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RESUMO

O fungo endofitico P. stromaticum isolado dos frutos maduros da espécie vegetal E.
Jjambolana foi cultivado em escala ampliada no meio liquido de Malte por 28 dias a
25 °C no modo estatico e, no meio sélido de milho tipo canjica por 21 dias a 25 °C no
modo estatico. Apds 28 dias de crescimento no meio liquido, este foi submetido a
sucessivas extracées com acetato de etila (AcOEt), que apds evaporado forneceu o
extrato bruto de Malte AcOEt. O meio sélido, apds 21 dias de cultivo, foi extraido
com metanol, seguido de filtracdo e evaporacdo fornecendo o extrato bruto
metandlico. Este foi submetido a particao liquido/liquido com acetato de etila e agua,
sendo que a fracdo AcOEt foi evaporada fornecendo o extrato bruto AcOEt. Este foi
particionado com acetonitrila e hexano, e apds evaporacao dos solventes forneceu
os extratos acetonitrila (ACN) e hexanico do meio sélido. O extrato ACN do meio
sélido passou por novas particdes com acetonitrila e hexano, por apresentar acidos
graxos ainda, fornecendo o extrato bruto de milho NP (novas partigcdes). O extrato
bruto de Malte AcOEt, foi fracionado em coluna de bancada, sendo coletadas 11
fracoes (Fr-1 Ps Ma a Fr-11 Ps Ma). Ja o extrato bruto de milho NP sofreu particao
utilizando-se cartucho de C18, com base em seu cromatograma, resultando em 6
fracdes (Fr-1 Ps Milho a Fr-6 Ps Milho). Das 6 fracbes obtidas do extrato de milho
NP, escolheu-se trabalhar com a primeira, a qual sofreu particdo no CLAE-DAD
preparativo, resultando em 8 fracdes (Fr-1.1 Ps Milho a Fr-1.8 Ps Milho). O extrato
bruto de Malte AcOEt e suas fragdes, além do extrato bruto de milho NP, foram
submetidos a avaliacdo quimica por RMN de 'H e bidlogica contra o fungo
fitopatogéno Cladosporium sphaerospermum (e no caso do milho ao C.
cladosporioides também) e de inibicado da enzima acetilcolinesterase, apresentando
atividade, enquanto o extrato bruto de milho NP se mostrou inativo. Foram
identificadas duas substancias inéditas, sendo uma da Fr-6 Ps Malte, um ftalato (4,5-
dimetil-3,4,5,6-tetrahidrobenzo[c][1,6]dioxecina-1,8-diona) e outra da Fr-1.3 Ps Milho,
uma cumarina (2-(7-hidroxi-4-metil-2-oxo-2H-cromen-5-il) acido acético) e foram
propostas as estruturas de outras duas substancias.

Palavras-chave: Fungos endofiticos. Pseudofusicoccum stromaticum. Eugenia
Jjambolana.



