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RESUMO

Este trabalho descreve a triagem de 21 fungos endofiticos associados
a espécies vegetais de Cerrado e Mata Atlantica. Os extratos brutos
fornecidos por estes fungos foram avaliados quimicamente (CLAE e
RMN'H) e submetidos a bioensaios para avaliacdo da potencialidade
antifungica, antioxidante e anticolinesterdsica, onde se mostraram
promissores. Apbs esta triagem, oS fungos Xylaria sp. e
Colletotrichum crassipes, associados a Casearia sylvestris, foram
selecionados para o estudo quimico/biolbégico. Estes fungos foram
cultivados nos meios liquido (MDB) e sdélido (milho) para obtencéo
dos extratos brutos. O extrato bruto de Xylaria sp. em milho foi
submetido a fracionamento cromatografico e levou ao isolamento da
griseofulvina, 7-desclorogriseofulvina e citocalasina B, enquanto
que o extrato obtido do meio liquido conduziu ao isolamento da
citocalasina D, <citocalasina C e b5-carbdéxi-6-hidroxi-3-metil-3,4-
diidroisocumarina. Apds fracionamento do extrato bruto do enddéfito
C. crassipes no meio liquido MDB foram isoladas 8 substéncias da
classe de dicetopiperazinas, N-(2-feniletil)acetamida, tirosol e as
substdncias 1néditas 1-hidroxi-l-feniletil-tirosol e (6-metil-3-
(feniletdxi)-1,4-dioxan-2-il)metanol. Algumas substancias puras
foram submetidas a biocensaios e apresentaram potencial biocatividade
frente aos fungos fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e C.
sphaerospermum e nos ensaios antioxidante e anticolinesterdsico. As
citocalasinas D e B 1isoladas durante este trabalho e outras 5
citocalasinas isoladas anteriormente foram submetidas a avaliacdo da
citotoxicidade wutilizando 1linhagens de células de adenocarcinoma
murino e se mostraram muito ativas. Os fungos endofiticos Xylaria
sp. e C. crassipes foram utilizados em biotransformacdo do substrato
4-etilciclohexanona. Este experimento foil realizado através do
cultivo destes microrganismos na presenca do substrato no modo
estidtico e sob agitacdo, sendo realizadas extracdes apds cinco e dez
dias de cultivo. Foram obtidos quatro produtos resultantes da
biotransformacdo da 4-etilciclohexanona. As estruturas de todos os
metabdélitos foram determinadas por métodos espectrométricos e
comparagdo com a literatura.

Palavras chaves: endofitico; Xylaria sp.; Colletotrichum crassipes.



ABSTRACT

This work describes the screening of 21 endophytic fungi from plant
species from Cerrado and Atlantic Forest. The crude extracts
produced by these fungi after fermentation in potato dextrose broth
(PDB) were evaluated by HPLC, 'HNMR and potential biological
activities: antifungal, antioxidant and anticholinesterasic. After
screening, the extracts of Xylaria sp. and Colletotrichum crassipes,
isolated from Casearia sylvestris, were selected, based on the
chemical/biological results. These endophytic fungi were cultivated
in PDB and corn for crude extract preparation. The crude corn
extract of Xylaria sp. 1led to isolation of griseofulvin, 7-
dechlorogriseofulvin and cytochalasin B while the crude PDB extract
led to isolation of cytochalasin C, cytochalasin D and 5-carboxy-6-
hidroxy-3-methyl-3,4-dihydroisocoumarin. The crude PDB extract of
Colletotrichum crassipes led to isolation of eight
diketopiperazines, N-(2-phenylethyl)acetamide, tyrosol, 1-hidroxy-1-
phenylethyl-tyrosol and (6-methyl-3- (phenethyloxy)-1,4-dioxan-2-
yl)methanol. The some of them pure compounds showed potential
antifungal activity against Cladosporium cladosporioides and C.
sphaeropermum, antioxidant and anticholinesterasic activities. The
Cytochalasins D and B, isolated 1in this work, and other five
cytochalasins produced by Xylaria sp.l showed potential activity for
cytotoxic activity against adenocarcinomatous murine cells. The
fungi Xylaria sp. and C. crassipes were evaluated as biocatalysts
for biotransformation of 4-ethylcyclohexanone. Four
biotransformation products were 1isolated. Their structures were
established by spectroscopic methods, including the application of

bidimensional NMR techniques and comparison with published data.

Keywords: endophytic fungus; Xylaria sp.; Colletotrichum crassipes.
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1 INTRODUCAO

Produtos naturais s&do explorados hd muitos anos e as plantas
sempre representaram a principal fonte natural de compostos usados
na medicina popular (STROBEL et al., 2004). Entre os exemplos de
farmacos obtidos a partir de fontes vegetais destacam-se alguns
utilizados até o presente e de uso disperso pelos continentes como,
por exemplo: aspirina, codeina, digitoxina e eugenol. Além destes,
pode-se ainda destacar o psolarem, uma cumarina isolada de Psorelea
corylifolia (empregada no tratamento de vitiligo), e a
podofilotoxina, isolada de Podophylum peltatum, que possui dois
derivados semi-sintéticos: o etoposideo (empregado no tratamento de
cédncer de testiculo e certos tipos de céncer de pulmdo) e ©
teniposide (que tem emprego no tratamento de leucemia). Uma
descoberta de farmacos de fonte vegetal muito significante foi a dos
alcalébides da Vinca (Catharanthus roseus), vincristina e
vimblastina, utilizadas em diversos tratamentos de cancer (DAVID et
al., 2004).

Entre os 520 novos féarmacos aprovados entre 1983 e 1994, 39%
sado produtos naturais ou derivados de produtos naturais,
predominando na &area de antibacterianos e antitumorais (CRAGG et
al., 1997; CRAGG et al., 2006). Dos farmacos produzidos a partir de
1995, 244 estruturas quimicas tém sido utilizadas como protédtipos,
sendo que destas 83% sdo provenientes de fontes naturais (animais,
plantas e microrganismos) e 17% sdo provenientes de sintese qguimica
ou de observacgdes das atividades bioldbgicas de compostos existentes
(FURTADO, 2004).

Contribuindo para a grande riqueza e importéncia dos produtos
naturais, os microrganismos também comecaram a ser investigados como
fonte de principios bioativos. Os fungos passaram a ser estudados
guimicamente apds a descoberta da penicilina por Fleming e Chain
(1930), um poderoso antibiético produzido por Penicillium notatum
(STROBEL et al., 2004) . A descoberta deste importante agente
bioativo evidenciou os fungos como uma fonte natural rica e
promissora na busca por novos metabdlitos e marcou o inicio de

investigacdes quimicas/biolbdgicas nesta classe de microrganismos.



26

1.1 Fungos: uma visao geral

Os fungos s&o organismos quimiorganotré6ficos, cujo corpo pode
ser unicelular (leveduriforme) ou pluricelular (micélio) (SILVA,
2005). Tipicos de ambientes umidos, encontram-se distribuidos em
habitats diversos: &gua, solo, ar, sobre particulas em suspensdo ou
ainda como parasitas de plantas e animais. S&do organismos que
comumente prosperam em ambientes competitivos, mantendo relagdes
simbidticas (mutualismo ou comensalismo), trdéficas (predacdao e
parasitismo) e de competicdo (por territdério e alimento) com outros
organismos do ecossistema (AZEVEDO, 1998).

Com relacdo a ocorréncia e biodiversidade, os fungos constituem
0 segundo maior grupo de espécies sobre a terra, perdendo apenas
para os 1insetos. Estimativas sugerem que ha aproximadamente 1,5
milhées de espécies diferentes de fungos, sendo que menos de 5%
foram descritas (HAWKSWORTH, 1991; HAWKSWORTH, 2001).

Entre as propriedades dos fungos ¢é importante ressaltar que
apresentam grande capacidade de produzir moléculas bioativas. Sé&o
conhecidos pela producdo de substéncias altamente téxicas para
mamiferos (micotoxinas), sendo algumas consideradas carcinogénicas
potentes. Tais substéancias incluem aflatoxinas, ocratoxinas,
citreoviridinas, tricotecenos e fumonisinas, além de uma variedade
de derivados indbélicos tremorgénicos (MILLER; TRENHOLM, 1991) .
Entretanto, esta classe de microrganismo também é responsiavel pela
producdo de uma gama de metabdlitos Dbicativos com aplicacéo
terapéutica. Dentre os medicamentos de maior repercussdo para
doencas infecciosas destacam-se os antibidticos P-lactédmicos das
classes das penicilinas e cefalosporinas, como o0s exemplos mais
conhecidos de produtos de fungos. Estes antibidéticos ainda sdo os
mais wusados no mundo, devido a eficdcia e a bem estabelecida
producdo em larga escala. Outros exemplos incluem a mevinolina
(Mevacor® = lovastatina), um agente redutor de colesterol detentor de
um mercado mundial em torno de 1 Dbilhdo de dbélares anuais,
ciclosporinas (MASUREKAR, 1992), bleomicinas, daunorubicinas e
andlogos (agentes antitumorais), avermectina B (anti-helmintico) e
alcaldéides ergot (CAFEU, 2005). Metabdlitos produzidos por fungos
também sdo alvos de pesquisas envolvendo a busca por novos agentes

anticolinesterdsicos. As arisugacinas (produzidas por fungos de solo
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denominados WK-4164 e FO-4259) apresentaram perfil promissor como
anticolinesterasicas (VIEGAS et al., 2004). Estes microrganismos
ainda se destacam produtores de agrogquimicos naturais, tais como
destruxinas (inseticidas) e estrobilurinas (fungicidas), além de
varias fitotoxinas (herbicidas) (GARDNER; MCCOY, 1992).

Além da alta capacidade de producdo metabdlica, os fungos
apresentam vantagens sobre outras fontes naturais, uma vez que s&o
recursos renovaveis e a producdo em larga escala dos metabdlitos
bicativos pode ser realizada usando a tecnologia existente (variacao
do meio e otimizacdo das condigbdes de cultivo). Por exemplo, a
manipulacdo na cultura produtora de ©penicilina resultou em um
aumento de 6000 vezes na producdo (DEMAIN, 2000). Assim, apesar das
etapas muitas vezes ndo serem facilmente otimizadas, metabdlitos
promissores isolados de fungos podem ser acessiveis em escala
pratica através da aplicagdo da Dbiotecnologia. Outro aspecto
relevante dos fungos é com relacdo a conservacdo ambiental, uma vez
gue requerem uma Unica e pegquena remocdo do ambiente natural (BILLS,
1995).

Uma das estratégias na busca por agentes potencialmente
bioativos é guiar-se por organismos que vivem em associacdes, tais

como fungo-fungo, fungo-inseto e fungo-planta (endofiticos).

1.2 Fungos endofiticos

Sdo fungos que vivem nos tecidos internos das espécies vegetais
por pelo menos uma parte do seu ciclo de wvida (CLAY, 1988). As
infeccdes destes microrganismos ocorrem através das raizes,
estdbmatos ou lesdes (CARROL, 1988) e estes também podem habitar a
planta por toda a vida, sendo transmitidos, em alguns casos, para
futuras geracdes através da semente do hospedeiro (AZEVEDO, 1998).

Qualquer espécie de planta vascular pode hospedar entre 10 a
100 diferentes espécies de fungos endofiticos, sendo que até cinco
podem ser especificos ao hospedeiro (sdo chamados de espécies
dominantes) (DREYFUSS; CHAPELA, 1994). Esta especificidade sugere
que seja qual for a taxa de extincdo das espécies de plantas, a taxa
de extincdo das espécies de fungos endofiticos é muito maior. Assim,
tem-se constatado uma urgente necessidade em se estudar a quimica

dos endéfitos, temendo-se a perda da biodiversidade.
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As interacdes entre fungos endofiticos e plantas ainda ndo séo
muito bem compreendidas mas sabe-se que podem ser simbidticas
(mutualismo ou comensalismo) ou tréficas (parasitismo) (SOUZA et
al., 2004). Nas interacgdes mutualisticas os microrganismos produzem
ou induzem a producdo de metabdlitos que podem conferir diversas
vantagens a planta, como por exemplo, a diminuicdo do ataque de
insetos e o aumento da toleradncia ao stress ambiental (ARAUJO, 1996;
RODRIGUES et al., 1996). Também podem produzir metabdélitos que né&o
interferem no metabolismo do vegetal, para autodefesa contra outros
microrganismos (comensalismo). Um exemplo de relacdo de parasitismo
¢ a infeccdo das folhas de Hymenaea courbaril por Pestalotia
subcuticularis. Quando sementes de H. courbaril infectadas pelo
fungo sdo semeadas, este permanece dormente até a planta se tornar
adulta. Apds este periodo, o fungo produz fitotoxinas e mata a
planta (SILVA, 2005). Um fator que se deve levar em consideracdo é
que durante a relacdo fungo/planta pode ocorrer transicdo de um
estado simbidético a trdédfico, devido a condigdes de stress ambiental.
Assim sendo, o endofitico passaria a exercer uma acdo patogénica ao
hospedeiro (PETRINI, 1991).

Nos diversos grupos de fungos filamentosos, a literatura tem
relatado poucos estudos quimicos baseados em observagdes ecoldgicas,
principalmente relacionadas com o “habitat”; no entanto, gquando sé&o
realizadas, tém conduzido ao isolamento de substdncias com as mais
diversas bioatividades (DREYFUSS; CHAPELA, 1994). Sendo assim, tais
observacdes podem e devem ser usadas como um meio racional e util
para a busca de principios ativos.

Em um programa de triagem de produtos naturais oriundos de
fungos foi verificado que os endofiticos constituem o grupo mais
produtivo gquimicamente entre os fungos filamentosos, apresentando
uma producdo de metabdlitos secundérios 73% superior a outros fungos
(DREYFUSS; CHAPELA, 1994). A alta produtividade dos endofiticos pode
ser explicada pela teoria ecoldgica que prediz que existem dois
fatores chaves para promover a diversidade metabdélica em organismos:
alto nivel de “stress” ambiental e intensas interacdes com outros
organismos. Organismos submetidos a um ou ambos os fatores sdo mais
provaveis de produzirem metabdlitos secundarios Dbiologicamente

ativos (DREYFUSS; CHAPELA, 1994).
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Além das observacdes ecoldbgicas, a Dbusca de metabdlitos
secundarios em fungos endofiticos poderia ser direcionada pela
quimiotaxonomia, no entanto, a escassez de informacdes desta
natureza dificulta o uso desta importante ferramenta na Dbusca de

compostos bioativos.

1.2.1 A diversidade metabdélica dos fungos endofiticos

Existem relatos de um possivel “aprendizado” dos organismos
associados em produzirem as mesmas classes de substédncias que os
hospedeiros. Este fendmeno ecoldégico tem sido interpretado como
sendo uma “transferéncia genética horizontal”, que pode ser
originada por troca de material genético dos organismos associados
(planta e fungos) durante o processo de penetracdo no hospedeiro
(ROHR, 1997).

Nos anos 90 do século passado, estudos realizados por Stierle
et al. (1993) despertaram ainda mais o interesse biotecnoldégico para
o 1imenso potencial dos microrganismos endofiticos, ©pois ficou
evidenciado que o fungo endofitico Taxomyces andreanae é capaz de
produzir um complexo diterpendide, o taxol, que é um agente
antitumoral de alto wvalor no mercado internacional. Trabalhos
posteriores também mostraram que outro fungo endofitico,
Pestalotiopsis microspora, isolado de T. wallachiana também produz
taxol (STROBEL et al., 1996). Com as evidéncias de que fungos
endofiticos podem também produzir o taxol visualizou-se um novo
processo, talvez mais eficiente e menos dispendioso, para a producgdao
deste importante féarmaco.

Outros produtos potencialmente bicativos produzidos ©pelos
fungos endofiticos merecem destaque, como os antitumorais
citocalasina E (A) (WAGENAR et al., 2000), pestalotiopsis A (B)
(PULICI et al., 1996), &cido torridnico (C) e &cido oregénico (D)
(LEE et al., 1996); geniculol (E) e «citocalasina F (F) sdo
caracterizadas pela bioatividade algicida (KONIG et al., 1999);
citosporona D (G) (BRADY et al., 2000), fomopsolida A (H) e &cido
coletotrico (1) (ZOU et al., 2000) se destacam pela atividade
antibacteriana; leucinostatina A (J) (STROBEL et al., 1997),

criptocandina (K), e criptocina (L) (LI et al., 2000) apresentam
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Ilustracédo 1.
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A necessidade da descoberta de novos farmacos com acao
terapéutica requer otimizacdo continua e intensificou-se nos ultimos
anos devido ao desenvolvimento da resisténcia de alguns
microrganismos patdégenos, tais como Staphylococcus, Mycobacterium,
Tuberculosis e Streptococcus, a féarmacos existentes. Além disso, a
busca por novos agentes antimicdéticos tem se tornado cada vez mais
necessaria devido ao desenvolvimento de doengas fungicas na
populacdo  humana, como resultado de um sistema imunoldgico
comprometido (STROBEL, et al., 2004). Farmacos mais eficientes para
o tratamento de doencas como malaria, leishmaniose e tripanomiase,
causadas por protozodrios parasitas, também sdo necesséarias
(STROBEL, 2002). Na ultima década, o estudo do envolvimento do
estresse oxidativo na patofisiologia de diversas doencas crdnicas,
como as cardiovasculares e o cincer, e da artrite reumatdide (doenca
degenerativa do envelhecimento), indica que substancias
antioxidantes desempenham papel fundamental na prevencdo destas
patologias (PIETTE, 1991). O céncer é uma doenca que atinge milhares
de pessoas em todo o mundo e medicamentos mais eficientes e menos
agressivos sdo extremamente necessarios.

Desse modo, a primordial necessidade por novos metabdlitos
bioativos deve induzir as investigacdes em fontes promissoras, como
os fungos endofiticos, uma vez dgue estes apresentam capacidade de
producdo metabdlica com grande diversidade estrutural e com largo
espectro de bioatividades.

Para o estudo gquimico destes enddéfitos deve-se primeiramente

selecionar a espécie vegetal hospedeira.

1.3 Espécie vegetal hospedeira

A selecdo racional da espécie vegetal hospedeira garante
melhores oportunidades no isolamento de fungos endofiticos de novos
géneros e espécies. Devido ao enorme numero de espécies de plantas
no mundo, algumas estratégias na selecdo da planta podem ser
utilizadas na Dbusca por endofiticos biocativos (STROBEL, et al.,

2004), tais como:

% plantas com histéria etnobotédnica que relata o uso e a
aplicacédo especifica de partes do vegetal;

% plantas end@micas que ocupam solos mais antigos e
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* plantas nativas de &reas com grande biodiversidade.

A planta selecionada para o isolamento de endofiticos foi a
Casearia sylvestris (Flacourtiaceae), popularmente conhecida como
“guacatonga”, “cafezeiro do mato”, “cha& de bugre”, “erva de bugre” e

“lingua de lagarto” (LORENZI, 1992):

Esta espécie vegetal tem ampla distribuicdo na América
Tropical, especialmente no Brasil, ocorrendo em todo o territdrio,
inclusive em Cerrado e Mata Atlédntica (LORENZI, 1992).

Casearia sylvestris ¢ uma planta medicinal wutilizada por
indios, <caboclos e populacdes tradicionais e estd incluida na
“fitoterapia popular”. Na medicina indigena da regid&o amazdnica as
folhas, cascas e raizes desta planta sdo utilizadas como antitérmico
de uso externo ou interno (JUNGES et al., 1985). Agricultores do
Estado do Rio Grande do Sul faziam uso empirico do “chad de bugre”
como abortivo e para retirar a placenta (pds parto) de animais
(JUNGES et al., 1985). H& relatos do uso de preparados de folhas de
C. sylvestris na medicina popular como anestésico local,
antidiarréico, antiofidica, anti-reumdtico, anti-séptico,
antiulceroso e cicatrizante. A raiz desta espécie vegetal também
apresenta propriedades depurativa e anestésica (JUNGES et al., 1985;
CORREA, 1975).

