd; J=7,0;
8,5 Hz; 1H;8¢ 136,1), evidenciando um sistema aromatico trissubstituido. Também foram
observados dois dubletos ety 1,46 (; 6,0 Hz; 3H;6¢ 20,7) edy 2,86 (; 7,0 Hz; 2H;0¢
34,6)e um multipleto endy 4,67 (; 1H; 3¢ 76,0) caracteristicos de hidrogénios de metila,
benilicos e carbindlicos, respectivamente.

No espectro de RMN d€C (Figura 39, Tabela 4) foram observados sinais de seis
atomos de carbono na regido dos aromaticos, sendo um deles com deslocanagdigPe?n
(C-8) sugerindo um carbono hidroxilado. O carbono observad®ed69,9 (C-1) foi
atribuido a uma carbonila caracteristica de um grupamento éster (lactona). Adicionalmente,
0s sinais observados &n76,0 (C-3) 5. 34,6 (C-4) &, 20,7 (C-9), sugeriram a presenca de
cabonos carbindlico; benzilico e uma metila, respectivamente.

Estes sinais associados aos observados no mapa de contorno do expgH88to
(Figura 40, Tabela 4) nos permitiram atribuir todos os &tomos de carbono aos respectivos

hidrogénios e sugerir para a substanceektrutura de uma isocumarina.
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As correlacdes observadas a longa distancia (Figura 37) nos mapas de contorno dos
experimentos degHMBC (Figura 41, Tabela 4) entre R-8-7/C-8/C-4, de
H-6<>C-8/C-4 e de H-7«>C-5/C-8 associados as correlacGes observadas no espectro de
gCOSY (Figura 42, Tabela 4) de H-34 e H-3<>H-9, nos permitiram confirmar a
estutura proposta da isocumarina denominada meléjna (

A analise dos dados obtidos ESI-EM(+)20V (Figura 43), em modo positivo,
evidenciou a molécula protonada coniz 180,06 [M+H], mas era esperado a molécula
protonada dem/z179 [M+H]’. Essa diferenca pode ser atribuida a troca de um hidrogénio
por um deutério, pois a amostra esteve em contato com{£B§tks dados associados aos

de RMIN permitiu propor a féormula molecular dgg@100s.

Figura 37. Principais correlagdes de gCOSY e gHMBC da substancia 1
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Tabela 4. Dados de RMN 1D e 2D da substanaanCDC} (6 em ppm e J em Hz)

Hs(m,J, Hz)  gHMQC () gHMBC () gCoSY
1 169,9
3 4,67 () 76,0 * H-4; H-9
4 2,86 ) 7,0 34,6 C-#; C-5; C-§; C-3; C-9 H-3
42 139,1
5 |6,62¢,d70,05 117,9 C-7; C-8§:; C-4 H-6
6 | 7,34¢,d) 7,0; 8,5 136,1 C-8; C-4 H-7; H-5
7 6,82 () 8,5 116,2 C-5; C-8 H-6
8 162,z
82 108,3
9 1,46 () 6,0 20,7 C-4; C-3 H-3

Estes dados espectrais, comparados com a literatura (DIMITRIADIS; GILL;
HARTE, 1997) permitiram identificar a substangi@omo sendo a meleina, sendo este o
primeiro relato do isolamento da meleina em fungos endofiticos isolados daaaliga
gymnospora

A meleina pertence a classe das isocumarinas, a qual ja foi relatada de diferentes
fungos endofiticos com@rumnopitys andingSCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2005)
Plectophomellasp, Pezicula livida, Cryptosporiopsis malicorticjKROHN et al. 1997) e
Botryosphaeria rhoding RUKACHAISIRIKUL et al. 2009), possui diversas atividades
bioldgicas associadas como citotoxica (CHENG et al.,, 2012), antibacteriana, fitotoxica,
atividade contra protease do virus da hepatite C (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2005)
e antifungica (ZHAO et al., 2012).
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Figura 38. Espectro de RMN d#l da substancia (CDCl;, 500 MHz)

vinicius_FPgACN8020_h
Vinicius FPg2ACN-80/20 27/04/2011
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Figura 39. Espectro de RMN déC da substancia (CDCL, 500 MHz)
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Vinicius FPg2ACN-80/20 27/04/2011
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Figura 40. Mapa de contorno de gHSQC da substané@DIC;, 500 MHz)