ABSTRACT

The endophytic fungus P. stromaticum isolated from the ripe fruits of the E.
Jambolana was cultivated in large scale in the malt liquid medium for 28 days at 25 °C
in the static mode and in the solid medium of hominy corn for 21 days at 25 °C in
static mode. After 28 days of growth in the liquid medium, it was made successive
extractions with ethyl acetate (EtOAc). The organic layer was evaporated affording
the crude extract of Malt EtOAc. The solid medium, after 21 days of cultivation, was
extracted with methanol, followed by filtration and evaporation to give the crude
methanolic extract. This was subjected to the liquid/liquid partition with EtOAc and
H20, being this EtOAc fraction evaporated giving the crude EtOAc extract. After that,
the extract was partitioned with acetonitrile and hexane, and after the evaporation of
the solvents provided the acetonitrile (ACN) and hexane extracts from the solid
medium. The ACN extract of the solid medium was partitioned again with ACN and
hexane, due the remaining fatty acid, providing the corn crude extract NP (new
partitions). The crude extract of Malt EtOAct was fractionated in a chromatographic
column, resulting in11 fractions (Fr-1 Ps Ma to Fr-11 Ps Ma). The crude extract of
corn NP was fractionated by solid phase extraction in reverse phase (C18), based on
its chromatogram, resulting in 6 fractions (Fr-1 Ps Corn to Fr-6 Ps Corn). Among the
corn fractions collected, it was chosen the fraction Fr-1 Ps Corn to the chemical
studies. This fraction was fractionated by preparative HPLC-DAD resulting in 8
fractions. The crude extract of Malt EtOAc and its fraction and the crude extract of
corn NP, were submitted to the chemical evaluation by 'H NMR and biological
against the phytopathogenic fungus Cladosporium sphaerospermum (and in the case
of corn to C. cladosporioides as well). Besides, anticolinesterasic activity was made,
the crude extract of Malt EtOAc and its fractions showed activity. The fractionating of
the crude extracts and then of the fractions gotten afforded the isolation of 2 new
substances, one of the Fr-6 Ps Malt, a phthalate (4,5-dimethyl-3,4,5,6-
tetrahydrobenzo [c] [1,6] dioxecyn-1,8-dione) and another from Fr-1.3 Ps Corn, a
coumarin (2- (7-hydroxy-4-methyl-2-oxo-2H-chromen-5-yl) acetic acid) and was
possible to propose two structures for another two substances.

Keywords: Fungal endophyte. Pseudofusicoccum stromaticum. Eugenia jambolana.
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1 INTRODUCAO

Por mais de 50 anos substancias produzidas por fungos tém revolucionado a
medicina, fornecendo medicamentos de enorme valor terapéutico e de grande
potencial na agricultura. Desde a descoberta da penicilina (1), o primeiro antibiético
B-lactamico, do fungo Penicillium notatum por Alexander Fleming, fungos tém
provido a medicina moderna com importantes antibiéticos para a cura de doencgas
infecciosas fatais. Penicilina, inicialmente ativa contra bactérias Gran positivas deu
origem a uma nova geracao de antibidticos de amplo espectro contra varias
linhagens de bactérias, inclusive Gran negativa. Os B-lactdmicos, principalmente
penicilinas e cefalosporinas (2) estdo entre as drogas mais consumidas, com vendas
que atingiram 15 bilhées de dblares em 2002 e representam aproximadamente 65%
o mercado de antibidéticos no mundo. Estes antibidticos tiveram a producdo
aumentada pela manipulagcdo nas técnicas de fermentacdo de Penicillium
chrysogenum e Acremonium chrysogenum, o que resultou na reducdo dos custos
destes medicamentos (ALY et al., 2011).

A ciclosporina (3), obtida de Tolypocladium inflatum, um fungo de solo isolado
por pesquisadores da Sandoz, é outro medicamente campedo mundial de vendas
com uma arrecadacao de 1,4 bilhées de dblares no periodo de 2004-2008. Esta é
um peptideo ciclico formado por 11 aminoacidos sendo que um deles apresenta a
configuragdo D, raramente encontrado na natureza. A ciclosporina deu origem a
nova era em imunologia e transplantes de 6érgaos, a qual comegou em 1971(ALY et
al., 2011).

As estatinas, substancias antilipémicas, representam outro grupo de
importantes drogas obtidas de fungos, sendo os mais potentes redutores de
colesterol disponiveis no mercado. Algumas estatinas sdo obtidas por reacao de
biotransformacdo da mevastatina (4), a qual foi primeira estatina isolada de
Penicillium citrinum, como exemplo temos a lovastatina (Mevacord) (5), a qual
também ja foi isolada de Monascus ruber e posteriormente de Asperqgilllus terreus.
Outras estatinas sao derivadas sintéticas, analogas ao produto natural isolado de
fungos, tais como lipitor”, crestor” e livalo”, entre outros. As vendas de todas as
estatinas disponiveis no mercado atingiram o valor de 15,5 bilhdes de dolares em
2004 (ALY et al., 2011).
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Griseofulvina (6) (Fulvicin®, Grifulvin®, Grisovin FPY, Gristatin™), outro
importante metabdlito secundario produzido pelo fungo filamentoso Penicillium
griseofulvum é usado no tratamento de infec¢des fungicas da pele, cabelo e unhas,
com um mercado mundial de 31,1 milhdes de dbélares em 2007 (ALY et al., 2011).