Estudos fitoquimicos das folhas de C. sylvestris evidenciaram a
presenca de flavondéides, saponinas, 6leo essencial (SCAVONE et al.,
1979) e o extrato bruto apresentou atividades antiulcerosa (SERTIE
et al., 2000), antiofidico, antiinflamatdéria e antitumoral (CARVALHO
et al., 1998), demonstrando a grande importédncia desta espécie na
busca de metabdélitos bioativos.

A atribuicdo da responsabilidade pela acdo farmacoldgica as
substancias sé foi estabelecida em C. sylvestris no caso da

atividade antitumoral. Pesquisadores Jjaponeses isolaram diterpenos
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clerodénicos, 0s quals foram denominados <casearinas A-F, com
atividade antitumoral. Itokawa et al. (1989) obtiveram uma patente
relacionada a acdo apresentada por esses diterpenos e em estudos
posteriores, Morita et al. (1991) isolaram as casearinas denominadas
G-R, também com atividade citotdxica. Trés novos diterpenos
clerodanicos foram isolados das folhas e dos caules de C. sylvestris
por Oberlies et al. (2002), denominados casearvestrinas A, B e C, e
estes apresentaram atividade antitumoral e antifungica.

Dentro do grupo de pesquisa NuBBE (IQ-UNESP - Araraquara) Carvalho
et al. (1998) isolou trés casearinas 1néditas das folhas de C.
sylvestris (G, S e T) que também apresentaram atividade antitumoral
potencial. Uma pesquisa realizada pelo professor Dr. Alberto José
Cavalheiro, com folhas de C. sylvestris resultou em uma patente, a
qual foi depositada em 18/12/2003 (DEINPI 006358) registrando
processos de obtencdo de extratos e fragdes ativas para prevenir,
tratar, combater ou suspender disturbios gastricos.

A potencialidade bioldgica apresentada por Casearia sylvestris,
as fortes evidéncias de que microrganismos endofiticos produzam as
mesmas substancias, ou derivados com maior biocatividade que a planta
hospedeira e os dados obtidos durante a triagem realizada,
justificam a escolha dos fungos associados a esta espécie vegetal
para o estudo quimico/bioldgico desta tese de doutorado. Foram
selecionados dois fungos endofiticos isolados de C. sylvestris para

o estudo quimico, Colletotrichum crassipes e Xylaria sp.

1.4 Fungos endofiticos isolados de Casearia sylvestris

1.4.1 Fungo Xylaria sp.

0 fungo Xylaria sp. pertence a ordem Xylariales e familia
Xylariaceae. A familia Xylariaceae possui cerca de 40 géneros e O

numero exato de espécies da familia ainda n&do pdde ser determinado,
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devido a grande dificuldade na classificacdo e a falta de colecdes
modernas de espécies tropicais; porém, com base em revisdes sé&o
descritas 431 espécies (HAWKSWORTH, 1991). Os estudos com fungos de
regides tropicais a partir do final dos anos 90 tém revelado um
grande numero de espécies desta familia (SILVA, 2005) gque comumente
vivem saprofiticamente (alimentam-se de organismos em decomposicgédo)
(HAWKSWORTH, 1991; HAWKSWORTH, 2001).

0 género Xylaria possui 100 espécies ja descritas, mas estima-
se que possa chegar a 500 (WHALLEY, 1997). Os fungos deste género
sdo encontrados como saprdfitas, fitoparasitas e endofiticos. Os
relatos de Xylaria como endofiticos ocorreram nos ultimos anos com a
intensificacdo dos estudos com plantas tropicais (BAYMAN et al.,
1998) . Espécies endofiticas de Xylaria foram encontradas em palmas,
orquideas e Dbromélias, entre outras (BAYMAN et al., 1998). Os
membros da familia Xylariaceae constituem o grupo taxondmico com
maior freqiiéncia de 1isolamento entre as espécies endofiticas

isoladas de plantas tropicais (RODRIGUES, 1994).

Uma diversidade de metabdlitos secundérios j& foi produzida por
fungos do género Xylaria, tais como: sesquiterpendides eremofilanos
(SINGH et al., 1999), xylarenal A (SMITH et al., 2002), xylocetal A
(LIN et al., 2001), multiploide A (BOONPHONG et al., 2001),

citocalasinas e epoxicitocalasinas (DAGNE et al., 1994), -entre
outros. Todos estes metabdlitos apresentam algum tipo de
bicatividade tais como, antifungica, anticolinesterédsica e

citotdxica, evidenciando a potencialidade destes fungos na producgédo

de substédncias bioativas.

1.4.2 Fungo Colletotrichum crassipes

0 género Colletotrichum é membro da familia Philacoraceae.
Tradicionalmente, caracteristicas morfoldgicas como tamanho e forma

de conidios sdo utilizados ©para taxonomia de Colletotrichum.
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Entretanto, a caracterizacdo Dbaseada unicamente em critérios
morfoldgicos pode n&o ser suficiente, devido a grande variabilidade
destas caracteristicas para alguns fungos deste género. Outros
critérios adotados sdo: cultivo dos fungos em diferentes
temperaturas, sensibilidade a fungicidas e diferencas fisioldgicas
quanto a capacidade de utilizacdo de diferentes substratos (TOZZE et
al., 2006). Espécies deste género estdo envolvidas em infecc¢des de
plantas, sendo que algumas compreendem os patdgenos mais destrutivos
de espécies vegetais, incluindo cerais, legumes, frutas e vegetais.
Plantagdes de morangos sdo, particularmente, mais suscetiveis a
doencas causadas por estes microrganismos (COLLADO et al., 2003).

H& relatos de fungos do género Colletotrichum como endofiticos
e estes sdo reconhecidamente produtores de uma gama de metabdlitos
secundarios biocativos. Alguns exemplos s&do o acido colletdtrico,
produzido por C. gloesporioides, associado a espécie vegetal
Artemisia mongdlica, que apresentou bioatividade contra as linhagens
de Bacilus subtilis e Staphylococcus aureus (ZOU et al., 2000); da
cultura de Colletotrichum sp., isolado de Artemisia annua, foram
isolados diversos metabdélitos tais como ergosterol, 3-oxo-ergost-4-
ene, 3-indol-acido acético, 6-isoprenilindol-3-4cido carboxilico,
3B, 50-diidroxi-6P-acetdxi-ergosta-7,22-dieno e 3B, 50, 6B-
triidroxiergosta-7,22-dieno que apresentaram bioatividade
antimicrobiana e antifungica contra Candida albicans, Aspergillus
niger e Rhizoctonia cerealis (LU et al., 2000); h& relatos da
produgcdo de C-6 e C-8 metil-flavonol pelo fungo endofitico C.
dematium F.sp. epilobil isolado de Epilobium angustifolium (ABOU-
ZAID et al., 1997); do fungo C. gloesporoides, isolado de
Cryptocaria mandiocanna, foram isoladas as substdncias 4-hidroxi-6-
deoxicitalona e 4,8-dihidroxi-a-tetralona que apresentaram potencial
biocatividade contra os fungos fitopatogénicos Cladosporium
cladosporoides e C. sphaerospermum (INACIO et al., 2006). Outros
metabdlitos secundarios também foram produzidos por fungos
Colletotrichum ssp. como aspergillomarasmina A e B, gloesporona,
ferricrocina, wuracila e lumichroma (INACIO et al., 2006). Estes
dados revelam a potencialidade dos fungos do género Colletotrichum

na producdo de substéncias com esqueleto quimico diverso, além de
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bioativas, Jjustificando a escolha de um fungo deste género para o

estudo quimico nesta tese de doutorado.

1.5 Fungos e biotransformacéo

Os diversos relatos de producdo metabdlica de fungos
pertencentes aos géneros Xylaria e Colletotrichum revelam que estes
microrganismos sé&o constituidos de um eficiente sistema enzimatico.
Este fato despertou o interesse em realizar uma avaliagdo preliminar
da capacidade dos endéfitos Xylaria sp. e Colletotrichum crassipes
em experimentos de biotransformacdo, possibilitando a identificacéo
de classes de enzimas associadas a estes microrganismos.

A biotransformacdo pode ser resumidamente definida como sendo a
utilizacéo de sistemas bioldgicos (microrganismos ou enzimas
isoladas) capazes de provocar transformacdes quimicas em compostos
que ndo sao seus substratos naturais (COLLADO et al., 2001).

Fungos, leveduras e bactérias sdo utilizados hé& algum tempo em
transformagdes bioldgicas de compostos orgadnicos. Recentemente, o
uso destes microrganismos ou de seus sistemas enzimdticos isolados
se expandiu e tem conduzido a reacgdes estereoespecificas e
estereoseletivas de grande importédncia em sintese assimétrica de
moléculas com atividades bioldégicas relevantes (COLLADO et al.,
2003) .

Varias espécies de fungos do género Colletotrichum foram
relatadas por Collado et al (2003), como sendo utilizadas em
biotransformacdes, com 1interesse em aplicacgdes industriais e
sintéticas. VAarias classes quimicas de compostos orgdnicos foram
submetidas a este processo para avaliar a capacidade de
biotransformacdo do microrganismo como, por exemplo, as fitoalexinas
(antibidéticos produzidos pelas plantas em resposta a infecgdo por
micrdébios) maackiaine e medicarpine. Diversos terpendides
aciclicos, saturados aciclicos, insaturados aciclicos,
monoterpendéides, sesquiterpenos e esterdides também se mostraram
suscetiveis a sofrerem modificacdes no esqueleto gquimico por acdo de
microrganismos (COLLADO et al., 2003).

O estudo quimico preliminar da potencialidade dos fungos
endofiticos como biotransformadores pode contribuir com dados para a

literatura, ainda tdo escassa para este nicho de microrganismos.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi o estudo quimico e bioldbgico dos
extratos brutos fornecidos pelos fungos endofiticos Colletotrichum
crassipes e Xylaria sp., associados a espécie vegetal Casearia

sylvestris.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

’0

% Realizar triagem quimica (CLAE-DAD e RMN de 'H) e biolégica
(ensaios antifingico, anticolinesterdsico e antioxidante) dos
extratos brutos produzidos por 21 linhagens de  fungos

endofiticos associados a espécies vegetais do Cerrado.

O
0’0

Preservacdo e manutencdo das 21 linhagens fungicas.

72
0’0

Selecionar as linhagens fungicas para estudo quimico/bioldgico.

X3

4

Cultivar em larga escala os fungos selecionados (CSY-02 e CSY-
03), nos meios ligquido (PDB) e sdélido (Milho), para obtencéo
dos extratos brutos.

% Isolamento e elucidacdo e/ou identificagdo estrutural dos
metabdélitos secundarios através de técnicas cromatograficas e
espectrométricas, respectivamente.

% Submeter as substéncias puras isoladas aos ensaios para
avaliacéo do potencial antifungico, antioxidante e
anticolinesterédsico.

% Avaliacdo preliminar do potencial enzimatico dos fungos
endofiticos em experimento de biotransformacéio.

% Contribuir para o) conhecimento da quimica dos fungos

endofiticos despertando o interesse para futuros estudos

envolvendo a interacdo entre microrganismos-plantas.
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3 MATERIAIS, EQUIPAMENTOS E TECNICAS UTILIZADAS

3.1 Meios para cultivo dos microrganismos
% Meios de cultura sdélidos:
BDA - Batata Dextrose Agar (Sigma): 39g/L de &gua.
Milho descascado “canjica” (Yoki): 90g em 75 mL de agua.
% Meio de cultura liquido:

MDB - Meio de Dextrose e batata (DIFCO): 24g/L de &agua.

3.2 Solventes

¢ Deuterados: CDCl; e DMSO-dg (Merck, Aldrich e Fluka).

% Nao-deuterados: Merck, J.T. Backer, Synth e Mallinckrodt.

3.3 Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC)

Silica gel 60PF-254 (Merck) suspendida em &gua destilada na
proporcdo 1:2 (m/v) fol aplicada em placa de vidro 20 X 20 cm
obtendo-se 0,25 mm de espessura. Foi utilizado espalhador “Quickfit”
para espalhar a silica de forma homogénea na placa. Apds preparo, as
placas foram mantidas em repouso por 4 horas e ativadas em estufa a
110°C por 1 hora. As revelagbdes foram obtidas por irradiacéo
ultravioleta (UV 254 e 366 nm), nebulizacdo com anisaldeido seguido

de aquecimento ou exposigdo a iodo sublimado.

3.4 Cromatografia em coluna

Nas separacdes cromatogrdficas em coluna aberta ou sob presséao
foram utilizadas colunas de vidro de diferentes didmetros interno e
comprimentos.

Fases estaciondrias: silica C-18 (40-63 pm; Merck) e silica gel

fase normal (0,035-0,070 mm; ACROS ORGANICS) .

3.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
As anélises por CLAE no modo analitico foram realizadas em
equipamento ProStar da Varian acoplado ao detetor ProStar 330 de

arranjos de diodos. Foi wutilizada a coluna analitica Phenomenex

silica C-18 (250 x 4,60mm; 5Sum).
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No modo preparativo, as andlises por CLAE foram realizadas em

equipamento ProStar da Varian acoplado ao detetor ProStar UV,

utilizando a coluna Phenomenex silica C-18 (250 x 21,20mm; 10um).

3.6 Ressonancia magnética nuclear de 'H e *C (RMN de 'H e 3C)

Os experimentos uni e Dbidimensionais foram realizados em
espectrdmetro Varian INOVA-500 operando a 500 MHz para o nucleo de 'H
e em 125 MHz para o nucleo de *C (Campo magnético 11,4 T). Foi

utilizado TMS como referéncia interna.

3.7 Outros equipamentos

Evaporador rotatdério - Buchi

Balanca analitica - Mettler Toledo AG 245

Autoclave vertical - Quimis Aparelhos Cientificos Ltda
Cémara de fluxo laminar — NUAIRE II, A/B3

Incubadora rotatdéria (“shaker”) - Marconi

Espectrdmetro de Massas tipo quadrupolo (Quattro - LC, Micromass)
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Triagem quimico/bioldgica de fungos endofiticos associados a
espécies vegetais do Cerrado

4.1.1 Selecdo e obtencdo das espécies vegetais

Foram selecionadas e coletadas as seguintes espécies vegetais
do Cerrado do ©Estado de S&o Paulo: Alchornea glandulosa
(Euphorbiaceae), Alibertia sessilis (Rubiaceae), Arrabidaea

samydoides (Bignoneaceae), Casearia semidecandra (Flacourtiaceae),

Casearia sylvestris (Flacourtiaceae), Senna spectabilis
(Leguminoseae), Cupania vernalis (Sapindaceae), Psychotria
marcgravii (Rubiaceae), Piper aduncum (Piperaceae), Prunus

mirtifolia (Rosaceae), Rudgea viburnioides (Rubiaceae), Styrax
ferrugineus (Styracaceae), Tocoyena formosa (Rubiaceae), Ocotea
corymbosa (Lauraceae), Xylopia aromatica (Annonaceae) e Virola
sebifera (Miristicaceae). As espécies vegetais foram coletadas na
Estacdo Ecoldgica Experimental de Mogi-Guagui com excecdo da S.
spectabilis, Piper aduncum e Xylopia aromdtica que foram coletadas
em Araraquara, SP.

As exsicatas encontram-se devidamente classificadas e

depositadas no Herbdrio do Instituto de Botdnica de S&o Paulo.

4.1.2 Isolamento das cepas fungicas

Folhas saudéaveis das espécies vegetais coletadas foram lavadas
com a&gua e sabdo e esterilizadas por imersdo em NaClO 1% (5 minutos)
e em etanol 70% (1 minuto), seguida de lavagem com &gua estéril (10
minutos) e secagem (MAIER et al., 1997). Apds o processo de

esterilizacdo, as folhas foram cortadas e incubadas em placas de

Petri contendo BDA e o antibidético sulfato de antamicina (50 pg/mL),
para evitar o crescimento bacteriano. Repiques utilizando outras
placas de Petri contendo BDA foram realizados sucessivamente e
resultaram em 95 linhagens fingicas puras, as quais foram
preservadas em frascos com Aagua esterilizados (SILVA, 2005),

conforme pode ser visualizado no Esquema 1.
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> — —
Esterilizacéo

Plagqueamento Repicagem - Culturas

Espécie vegetal Purificacdo preservadas

Esquema 1 - Ilustracdo das etapas de isolamento, purificacdo e preservacao
dos fungos endofiticos.

Das linhagens isoladas, 59 foram triadas quimica/biologicamente
por Geraldo H. Silva e Helder L. Teles (SILVA, 2005) e 9 foram

triadas pela aluna de mestrado Renata Sordi (SORDI, 2006).

As 21 cepas restantes, codificadas como ALG-02, ALG-03, ALG-a,
PL-03, PL-04, PL-05, PL-0O7, CSY-01, CSY-02, CSY-03, CSY-04, CSY-05,
PAJ-11, PR-03, RUV-01, RUV-04, RUV-06, RUV-08, CB10-3, CBl14-4 e TF-
01, foram cultivadas em pequena escala no meio liquido MDB e os
respectivos extratos Dbrutos foram triados quimico/biologicamente
durante a realizacdo do trabalho experimental desta tese de

doutoramento.
4.1.3 Classificacao das linhagens fungicas

As 21 linhagens fungicas foram enviadas para classificacdo para
o Prof. Dr. Ludwig H. Pfenning, Departamento de Fitopatologia da

Universidade Federal de Lavras, Lavras/MG.

4.1.4 Cultivo em meio liquido dos end6fitos, obtencdo e triagem dos
extratos brutos

As linhagens puras foram cultivadas em pequena escala para

obtencdo dos extratos brutos.

Placas de Petri contendo o meio de cultivo BDA foram
autoclavadas e em seguida os fungos foram inoculados. Apds 7 dias
foi realizado o indbéculo dos fungos em meio liquido MDB (400 mL),
previamente esterilizados em autoclave, sendo mantidos em incubadora

rotatédria a 120 rpm, sob temperatura controlada (25°C), por 28 dias.
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Os extratos brutos obtidos foram triados através de andlise por

CLAE-DAD, RMN de 'H e bioensaios, conforme apresentado no Esquema 2.

Fungos
(Linhagens puras)

Cultivo em 400 mL de MDB
(agitacdo, 28 dias, 25°C)

Filtracdo

Filtrados

Extracdao com AcOEt
(4 x 200 mL de AcOEt)

Evaporacdo do solvente

Bioensaio Extratos 1 1
anticolinesterasico Brutos J RMN “H
CLAE-DAD Desenvolvimento
CCDC
Ensaio Bioensaio
antioxidante antifungico

Esquema 2 - Metodologia de obtencdo e triagem dos extratos brutos para
avaliagdo do perfil gquimico e da biocatividade em potencial.

4_.1.5 Avaliacado da atividade antioxidante

Os extratos brutos foram analisados gquanto a atividade
antioxidante frente ao composto difenilpicrilhidrazina (DPPH)
utilizando o método por cromatoplaca.