58

|
[

l Al 'ujL Ak‘ uoe |

‘ l A
vinicius_FPg2ACN8020_ghsqc
Vinicius FPg2ACN-80/20 27/04/2011

AL
|

r10
ril

ri2

150

T T T T
140 130 120

110

100

90 80 70
12 (ppm)

f1 (ppm)

Figura 41. Mapa de contorno de gHMBC da substandi@nCl,, 500 MHz)

vinicius_FPg2ACN8020_ghmbc
Vinicius FPG2ACN-80/20 27/04/2011

L

170 160 150

T
140 130

T
120

T
110

T T T T T T T T T
100 90 80
2 (ppm)

f1 (ppm)




Resultados e Discussoes

Figura 42. Espectro de gCOSY da substaric(€DCl, 500 MHz)
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Figura 43. Espectros de massas da substéncia
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4.5.2 Substancia 2
A substanci& (Figura 44), isolada da frac&csp-Fr70:30 F-1 por cromatografia em

camada delgada preparativa, foi submetida & anélise detalhada dos espectros deRMN de

e 3C (uni e bidimensionais) e espectrometria de massas.

Figura 44. Estrutura da substanciglasiodiplodina)

O O H3G

HO

A andlise do espectro de RMN H¢é (Figura 46, Tabela 5) associada a do mapa de
contorno do experimento dgHSQC (Figura 48, Tabela 5) nos permitiram observar dois
dubletos endy 6,28 @; J=2,0 Hz; 1H3c 97,1) e enmdy 6,21 €; J=2,0 Hz; 1H5c 108,1),
evidenciando um sistema aromatico tetrassubstituido com hidrogénios acoplaahesagem
que foram atribuidos a H-13 e H-11. Adicionalmente foram observados uma meéila em
3,66 &, 3H; 8¢ 55,7), um dubleto ey 1,20 ¢; 6,5 Hz; 3H;6¢ 19,3) e um multipleto ey
5,03 fm; 1H; &¢; 71,1), caracteristicos de uma metoxila aromatica, de uma metila e um
hidrogénio carbindlico, respectivamente.

No espectro de RMN d¥C (Figura 47, Tabela 5) foram observados sinais de seis
atomos de carbono na regido dos aromaticos, sendo que o0s sinaisléMm5 (C-12) e
157,4 (C-14) evidenciam um sistema aromatico com carbonos oxigenados posicionados em
relacdometa Os carbonos observados é167,9 (C-1)6¢ 71,1 (C-3), 19,3 (C-15) e em
d¢c 55,7 (C-16), sugerem a presenca de uma lactona conjugada com o sistema aromatico, um
carbono carbindlico, uma metila e uma metoxila aromatica, respectivamente, corroborando
para as observacdes em RMN ‘#emostradas acima. Adicionalmente foram observados
sete —-CHemd¢ 20,7; 24,0; 24,9; 26,2; 29,6; 29,8 e 31,8 sugerindo uma cadeia alifatica.

As correlacdes a longa distancia (Figura 45) observadas nos mapas de contorno do
experimento degHMBC (Figura 49, Tabela 5) entre H&AC-10, H-15%> C-3/C-4,
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associado ao experimento geOSY onde foi possivel visualizar um sistema acoplado de
—CH,, nos sugeriram uma lactona de 12 membros da classe do acido orselinico.

As correlacdes observadas no espectrogd®SY (Figura 50, Tabela 5) entre
H-3<>H-15, H-3->H-5, H-4>H-5, H-1k>H-13, H-13> H-11, reforcam a estrutura
proposta.