Outras importantes drogas ou produtos para a agricultura, derivados ou
inspirados em produtos naturais, de fungos, incluem as estrobilurinas (7, 8), com
atividade contra varios fungos filamentosos e leveduras; equinocandinas uma

substancia com forte atividade antifungica (ALY et al., 2011).
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Figura 1 — Substancias de uso terapéutico produzidas por fungos.
Fonte: adaptado de Aly et al.( 2011).
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Adicionalmente, a obtencdo de hormdnios esteroidais usados na medicina
como anti-inflamatério, diurético, anabdlico, anti-androgénico, antifungico,
anticancerigeno (mama e prostata), no tratamento de osteoporose, prevencao de
doencas coronarias, prevencao e tratamento de infeccées por HIV, anti-obesidade e
por ultimo e, ndo menos importante como contraceptivo oral, tem sido obtidos por
biotransformagéo de esterdides utilizando fungos. Hormonios esteroidais estao entre
os medicamentos mais vendidos no mundo, e € uma das chaves de sucesso na
biotecnologia (MORICCA; RAGAZZI, 2008).

Com base nas colocacdes acima e que entre os 20 medicamentos mais
prescritos no mundo, seis sao originarios de fungos, € que estimativas sugerem a
existéncia de 5,1 milhdes de espécies de fungos, a chance de se encontrar novos
compostos com potencial na medicina e agricultura € enorme, e impulsiona o estudo
neste nicho de micro-organismo praticamente inexplorado (MORICCA; RAGAZZI,
2008).

1.1 Fungos endofiticos

O termo enddfitos originalmente descrito por De Bary em 1866, refere-se a
qualquer micro-organismo que vive nos tecidos das plantas, distinguindo-se dos
epifiticos que vivem na superficie. Sado encontradas diferentes definicbes de
enddfitos na literatura (AZEVEDO; ESPOSITO, 2010), mas a definida por Bacon e
Write amplamente aceita e utilizada, € que enddfitos sdo micro-organismos que
colonizam os tecidos internos das plantas sem causar efeitos negativos imediatos
(KHARWAR et al., 2011).

Os fungos endofiticos sdo um grupo diversificado de ascomicetos definidos
por sua ocorréncia assintomatica dentro dos tecidos vegetais, ocorrem em todo o
territério terrestre, nas comunidades naturais e antrépicas, colonizando plantas no
Artico, Antartica, solos geotérmicos, desertos, oceanos, florestas tropicais, mangues
e florestas costeiras (JALGAONWALA et al.,, 2011; ARNOLD, 2007). Em quase
todas as plantas vasculares, algas marinhas, musgos e samambaias, estudadas até
o momento, foram encontradas bactérias e fungos endofiticos. Normalmente,
centenas de espécies de endéfitos podem ser isolados de uma Unica planta, sendo
que pelo menos um é especifico ao hospedeiro (TAN; ZOU, 2001).

Esta associacdo sugere que estes micro-organismos co-evoluiram com 0s
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seus hospedeiros, apresentando uma intima relagcao mutualistica, onde os endéfitos
recebem nutrientes e protecao enquanto a planta tem vantagens decorrentes dessa
interacdo, como a maior resisténcia em ambientes com intenso estresse causado
por fatores bibticos (insetos, herbivoros, nematodides parasitas e micro-organismos
fitopatogénicos) ou abibticos (pH, temperatura, estresse hidrico, ventos fortes,
salinidade, etc.) (AZEVEDO; ESPOSITO, 2010; KHARWAR et al., 2011; ARAUJO et
al., 2010; OWNLEY; GWINN 2010).

1.2 Pseudofusicoccum stromaticum

P. stromaticum pertencente a familia Botryosphaeraceae. Micro-organismos
desta familia podem ser sapréfitas, se alimentando de cascas de madeira em
decomposicao, patdégenos primarios em espécies de plantas lenhosas e agricolas e
endofitos. Sdo encontrados em uma grande diversidade de plantas. (CASTRO-
MEDINA; CASTILLO, 2009).