Esta atividade foi observada quando o DPPH foi reduzido apds
reagcdo com ©0s compostos antioxidantes presentes nos extratos
(SIMOES-PIRES et al., 2005). Para esta andlise, foram aplicados 400

ug de cada extrato sobre a cromatoplaca de silica gel (fase normal)
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e, em seguida, esta placa foi eluida com AcOEt/MeOH (7:3). As
cromatoplacas foram reveladas com solucdo metandlica 0,2% de DPPH e
a atividade antioxidante foi evidenciada com a presenca de manchas
brancas ou amarelas, decorrentes da reducdo do DPPH, contra a

coloracédo purpura de fundo.

P4
P4

N > NH
O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH (DPPH)H
(purpura) (amarelo)

4.1.6 Avaliacao da atividade antifungica*

Os extratos brutos foram submetidos a técnica de *Bioautografia
para deteccdo de atividade fungitdéxica através da nebulizacdo de
suspensdes dos fungos Cladosporium cladosporioides e Cladosporium
sphaerospermum (concentracdo de 5x10’ esporos/mL em solucdo de
glicose e sais) em placas de CCDC contendo 200 pg dos extratos
previamente eluidos com AcOEt/MeOH (7:3). As placas foram incubadas
em camara umida a 25°C por 48 horas e auséncia de luz (HOMANS; FUCHS,
1970) . Decorrido o periodo de incubacdo, o fungo revelador cresceu
por toda a placa exceto nas regides onde se encontravam as

substadncias ativas inibindo o crescimento do fungo, em comparacdo

com o padrédo positivo nistatina (10, 5,0 e 1,0 pg).

*Ensaio realizado no Instituto de Botdnica de Sdo Paulo - Secdo de
Fisiologia Vegetal - sob orientacgdo da Dra. Maria Claudia Marx Young.

4.1.7 Avaliacado da atividade anticolinesteréasica*
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Os extratos brutos foram submetidos & constatacdo da inibicéo
da enzima acetilcolinesterase (AChE), de acordo com a metodologia de
Marston, Kissling e Hostettmann (2002), wutilizando cromatoplacas.
Foram aplicados 200 pg de cada extrato (ou 60 pg de substéncias
puras) em uma cromatoplaca de silica gel 60F254 (0,2 mm, Merck) e 1
pg do padrdo positivo (galantamina). A placa foi eluida com
AcCOEt/MeOH (7:3) e, em seguida, borrifada com a solucdo da enzima
acetilcolinesterase (Solucgdo A). A placa cromatografica foi incubada
em uma cdmara umida a 37 °C por 20 minutos, e em seguida borrifada
com a solucgao D.

A coloracdo roxa apareceu em aproximadamente 2 minutos. O
aparecimento de manchas brancas (indicacd&o de inibicdo da reacéao
enzimédtica) sobre um fundo de coloracdo roxa indicou inibicdo da
atividade da enzima acetilcolinesterase. Os resultados foram
observados e fotografados em cémera fotogradfica Epson.

®

¢ Solugdo A: Acetilcolinesterase (1000 U, Sigma, produto n°

C2880) dissolvida em 150 mL do tampdo Tris-HC1 (0,05 M;

pH=7.9), a solucgdo estoque serd armazenada a 4 °C, no momento
do uso serd adicionado 0,1% de albumina de soro bovino fracéao

V.

‘0

Solugdo B: 250 mg de acetato de l-naftila em 100 mL de etanol.

L)

7
0’0

Solugdo C: 400 mg do sal “Fast Blue” B em 160 mL de &gua
destilada.

% Solucdo D: mistura de 10 mL da solucdo B + 40 mL da solucdo C.

*Ensaio realizado no Instituto de Botdnica de S&o Paulo - Secdo de
Fisiologia Vegetal - sob orientagdo da Dra. Maria Claudia Marx Young.
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4.2 Estudo quimico dos extratos brutos selecionados pela triagem
(CSY-02 e CSY-03)

4.2.1 Obtencdo dos extratos brutos de Colletotrichum crassipes (CSY-
02) e Xylaria sp. (CSY-03), isolados da espécie vegetal Casearia
sylvestris

Os fungos endofiticos CSY-02 e CSY-03, classificados pelo Dr.
Ludwig H. Pfenning foram cultivados em meio liquido (MDB) e meio
s6élido (milho).

% Cultivo em meio sé6lido (Milho) :

Para o cultivo em milho foram utilizados 2 frascos (para cada
fungo) de Erlenmeyers (500 mL) contendo em cada um 90 g de milho
descascado (Yoki) e 75 mL de &gua. Estes meios foram autoclavados
quatro vezes (quatro dias) por 40 minutos a temperatura de 121°C.
Apds resfriamento, dois frascos de meio foram inoculados com Xylaria
sp. e os outros dois frascos com C. crassipes. Os meios inoculados
foram incubados a 24°C, no modo estdtico, por 28 dias. Apds este
periodo as culturas sdélidas foram trituradas, extraidas com metanol
(6 x 150 mL) e apds a filtracdo e evaporacdo do solvente orgénico
foram obtidos os extratos brutos metandlicos:

CSY-02 (Milho): 10,48 g

CSY-03 (Milho): 5,82 g

Utilizando as mesmas condi¢gdes de cultivo acima descritas,
também foi obtido o extrato bruto do milho (Branco), sem a
inoculacdo de micélio, com o objetivo de realizar uma comparacao
para identificar os possiveis interferentes do meio extraidos com o
solvente organico.

Branco-Milho: 1,92 g

R/

% Cultivo em meio liquido (MDB) :

Os fungos CSY-02 (C. crassipes) e CSYy-03 (Xylaria sp.) foram
repicados para placas de Petri contendo BDA e incubados por sete
dias. Apbs este periodo foram inoculados em 400 mL de meio de
cultivo MDB e mantidos em icubadora rotatdria (“shaker”) sob
temperatura controlada (24°C) por 28 dias. Em seguida os caldos

fermentados foram separados dos micélios por filtracdo e submetidos
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a particdo liquido/liquido com acetato de etila (5x 250 mL). O
solvente orgdnico foi evaporado em evaporador rotatdrio, fornecendo
os extratos brutos:

CSYy-02 (MDB): 18,8 mg

CSY-03 (MDB): 180,0 mg

4.2.2 Fracionamento dos extratos brutos

4.2.2.1 Fracionamento do extrato bruto obtido apdbds cultivo de

Xylaria sp. (CSY-03) em milho

O extrato foi submetido a um pré-tratamento utilizando uma
coluna com silica de fase reversa C-18 e sistema de eluicdo MeOH/H,0
(95:5). O extrato bruto CSY-03 (Milho) foi analisado por CLAE-DAD
utilizando como fase estaciondria silica C-18 e sistema de eluicéo
H,O0/ACN em forma de gradiente (5-100% ACN em 40 minutos e 10 minutos
de ACN 100%), com fluxo de 1,0 mL/min, monitorado por um detector UV
“Diodo-Array” em 221 nm. Este extrato também foi submetido a analise
de RMN de 'H e apds comparacdo com o espectro obtido para o branco,
fez-se necessario uma pré-purificacdo deste extrato bruto.

O extrato bruto CSY-03 Milho (5,82 g) foi submetido a uma
particdo com acetato de etila (4 50 mL) para remover OS
interferentes mais polares possivelmente extraidos do meio de
cultivo (milho). Apds a evaporacdo do solvente esta metodologia
resultou no extrato bruto codificado como CSY-03/Milho/AcOEt com
massa de 1,32 g, o qual foili submetido ao fracionamento para
isolamento de metabdlitos.

0 extrato bruto CSY-03/Milho/AcOEt foi submetido a
cromatografia em coluna sob pressdo utilizando silica de fase
reversa C-18 como fase estacionéadria, sendo o didmetro da coluna de
3,0 cm e a altura da fase estacionéadria 17 cm. Foram coletadas 10
fracdes* de 130 mL utilizando o sistema de eluicdo H,0/MeOH (95:5
v/v) a MeOH 100%. As fracdes (1-9) foram primeiramente analisadas em
relacdo ao grau de pureza pela técnica CCDC, algumas foram reunidas

e, em seguida, submetidas a outras técnicas cromatograficas.
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E.B.AcOEt
CSY-03 (Milho)

C.C. fase reversa C-18

o

Fr. 1 Fr. 2 Fr. 3 Fr. 4 Fr. 5 Fr. © Fr. 7 Fr. 8 Fr. 9
(30,0 mg) (4,8 mg) (7,7 mg) (10,5 mg) (16,5 mg) (28,9 mg) (122,8 mg) (54,0 mg) (37,0 mg)

*Fr.10: limpeza da coluna (100% MeOH seguido de 100% AcOEt): 890,0 mg
Esquema 3 - Fracionamento do extrato bruto CSY-03/Milho/AcOEt.

A fracdo 7 foi submetida a CLAE modo preparativo utilizando
coluna preparativa de silica de fase reversa C-18, sistema de
eluicdo MeOH/H,0 (55:45 v/v), fluxo de 12,0 mL/min e A 221 nm e
resultou no isolamento de 2 metabdélitos, 1 (4,9 mg) e 2 (7,1 mg). O
cromatograma indicando os tempos de retencdo de cada substédncia estéa

apresentado na Figura 1.

e

Figura 1 - Cromatograma preparativo de CSY-03/Milho/AcOEt/C-18/7.

A fracdo 8 também foi submetida a CLAE modo preparativo
utilizando coluna preparativa de silica de fase reversa C-18,
sistema de eluicdo MeOH/H,0 (50:50 v/v), fluxo de 19,0 mL/min e A 221
nm e resultou no isolamento do metabdélito 3 (11,2 mg), com tempo de

retencdo de 22 minutos.

4.2.2.2 Fracionamento do extrato bruto obtido apds cultivo de
Xylaria sp. (CSY-03) em MDB
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O extrato Dbruto CSY-03-MDB (180,0 mg) foi submetido a
fracionamento por cromatografia em coluna utilizando silica gel de
fase normal como fase estacionédria, sendo o didmetro da coluna 2,0
cm e a altura da fase estacionaria 12 cm. A eluicdo foi realizada
com o0s solventes hexano, acetato de etila e metanol em ordem

crescente de polaridade: Hex/AcOEt (8:2); Hex/AcOEt (7:3); Hex/AcOEt

(6:4); Hex/AcOEt (5:5); Hex/AcOEt (2:8); AcOEt 100%; AcOEt/MeOH
(7:3); AcOEt /MeOH (5:5) e MeOH 100%, sendo coletados
aproximadamente 3 x o volume morto da coluna (3 x 19,0 mL = 57 mL)

para cada sistema de eluicdo, em frascos de 10 mL, resultando em 54
fracdes.

As fracgdes foram triadas por CCDC e as que apresentaram perfil
quimico semelhante foram reunidas, resultando em 10 sub-fracdes
(Sub-fracao A-J).

A sub-fracdo E (10,0 mg), obtida na eluicdo com AcOEt 100%
resultou no isolamento na substéancia 4 (3,0 mg), apds purificacdo em
micro-coluna (didmetro: 0,5 cm; altura da fase estacionaria: 4,0 cm)
silica gel utilizando como eluente Hex/AcOEt (1:9).

Da sub-fracdo F (AcOEt/MeOH 7:3 v/v) foi isolada a substancia
5 (4,5 mg). Esta sub-fracdo apresentou mais de uma mancha em CCDC
indicando a ©presenca de outros metabdlitos. A sub-fracdo foi
submetida & técnica de RMN de 'H onde foi evidenciado que havia uma
substéncia majoritaria (5) que poderia ser identificada mesmo em
mistura com outros metabdlitos.

A substéancia Q (3,0 mg) foi isolada da sub-fracdo I (MeOH
100%) . Esta substéncia se mostrou como uma mancha unica em CCDC. As
demais fracgdes obtidas na coluna utilizando metanol 100% como
eluente foram reunidas (Sub-fracdo J - 18,0 mg) e ndo apresentaram,
por CCDC, a mancha referente a 6.

Da fracdo G (eluida com AcOEt/MeOH 7:3) foram isolados dois
metabdélitos, T-1 (4,0 mg) e T-2 (4,5 mg), ainda ndo identificados.

As demais sub-fracdes foram avaliadas por CCDC e RMN de 'H e
ndo foram estudadas quimicamente por se apresentaram na forma de
mistura de varios metabdélitos em uma massa pequena, tornando

invidvel a separacéio.
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4.2.2.3 Fracionamento do extrato bruto obtido apds cultivo de
Colletotrichum crassipes (CsSY-02) em MDB

O fungo C. crassipes (CSY-02) foi cultivado em MDB, conforme
descrito no item 4.2.1, mas em larga escala (6,0 L) wvisando a
obtencdo de uma massa maior de extrato para viabilizar o
fracionamento. Apds 28 dias de cultivo sob agitacdo, o caldo
fermentado foi separado do micélio por filtracdo e submetido a
particdo 1ligquido/ligquido com AcOEt, fornecendo o extrato bruto

(380,0 mg) .

O extrato foi submetido a cromatografia em coluna sob presséo
utilizando silica de fase reversa C-18 como fase estaciondria. Foram
coletadas 14 fracdes de 50 mL e utilizou-se sistema de eluicéo
H,0/MeOH (95:5 v/v) a MeOH (100%), finalizando com AcOEt/MeOH (1:1
v/v) e 100% AcOEt. As fracgdes foram analisadas por CLAE-DAD (modo
gradiente, 5 a 100% acetonitrila, 40 minutos, em coluna de silica de
fase reversa C-18, modo analitico), CCDC e por RMN de 'H que
permitiram agrupar algumas fracdes, conforme apresentado no Esquema

4.



Extrato bruté}
CSY-02 — MDB [d:

(380 mqg)

y

Fr.1
H,0/MeOH (3,4 mg)
~— @@/
(95:5)
Fr.2
H,0/MeOH (23,1 mg)
~— @@/
(9:1)
Fr.3
H,0/MeOH (10,1 mg)
~— @@/
(8:2)
Fr.4
> (31,
H,0/MeOH (31,0 mg)
~— @@/
(7:3)
Fr.5
> (34,4
H,0/MeOH (3 mg)
~— @@/
(6:4)
Fr.6
H,0/MeOH (32,7 mg)
~— @@/
(1:1)
C.Coluna - C-18
1,7 cm; h: 14,0 cm) | Fr.7
H,0/MeOH (12,7 mg)
~— @@/
(4:6)
Fr.8
H,0/MeOH (9,9 mg)
~— @@/
(3:7)
Fr.9
> (22,1
~— @@/
(2:8)
Fr.10
H,0/MeOH (9,6 mg)
~— @@/
(1:9)
Fr_11
MeOH 100% (21,0 mg)
~— @@/
Fr.12
» (42,
ACOEt /MeOH (42,0 mg)
~— @@/
(1:1)
Fr.13
ACOEt 100% (110 mg)
~— @@/
Fr.14
ACOEt /Hex. (5,0 mg)
~— @@/
(8:2)

Esquema 4 - Fracionamento do extrato bruto MDB de CSY-02.
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As fracdes CSY-02/MDB/C-18/4 (31 mg), CSY-02/MDB/C-18/5 (34,4
mg), CSY-02/MDB/C-18/6 (32,7 mg) e CSY-02/MDB/C-18/7 (12,7 mg)
apresentaram espectros de RMN de 'H com sinais por toda largura
espectral e cromatogramas com picos resolvidos, o que conduziu ao

isolamento dos constituintes por CLAE-modo preparativo.

A fracdo CSY-02/MDB/C-18/4 foi  submetida a CLAE modo
preparativo utilizando coluna preparativa de silica de fase reversa
C-18, sistema de eluicgdo isocratico ACN/H,O (10:90 v/v), fluxo de
10,0 mL/min, 50 minutos e A 214 nm. Esta separacdo resultou em 8
sub-fracdes que estdo delimitadas pelo tempo de retencdo e
apresentadas no cromatograma da Figura 2. A sub-fracdo CSY-02/PDB/C-
18/4/HPLC-6(19°-24") (7,0 mg) foi analisada por técnicas

espectrométricas uni e bidimensionais de 'H e '°C e por ESI-MS (modo
positivo), resultando na identificacdo estrutural (em mistura) das
substéncias 7, 8 e 9. A andlise dos espectros da sub-fracdo CSY-

02/MDB/C-18/4/HPLC-7 (24" -28") (4,0mg) evidenciou a presenca das

mesmas substdncias (7 e 8) encontradas na sub-fracdo anterior.
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Figura 2 - Cromatograma preparativo de CSY-02/MDB/C-18/4.

A fracdo CSY-02/MDB/C-18/6 (32,7 mg) foi submetida a CLAE modo
preparativo utilizando coluna preparativa de silica de fase reversa
C-18, sistema de eluicdo isocratico ACN/H,O0 (17:83 v/v), fluxo de
20,0 mL/min, 50 minutos e A 214 nm. Esta separacdo resultou em 10
sub-fracdes, as quais estdo especificadas no cromatograma
apresentado na Figura 3. As sub-fragbées CSY-02/MDB/C-18/6/HPLC-
6(17°-21") (10,0 mg), CSY-02/MDB/C-18/6/HPLC-4(13°-15") (2,9 mg) e
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CSY-02/MDB/C-18/6/HPLC-8(26"-30") (3,3 mg) conduziram ao isolamento

dos metabdélitos 10, 11 e 12, respectivamente.

. 13 | 10 12 .

200+
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0

Figura 3 - Cromatograma preparativo de CSY-02/MDB/C-18/6.

A fracdo CSY-02/MDB/C-18/7 (15,0 mg) foi submetida a CLAE modo
preparativo utilizando coluna preparativa de silica de fase reversa
C-18, sistema de eluicdo isocréatico ACN/H,O (20:80 v/v), fluxo de
15,0 mL/min, 50 minutos e A 214 nm. Esta separacdo resultou em 6
sub-fracdes, conforme apresentado no cromatograma da Figura 4. As
sub-fracées foram analisadas por CCDC e RMN de 'H e a sub-fracdo CSY-

02/MDB/C-18/7/HPLC-4(30"-36") (2,0 mg) resultou no isolamento da

substancia 13.
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Figura 4 - Cromatograma preparativo de CSY-02/PDB/C-18/7.

A fracdo CSY-02/MDB/C-18/5 (34,4 mg) foi submetida a CLAE modo
preparativo, utilizando coluna preparativa de silica de fase reversa
C-18, sistema de eluicgdo isocratico ACN/H,O (12:82 v/v), fluxo de
16,0 mL/min, 50 minutos e A 214 nm. Esta separacdo resultou em 9
sub-fracdes, conforme apresentado no cromatograma da Figura 5. A

sub-fracdo CSY-02/MDB/C-18/5/HPLC-5(19"-27") (8,1 mg) foi analisada

por CCDC e RMN de 'H e foi possivel observar uma mistura de

metabdlitos, sendo um majoritdrio identificado como sendo @ a



56

substéncia 14. A sub-fracdo CSY-02/PDB/C-18/5/HPLC-6(27°-30") (4,3

mg) foi submetida a andlise por RMN de 'H e CCDC, permitindo

identificar os metabdlitos 15 e 16.

Figura 5 - Cromatograma preparativo de CSY-02/MDB/C-18/5.

As demais fracdes: 1-2-3 (Reunidas), 8-9 (Reunidas), 10 e 11
foram avaliadas por CCDC e foi constatado que apresentavam uma
grande mistura de metabdélitos. Ainda por CCDC e RMN de 'H foi
observado que algumas destas fracdes apresentavam o0s mesmos
metabdlitos j& isolados anteriormente, acima descritos, justificando

o ndo fracionamento destas amostras.