A analise dos dados obtidos ESI-EM(+)20V (Figura 51), no modo positivo,
evidenciou a molécula protonada comz 293 [M+H]" e alguns de seus fragmentos. Estes

dados associados aos de RMN 1 e 2D permitiram propor a formula moleculaH gL

Figura 45. Principais correlacbes de gHMBC da substancia 2
H
>k H ]
H H
O 0
H H

HO
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Tabela 5. Dados de RMN 1D e 2D da substanas?DMSO § em ppm e J em Hz)

Hs(mJ  gHMQC (9) gHMBC (9) gCoOSY
1 167,¢
3 5,03 () 71,1 * H-5; H-15
4 1,81 () 31,8 * H-5
5 1,52 () 29,8 * H-3; H-4; H-8; H-15
6 1,33 ) 26,2 * H-15
7 1,34(r) 24,0 * *
8 1,17 (n) 24,9 * H-5
9 1,32 () 20,7 * *
10 2,48 () 29,6 C-5; C-9; C-16, C-14 ; C-11
2,38 1m) 29, C-5; C-9; C-1C% C-14°; C-11 *
10P 141,7
11 | 6,21 ¢) 2,0 Hz 108,1 C-12; C-T4C-13; C-10 H-13
12 159,5
13 | 6,28 ¢) 2,0 Hz 97,1 C-12; C-14; C-14C-11 H-11
14 157,
14 115,7
15 | 1,20 ¢l) 6,5 Hz 19,3 C-4; C-3 H- 5; H-3
16 3,66 §) 55,7 C-14 *

*nao observado

Estes dados espectrais, comparados com a literatura (BRASHER; SCHULTE, 1996)
permitiram identificar a substanckacomo sendo a lasiodiplodina, sendo este o primeiro
relato do isolamento da lasiodiplodina em fungos endofiticos isolados da alga marinha
Padina gymnospora.

A lasiodiplodina é relatada na literatura por apresentar atividade antileucémica (LEE
et al., 1982) e atividade citotéxica frente as linhagens KB (cancer de pele), BC1 (cancer de
mama) e NCI-H187 (cancer de pulméo) (BUAYAIRAKSA et al., 2011).
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Figura 46. Espectro de RMN d#f da substancia @@MSO, 500 MHz)
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Figura 48. Mapa de contorno de gHSQC da substan¢izah2s0,500 MHz)
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Figura 50. Espectro de gCOSY da substar&(®MS0,500 MHz)
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4.5.3 Substancia 3

A substanci@8 (Figura 52), isolada da frac&osp-Fr70:30 F-2 por cromatografia de
camada delgada preparativa e foi submetida & andlise detalhada dos espectros déHRMN de

e 3C (uni e bidimensionais) e espectros de massas.

Figura 52. Estrutura da substancigdesO-metil-lasiodiplodina)

OH O HiG,

HO

No espectro de RMN dtH (Figura 54, Tabela 6) gHSQC (Figura 56, Tabela 6)
foram observados dois dubletos ém6,14 ¢; J=2,0 Hz; 1H;3c 100,6) e enby 6,12 (;

J2,5 Hz; 1H; 6c 109,0), evidenciando um sistema aromatico tetrassubstituido com
hidrogénios acoplados emeta, atribuidos as posi¢cdes 13 e 11 respectivamente, 0s quais
tiveram suas correlacfes observadas no mapa de cogtMi®C (Figura 56). No espectro

de RMN de*H, foram observados ainda, multipletos &m2,45 e 2,75r(; 2H; 8¢ 31,2, H-

10); oy 5,04 m; 1H; 6¢; 72,6, H-3); um dubleto ey 1,23 @; 6,5 Hz; 3H;6¢ 19,6, H-15),

que foram atribuidos aos hidrogénios benzilico, carbindlico e a metila em C-3,
respectivamente.