A cultura de P. stromaticum forma micélios abundantes na superficie de
coloragdo esbranquicada e, o reverso das colonias torna-se acinzentado escuro

apds o envelhecimento (Figura 2).

Figura 2 — P. stromaticum, superficie do enddfito.
Fonte: Gubiani (2015, p. 150).

1.3 Produtos naturais obtidos de fungos endofiticos
Os micro-organismos endofiticos associados a plantas representam uma

fonte inexplorada de produtos naturais novos e bioativos, com mais de 20.000
substancias descritas (OWNLEY; GWINN 2010), sendo que a grande maioria
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apresenta alguma bioatividade, evidenciando o potencial biolégico e biossintético
(PARANAGAMA et al., 2007; YANG et al., 2012). Isto pode ser explicado pela teoria
ecolégica, que estabelece que a producdo metabdlica depende do nicho ecoldgico
no qual o micro-organismo esté inserido e das conseqlentes interagdes bidticas e
abidticas (STROBEL; DAISY, 2003; CARTER, 2011). Estes relatos sugerem que a
selecdo do enddfito deve se realizada com fungos de diferentes biotas,
principalmente os que enfrentam frequentes e intensas interagbes no ambiente
como plantas de regides aridas, florestas tropicais, entre outras (SCHULZ et al.,
2002; STROBEL et al., 2004).

Os produtos naturais de fungos endofiticos apresentam um amplo espectro de
atividade biolégica como, antimicrobiana, antiparasita, neuroprotetora, antioxidante,
antidiabética, propriedades imunossupressoras, antiviral, anticolinesterasica,
agentes neoplasicos e citotdxicas, estes metabodlitos podem ser agrupados em
varias classes, incluindo alcaloides, esteroides, terpenos, isocumarinas, quinonas,
fenilpropanoides, lignanas, acidos fendlicos, entre outros (STROBEL; DAISY, 2003;
ALY et al., 2011; WANG et al., 2012).

Outros produtos potencialmente bioativos produzidos por fungos endobfiticos
merecem destaque, como o0s anticancerigenos derivados de antracenediona
(ZHANG et al., 2010) e 22-oxa-(12)-citocalasinas (PRITI et al., 2009). Pesquisas
ainda relatam outros compostos com atividades promissoras como as antraquinonas
(ZHANG; SONG; TAN, 2006) e a 10-hidroxicamptotecina (SHWETA et al., 2010),
poderosos agentes antineoplasicos, isolado dos fungos endoéfitos Pleospora sp. e
Fusarium solani, respectivamente; e o0 subglutinol A e B, agentes
imunossupressores, produzidos pelo endofito Fusarium subglutinans (GUO et al.,
2008). Kusari (2011) descreveu a producdo de hipericina em cultura do enddfito
Hypericum perforatum, um agente no combate a depressdo e ansiedade. O
metabdlito fomocromona A foi isolado do endéfito Phomopsis sp., demonstrando
uma boa atividade antifingica, antibacteriana e inibidora de crescimento de algas
(AHMED et. al., 2011).

Em 2012, isolou-se do endofito pertencente ao género Phoma associado a
Arisaema erubescens, os metabdlitos tricodermina e cercosporamida, com fortes
atividades antifungicas e antitumorais (WANG et. al., 2012).

Alguns estudos demonstram que os fungos endofiticos sdo capazes de

produzir um grande numero de importantes metabdlitos secundarios bioativos,
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conhecidos apenas em plantas, sugerindo dessa forma que os endofitos sdo uma
fonte alternativa na produgédo destes metabdlitos (ALY et al., 2011; ALY et al., 2010;
GREVE et al., 2010; JALGAONWALA et al., 2011). Um exemplo bem conhecido é a
producdo do Taxol”, uma importante droga anticancerigena, pelo fungo endofitico
Taxomyces andreanae isolado da planta Taxus brevifolia que também produz esta
substancia. Outro importante anticancerigeno é a vincristina isolada da planta
Catharanthus roseus, e recentemente isolada do fungo endofitico Fusarium
oxysporum obtido da mesma planta (JALGAONWALA et al., 2011). Podofilotoxina
também utilizada no tratamento de cancer é conhecida por ser encontrada em
espécies vegetais do género Podophylum e também relatada dos enddfitos
Trametes hirsuta e Phialocephala fortinii (ALY et al., 2011). Existem outros exemplos
de compostos de origem vegetal que também sdo produzidos por fungos que
habitam os vegetais (ALY et al., 2011; ARNOLD, 2007).