% Outros metabdlitos produzidos por Colletotrichum crassipes
durante experimento de Biotransformacdo:

O fungo C. crassipes foi utilizado em um experimento de
Biotransformacdo, conforme detalhado no item 4.4.2, pag. 60. Durante
este estudo foi obtido o extrato bruto deste fungo, também cultivado
em MDB, o qual foi submetido a cromatografia em coluna utilizando
silica gel de fase normal como fase estaciondria e sistema de

eluigcdo realizado com os solventes hexano, acetato de etila e

metanol em ordem crescente de polaridade: Hex/AcOEt (8:2); Hex/AcOEt
(7:3); Hex/AcOEt (6:4); Hex/AcOEt (5:5); Hex/AcOEt (2:8); AcOEt
100%; AcOEt/MeOH (3:7); AcOEt/MeOH (5:5) e MeOH 100%. Este

procedimento, detalhado no item 4.4.2, foi utilizado objetivando a
separacdo dos produtos da biotransformacdo. Entretanto, através
deste procedimento cromatografico, foi possivel isolar duas

substdncias provenientes do metabolismo secundario do fungo:

-Substéancia lz (2,5 mg): isolada wutilizando o sistema de eluicédo

Hex/AcOEt (3:7 v/v).
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-Substéncia 1§ (3,0 mg): isolada utilizando o sistema de eluicéao

Hex/AcOEt (5:5 v/v).

Ambas as substédncias foram isoladas do extrato obtido sob
condicdo de agitacdo. Estas substéncias foram submetidas a técnica
de RMN de 'H e *C (uni e Dbidimensional) para identificacéo

estrutural.

4.2.3 Bioensaios realizados para as substancias puras

As seguintes substéncias isoladas, que ndo estavam em mistura
com outros metabdlitos e que apresentaram massa suficiente, foram

submetidas aos bioensaios:

R/

% Atividade antifungica
As substancias 1, 2, 5, 6, 10 e 12 foram submetidas a avaliacéo
da atividade antifungica contra os fungos fitopatogénicos

Cladosporium cladosporiodes e C. sphaerospermum.

A descricdo do método esta apresentada no item 4.1.6 (pag. 44).

As substancias foram avaliadas a 100, 50, 25, 10, 5 e 1 ug.

R/

% Atividade anticolinesteréasica

As substancias 1, 2, 5, 6, 10 e 12 foram submetidas a avaliacéo
da atividade anticolinesterédsica, de acordo com o método descrito em
4.1.7 (pag. 44). Apds aplicacdo das substéncias, a cromatoplaca foi

eluida utilizando sistema de solvente: AcOEt/MeOH (8:2).

R/

% Atividade antioxidante

As substancias 1, 2, 4, 5, 6, 10, 11, 12, 13, T-1, T-2 e 18
foram submetidas a avaliacdo da atividade antioxidante em potencial
utilizando cromatoplacas e DPPH (ensaio descrito no item 4.1.5, pag.
43) . O padrdo utilizado para comparacdo foi a rutina (Ilmg/mL). AS

substancias foram aplicadas na mesma concentracdo utilizada para o

padrdo.
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4.3 Avaliacdo da citotoxicidade de citocalasinas utilizando

linhagens de células de adenocarcinoma murino

Os fungos endofiticos Xylaria sp.1 e Xylaria sp.2, isolados de
Piper aduncum (Piperaceae), foram estudados quimicamente pelo Dr.
Geraldo H. Silva e resultou no isolamento de diversas substéancias
puras, entre elas, as 19,20-epoxicitocalasina C, Q, D, R e N (G-1 a
G-5). 0 estudo quimico do extrato produzido por Xylaria sp., isolado
de folhas saudaveis de Casearia sylvestris resultou no isolamento de
diversas substédncias, entre elas as citocalasinas B (g) e D (D). A
metodologia de obtencdo destas citocalasinas estd apresentada no

Esquema 5, pag. 57.

Estas 7 substéncias foram submetidas a ensaios In Vitro* para
avaliacdo da atividade citotdéxica em 2 linhagens de células mamérias
de adenocarcinoma murino (LM2 E 1LM3) e em uma linhagem de
adenocarcinoma murino de pulméo (LP7) . Aproximadamente 101
células/poco foram cultivadas em placas de 96 pocos e foram
adicionadas concentracdes diferentes de cada substédncia (125; 62,5;
31,2; 15,6; 7,8; 3,9; 1,9; 0,9; 0,4; 0,2 e 0,1 pg/mL)nas condigdes
de pré e pds adesdo das células na superficie dos pocgos. As células
foram incubadas por 72 horas, fixadas com PBS-formaldeido e apds a
andlise morfoldgica fol possivel observar a inibicdo do crescimento
das 3 linhagens celulares resultantes da <citotoxicidade das
citocalasinas (Esquema 6).

*Ensaio realizado sob a orientagdo do Dr. Lucas L. Colombo
(Instituto de Oncologia Angel H. Roffo, Buenos Aires/Argentina) e em

colaboracdo com a Profa. Dra. Iracilda Z. Carlos, Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas - UNESP, Araraquara/SP).



Piper aduncum ’ l Casearia sylvestris

Fungos endofiticos / Linhagens puras

Cultivo por 28 dias
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< > EB@
Isolamento / identificacido de 7 citocalasinas

Ac
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19,20-epoxicitocalasina C

G2 " ™
19,20-epoxicitocalasina Q

OAc O

G_3 HaC V'%'OH G‘4
19,20-epoxicitocalasina D 19,20-epoxicitocalasina R

He OH

citocalasina B

c

19,20-epoxicitocalasina N

Esquema 5 - Citocalasinas produzidas por Xylaria sp.1 e Xylaria sp.
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LM2 (LM3) LP7

10* células/poco 10* células/poco

Citocalasinas (G1-5/2/5)
(125; 62,5; 31,2; 15,06; 7,8; 3,9;
1,9; 0,9; 0,4; 0,2 e 0,1 pg/mL)

Incubacédo por 72 horas (células pré e pds
adesdo)

Fixacdo com PBS formaldeido

Analise morfoldégica

Esquema 6 - Ensaio In Vitro das citocalasinas utilizando linhagens de
células de adenocarcinoma murino.
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4.4 Biotransformacao utilizando os fungos endofiticos Colletotrichum
crassipes e Xylaria sp.
0 produto utilizado na biotransformacédo foi a 4-

etilciclohexanona (97%, Aldrich, d:0,9106).

4.4.1 Biotransformacdo por Xylaria sp.

O fungo endofitico Xylaria sp. foi cultivado em placas de Petri
contendo meio sdélido BDA, por aproximadamente 10 dias. Em seguida,
0os micélios foram inoculados em 12 frascos (500 ml) contendo 150 ml
do meio de cultivo MDB, previamente esterilizado em autoclave. Estes
frascos foram incubados por 3 dias, a 25°C, sob agitacdo a 180 rpm
(em “Shaker”) e entdo foram adicionados 150ppm de 4-
etilciclohexanona em 10 frascos. Erlenmeyers sem adicdo do substrato
foram utilizados como “branco” (2 frascos com 150 ml de meio de
cultivo). A fermentacdo foi realizada por mais 5 e 10 dias, e apobs
esse tempo foram realizadas as extracdes (5 frascos de cultivo com o
substrato totalizando em 750 mL de meio e 1 frasco de 150 ml de
branco na primeira extracdo de 5 dias e o restante na extracdo de 10
dias). A extracdo consistiu na filtracdo para separar o micélio do
caldo fermentado, seguida de particdo liquido/liquido entre o caldo
fermentado e solvente organico acetato de etila. O mesmo
procedimento foi realizado com os “brancos” e apds concentracido em
rotaevaporador, resultou nos extratos brutos. Esse mesmo experimento
com Xylaria sp. e o substrato 4-etilciclohexanona também foi

realizado na condicdo de cultivo estéatico.

Massa dos extratos obtidos apds cultivo de Xylaria sp. com o
substrato 4-etilciclohexanona (cada extrato refere-se a 750 ml de

meio de cultivo, enquanto que os brancos sdo referentes a 150 ml):
03-1E-P1-A: 143,4 mg

03-1E-Branco-A(P1l): 23,9 mg

03-2E-P1-A: 246,1 mg

03-2E-Branco-A(P1) :31,2 mg

03-1E-P1-Est: 121,1 mg

03-1E-Branco-Est (Pl): 6,7 mg
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03-2E-P1-Est: 166,1 mg
03-2E-Branco-Est (P1): 14,5 mg

Onde:

03: Xylaria sp.

1E/2E: Extracdo apds 5/10 dias de cultivo
Pl: Substrato 1 (4-etilciclohexanona)

A/Est: cultivo sob Agitacdo/Estatico

4._.4_2 Biotransformacao por Colletotrichum crassipes

Na biotransformacdo com C. crassipes foi utilizada a mesma
metodologia experimental descrita para Xylaria sp. Os tempos de
fermentacdo e extracdo, concentracdo do substrato e cultivos em
agitacdo e modo estatico foram seguidos, como anteriormente

relatados.

Massa dos extratos obtidos apds cultivo de C. crassipes com o
substrato 4-etilciclohexanona (cada extrato refere-se a 750 ml de

meio de cultivo, enquanto que os brancos sdo referentes a 150 ml):
02-1E-P1-A: 92,0 mg

02-1E-Branco-A(Pl): 6,0 mg

02-2E-P1-A: 65,4 mg

02-2E-Branco-A(P1): 3,9 mg

02-1E-P1-Est: 98,9 mg
02-1E-Branco-Est (Pl): 3,2 mg
02-2E-P1-Est: 90,0 mg
02-2E-Branco-Est (P1): 2,35 mg

Onde:

02: Colletotrichum crassipes

1E/2E: Extracdo apdbds 5/10 dias de cultivo
Pl: Substrato 1 (4-etilciclohexanona)

A/Est: cultivo sob Agitacdo/Estético
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4.4.3 Fracionamento por cromatografia em coluna

Os extratos 03-1E-P1-A, 03-1E-Pl-Est, 02-1E-P1-A e 02-1E-Pl1-Est
foram submetidos a fracionamento por cromatografia em coluna. O
mesmo procedimento experimental foi utilizado para os 4 extratos que
consistiu em uma coluna de silica de fase normal, como fase
estaciondria, e eluicdo com solventes hexano, acetato de etila e
metanol em ordem crescente de polaridade: Hex/AcOEt (8:2); Hex/AcOEt
(7:3); Hex/AcOEt (6:4); Hex/AcOEt (5:5); Hex/AcOEt (2:8); AcOEt
100%; AcOEt/MeOH (5:5) e MeOH 100%. Para cada sistema de eluicéao
foram coletados 3 x o volume morto da coluna, em frascos de 5 mL. A
seguir estdo apresentadas as caracteristicas das colunas utilizadas
para cada extrato:

e (03-1E-P1-A: d: 1,5 cm; h(fase estacionaria): 24 cm.
e (03-1E-Pl-Est: d: 1,5 cm; h(fase estacionaria): 21 cm.
e (02-1E-P1-A: d: 1,5 cm; h(fase estaciondria): 18 cm.
e (02-1E-Pl-Est: d: 1,5 cm; h(fase estacionaria): 19 cm.

Os produtos de Dbiotransformacdo foram eluidos no inicio da
coluna por serem menos polares. Outros metabdélitos fungicos também
foram isolados por este método, conforme relatado no item 4.2.2.3
(pdg. 54). A pureza das substdncias bem como o perfil de cada
amostra foil previamente analisada por CCDC, seguido de técnica de
RMN de 'H.

As seguintes substéncias foram obtidas, apds fracionamento
cromatografico dos extratos, como produtos de biotransformacéo:

% B-1 (3,0 mg): isolada do extrato 02-1E-Pl1-Est wutilizando o

sistema de eluicdo Hex/AcOET (6:4).

% B-2 (3,8 mg): isolada dos extratos 02-1E-P1-A e 02-1E-Pl1-Est

utilizando o mesmo sistema de eluicdo Hex/AcOEt (5:5).

O
0’0

B-3 (3,5 mg): isolada dos extratos 03-1E-P1-Est e 03-1E-P1-2A

utilizando o mesmo sistema de eluicdo Hex/AcOEt (5:5).

7
0.0

B-4 (4,5 mg): isolada no extrato 03-1E-P1-A wutilizando o

sistema de eluicdo Hex/AcOEt (4:6).

As substéncias B-1, B-2, B-3 e B-4 foram identificadas através
da andlise dos espectros de RMN de 'H e °C (uni e bidimensionais) e

Iv.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados da triagem quimica dos fungos endofiticos associados
a espécies vegetais do Cerrado

Na tabela 1 estdo apresentadas as espécies vegetais, os fungos
endofiticos isolados de cada espécie e a massa dos extratos brutos

obtidos no cultivo em pequena escala (400 mL de meio liquido MDB) .

Tabela 1 - Triagem quimica dos fungos endofiticos associados a espécies do
Cerrado.

Massa do Extrato

Espécie Vegetal Excicata Fungo Bruto (mg)
Alibertia macrophylla SP 370.915 P1-03 24,0
Alibertia macrophylla SP 370.915 P1-04 54,0
Alibertia macrophylla SP 370.915 P1-05 86,3
Alibertia macrophylla SP 370.915 P1-07 45,3
Rudgea viburnioides SP-196941 Ruv-01 183,3
Rudgea viburnioides SP-196941 Ruv-04 150, 2
Rudgea viburnioides SP-196941 Ruv-06 12,5
Rudgea viburnioides SP-196941 Ruv-08 232,0
Cryptocarya mandioccana CB-353 CB10-3 27,3
Cryptocarya mandioccana CB-353 CBl4-4 110,0
Alchornea glandulosa CORD-2003 Alg-a 39,9
Alchornea glandulosa CORD-2003 Alg-02 26,3
Alchornea glandulosa CORD-2003 Alg-03 67,3
Prunus myrtifolia MORAES-52 Pr-03 154,38
Tocoyena formosa SP-1787979 Tf-01 29,6
Ocotea corymbosa MCMY-1314 PAJ-11 209, 9
Casearia sylvestris AGS-103 CsyY-01 39,2
Casearia sylvestris AGS-103 CSY-02 18,8
Casearia sylvestris AGS-103 CSY-03 223,0
Casearia sylvestris AGS-103 CSY-04 363,0
Casearia sylvestris AGS-103 CSY-05 45,0

A classificacdo das linhagens estd sendo realizada pelo Prof.
Dr. Ludwig H. Pfenning (Universidade Federal de Lavras), colaborador
neste projeto. Até o momento, apenas as seguintes linhagens foram

identificadas:
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% CSY-02: Colletotrichum crassipes
% CSY-03: Xylaria sp.
% PR-03: Xylaria sp.3
% PAJ-11: Xylaria sp.1
% RUV-08: Xylaria sp.4
% RUV-01: Xylaria sp.2

5.1.1 Resultado dos bioensaios realizados com os extratos brutos

Atividade antioxidante:

Considerando a relacdo observada entre a etiologia de diversas
doencas incluindo inflamacdes, cédncer e o proéprio processo de
envelhecimento sob a acdo de radicais livres em excesso no
organismo, um grande interesse na descoberta de novos antioxidantes
de origem natural vem aumentando (CARDOSO, 2003). Ensaios réapidos e
baratos utilizando P-caroteno e 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH)
foram desenvolvidos com intuito de detectar a presenca de potenciais
antioxidantes em extratos brutos.

No ensaio realizado com DPPH wutilizando cromatoplacas, a
propriedade antioxidante ©pode ser identificada nas estruturas
quimicas que tém a capacidade de doar um hidrogénio radicalar ao
DPPH (reacdo com quebra homolitica), estabilizando facilmente o
elétron desemparelhado remanescente na sua estrutura através de

ressonéncia.

No ensaio, os extratos brutos foram aplicados na cromatoplaca
sendo: (1) RUV-01; (2) RUV-04; (3) RUV-06; (4) RUV-08; (5) PL-03;
(6) PL-04; (7) PL-05; (8) PL-07; (9) CSY-01; (10) CSY-02; (11) cCsSY-
03; (12) CSY-04; (13) CSY-05; (14) CB10-3; (15) CB14-4; (l6) PAJ-11;
(17) TF-01; (18) PR-03; (19) ALG-a; (20) ALG-02 e (21) ALG-03.
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1 2 34 5 6 7 8910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Figura 6 - Placas contendo os extratos brutos a A 366nm.

Apds revelacdo com solucdo de DPPH foi possivel observar a
presenca de metabdélitos potencialmente antioxidantes em diversos
extratos, como pode ser notado na Figura 7. O padrdo utilizado para

comparacdo foi a rutina.

12 3 456 78 9 1011 12 13141516 17 18 19 20 21

Figura 7 - Placas cromatograficas contendo os extratos brutos reveladas com
DPPH.

Através da anédlise deste ensaio qualitativo foi possivel
observar que a maioria dos extratos Dbrutos, obtidos de fungos
endofiticos, apresenta potencialidade antioxidante. Este dado
reflete a necessidade do estudo quimico deste nicho de fungos para a

busca de novos metabdlitos biocativos.
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Atividade anticolinesterésica:

O mal de Alzheimer ou doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca
neurodegenerativa progressiva do sistema nervoso central, que atinge
principalmente a populacdo idosa. Esta doenca produz um impedimento
gradual das funcdes cognitivas, sendo a perda da memdria recente a
principal caracteristica clinica no estdgio inicial da doenga. Os
farmacos atualmente utilizados no tratamento sdo principalmente
inibidores da enzima acetilcolinesterase (AchE). Alguns exemplos
destes fédrmacos sdo a tacrina, a fisostigmina e a galantamina, que é
de origem natural (CARDOSO, 2003). Dado este fato, é de extrema
necessidade a Dbusca por novos farmacos para o tratamento de DA.
Extratos brutos obtidos de fontes naturais sdo fontes promissoras de
substdncias biocativas, Jjustificando o ensaio preliminar realizado
com 21 extratos brutos produzidos por fungos endofiticos.

A avaliacdo da atividade anticolinesterdsica em potencial dos
extratos brutos foi realizada seguindo-se a metodologia de Marston,
Kissling e Hostettmann (2002) para cromatografia em camada delgada
fina. Apdés a eluicdo da cromatoplaca, a coloracdo roxa aparece em
aproximadamente 2 minutos. O aparecimento de mancha branca
(indicacdo de inibicdo da reacdo enzimdtica) em alguns extratos,
sobre um fundo de coloragdo roxa, indicou que houve inibicdo da
atividade da enzima acetilcolinesterase.

Na Figura 8, considerar: (1) RUV-01; (2) RUV-04; (3) RUV-06; (4)
RUV-08; (5) PL-03; (o) PL-04; (7) PL-05; (8) PL-07; (9) CSY-01; (10)
CSY-02; (11) CSYy-03; (12) CSY-04; (13) CSY-05; (14) CB10-3; (15)
CB14-4; (lo6) PAJ-11; (17) TF-01; (18) PR-03; (19) ALG-a: (20) ALG-
02; (21) ALG-03 e P (padrdo galantamina).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 P 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Figura 8 - Atividade anticolinesterédsica dos extratos brutos evidenciada em
cromatoplacas.
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Este ensaio anticolinesterédsico realizado CCDC é qualitativo e
é definido através do halo branco em fundo roxo, para atividade
inibitéria postiva. De acordo com o observado na cromatoplaca da
Figura 8 apenas os extratos PL-03 (5), CSY-01 (9) e CB 14-4 (15) néo
apresentaram atividade positiva neste bioensaio. Este resultado
evidencia a potencialidade dos fungos endofiticos na producdo de

metabdlitos com atividade anticolinesterésica.

Atividade antifungica:

Varias doencas que ocorrem em plantas, animais e humanos séao
devidas ao ataque de fungos fitopatogénicos e patogénicos,
respectivamente. Tal fato tem incentivado pesquisas que busquem
novas substédncias antifungicas de origem natural (CARDOSO, 2003).
Considerando esta necessidade e a ecologia gquimica relacionada com
os fungos endofiticos que habitam ambiente hostil, foi realizada uma
triagem com 21 extratos brutos produzidos por enddéfitos.