No espectro de RMN d¥C (Figura 55, Tabela 6) foram observados sinais de seis
atbmos de carbono na regido dos aromaticos, sendo que dois deles apresentam
deslocamentos et 160,1(C-12) é¢c 161,0 (C-14) indicando dois carbonos hidroxilados;
um carbono com deslocamento dip 169,8 (C-1), referente a um carbono carbonilico
caracteristico de um éster; um carbono com deslocamenég 216 (C-3). Adicionalmente
foram observados sete —gém . 22,3, 22,4, 25,0, 25,8, 30,2, 31,1 e 31,2 sugerindo uma

cadeia alifatica.
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As correlacdes a longa distancia (Figura 53) observadas nos mapas de contorno de
experimento degHMBC (Figura 57, Tabela 6) entre H-4C-10, H-16>C-14, H-15-
C-4 e H-55C-3, associado ao experimento gleOSY onde foi possivel visualizar um
sistema acoplado de —GHhos sugeriram uma lactona de 12 membros.

As correlagbes observadas no espectrog@®SY (Figura 58, Tabela 6) entre
H-3<>H-15, H-3%>H-5 e H-5%>H-6, reforcam a estrutura proposta.

A analise dos dados obtidos ESI-EM(-)20V (Figura 59), em modo negativo,
evidenciou a molécula desprotonada ecam277 [M-H] e alguns de seus fragmentos. Estes
dados associados aos de RMN 1 e 2D permitiram propor a formula moleculaHdgOos.

Figura 53. Principais correlagdes de gHMBC da substancia 3
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Tabela 6. Dados de RMN 1D e 2D da substanasmDMSO § em ppm e J em Hz)

Hs(mJ)  gHMQC (9) gHMBC (9) gCoOSY
1 - 169, - -
3 5,04 (1) 72,6 C-1; C-6 H-15; H-5(1,68)
4 1,50 (n) 30,2 C-6 *
: 1,68 () 31,1 C-3; C-7 H-3
1,78 M) 31,1 C-3; C-7 H-6
6 1,35 () 22,4 * H-5(1,78)
7 1,43 () 25,0 * *
8 1,30 (n) 25,8 C-6 *
9 1,20 () 22,3 * *
10 2,45(m) 31, C-1C% C-11; C-4 *
2,75 () 31,2 C-10%; C-11; C-4; C-8 *
10° 145,0
11| 6,126@)2,5 109,2 C-13; C-10
12 - 160,1 - -
13 | 6,14 d) 2,5 100, C-1: C-14; C-14° =
14 - 161,0 - -
14 109,0
15 | 1,230 86,5 19,6 C-3; C-4 H-3

*nao observado

Estes dados espectrais, comparados com a literatura (CAMBIE et al., 1991)

permitiram identificar a substan@acomo sendo a dg3-metil-lasiodiplodina, sendo este o

primeiro relato do isolamento da d@smetil-lasiodiplodina em fungos endofiticos isolados

da alga marinha Padina gymnospora

A substancia3 é relatada na literatura por apresentar atividade citotoxica frente as

linhagens KB (cancer de pele), BC1 (cancer de mama) e NCI-H187 (cancer de pulmé&o)

(BUAYAIRAKSA et al.,

2011).
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Figura 56. Mapa de contorno de gHSQC da substan¢izMsSO,500 MHz)
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Figura 58. Espectro de gCOSY da substar&(®MS0,500 MHz)
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Figura 59. Espectros de massas substancia 3
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4.6 Avaliacao das atividades biolégicas dos extratos brutos

4.6.1 Ensaio Anticolinesterasico

A doenca de Alzheimer € a causa mais comum de deméncias senis. Atualmente
inibidores da enzima acetilcolinesterase constituem a base das novas drogas disponiveis para
o tratamento desta doencga. A fisostigmina, de origem natural, € um excelente inibidor da
acetilcolinesterase, mas possui absorcao insatisfatoria pelo intestino humano. Recentemente
a galantamina, isolada de plantas da familia Amaryllidaceae foi aprovada pela Austria, Suica
e Suécia para tratar esta doenca. Estas drogas atuam na deficiéncia do neurotransmissor
acetilcolina nas sinapses do cértex cerebral.

O ensaio por bioautografia (CCDC) para os extratos brutos (Figura 60) possibilita
uma resposta rapida quanto a atividade e a localizacdo desta atividade em matrizes
complexas (MARSTON; KISSLING; KOSTETTMANN, 2002).