Enddfitos representam uma inesgotavel e sustentavel fonte de recursos de
novos produtos naturais (KUSARI; SPITELLER, 2011). Das 300 mil espécies de
plantas existentes, cada uma é hospedeira de pelo menos um micro-organismo
endofitico e raras destas espécies vegetais tém sido estudadas em relagdo a sua
biologia endofitica. Consequentemente é grande a possibilidade de descoberta de
novos e interessantes micro-organismos endofiticos de plantas de diferentes
ecossistemas (STROBEL et al., 2004; AZEVEDO; ESPOSITO, 2010).

1.4 Escolha da espécie vegetal

Devido ao enorme numero de espécies de vegetais no mundo, algumas
estratégias de selegcdo devem ser utilizadas na busca por fungos endofiticos
produtores de substancias bioativas (STROBEL et al., 2004), tais como plantas com
histéria etnobotanica que relata uso e aplicacdo especifica de partes do vegetal;
plantas endémicas que ocupam solos mais antigos, plantas nativas de areas com
grande biodiversidade, plantas de habitats extremos, entre outras. Esta selecéo
pode nos garantir oportunidade de isolamento de novos géneros e espécies de
fungos endofiticos e possivelmente novos metabdlitos secundarios com possivel
aplicacdo na medicina, agricultura e industria alimenticia.

Dentro deste contexto, Eugenia jambolana, uma espécie vegetal muito

utilizada na medicina popular para tratamento de diabetes e que apresenta
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diferentes atividades biolégicas como adstringente, diurética, antidiabética,
antioxidante, antibiética e anti-inflamatéria (VASI et al., 2009; SANTOS et al, 2012)
foi selecionada para estudo da microbiota associada. Utilizando metodologia
adequada, treze fungos endofiticos foram isolados das folhas, caule, frutos verdes e
maduros. Estes foram cultivados em pequena escala em diversos meios € 0s
extratos obtidos foram submetidos a ensaios para avaliacdo das atividades
antifingica e anticolinesterasica. Dentre os extratos ensaiados, o produzido por
Ejfm-01 (classificado como P. stromaticum) em milho tipo canjica e em extrato de
Malte, apresentou atividade antifungica contra os fungos fitopatogénicos C.
cladosporioides e C. sphaerospermum, e anticolinesterasica. Esta observacao nos
direcionou para o estudo quimico e bioldgico dos extratos brutos produzidos por P.
stromaticum, objetivando o isolamento das substéncias responsaveis pelas

atividades observadas nos extratos brutos.
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5 CONCLUSAO

A triagem quimica e bioldgica realizada com os extratos brutos de milho NP e
de Malte AcOEt, produzidos por P. stromaticum, confirmaram que a producdo
metabdlica é dependente do meio de cultivo e que o extrato bruto de Malte AcOEt
produzido por P. stromaticum apresenta substédncias com atividade
anticolinesterasica e antifungica, sugerindo que os fungos endofiticos podem estar
exercendo funcao ecoldgica, protegendo as espécies hospedeiras contra possiveis
fitopatégenos.

O isolamento e determinacéao estrutural de duas substancias inéditas, o ftalato
(4,5-dimetil-3,4,5,6-tetrahidrobenzolc][1,6]dioxecina-1,8-diona) 2 e a cumarina (2-(7-
hidroxi-4-metil-2-oxo-2H-cromen-5-il) acido acético) 1 , sendo que a substancia 2
apresenta atividade antifungica contra C. sphaerospermum e anticonesterasica,
evidenciam P. stromaticum como um prolifico produtor de substancias inéditas

bioativas.
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