A atividade antiftngica em potencial dos extratos brutos foi
avaliada frente aos fungos fitopatogénicos Cladosporium
cladosporioides e C. sphaerospermum, utilizando o método da
Bioautografia. Apdés a revelagcdo da cromatoplaca (contendo os
extratos) com a solucdo fungica, foi observada a inibigdo do
crescimento do fungo em varios extratos, indicando a atividade
antifungica potencial. O padrdo utilizado para comparacdo foi a
nistatina (10 pg).

Os resultados obtidos neste Dbiocensaio estdo apresentados na

Tabela 2.



70

Tabela 2 - Resultado da avaliacdo antifungica dos extratos brutos.

Ensaio Antifungico

Fungo
C. cladosporioides C. sphaerospermum

Pl_03 * Kk % * Kk x
Pl—04 * % * Kk
Pl—05 * % x * K *
P1-07 * * %
RUV-01 - * %
RUV-04 - * %
RUV_O6 * k% * Kk x
RUV-08 _ *
CB10-3 B *x
CB14-4 * *
ALG-A * % * * % *
ALG_O2 * % % * % %
ALG-03 B *
PR-03 B *
TF-01 B * %
PAJ-11 * * %
CSY_Ol * * % * % x
CSY_O2 * % % * % %
CSY_O3 * % % * % %
CSY_O4 * % % * % %
CSY-05 * % * %

*** potencial forte/ **potencial médio/ *potencial fraco

Os resultados deste bioensaio evidenciam a maioria dos extratos
brutos como potencialmente antifungicos. Este dado pode estar
diretamente relacionado a ecologia gquimica onde estes microrganismos
produzem substéncias bicativas para autodefesa contra outros
microrganismos fitopatdgenos e em situacdes de “stress ambiental”.
Estes dados confirmam o qudo promissores sdo os fungos associados a
espécies vegetalis do Cerrado na busca por novos metabdlitos
secundarios bioativos.

Os ensaios bioldbgicos dos extratos brutos ALG-A, ALG-02 e ALG-

03 foram realizados pela aluna de iniciacdo cientifica Claudia
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Cristina Ramos. Os extratos codificados como PL-03, PL-04, PL-05 e
PL-07 estdo sendo estudados quimicamente pela aluna de doutorado

Camila Martins.

Esta triagem foi realizada com o objetivo de, apds analisar a
potencialidade bioldégica e o perfil quimico de cada extrato,
selecionar extratos para o estudo quimico no desenvolvimento desta
tese de doutoramento. Desse modo, foram selecionados 2 fungos
endofiticos (CSY-02 e CSY-03) isolados da espécie vegetal Casearia
sylvestris (Flacourtiaceae) para ser realizado o estudo
quimico/biolégico. Estes extratos apresentaram espectros de RMN de 'H
com sinais por toda a faixa espectral evidenciando uma alta e
diversa producdo metabdélica, além de se mostrarem potencialmente

bioativos nos bioensaios realizados.
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5.2 ldentificacdo estrutural das substancias isoladas

5.2.1 Substancias produzidas pelo fungo endofitico Xylaria sp. (CSY-
03)

As substdncias Tl e T2, produzidas por Xylaria sp., se

encontram em fase de elucidacdo estrutural.
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5.2.1.1 - Identificacdo estrutural da substancia 1

A identificacdo estrutural da substdncia 1 foi realizada com
base na anadlise dos espectros de RMN de 'H, °C e massas e comparacio
com os dados da literatura (CAFEU et al., 2005; PARK et al., 2005).

O espectro de RMN de 'H (Tabela 3; Figura 9) apresentou sinais
caracteristicos de metoxilas em oy 3,96, 3,90 e 3,55, um sinal em 0y
5,47 atribuido ao hidrogénio olefinico e um sinal na regido de
hidrogénio aromatico (0y 6,06) indicando um anel aromatico
pentassubstituido.

O espectro de RMN de *C (Tabela 3; Figura 10) mostrou a
presenca de 17 &tomos de carbono sendo atribuidos a seis aromaticos
(0c 164,6; 89,5; 157,7; 97,3; 105,2 e 169,5), dois carbonos sp2 de
uma enona (6 170,8 e 104,8), duas carbonilas conjugadas (&: 192,4 e
197,0), trés metoxilas (8. 56,9; 56,4 e 56,6), uma metila em o. 14,2,
um metino em 8. 36,4, um carbono metilénico em 6. 40,1 e um carbono
quaternario em ;. 90, 7.

Os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos atomos
de carbono apds andlise detalhada do mapa de contorno gHMQC (Figura
11). Por gHMBC (Figura 12) foram observadas as seguintes correlacdes
a longa disténcia (Jeg): Oy 3,90 (6-0CH3) com ¢ 157,7 (C-6); oy 3,96
(4-OCH3) com Oc 164,6 (C-4); 0y 6,06 (H-5) com o&: 97,3 (C-7), 157,7 (C-
6), 1l64,6 (C-4) e 192,4 (C-3); dy 3,55 (2°-0CH3) com &: 170,8 (C-27);
Oy 5,47 (H-3") com 6. 170,8 e 197,0 (C-4"); 6y 2,35 (H-5a’) com &: 197,0
e 104,8 (C-37); oy 0,89 (6°-CH;) com d: 36,4 (C-67), 40,1 (C-5") e
90,7 (C-17).

Através da andlise dos dados espectrais aliada aos dados da

literatura (CAFEU et al., 2005) foi possivel identificar a

substéancia 1 como sendo griseofulvina.
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O espectro de massas obtido por ESI-EM(+)120V (Figura 13)
apresentou picos em m/z 353,0837 [M+H]", m/z 375,0659 [M+Nal® e m/z

391,0378 ([M+K]"), coerentes com a férmula molecular C;-H;7ClOg.

Tabela 3 - Dados de RMN de 'H (CDCl;, 500 MHz) e '°C (CDCl;, 125 MHz) de 1 (3
em ppm e J em Hz).

Posicao *H =C
4 - 164,06
5 6,06 (S) 89,5
6 - 157,7
7 - 97,3
3a - 105,2
Ta - 169,5
4-0CH; 3,96 (S) 56,9
6-0CH; 3,90 (s) 56,4
2" -0CHs; 3,55 (s) 56,6
3 - 192,14
1 - 90,7
27 - 170,8
37 5,47 (S) 104,8
4 - 197,0
5a’ 2,35 (dd; 16,5 e 5,0) 40,1
5b”’ 2,95 (dd; 16,5 e 13,5)
67 2,75 (m) 36,4
6~ -CH; 0,89 (d; 6,5) 14,2

A griseofulvina é um metabdélito produzido por varias espécies
de fungos e é utilizada, atualmente, como um poderoso antifingico na
medicina, em animais domésticos e como fungicida para agricultura
(MANN, 1994). E empregada comercialmente nos medicamentos Fulcin®
(Zeneca) e Sporostatin® (Shering Plough) e o seu mecanismo de acdo é
pela inibicdo da mitose celular fudngica, impedindo a diviséo
celular. Este agente fungicida apresenta atividade in VItro contra
varias espécies de Microsporum, Epidermophyton e Trichophyton (PEREA
et al., 2001).
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5.2.1.2 - Identificacdo estrutural da substancia 3

A substancia 3 foi submetida & técnica de RMN de 'H e '°C e a
espectrometria de massas. O espectro de RMN de 'H mostrou varios
sinais de intensidades diferentes indicando tratar-se de uma mistura
de metabdlitos. Entretanto, a andlise detalhada do -espectro e
comparacdo com a literatura (CAFEU, 2005) permitiu identificar a
substadncia majorotaria.

O espectro de RMN de 'H (Tabela 4; Figura 14) apresentou um
perfil semelhante ao da substdncia identificada como griseofulvina
(1) tendo como principal diferenca a presenca de sinais em & 6,15
(d, J=2 Hz) e 8y 5,97 (d, J=2 Hz) indicando um padrdo de substituicio
meta, em um anel aromadtico tetrassubstituido. Outros sinais
referentes aos demais hidrogénios também foram observados: singletos
em 0y 5,47, 3,83, 3,82 e 3,55 indicando a presenca de um hidrogénio
olefinico; trés metoxilas, sendo duas aromdticas e uma Sobre sistema
insaturado; dubleto em &y 0,89 (6,5 Hz) e um multipleto em &y 2,70,
indicativo da presenca de uma metila e um metinico, respectivamente.

Esses dados amparados pelos descritos na literatura
(CAFEU, 2005; PARK et al., 2005) evidenciaram a substancia § como 7-
desclorogriseofulvina. Por tratar-se de uma substdncia com dados
estruturais completos descritos na literatura, os espectros de '°C e
outros experimentos bidimensionais de RMN ndo foram realizados.

O espectro de massas obtido por ESI-EM(+)120V (Figura 15)
apresentou picos em m/z 319,1219 [M+H]®, m/z 341,1039 [M+Na]® e m/z

357,0778 ([M+K]"), coerentes com a férmula molecular C;7Hi30¢.
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Tabela 4 - Dados de RMN de 'H (CDCl;, 500 MHz) e '°C (CDCl;, 125 MHz) de 3 (8
em ppm e J em Hz).

lH 13C

Posicéo H (CAFEU et al., (CAFEU et al.,
2005) 2005)
4 - - 159,1
5 6,15 (d; 2,0) 6,15 (d; 1,5) 88,6
6 - - 170, 4
7 5,97 (d; 2,0) 5,97 (d; 1,5) 93,3
3a - - 104, 4
7a - - 176,1
4-0CHs 3,83 (s) 3,83 (s) 56,1
6-0CH; 3,82 (s) 3,82 (s) 56,1
2’ -OCH; 3,55 (S) 3,55 (S) 56,6
3 - - 192,4
1 - - 89,9
2° - - 171, 3
3 5,47 (S) 5,47 (S) 104, 8
4° - - 107, 3
5a° 2,35 (dd; 17,0 e 5,0) 2,33 (dd; 17,0 e 5,0) 40,1

5b° 3,00 (dd; 17,0 e 13,0) 2,99 (dd; 17,0 e 13,0)

6’ 2,70 (m) 2,68 (m) 36,6
6 —CHj 0,90 (d; 6,5) 0,89 (d; 6,5) 14,2

A griseofulvina é produzida por varios fungos como Penicillium
griseofulvum, P. janczewskii (MACMILLAN, 1953), P. patulum, enguanto
que o seu derivado 7-desclorogriseofulvina J& foi produzido por P.
griseofulvum, P. janczewskii, Coriolus vernicipes, Aspergillus
versicolor (TURNER, ALDRIDGE, 1983).

Na biossintese da griseofulvina o &cido polioxo 1| cicliza e
resulta no derivado da benzofenona lIl, gque em seguida, é metilado e
clorado. O ataque pela enzima fenol oxidase ou peroxidase resulta em
um bi-radical que é o intermedidrio “chave” para o fechamento do
anel O-heterociclico (LUCKNER, 1990).

A via Dbiossintética da griseofulvina (LUCKNER, 1990) estéa

ilustrada no Esquema 7.
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Esquema 7 — Rota biossintética da griseofulvina




78

5.2.1.3 Identificagdo estrutural da substancia 6

A substancia 6 foi submetida a andlise detalhada dos espectros
de RMN de 'H e '®C (uni e bidimensionais) e Massas (Figura 16) os
quais evidenciaram que esta substdncia se encontra em mistura com
outros metabdélitos, no entanto com identificacdo estrutural viavel
em mistura.

O espectro de RMN“C (Figura 17, pag. 148; Tabela 5) registrou
selis 4tomos de carbono na regido de aromaticos, um metileno
supostamente Dbenzilico, um carbono metinico carbindélico e uma
metila. Fol observada também, uma carbonila em & 169,7 indicando a
presenca de um éster.

Os espectros de RMN'H (Figura 18, pag. 149) e QHMOC de 6
apresentou dois dubletos em &y 6,95 (d, J=8,5 Hz, 1H, & 114,7) e &y
8,01 (d, J=8,5 Hz, 1H, &c 138,2), evidenciando um acoplamento Orto, o
gue sugeriu a presenca de anel aromdtico tetrasubstituido com dois
substituintes, um doador e outro retirador de elétrons.

No espectro de RMN'H, foram observados ainda, sinais em &y 2,92
(dd, 12,0 e 18,0 Hz, & 32,8), & 3,95 «(dl, 15,0 Hz, &: 32,8)
atribuidos aos hidrogénios diastereotdpicos H-4a e H-4B, além de um
multipleto em &; 4,70 (m, & 75,4, 1H) e um dubleto em &y 1,42 (d,
6,0Hz) conferidos aos hidrogénios carbinélico H-3 e a H3C-3,
respectivamente.

A atribuicdo de todos os hidrogénios aos respectivos &tomos de
carbono, foi realizada apdés avaliacdo das interacdes a curta
distancia 'J, no experimento bidimensional ¢gHMQC (Figura 20, pag.
150) .

As correlacgdes observadas a longa distédncia em QHMBC (Figura
21) entre H-8&C-1/C-6/C-4a e H-7>C-8a/C-5 permitiram sugerir a sub-

estrutura A para a substancia 6, com esqueleto de uma isocumarina:
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No experimento de @QCOSY (Figura 22) as correlacdes observadas
entre H-40¢>H-4B<>H-3, corroboraram para a estrutura proposta de uma
isocumarina, e apesar de ndo termos observado correlacdes a curta e
longa distancia em ¢gHMBC, foi atribuido & substancia 6 a estrutura

da 5-carbéxi-6-hidroxi-3-metil-3,4-dihidroisocumarina.

COOH
9

A presenca de um grupo carboxila ligado ao C-5 foi sugerida
apbdés andlise do espectro de massas e consulta a literatura (ANDERSON

et al., 1983).

Tabela 5 - Dados de RMN de 'H (DMSO-d¢, 500 MHz) e **C (DMSO-dg, 125 MHz) de
6 (6 em ppm e J em Hz).

Posicao *H =C
1 - 169,7
3 4,70 (m) 75, 4
4o 2,92 (dd; 12,0 e 18,0) 32,8
4B 3,95 (dl; 15,0)
4a - 141,6
5 - 124,8
6 - 163,0
7 6,85 (d; 8,5) 114,7
8 8,01 (d; 8,5) 138,2
8a - 108,2
9 _ *

Me-3 1,42 (d; 6,0) 20,3

*Sinal ndo observado.

O espectro de massas obtido por ESI-EM(-)120V (Figura 16, pag.
147) apresentou pico em m/z 221,0472 [M-H]  (100%), confirmando a

formula molecular Ci1Hi00s5.
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Em uma busca na literatura foi observado gque n&o hé& relato
desta substancia como produto natural, apenas como produto obtido em
uma reacdo com 5-formilmeleina (ANDERSON et al., 1983) . Este
trabalho ainda relata a producdo de uma série de derivados de
diidroisocumarinas por fungos pertencentes a familia Xylariaceae.
Para a substdncia 6 s&o apresentados apenas os dados de RMN'H n&o
existindo, até o momento, os dados de >C e bidimensionais deste

metabdélito na literatura.

5.2.1.4 Identificagdo estrutural da substancia 5

A substancia 5 foi submetida & RMN de 'H e C (uni e
bidimensionais) e espectrometria de massas. O espectro de massas
obtido por EM-ES (+) 120V (Figura 23, pag. 153) apresentou o pico base
m/z 530,2575 (100%), indicando a formacdo do aduto [M+Nal', além de
picos em m/z 508,2742 ([M+H]") e m/z 546,2334 ([M+K]"). Estes dados
aliados a literatura (MACCOTTA et al., 1993) e ao experimento de RMN
de *3c, permitiram sugerir para 5 a férmula molecular CsoH3NOs.

A andlise dos espectros de RMN de 'H e '’C indicou a presenca
trés carbonilas, sendo uma de cetona (8: 209,9) e duas de éster e/ou
amida (&: 169,9 e 173,5), um anel benzénico monossubstituido, quatro
metilas (64 0,38, 1,03, 1,37 e 2,26) e trés carbonos carbindlicos (0&c
70,1, 76,4 e 77,4). Os 4&tomos de hidrogénio foram atribuidos aos
respectivos carbonos com base na andlise do espectro de gHMQC
(Figura 29, pag. 157).0s sinais apresentados em & 5,40, &y 5,08, &y
5,13 e 0y 5,83 foram atribuidos aos carbonos olefinicos C-13, C-14,

C-19 e C-20, respectivamente. A geometria das ligacdes duplas A" e
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A2 foi definida como trans através da anadlise da constante de

acoplamento de 15,5 Hz entre estes hidrogénios.

Os sinais em &; 2,53 (dd, J=13,0 e 9,0 Hz) e 8y 2,80 (dd, J=13,0
e 5,0 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios benzilicos H-10, e H-104
através da correlacdo apresentada em (gCOSY com o hidrogénio em 0y
3,11 (H-3). A correlacdo a longa distancia °J apresentada entre H-2°
(64 7,13) e o carbono em d: 43,6 (C-10), fixa a posicdo do grupo
fenila em relacdo ao anel isoindolona.

Os hidrogénios observados em &y 4,79 (S) e 5,01 (S) foram
atribuidos a um metileno terminal. A andlise do espectro de QHMBC
(Figura 30) mostrou as correlacdes a longa distdncia de H-11/C-6 e
H-12/C-7, permitindo fixar a posicdo desta ligacdo dupla em A®*'?.

O espectro de RMN de 'H apresentou sinais em &; 3,55 (d) e &
5,25 (t; J=2,5 Hz), atribuidos aos hidrogénios carbindélicos H-7 e H-
21, respectivamente. A constante de acoplamento de 2,5 Hz sugere um
adngulo de ligacdo préximo de 90° entre H-20 e H-21.

Andlise dos dados espectrométricos e comparacdo com a
literatura (ESPADA et al., 1997; MACCOTTA et al., 1993) permitiu
identificar a substédncia 5 como Citocalasina D.

A configuracgdo relativa de 5 foi determinada por comparacdo dos
valores dos deslocamentos em RMN de 1H, 3¢ e constantes de
acoplamentos com dados da literatura (ESPADA et al., 1997; SILVA,
2005) .
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5

Tabela 6 - Dados de RMN de 'H (DMSO-d¢, 500 MHz) 125 MHz) de
(6 em ppm e J em Hz).

Posicao *H =C
1 - 173,5
2 8,00 (s) -
3 3,10 52,5
4 1,98 (dd; 2,5 e 5,5) 47,4
5 2,50 (m) 31,0
6 - 150, 6
7 3,55 70,1
8 2,68 (t; 10,0) 46,1
9 - 53,1
10 2,53 (dd; 9,0 e 13,0) 43,6

2,80 (dd; 5,0 e 13,0)

11 0,38 (d; 7,0) 12,7
12 4,79 (sS)/5,01 (s) 111,14
13 5,40 (dd; 10,0 e 15,5) 130,7
14 5,08 (m) 126,9
15 1,90 (m) / 2,18 (m) 38,0
16 2,74 (m) 41,4
17 - 209,9
18 - 77, 4
19 5,13 d, 2,5) 126,9
20 5,83 (dd; 2,5 e 16,0) 132,1
21 5,25 (t; 2,5) 76,4
22 1,03 (d; 7,0) 19,2
23 1,37 (s) 24,5
24 - 169, 9
25 2,26 (S) 20,4
1 - 137,0

2°e 7,13 (d; 7,5) 129,5

37e 7,29 (t; 7,5) 128,2
4 7,21 (t; 7,5) 126,4
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5.2.1.5 Identificagdo estrutural da substancia 2

A substdncia 2 foi submetida & andlise dos espectros de massas
e de RMN de 'H e *C (uni e bidimensional) e foi possivel notar
semelhanca do perfil espectral com a substdncia 5 (Citocalasina D).
O espectro de massas (Figura 33, pag. 160) apresentou o pico base
m/z 502,2616 (100%), indicando a formacdo do aduto [M+Nal]', além de
picos em m/z 480,2770 ([M+H]") e m/z 518,2381 ([M+K]"). Estes dados
aliados ao espectro de RMN de 3¢, DEPT e a literatura (KONIG et al.,
1999; GRAF et al., 1974) permitiram sugerir que 2 é uma substéncia
da classe das citocalasinas com férmula molecular CyoH37NOs.