Figura 60. Avaliacdo da atividade anticolinesterasica dos extratos brutos

A=254 nm A=366 nm

1- Pg-1,2- L. sp.,3- Pg-3
P- Fisostigmina (0,0§ uL™)

Conclui-se que o aparecimento de halos brancos na cromatoplaca de fundo roxo,
comparando-se com o0 controle positivo (fisostigmina), indica que todos os extratos brutos

apresentaram atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterase.
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4.6.2 Ensaio Antifingico

Vérias doencas que ocorrem em plantas, animais e humanos séo devidas ao ataque de
fungos fitopatogénicos e patogénicos, respectivamente (CARDOSO, 2003).

Fungicidas utilizados no controle de doencas na agricultura, além de serem nocivos
ao meio ambiente, sdo prejudiciais a saude humana. Infec¢cbes fangicas sdo as principais
causas de morbidade e mortalidade e isso tem incentivado pesquisas na busca de novas
substancias antifungicas de origem natural (COLEMAN et al., 2010).

4.6.2.1 Ensaio frente a fitopatdogenos

A deteccdo do potencial antifungico, por bioautografia em CC@€ nebulizacao
dos fungosCladosporium cladosporioide@~igura 62) eCladosporium sphaerospermum
(Figura 62), foi observado pela formacdo de halos de inibicho do crescimento dos
fitopatdgenos em todos os extratos brutos, em comparacdo com o padrdo positivo nistatina

(519).

Figura 61. Avaliacé@o do potencial dos extratos brutos frente ao C. cladosporioides

A=254 nm A=366 nm

1-Pg-1,2- L. sp.,3- Pg-3
P- Nistatinag(b p
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Figura 62. Avaliagdo do potencial dos extratos brutos frente ao C. sphaerospermum

A=254 nm A=366 nm

1-Pg-1,2- L. sp.,3- Pg-3
P- Nistatinag(b pn

O extrato bruto do fungo Pg-1 ndo apresentou atividade antifingica frente aos
fitopatégenos testados. O extrato bruto do fubgsiodiplodia sp. €. sp.) apresentou
atividade antifangica frente aos dois fitopatégenos, como pode ser observado nas Figuras 61
e 62 e o extrato bruto do fungo Pg-3 apresentou atividade apenas contra o fitopatégeno
Cladosporium sphaerospermum como pode ser observado na Figura 62



Conclusoes 77

5. CONCLUSOES

O trabalho realizado com os enddfitos Pd-dsiodiplodiasp. e Pg-3 isolados da
alga marinha Padina gymnospopermitiu a avaliagéo da potencialidade dos extratos brutos
em escala reduzida na producdo de metabolitos secundarios. Os extratos, obtidos em meio
de arroz, apresentaram uma rica producdo metabodlica e um perfil quimico promissor,
analisado em CLAE-DAD e RMN d#i.

A realizagdo dos fracionamentos cromatograficos do extrato bruto acetonitrilico,
produzido pelo enddfithasiodiplodiasp. cultivado em arroz, conduziu ao isolamento de
trés substancias: meleiny),(lasiodiplodina 2) e desO-metil-lasiodiplodina ). Sendo este
o primeiro relato de identificagdo de isocumarina e lactonas em fungos endofiticos
associados a alga marinha Padina gymnospora

Os extratos brutos apresentaram resultados promissores aos ensaios biolégicos.

A isocumarina identificada apresenta atividadesno citotdxica, antibacteriana,
antifingica e atividade contra protease do virus da hepatite.

Lasiodiplodina e seus derivados sdo conhecidos por apresentarem atividade
citotoxica por serem muito eficientes como inibidores da biossintese de prostaglandina e
indutores de microtubérculos em batatas.

Estes resultados reforcam a potencialidade destes micro-organismos como fontes de
metabolitos secundarios e colaborando ecologicamente com a compreensdo da interacao

endofitico e sua alga hospedeira.
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