Os espectros de DEPT e '°C evidenciam a presenca de 29 &tomos de
carbono, sendo duas carbonilas (éster e/ou amida), 6 carbonos
aromaticos, 3 carbonos carbindlicos, 6 carbonos metilénicos, 2
carbonos metilicos, entre outros. Quando comparado ao espectro de
RMN de '°C de 5 (Citocalasina D) é possivel notar que esta substéncia
possui 2 metilas e uma carbonila a menos. No espectro de RMN de ‘H, a
auséncia de um sinal entre oy 2,10-2,30, referente ao deslocamento
quimico dos hidrogénios da metila do grupo acetato aliado a um &
83,0 atribuido a C-9, conduz ao fato de que nesta substdncia ocorre
uma ligacdo entre C-9 e um atomo de oxigénio. A correlacdo a longa
distancia observada em QHMBC entre H-21 e a carbonila em & 164,5 (C-
23) confirma a posicdo do grupo acetato inserido no macrociclo.

Os hidrogénios em &y 5,96, 5,46, 7,05 e 5,90 foram atribuidos
aos carbonos olefinicos C-13, C-14, C-21 e C-22, respectivamente. A
geometria trans foi definida paras as ligacbes duplas A7 A?1r22

pela andlise da constante de acoplamento de 15,5 Hz entre estes
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hidrogénios. O espectro de RMN de 'H também apresentou sinal em &
2,83 (M) atribuido aos hidrogénios benzilicos H-10a e H-10b, que
mostram correlacdo em Q@QCOSY (Figura 38) com H-3 (&3 3,32). A
correlacdo a longa distancia °J apresentada entre H-2° (8§ 7,17) e o

carbono em &: 44,2 (C-10), confirma a posigcdo do grupo fenila em

relacdo ao anel isoindolona.

Tabela 7 - Dados de RMN de 'H (CDCls;, 500 MHz) e '°C (CDCl;, 125 MHz) de 2
(0 em ppm e J em Hz).

Posicao *H =C
1 - 171,4
3 3,31 (m) 53,7
4 2,82 (m) 49,27
5 Ndo observado 31,8
6 - 148,14
7 3,90 (d; 11,0) 69,0
8 3,32 (m) 49,25
9 - 83,0
10 2,83 (m) 44,2
11 1,10 (d; 6,5) 14,2
12 5,17 (s)/5,40 (sS) 114,6
13 5,96 (dd; 11,0 e 15,0) 126,3
14 5,46 (ddd; 3,5, 11,0 e 15,0) 138,1
15 1,75 (m)/2,12 (m) 41,7
16 1,33 (m) 33,0
17 1,68 (m) 35,0
18 * 20,2
19 1,69 (m) 34,9
20 4,52 (m) 70,8
21 7,05 (dd; 5,5 e 15,5) 152,1
22 5,90 (dd; 2,0 e 15,5) 119,2
23 - 164,5
24 0,90 (d; 6,5) 20,3
1 - 137,3

2°e 67 7,17 (d; 7,0) 129,1

3’'e 57 7,32 (€; 7,0) 128,9
4- 7,25 (€; 7,0) 127,1

*valor ndo observado
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A andlise dos dados espectrométricos de EM, RMN de 'H e °C (uni
e bidimensionais) e comparacdo com a literatura (KONIG et al., 1999;
GRAF et al., 1974; CAFEU, 2004) permitiu identificar a substancia 2
como Citocalasina B.

A configuracdo relativa de 2 foi determinada por comparacdo dos
valores dos deslocamentos em RMN de lH, 13C, constantes de
acoplamentos e comparacdo com dados da literatura (MACCOTTA et al.,

1993; KONIG et al., 1999; ESPADA et al., 1997).

5.2.1.6 Identificagdo estrutural da substancia 4

12

A substancia 4 foi submetida a técnica de RMN de 'H e
espectrometria de Massas.

O espectro de RMN de 'H de 4 (Figura 41, pag. 166) apresentou
um perfil muito semelhante ao da citocalasina D (subst. §), sendo
que as diferencas observadas foram a auséncia dos sinais referentes
aos hidrogénios geminais H-12a (&g 4,79, S)/H-12b (86z 5,01, S) e a
metila da posicdo 11 em 8y 0,38 (d). A presenca de duas metilas sobre
carbono sp2 com deslocamento quimico em Oy 1,38 (S) e Oy 1,61 (S)
sugeriu a isomerizacdo da ligacdo dupla A% para A>°, e estes
valores foram atribuidos hidrogénios metilicos das posicgdes 11 e 12.

O espectro de massas, obtido por ESI-EM(+)120V (Figura 42),
apresentou o pico base m/z 530,2541 (100%), indicando a formacdo do
aduto [M+Nal]', além de picos em m/z 508,2724 ([M+H]") e m/z 546,2483
([M+K]") . Estes dados aliados as informacdes obtidas pelo espectro de
RMN de 'H e & literatura (ESPADA et al., 1997; SILVA, 2005) permitiu

identificar a substéncia ﬂ como Citocalasina C.
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Outros experimentos de RMN '°C e bidimensionais nio foram
realizados devido a massa insuficiente desta amostra. Entretanto,
por tratar-se de wuma substdncia Jj& relatada na literatura, foi
possivel identificar este metabdlito amparado aos dados Jja

descritos.

Tabela 8 - Dados de RMN de 'H (CDCls;, 500 MHz) de 4 (0y em ppm e J em
Hz) .

Posicéao *H *H
Oy da substancia 4 (ESPADA et al., 1997)
2 5,56 (sl) 5,56 (sl)
3 *x 3,33 (dd, 8,2 e 6,7)
4 *x 2,52 (s1)
7 3,70 (d1) 3,78 (d1; 9,8)
8 * K 2,26 (dd, 10,2 e 9,8)
10 *K 3,06 (dd, 13,5 e 6,0)
2,99 (dd, 13,5 e 9,1)
11 1,38 (s) 1,41 (s)
12 1,61 (s) 1,65 (s)
13 5,82 (m) 6,13 (dd, 15,7 e 10,2)
14 5,26 (m) 5,70 (ddd, 15,5, 9,9 e 5,8)
15 * K 2,67 (ddd, 12,6, 10,1 e 10,0)
2,09 (m)
16 xx 3,22 (ddq, 10,8, 6,7 e 1,2)
19 5,95 (dd, 2,5 e 15,5) *
20 5,07 (dd, 2,5 e 15,5) *
21 5,83 (s1) 5,74 (s1)
22 1,13 (d; 6,5) 1,18 (d; 6,7)
23 1,44 (S) 1,50 (s)
25 2,19 (s) 2,14 (s)
2°e 6 7,30 (m) 7,31 (m)
3’e 57 7,10 (m) 7,19 (m)
4 7,20 (m) 7,25 (m)

*Deslocamento ndo observado por tratar-se da 19,20-epoxicitocalasina C.

**Sinais ndo atribuidos.

As Citocalasinas (2, 4 e 5) constituem um grupo de metabdlitos

naturais produzidos por diversas espécies de fungos, incluindo
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Helminthosporium sp., Phoma sp., Xylaria sp., Hypoxylon sp.,
Zygosporium mansonii e Chalara sp. Esta classe de metabdélitos foi
descoberta em 1966 e sdo conhecidas mais de 20 citocalasinas.
Estruturalmente as citocalasinas sdo caracterizadas pela presenca de
um anel biciclo isoindolona, fundido a um macrociclo de 11 a 14
membros e pela presenga de uma unidade fenil na posicgdo 10.

A proposta biossintética mostra que a citocalasina B é formada
a partir de uma unidade de fenilalanina, duas unidades de metionina
e nove unidades de acetato e que as citocalasinas C e D apresentam
uma unidade adicional de metionina (GRAF et al., 1974). Assim sendo,
trata-se de uma via biossintética do acetato mista, uma vez que a
fenilalanina ¢é proveniente do metabolismo primdrio e, sendo este
aminoacido um derivado do &acido shikimico, esta via pode ser chamada
de acetato/shikimato. Na proposta de mecanismo, o derivado de
policetideo (nonacetideo para a citocalasina B; octacetideo para as
citocalasinas C e D) se liga a fenilalanina através de uma conexdo
com a amida para formar o intermediario (l), que por processo de
reducgdo, dehidrogenacdo e condensacdo resulta no intermedidrio (I1).
O intermediéario (ll) pode sofrer uma reacdo de cicloadicdo para
formar (Ill). A epoxidacdo da ligacdo dupla no intermediario (I11)
resulta no sistema de anel presente nas citocalasinas E, F, G, K, L
e M e em Chaetoglobosinas A, C, F e K. Em condicdes Ilevemente
acidicas, o epdxido ¢é transformado em &lcool alilico (V) e resulta
no tipo de anel presente nos outros tipos de citocalasinas (TURNER;
ALDRIDGE, 1983). No caso da citocalasina B, sugere-se que a insercdao
do oxigénio entre os carbonos C-9 e C-23 ocorra por uma vVvia
enzimédtica do tipo Baeyer-Villiger e que o deoxafomina (V) seja um
precursor direto uma vez que este possui o mesmo esqueleto carbdnico
e mesma configuracdo absoluta que a citocalasina B (ROBERT; TAMM,
1975) . A proposta de rota biossintética para as citocalasinas B, C e

D estd ilustrada no Esquema 8, onde R corresponde ao benzeno.
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AcetatO

Nonacetideo Octacetideo

Fenilalanina
Metionina

Citocalasina B

Hr)\n OH

Citocalasina C

Esquema 8 - Rota biossintética das citocalasinas B, C e D.
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5.2.2 Substancias produzidas pelo fungo endofitico Colletotrichum
crassipes (CSY-02)
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5.2.2.1 Identificacdo estrutural da substéancia 12

1

NH CHy

I 2
T
(0]

A substadncia 12 foi submetida a técnica de RMN de 'H e °C (uni
e bidimensionais) e a espectroscopia de Massas.

Os espectros de RMN de 'H (Figura 43, pag. 168) e '’C (Figura
44) evidenciaram a presenca de uma carbonila, uma metila, dois

grupos metilénicos, sendo um benzilico e o outro, devido ao 08 em

40,1, foi posicionado a a um &tomo de nitrogénio, e um anel
aromdtico monossubstituido.

O sinal em &; 1,77(S, 3H) e a correlacdo a longa distancia (°J)
observada entre esses hidrogénios e a carbonila em 8. 168,9
permitiram sugerir a presencga de um éster, gque poderia ser uma amida
ou um derivado do &acido carboxilico. A correlacdo observada a longa
disté&ncia no espectro de QHMBC (Figura 46) entre H-4 (dy 3,24, O
40,1) com O. 168,9 (C-2) e 139,4 (C-17), permitiu inferir que a
carbonila 8: 168,9 tratava-se de uma carbonila de uma metil amida. A

correlacdo observada em (QCOSY (Figura 47) entre H-4/H-5, aliado a

correlacdo a longa distdncia em QHMBC entre H-4C-2/C-1" e
comparacdo com dados da literatura (MASKEY et al., 2002) permitiram
identificar a substéancia lg como sendo N-(2-feniletil)acetamida.

Todos os deslocamentos quimicos de 'H foram atribuidos aos
respectivos &tomos de carbono através da andlise de gHMQC (Figura
45, pag. 169).

A estrutura proposta para esta substancia foi confirmada apds
andlise por ESI-EM(+)120V onde a presenca dos ions em m/z 164,1160
([M+H]F) e m/z 186,0987 ([M+Nal]®) estdo coerentes com a férmula
molecular CioH;3NO (Figura 48, pag. 172).

Esta substdncia Jj& se encontra descrita na literatura, porém
deve-se ressaltar que em estudo recente (MASKEY et al., 2002) foi
evidenciado a ©potencial atividade antimicrobiana de diversas
ariletilamidas. Este fato reforca a importédncia do estudo guimico de
extratos produzidos por endofiticos uma vez gque estes vém se

mostrando promissores produtores de metabdlitos bioativos.
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Tabela 9 - Dados de RMN de 'H (DMSO-d¢, 500 MHz) e '°C (DMSO-dg, 125 MHz) de
12 (5 em ppm e J em Hz).

Posicao *H =C
1 1,77 (1H, S) 22,5
2 - 168,9
3 7,87 -
4 3,24 (2H, m) 40,1
5 2,69 (2H, t; 7,5) 35,1
1 - 139,4

2°e 67 7,20 (d; 6,5) 128,5

37e 57 7,30 (t; 6,5) 128,2
4° 7,18 (t; 6,5) 125,9

5.2.2.2 Identificagdo estrutural da substancia 17

A substéncia 17 foi submetida as técnicas de RMN de 'H e C
(uni e bidimensionais) e espectrometria de massas. A analise destes
espectros evidenciou que além da substancia 17 também h& outros
metabdélitos presentes em menor quantidade.

O espectro de RMN de 'H (Figura 49, pag. 173) apresentou dois
dubletos em 6y 7,02 (d; J=8,5 Hz) e 8y 6,71 (d; J=8,5 Hz), indicando
um sistema tipico de anel aromdtico para-dissubstituido, e dois
tripletos em &y 2,73 (J=6,5 Hz, O: 38,0, H-2) e 0y 3,75 (J=6,5 Hz, &
64,0, H-1) evidenciando tratarem-se de metilenos Dbenzilicos e
carbindélicos, respectivamente. As constantes de acoplamento destes
dois tripletos de 6,5 Hz sugerem que had acoplamento entre eles. Esta
observacdo ¢é corroborada pelas correlagdes observadas no mapa de
contorno gCoOSY (Figura 50, pag. 174), entre H-1 e H-2.

O sinal em &: 154,5 observado no espectro de QHMBC (Figura 51)
sugeriu a presenca de uma hidroxila aromética, o que aliado aos
valores dos deslocamentos gquimicos em RMN 'H e 'c (Tabela 10),
indicou que a hidroxila estd ©posicionada em para ao metileno

benzilico.
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Apesar de ndao ter sido observado correlagdes no experimento de
gHMBC de H-1 e/ou H-2 com os carbonos aromaticos ou vice-versa, foi

possivel atribuir para a substdncia 17 a estrutura do tirosol.

Tabela 10 - Dados de RMN de 'H (CDCL;, 500 MHz) e "°C (CDCl;, 125 MHz) de 17
(6 em ppm e J em Hz).

1H lH 13c* 13C

Substancia 17 (CHEN et al., Substancia 17 (CHEN et al.
2004) 2004)
1 3,75 (t; 6,5) 3,51 (t; 6,5) 64,0 62,6
2 2,73 (t; 6,5) 2,59 (t; 6,5) 38,0 38,3
3 - - 131,0 129,7
4;8 7,02 (d; 8,5) 6,98 (d; 8,5) 130,2 129, 6
5;7 6,71 (d; 8,5) 6,65 (d; 8,5) 116,0 114,9
6 - - 154,5 155,5
OH - 9,14 - -

*Os valores aproximados dos deslocamentos quimicos de RMN de *°C
foram obtidos por QHMQC e QHMBC.

O espectro de massas obtido por ESI-EM(+)120V (Figura 53)
apresentou picos em m/z 161,0591 [M+Nal® e m/z 177,0600 ([M+K]")
coerentes com a férmula molecular CgHi00, e comparacdo com os dados da
literatura (CHEN et al., 2004; GUIMARAES, 2006) permitiram assegurar
tratar-se do tirosol.

O tirosol j& foi relatado como metabdélito secundério produzido
pelos fungos endofiticos Phomopsis oblonga e Ceratocystis fimbriata
(GUIMARAES, 2006), entretanto este é o primeiro relato da producdo
por Colletotrichum crassipes. H& relato do tirosol como sendo uma
molécula “quorum-sensing” (sinalizadora) com importantes implicagdes

na dindmica do crescimento e morfogénese de Candida albicans, além

de ser um agente antifungico em potencial (GUIMARAES, 2006) .
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5.2.2.3 Identificacdo estrutural da substédncia 18

A substancia 18 foi submetida a espectrometria de massas com a
técnica ESI-EM(+) (Figura 54, péag. 178) e apresentou pico em m/z
281,1731 indicando a formacdo do aduto [M+Na]®. A massa calculada
281,1154 e a analise dos espectros de RMNC permitiram atribuir a
férmula molecular Ci¢Hi303 para a substéncia l§.

O espectro de RMN de 'H (Figura 55) apresentou sinais na regido
de hidrogénios aromdticos e evidenciou a presenca de 2 anéis
isolados na estrutura, sendo um mMonNo (anel B) e outro para-
disubstituido (anel A). Os valores dos deslocamentos quimicos
observados em RMN 'H e '°C (Tabela 11) para o anel A permitiram
propor que este ¢é para- substituido por wuma hidroxila. Esta
afirmacdo foi corroborada pela correlacdo a longa distancia (°J)
observada entre a hidroxila fendlica 0y 9,03¢>C-5 e de H-4<C-6/C-2
em QHMBC (Figura 57). Esta ultima correlacdo também evidenciou um
hidrogénio benzilico em &y 2,59 (8., 38,0). A correlacdo observada em

gcosy (Figura 59) entre H-243H-1, evidenciaram o carbono carbindlico

0c 62,4 e permitiram propor a estrutura parcial A para a substéncia

18.

HO

Os espectros de RMN 'H e *C (uni e bidimensionais) que
evidenciaram o anel aromdtico monosubstituido, também mostraram uma
correlacdo a longa distdncia de H-10eC-1'/C-9 e do hidrogénio da
hidroxila em C-10 com C-1’. Estas informacdes permitiram propor a

estrutura parcial B:

HO
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Os 4atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos
carbonos através da analise do espectro de QHMQC (Figura 61, pag.
184) e os dados estdo apresentados na Tabela 11.

A conexdo entre as estruturas parciais A e B ndo foi
visualizada pelo experimento de QHMBC, mas foi proposta em funcédo
dos valores dos deslocamentos quimicos dos Aatomos de carbono e
hidrogénio, das integrag¢des dos hidrogénios e corroborada pelo
espectro de massas. A substdncia foi identificada como 1l-hidroxi-1-

feniletil-tirosol.

HO 2 HO

Tabela 11 — Dados de RMN de 'H (DMSO-d¢, 500 MHz) e '°C (DMSO-dg, 125 MHz) da
substancia 18 (6 em ppm e J em Hz).

Posicao H =C
1 3,52 (m) 62,4

2 2,59 (t; 7,5) 38,0
3 - 129,0
4 e 8 6,98 (d; 8,5) 129,4
5 e 7 6,63 (d; 8,5) 115,0
6 - 155,0

9 4,52 (m)/4,60(t; 6,0) 73,6
10 3,42 (t; 6,0) 67,2
1 - 143,0
2°e 6° 7,22 (d; 6,5) 126, 8
37e 57 7,28 (t; 6,5) 126,6
4 7,33 (t; 6,5) 126,0

Apbds busca na base de dados “SciFinder” ndo foi possivel
encontrar dados sobre a estrutura proposta, indicando que esta

substancia seja inédita na literatura.
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5.2.2.4 Identificacdo estrutural da substancia 13

A substancia 13 foi submetida a espectrometria de massas com a
técnica ESI-EM(+) (Figura 62, pag. 185), e apresentou o pico base
m/z 291,1328 (100%) indicando a formacdo do aduto [M+K]'. A massa
para [M+K]' foi calculada 291,0999, o que com auxilio dos espectros
de RMN™’C e DEPT permitiu atribuir a férmula molecular Ci;H,,0: para a
substéancia 13.

O espectro de RMN de *°C (Figura 63; Tabela 12) apresentou 14
sinais que foram atribuidos a uma metila alifédtica, a trés carbonos
metilénicos sendo dois carbindélicos e um benzilico, trés carbonos
metinicos carbindélicos e seis carbonos sp®’ relativos a um anel
aromatico monosubstituido.

O espectro de RMN de 'H (Figura 64; Tabela 12) mostrou sinais
de hidrogénios correspondentes a hidrogénios metilicos, metilénicos,
metinicos e aromdticos. Todos os hidrogénios foram atribuidos aos
respectivos &tomos de carbono pela de anédlise detalhada do espectro
de gHMQC (Figura 65, pag. 188).

O substituinte ligado ao anel aromatico foi determinado pela
correlacdo & longa distancia °J, observada em QHMBC (Figura 66) entre
H-2" (64 7,23, d, 7,0 Hz, 1H)<C-9 (3c 35,4), corroborando pelo carbono
benzilico sugerido pelos espectros de RMN'’C e 'H. No experimento de
gCcosy (Figura 67) as correlacdes observadas entre H-8<>H-9,

permitiram propor a estrutura parcial A para a substancia 13:

A observacdo de um dubleto 6y 4,55 (d, 1,0 Hz, &: 99,8, 1H) no
espectro de RMN'H sugeriu um carbono dioxigenado, e a constante de
acoplamento do hidrogénio ligado a este sugeriu que tratava-se de um
carbono de um ciclo com uma relacdo CiS com o hidrogénio vizinho. As
correlacdes observadas no experimento de QHMBC entre H-1<>C-6/C-10 e
de H-11¢>C-4/C-3, permitiram propor a estrutura parcial B para a

substéancia 13:
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O
% ¥ o
O\Q/jL\
CH
1S

A conexdo entre as estruturas parciais A e B foi realizada com
base na interacdo a longa distadncia °J observada no experimento de
gHMBC entre H-1C-8, o que aliado ao experimento de TOCSY-1D
(Figuras 68-69), permitiram propor a seguinte estrutura para a

substdncia em questdo:

7 °°0

O\Qij\ H
CHs

A configuracdo relativa de C-1 e C-6 foil estabelecida com base
na constante de acoplamento de 1,0 Hz entre estes dois hidrogénios.
A substédncia foi identificada como (6-metil-3-(feniletdxi)-1,4-
dioxan-2-il)metanol.

Tabela 12 - Dados de RMN de 'H (DMSO-d¢, 500 MHz) e '°C (DMSO-ds, 125 MHz) de
13 (8 em ppm e J em Hz).

Posicao *H =C
1 4,55 (d; 1,0) 99,8
3 3,15 71,9
4 3,26 68,3
6 3,52 70,4
8 3,57 (m) /3,73 (m) 67,2
9 2,80 (t; 6,5) 35,4
10 3,36 70,6
11 1,08 (d; 6,5) 17,7
1 - 138,9

2°e 6 7,23 (d; 7,0) 128,06

3’e 57 7,27 (€; 7,0) 128,1

4- 7,18 (€; 7,0) 125, 9
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Apbds busca na base de dados “SciFinder” ndo foi possivel
encontrar dados sobre a estrutura proposta, indicando que esta

substdncia seja inédita na literatura.

5.2.2.5 Identificagdo estrutural da substancia 10

A substancia 10 foi submetida a andlise detalhada dos espectros
de RMN de 'H e *°C, uni e bidimensionais, e espectrometria de massas.

O espectro de RMN de 'H (Figuras 70, pag. 192) apresentou na
regido de alifdticos, trés multipletos em &y 3,25, Oy 1,72 e 8y 1,42
integrando para dois hidrogénios cada. Na regido de aroméaticos,
foram visualizados sinais em &y 7,26 (d; 1H; 6c 29,7), 7,23 (dd; 2H;
Oc 127,8) e 0y 7,26 (dd; 2H; O¢ 126,2) além de dois duplos dubletos em
3,02 (1H, dd, 14,0; 5,0 Hz) e 3,08 (1H, dd, 14,0; 5,0 Hz),
evidenciando um sistema benzilico com o anel aromatico
monossubstituido. Foram observados ainda, dois sinais tripletos em
4,07 (6. 58,3; t, 8,5Hz, 1H) e 4,34 (6. 55,6; t, 5,0 Hz, 1H).

Nos espectros e RMN'®C e DEPT (135° e 90°) (Figuras 72-74) foram
observados quatro carbonos metilénicos, sendo um benzilico, c¢inco
metinicos, um quaterndrio aromdtico e duas carbonilas em o 168,9 e
164,9. Todos os 4tomos de hidrogénio foram atribuidos aos
respectivos carbonos pela andlise detalhada dos experimentos de
gHMOQC .

Andlise dos experimentos QHMBC (Figura 76) mostrou correlacdo a
longa distancia dos tripletos em 4,07 (8. 58,3) e 4,34 (8. 55,6) com
os carbonos em 164,9 e 168,9, respectivamente. Esta informacdo é
muito 1importante e permitiu identificar esta substéncia como
pertencente a classe das dicetopiperazinas, gque sdo substéncias
normalmente formadas pela condensacdo de dois ou mais aminoacidos
(FDHILA et al., 2003; JAYATILAKE et al., 1996).

Os trés multipletos visualizados em Oy 3,25, 8y 1,72 e &y 1,42

sdo caracteristicos dos hidrogénios metilénicos e pelas correlacdes
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observadas nos experimentos de @QCOSY (Figura 77), entre H-3<H-4<H-

5¢>H-6, foi possivel atribui-los a uma unidade do aminoédcido
prolina. Esta suposicdo foi confirmada por comparacdo com a
literatura (FDHILA et al., 2003).

A presenca de um anel benzilico observado em RMN'H associado &
correlacdo a longa distancia °J, observada no experimento gHMBC,
entre H-10,/H-10,¢<C-2"/C-6"/C-1/C-2, permitiu definir o segundo
aminodcido como sendo fenilalanina. No experimento de gCOSY (Figura
77) foi possivel observar a correlacdo entre H-10,/H-10,/H-9,
autenticando a presenca deste aminoacido.

A configuracdo relativa de 10 foi realizada com base nas
interacdes espaciais observadas, no experimento de NOESY-1D, (Figura
78) entre H-6 e H-9, posicionado-os no mesmo plano da molécula, como
ja relatado por FDHILA et al., 2003.

O espectro de massas de baixa resolucdo (ESI-MS, modo positivo)
foi obtido para confirmacdo da estrutura proposta (Figura 79, pag.
199). fons em m/z 245,13 ([M+H]Y) e mfz 267,11 ([M+Na]') estdo
coerentes com a estrutura proposta, confirmando a fdérmula molecular

C14H16N,0;.

Tabela 13 - Dados de RMN de 'H (DMSO-d¢, 500 MHz) e '°C (DMSO-dg, 125 MHz) de
10 (8 em ppm e J em Hz).

Posicao *H =C
1 - 168, 9
3 3,25 (m) /3,39 (m) 44,5
4 1,72 (2H, m) 21,8
5 1,42 (m)/2,01 (m) 27,6
6 4,07 (t; 8,5) 58,3
7 - 164,9
8 7,93 -

9 4,34 (t; 5,0) 55,6
10 3,02 (dd; 5,0 e 14,0) 35,2
3,08 (dd; 5,0 e 14,0)

1° - 137,2
2°e 67 7,26 (d) 129,7
37e 57 7,23 (dd) 127,8

4 7,26 (dd) 126,2
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Os dados espectrais foram comparados com a literatura (SETO et
al., 2005; FDHILA et al., 2003) e permitiram identificar a
substéancia 19 como Rel.ciclo(S-Pro-S-Phe). A comparacdo dos dados
espectrais com os relatados na literatura sugere que a substéncia
seja constituida dos aminodcidos L, sendo estes os encontrados na
natureza (com valores de rotacdo 6tica negativo). Entretanto, FDHILA
et al. relatam metabdélitos dicetopiperazinicos com sinais de rotacgéo
6tica opostos, indicando a presenca dos menos comuns enantiomeros

DD.

5.2.2.6 Identificagdo estrutural da substancia 11

A substancia 11 foi submetida a RMN de 'H e C (uni e
bidimensionais) e espectrometria de massas. A analise dos espectros
permitiu observar uma grande semelhanca dos deslocamentos quimicos
com os obtidos para 10, diferindo apenas nos dados dos hidrogénios
metinicos alifaticos.

Os espectros de RMN'H e '*c (Figuras 80-82, pag. 200) indicaram
a presenca de um anel aromadtico monossubstituido, duas carbonilas (0
164,6 e 168,2, dois sinais de carbonos metinicos (8. 57,1 e 57,9) e
quatro carbonos metilénicos sendo que um deles em Oc 44,5 ligado ao
atomo de nitrogénio, caracteristico de substancias
dicetopiperazinicas. Também foi observada a presengca de um carbono
benzilico (& 40,0), o que sugeriu a presenca da subunidade
fenilalanina (Phe).

Detalhada anadlise dos experimentos de ¢gCcOSYy (Figura 83)
evidenciou correlacdes entre os multipletos em g3, 3,206304 3
3,42¢304-4 1,79¢384-5, 1,59¢>0y-5, 1,96, indicando a presenca de uma
unidade de prolina (Pro).

Considerando que andlise detalhada dos experimentos de RMN'H e

*Cc uni e bidimensionais conduziram a mesma estrutura que 10, e que
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nos experimentos de NOESY-1D (Figura 84) n3do foram observadas
correlacgdes espaciais entre H-6 (8y 2,94) e H-9 (6y 3,99), propomos
que estes hidrogénios encontram-se em planos opostos da molécula.

Esta sugestdo ¢é corroborada pelo wvalor encontrado para o
deslocamento quimico de H-6 em 2,94 (uma regido mais protegida em
RMN'H) , diferente dos valores esperados entre OH 3,90-4,30
(JAYATILAKE et al., 1996). Este fato pode ser explicado pelo efeito
de protecdo que o anel aromdtico causa neste hidrogénio. Estas
evidéncias aliadas aos dados da literatura (WANG; MUELLER; CLARDY,
1999) permitiram identificar 11 como sendo o ciclo Rel.ciclo (S-Pro-
R-Phe), um estereoisémero de 10.

O espectro de massas de baixa resolucgdo (ESI-MS, modo positivo)
foi obtido para confirmacdo da estrutura proposta (Figura 87). Ions
em m/z 245,1361 ([M+H]") e m/z 267,1186 ([M+Na]') estdo coerentes com

a estrutura proposta, confirmando a férmula molecular Ci4H{¢N,O0,.

Tabela 14 - Dados de RMN de 'H (DMSO-d¢, 500 MHz) e '°C (DMSO-dg, 125 MHz) de
11 (8 em ppm e J em Hz).

Posicao *H =C

1 - 168, 2

3 3,20 (m) /3,42 (m) 44,5

4 1,79 (m) 21,2

5 1,59 (m) /1,96 (m) 28,4

6 2,94 (t; 8,5) 57,1

7 - 164,06

8 8,12 (d, 4,0) -

9 3,99 (td; 10,0 e 5,0) 57,9

10 2,89 (dd; 5,0 e 13,5)/3,02 (dd; 40,0

6,0 e 13,5)

1 - 136,0
2°e 6° 7,14 (d; 7,5) 129,17
37e 57 7,29 (dd) 128,1

4° 7,27 (dd) 126,7

As substéncias 10 e 11 foram previamente relatadas como
metabdélitos de fungos do género Colletotrichum entre outros fungos,
como Trydiomyces formicarum associado a uma espécie de formiga

Cyphomyrmex minutus (WANG; MUELLER; CLARDY, 1999). Estas substancias
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foram descritas como possuidoras de atividade antifingica contra

Candida 406.

As substéncias 7, § e g, que serdo discutidas a seguir, foram
identificadas em mistura uma vez que a separacdo se mostrou inviavel

devido a pequena quantidade de amostra.

5.2.2.7 Identificagdo estrutural da substancia 7

A substancia 7 foi submetida & andlise detalhada dos espectros
de RMN'H e 'C (uni e bidimensionais) e os hidrogénios foram
atribuidos aos respectivos atomos de carbono pela andlise de QgHMQC
(Figuras 93-94, péag. 210-211).

A andlise dos espectros de RMN'H e '°C permitiu notar a presenca
dos hidrogénios em Oy 4,11 (&c 58,1; t; J=8,0 Hz) e Oy 3,91 (O 59,4;
sl), e de duas carbonilas em & 165,1 e & 170,1. Estes sinais siao
caracteristicos de anel dicetopiperazinico.

A presenca de trés sinais na forma de multipletos (3,46/3,30;
1,84 e 2,14) referentes aos hidrogénios metilénicos observados nos

experimentos de RMN'H, aliado as correlacdes em (QCOSY entre H-3<¢>H-

4¢>H-5, indicaram a presenca de residuo do aminocdcido Prolina na
estrutura (FDHILA et al., 2003).

O espectro de RMN'H (Figuras 88-91; Tabela 15), apresentou
dubletos em &y 0,85 (d, J=7,0 Hz, 3H) e oy 1,01 (d, J=7,0 Hz, 3H) que
foram atribuidos aos hidrogénios metilicos (H-11 e H-12) e um
multipleto em 2,34 (m, 1H) gque foi atribuido a H-10. O espectro de
gcosy (Figuras 95-97) mostrou correlacdes dos hidrogénios metilicos
(H-11 e H-12) com um hidrogénio metinico em 0y 2,34 (m, H-10; &
27,5), e evidenciou uma unidade isopropila, indicando o aminoacido

valina como um dos componentes da substancia 7.
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A auséncia de correlacdo em QHMQC (Figura 93) para o sinal em
0s 7,91, evidenciou que este esteja ligado ao atomo de nitrogénio ou
oxigénio. As correlacdes a longa distédncia observadas em QHMBC de 0y

7,91 com os carbonos em 08¢ 58,1 e 8¢y 165,1, permitiram atribuir
este deslocamento quimico ao NH-8.

Baseado nos dados espectroscdpicos e nas correlacdes
observadas, nos experimentos uni e bidimensionais, foi proposto que
a substéncia 7 é uma dicetopiperazina constituida pelos aminodcidos
Prolina (Pro) e Valina (Val).

A configuracdo relativa de 7 foi realizada pela andlise do
espectro de NOESY-1D (Figura 102, péag. 216) onde foi observada
interacdo espacial entre os hidrogénios em H-9 (03 3,91) e H-6 (0g
4,11), colocando-os no mesmo plano espacial da molécula. Comparacdo
destes valores com a literatura (FDHILA et al., 2003) confirmam esta
proposta indicando ser a substéncia Rel.ciclo(R-Pro-R-Val).

O espectro de massas de baixa resolucdo (ESI-MS, modo positivo)
(Figura 105) foi obtido para confirmacdo da estrutura indicada. fons
em m/z 197,1382 ([M+H]") e m/z 219,1201 ([M+Na]®') estdo coerentes com

a estrutura proposta, confirmando a férmula molecular CigHi¢N,0,.

Tabela 15 - Dados de RMN de 'H (DMSO-d¢, 500 MHz) e '°C (DMSO-ds, 125 MHz) de
7(6 em ppm e J em Hz).

Posicao *H =C
1 - 170,1
3 3,46 (m)/3,30%* 44,5
4 1,84 (m) 21,7
5 2,14 (m) 27,7
6 4,11 (t; 8,0) 58,1
7 - 165,0
8 7,91 -
9 3,91 ¢(sl) 59,4
10 2,34 (dsept.; 2,5 e 7,0) 27,5

11-CHj; 0,85 (d; 7,0) 16,3

12-CHj; 1,01 (d; 7,0) 18,1

*Sob DMSO

H4 relato (COLLADO; GARCIA-PAJON, 2003) da producdo deste

metabdlito pelo fungo Colletotrichum gloesporioides e por outros
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fungos deste género, entretanto ndo hd nenhum estudo quimico de C.
crassipes descrito. Esta substédncia é relatada como fitotdxica e

como um bioherbicida em potencial.

5.2.2.8 Identificagdo estrutural da substancia 8

A andlise dos espectros de QHMQC de 8 permitiu atribuir os
hidrogénios aos respectivos &tomos de carbono (Figuras 93-94, pag.
210-211) .

O espectro de RMN'’C apresentou sinais em 8. 164,9 e 170,1,
indicando grupos CONH (Figura 92), o que aliado aos deslocamentos
guimicos de RMN'H em &y 4,04 (t, J=8,2 Hz, 1H; & 58,3) e 4,23 (t,
J=5,0Hz, 1H; Oc 55,9) conduziram a presenca de um anel
dicetopiperazinico (JAYATILAKE et al., 1996).

O espectro de RMN'H (Figuras 88-91) apresentou dois dubletos em
oy 7,04 (d; J=8,5 Hz) e &y 6,63 (d; J=8,5 Hz) indicando um sistema
tipico de anel aromatico para-dissubstituido. A presenca do
deslocamento quimico em Oc 155,8 indicou a presenca de um grupo -OH
ligado ao anel aromadtico evidenciando a presenca de residuo do
aminoacido Tirosina (Tyr). Por gCcoSY (Figuras 95-97) foi possivel
observar correlacdes entre os hidrogénios benzilicos H-10<>H-9 (08y
2,93 e 4,23), corroborando para a presenca da unidade Tyr.
Considerando que os H-10 s&o diastereotdpicos, a multiplicidade
esperada seria dois duplos dubletos, no entanto, no espectro de RMN'H
foi observado apenas 1 duplo dubleto (dd) evidenciando que h& livre
rotacdo do residuo tirosina, ou seja, o valor de deslocamento
quimico refere-se a média de H-10a e H-10b. Tal fato é suportado
pela observacdo em (QHMQC de apenas um sinal de carbono para H-10, e

H-10y.
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Anadlise detalhada dos experimentos de RMN'H, '°C, QHMQC, QCOSY e
gHMBC (Figuras 98-101) evidenciaram assim como em 10, 11 e 7, a
presenca de residuo do aminodcido Prolina (Pro) nesta molécula.

O sinal em &; 7,79 no experimento de RMN'H foi atribuido ao N-
H8, wuma vez que nédo apresentou correlacdo direta com &tomo de
carbono em QHMQC e mostra correlagdo a longa distdncia em QHMBC com
C-6 (d: 58,3) e C-1 (d:164,9).

A configuracdo relativa de 8 foi auferida com base na interacgdo

espacial observada no experimento NOESY-1D (Figura 103) entre H-6 (&

4,04) e H-9 (8y 4,23), colocando-os no mesmo plano da molécula. Esta
observacdo foi corroborada por comparacdo com a literatura.

O espectro de massas de baixa resolucdo (ESI-MS, modo positivo)
foi obtido para confirmacdo da estrutura proposta (Figura 105). Ions
em m/z 261,1329 ([M+H]") e m/z 283,1143 ([M+Na]') estdo coerentes com

a estrutura proposta, confirmando a férmula molecular Ci4Hi¢N,O03.

Tabela 16 - Dados de RMN de 'H (DMSO-d¢, 500 MHz) e 3C (DMSO-dg, 125 MHz) de
8 (6 em ppm e J em Hz).

Posicao *H =C
1 - 164,9
3 3,42 (m) 44,2
4 1,77 (m) 21,4
5 2,15 (m) 28,1
6 4,04 (t; 8,2) 58,3
7 - 168,17
8 7,79 -
9 4,23 (t; 5,0) 55,9
10 2,93 (dd; 5,0 e 8,5) 34,6
1 - 126, 9

2'e 67 7,04 (d; 8,5) 130,6

3’e 57 6,63 (d; 8,5) 114,7
4- - 155,8

Os dados espectrais foram comparados com a literatura
(JAYATILAKE et al., 1996) e permitiram identificar a substéncia §
como Rel.ciclo(S-Pro-S-Tyr). O fato de esta substédncia estar em
mistura com outros metabdlitos ndo permite a realizacdo da medida de

rotagdo Optica que possibilitaria confirmar gque a substéncia ¢é
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formada pelos aminodcidos L, conforme indicado por JAYATILAKE et
al., com [a]p -126,1°.

Esta substédncia é relatada como metabdélito de diversos fungos e
bactérias como, por exemplo, Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria
associada & esponja marinha Isodictya setifera (JAYATILAKE et al.,
1996) .

5.2.2.9 Identificagdo estrutural da substancia 9

8CH,4 o)

O espectro de RMN'H mostrou a presenca de 2 substancias
distintas com o sistema de anel aromdtico para-dissubstituido. Uma
dessas substédncias foil identificada como a substéncia §, descrita
acima.

A outra substancia, 9, também apresentou um perfil
espectroscdépico caracteristico de dicetopiperazina. O espectro de
RMN'H (Figuras 88-91, pag. 207) evidenciou dubletos caracteristicos
de metilas alifiticas &y 0,89 (O 21,9; d; J=6,5 Hz) e d&; 0,91 (d¢
18,9; d; J=7,0 Hz) indicando a presenca do aminodcido wvalina (Val)
como um dos aminodcidos componentes de 9. Os hidrogénios arométicos
em Oy 6,90 (d; J=8,5 Hz, 2H) e & 6,67 (d; J=8,5 Hz, 2H) e o
deslocamento quimico em &: 156,3 (indicando a presenca de um grupo -
OH ligado ao anel aromatico) conduziram a presenca do residuo de
tirosina (Tyr) como o outro aminodcido da molécula. Estes dados,
permitiram sugerir para 9 a estrutura planar de ciclo(Val-Tyr).

Comparando-se os dados de RMN'H de 9 (Tabela 17) com os da
literatura para Cis-ciclo (L-Val-L-Tyr) (STARK; HOFMANN, 2005),
observa-se uma significante diferenca de deslocamento gquimico para
H-8, H-9 e H-6. Esta diferenca sugere que em 9, H-6 encontra-se
posicionado no cone de protecdo da carbonila e em CiS-ciclo(L-Val-L-

Tyr) as H3C-8 e H3C-9 é que se encontram neste cone de protecdo. Esta
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observacdo permite sugerir que 9 trata-se de Rel.ciclo(S-Val-R-Tyr),
um estereoisdémero de CiS-ciclo (L-Val-L-Tyr).

A anadlise do espectro de NOESY-1D (Figura 104) ndo mostra
interacdo espacial entre H-6 (8y 3,40) e H-3 (4,23), confirmando g

como sendo o isdmero trans de cis-ciclo(L-Val-L-Tyr).

Tabela 17 - Dados de RMN de 'H (DMSO-d¢, 500 MHz) e '°C (DMSO-ds, 125 MHz) de
9 (6 em ppm e J em Hz).

Posicao *H 'H (STARK et al., 2005) =C

1 * 7,85 (S) -

2 - - 168,5

3 4,23 (t) 4,10 (m) 55,9

4 * 7,95 (S) -

5 - - 165,0

6 3,40 (m) 3,51 (m) 62,5

7 2,00 (m) 1,74 (m) *

8 0,89 (d; 6,5) 0,37 (d; 7,0) 21,9

9 0,91 d; 7,0) 0,69 (d; 7,0) 18,9

10 2,96 (m) 2,77 (dd; 4,8 e 13,8) 38,6

3,01 (dd; 4,5 e 13,8)

1 - - 126, 9
2’e 6° 6,90 (d; 8,5) 6,96 (d; 8,4) 130, 6
37e 57 6,67 (d; 8,5) 6,62 (d; 8,4) 115,0

4° - - 156, 3

*Deslocamento quimico ndo observado

A andlise dos espectros de RMN'H da fracdo CSY-02/MDB/C-
18/5/HPLC-6 evidenciou sinais em &; 3,50-4,20 e RMN'’C em &. 165-170 e

0c 55-59 sugerindo a presenca de substdncias dicetopiperazinicas.
Pela comparacdo dos dados espectrais desta fracdo com os descritos
na literatura (FDHILA et al., 2003; ADAMCZESKI et al., 1995), foi
possivel identificar as 2 substdncias na mistura (E e 1_6),
diferenciando-as através da integracdo dos sinais no espectro de

RMN'H.
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5.2.2.10 Identificacdo estrutural da substéancia 15

H CHs

No espectro de RMN'H (Figuras 106-108, pag. 219-220) pode-se
observar a presenca de 2 dubletos em &y 0,91 (J= 6,5Hz, 3H) e 0,88
(J= 6,5Hz, 3H), indicando a presenca de 2 metilas. As correlacdes
observadas em QCOSY (Figuras 109-11) de &y 0,88 (H-12)/ &3 0,91 (Me-
11)¢0y 1,71 (H-11)¢> 0Oy 1,57 e 1,45 (H-10a e H-10b)¢> 0Oy 3,61 (H-9)
permitiram sugerir a presenca de uma unidade do aminodcido Leucina
(Leu) como um dos componentes de 15. Os dois dubletos em &y 0,91 e
0,88 permitem distinguir entre leucina e isoleucina, uma vez que a
ultima apresentaria um dubleto e um tripleto.

O hidrogénio com &y 8,30 foi atribuido ao N-H8 devido a falta de
correlacdo direta em @gHMQC (Figuras 113-114) e as correlacdes
observadas a longa distédncia em QHMBC (Figuras 115-117, pag. 227-
229) com C-6 (0: 57,3) e C-7 (& 166,0).

A presenca de trés sinais na forma de multipletos (&y 1,6-3,5),
referentes a hidrogénios metilénicos, indicam a presenca de residuo
do aminoécido Prolina na estrutura (FDHILA et al., 2003). As
correlacdes observadas por (@COSY entre H-3a (dz 3,43)/H-4a (04
1,80)«<>H-4a e H-4b (63 1,80¢>1,85)/H-5a (8y 2,14) confirmam esta
sugestdo. A posicdo 6 foi atribuido o hidrogénio com deslocamento
quimico em 4,16 (0 57,3). Este hidrogénio mostra correlacdo a longa
distdncia com C-5 (0 28,4) e C-1 (6c 168,7), conforme pode ser
observado na andlise do espectro de gHMBC (Figura 117).

A andlise do espectro de NOESY-1D (Figura 118) n&o mostra
interacdo espacial entre H-6 e H-9, sugerindo que estes hidrogénios
ndo estdo do mesmo plano da molécula.

A comparacdo dos dados espectrais de 15 com os da literatura
(ADAMCZESKI et al., 1995) e a presenca de ions em m/z 211,1531
([M+H]") no espectro de massas (Figura 120, p&ag. 231), suportam a

estrutura proposta.
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Este metabdélito é relatado como produto de outros
microrganismos tais como a esponja marinha Calyx cf. podatypa
(ADAMCZESKI et al., 1995) e uma bactéria associada ao molusco Pecten
maximus (FDHILA et al., 2003) . Segundo FDHILA et al., a
dicetopiperazina ciclo (D-Pro-D-Leu) apresenta potente atividade
antibiética frente a Vibrio anguillarum, o que evidencia a

potencialidade bioldégica dessa classe de substéncias.

Tabela 18 - Dados de RMN de 'H (DMSO-d¢, 500 MHz) e °C (DMSO-dg, 125 MHz) de
15 (8 em ppm e J em Hz).

Posicao H =C
1 - 168,7
3 3,30%/3,43 44,9
4 1,80 (m)/1,85 (m) 21,7
5 2,14 (m)/1,79 (m) 28,4
6 4,16 (t; 8,0) 57,3
7 - 166,0
8 8,30 -
9 3,61 (dt; 5,0 e 9,0) 55,2
10 1,45(ddd; 6,0, 9,0 14,0)/ 42,1

1,57(ddd; 6,0, 9,0 14,0)

11 1,71 (m) 23,8
12 0,88 (d; 6,5) 21,5

Me-11 0,91 (d; 6,5) 22,7

*sob DMSO

5.2.2.11 Identificacdo estrutural da substéancia 16

A principal diferenca desta substdncia quando comparada com a

anterior (15) pode ser observada no espectro de RMN'H, na regido de

hidrogénios metilicos (Figuras 106-108). Sinais em &y 0,82 (t, 7,0
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Hz) e &y 0,97 (d, 7,0 Hz) indicam a presenca do residuo de aminodcido
Isoleucina (Ile), ao invés de Leucina como na substancia 15. A
presenca do residuo de aminodcido Prolina (Pro) foi identificada
pela presenca de sinais na forma de multipletos (8y 1,6-3,5),
referentes aos hidrogénios metilénicos, (FDHILA et al., 2003) e
através das correlacdes entre estes sinais. Pela da analise
detalhada dos mapas de contorno no experimento de @gHMQC (Figuras
113-114) e gHMBC (Figuras 115-117) foi possivel atribuir a estrutura
planar para 16.

A analise do espectro de Massas (Figura 120) de 16 evidencia
ion m/z 211,1531 ([M+H]F), coerente com a estrutura proposta
C11H18N205.

A determinagdo da configuracdo relativa de 16 foi realizada
pela andlise do espectro de NOESY-1D (Figura 119, pag. 230), onde
foi observada a interacdo espacial entre H-6 e H-9, colocando-os no

mesmo plano da molécula.

Tabela 19 - Dados de RMN de 'H (DMSO-d¢, 500 MHz) e °C (DMSO-dg, 125 MHz) de
16 (5 em ppm e J em Hz).

Posicao *H =C
1 - 169, 9
3 3,30 44,5
4 1,80 (m) 21,9
5 1,80 (m)/2,14 (m) 27,8
6 4,10 (t; 7,5) 58,1
7 - 165,1
8 7,90 -
9 3,95 (sl) 59,1
10 * 34,8
11 1,30 (m) 23,82
12 0,83 (t; 7,0) 12,1

Me-10 0,97 (d; 7,0) 14,8

*Sinal ndo observado.

A  comparacdo destes dados espectrais com os descritos na
literatura (FDHILA et al., 2003; ADAMCZESKI et al., 1995), confirmam
a estrutura proposta para a substdncia 16 como sendo Rel.ciclo(S-

Pro-S-Ile). Estd sendo considerada a presenca de residuos de
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aminoacidos de configuracdo L por serem mais abundantes na natureza,
entretanto FDHILA et al., 2003 relata a mesma substédncia com
aminoadcidos de configuracdo D, apresentando [a]p,=*+168,1° (c 0,13,
EtOH). O fato de esta substdncia estar em mistura impede a
realizacdo de medida de rotacdo oéptica, ndo permitindo definir a
configuracdo destes aminoadcidos, e por isso estd denominada com uma
nomenclatura relativa (Rel.).

Este metabdélito também J& foi relatado como produto dos
microrganismos Calyx cf. podatypa (esponja marinha) (ADAMCZESKI et
al., 1995) e Pecten maximus (bactéria associada ao molusco) (FDHILA
et al., 2003). Segundo FDHILA et al., a dicetopiperazina ciclo(D-
Pro-D-Ile) apresenta potente atividade antibidtica frente a Vibrio
anguillarum, evidenciando a potencialidade desta classe de

metabdélitos naturais.

5.2.2.12 Identificacdo estrutural da substéncia 14

A substancia 14 foi submetida a anédlise detalhada dos espectros
de RMN'H e %C (uni e Dbidimensionais) e o0s hidrogénios foram
atribuidos aos respectivos atomos de carbono pela andlise de QgHMQC
(Figuras 124-125, pag. 234-235).

A identificacdo desta substdncia como pertencente a classe das
dicetopiperazinas foi baseada na presenca de deslocamentos quimicos

de RMN'3C caracteristicos de grupo carbonila de amidas (86 165-170) e

sinais de RMN'H, entre &y 3,90-4,40, de aminoadcidos (FDHILA et al.,
2003; JAYATILAKE et al., 1996). Pela andlise do espectro de Massas é
possivel observar a presenca de pelo menos 3 dicetopiperazinas,
sendo duas delas Jj& descritas anteriormente. Ions em m/z 211,1556
(IM+H]") e m/z 283,1181 ([M+K]") evidenciam a presenca do ciclo(L-

Pro-L-Ile) (16) e ciclo(L-Pro-L-Phe) (1l), respectivamente.
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O espectro de RMN'H mostra, na regido de hidrogénios metilicos,
sinais em 0,82 (t) e 0,98 (d) que sdo caracteristicos de residuo do

aminodcido Isoleucina (Ile). As correlacdes observadas por gCOSY
(Figuras 126-127) de H-10¢H-11<»H-12 confirmam a presenca da
Isoleucina. A correlacdo a longa distdncia °J observada por QHMBC
(Figuras 128-130) de H-9 (dy 3,94, &: 59,1)¢<>C-10¢>C-11, posiciona
corretamente este hidrogénio no anel dicetopiperazinico. 0
deslocamento quimico em &y 4,10 foi atribuido ao H-6 uma vez que este
mostra correlagdo com H-5a/H-5b (&4 1,82/2,12; oc 27,8), conforme
pode ser visualizado por gCOSY (Figura 126, pag. 236).

O deslocamento quimico em 8y 7,91 foi atribuido ao -NHs. As
correlacdes observadas em (QHMBC entre H-8 <C-1 (Oc 165,2) e C-6
(58,1), confirmam esta atribuicédo.

Sinais de hidrogénios metilénicos entre 08y 1,4-3,7 indicam a
presenca de residuo do aminocdcido Prolina na estrutura (FDHILA et

al., 2003), sugerindo a presenca deste aminodcido na estrutura. A
correlacdo observada por ¢COSY entre H-5a (0y 1,82) com um hidrogénio
em Oy 3,40 (m; atribuido ao carbono em &: 72,2) sugere a presenca do

residuo de Hidroxiprolina (Hyp), se distinguindo da prolina apenas

pela presenca de um carbono carbindlico.

Tabela 20 - Dados de RMN de 'H (DMSO-d¢, 500 MHz) e 'C (DMSO-dg, 125 MHz) de
14 (& em ppm e J em Hz).

Posicao *H =C
1 - 165, 2
3 3,32 (m) /3,42 (m) 44,5
4 3,42 (m) 72,2
5 1,82 (m)/2,12(m) 27,8
6 4,10 (t; 7,5) 58,1
7 - 169,722
8 7,91 -

9 3,94 (sl) 59,1
10 2,02 (m) 34,8
11 1,35 (m) 23,8
12 0,82 (t; 7,5) 12,1

10-Me 0,98 (d; 7,0) 14,9
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A andlise do espectro de NOESY-1D (Figura 131, pag. 240) mostra
interacdo espacial entre H-6 e H-9, posicionando-os no mesmo plano
da molécula. A substidncia foi identificada como Rel.ciclo (R-Hyp-R-
Ile).

As tUltimas 8 substdncias descritas sdo dicetopiperazinas,
compostos bioativos comumente produzidos por fungos deuteromicetous,
ascomicetous e basidiomicetous (WANG; MUELLER; CLARDY, 1999) tais
como Penicillium sp., P. verrucosum, Aspergillus fumigatus, Fusarium
chlamydosporum, Gliocladium virens, Rhodotorula pilimanae, Phoma
lingan, Streptomyces sp., Penicilium janczewskii, Aspergillus
flavus, Penicillium griseofulvum, Thielavia minor, Emericella
striata, entre outros (GUIMARAES, 2006) . Fungos do género
Colletotrichum, como C. gloesporioides, também sdo produtores de
substancias dicetopiperazinicas (COLLADO; GARCIA-PAJON, 2003). HA
descrito na literatura diversas atividades bioldégicas para esta
classe de substancia, sendo que as propriedades antifungicas e
citotdéxicas sdo as mais encontradas.

Mais de 40 substancias dicetopiperazinicas estdo listadas como
metabdélitos de fungos e a mais freqgliente biossintese envolve a
condensacdo de dois ou trés aminodcidos como precursores (GUIMARAES,
2006) . Estruturalmente, os aminodcidos apresentam um 4tomo de
carbono ligado a uma carboxila, a um grupo amino e a um atomo de
hidrogénio. O quarto substituinte é uma cadeia (grupo R) especifica
para cada aminoadcido. Os aminoadcidos se ligam uns aos outros através

da ligacdo peptidica estabelecida entre o grupo oa-carboxila de um

aminoadcido e o grupo a-amino do aminoacido subsegliente, formando a

cadelia. : i o
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Esquema 9 - Formacdo da ligacdo peptidica.
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H& relatos da producdo de alcaldéides dicetopiperazinicos por
fungos terrestres, marinhos (LI et al., 2004) e recentemente por
fungos endofiticos (SETO et al., 2005). O fungo endofitico Epichloe
typhina produziu ciclo(L-Pro-L-Leu) e ciclo(L-Pro-L-Phe) e estas
substancias demonstraram atividade antifungica contra Cladosporium
phlei, consistentes com dados previamente relatados (SETO et al.,
2005) . No trabalho, SETO relata que grande quantidade da substancia
ciclo (L-Pro-L-Phe) induz a morte de C. phlei, entretanto, baixa dose
desta dicetopiperazina ¢é estimulante para C. phlel produzir

Phleichrome, uma substdncia inibitdéria de E. thyphina.
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Desse modo, as dicetopiperazinas sdo de grande interesse devido
ao amplo espectro de atividades farmacoldégicas e neste trabalho
foram identificadas 8 substédncias desta classe produzidas pelo fungo
endofitico Colletotrichum crassipes. H& relatos da producdo destas
substancias no género Colletotrichum, entretanto ndo ha& relato de

estudo quimico do extrato de C. crassipes.
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5.3 Resultados dos bioensaios realizados com as substancias puras
% Atividade antifungica
As substédncias que apresentaram massa suficiente e ndo se
encontravam em mistura com outros metabdlitos, foram enviadas para o
bioensaio por Bioautografia contra 0s fungos fitopatdgenos
Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum (item 4.1.6, pag.
44) .

Na Figura 132 estdao ilustradas as cromatoplacas onde foram
realizados os Dbioensaios com as substédncias e os 2 fungos
fitopatdgenos. Para as substédncias que apresentaram atividade em 100
ug foi realizada a determinacdo da quantidade minima inibitéria
conforme apresentado na Figura 132. O padrdo wutilizado foi a

Nistatina que apresenta forte atividade em 1 ug.
Na legenda deve-se considerar:

Griseofulvina (1)

)

Citocalasina B (2
Citocalasina D (5)
Rel.ciclo (S-Pro-S-Phe) (10)

(12)

5-carbdéxi-6-hidroxi-3-metil-3,4-diidroisocumarina (6)

N-(2-feniletil)acetamida

0| = g Q W o

C. cladosporioides C. sphaerospermum

Figura 132 - Ensaio de Bioautografia.

Na Tabela 21 esté& apresentado o potencial antifingico de cada

substancia avaliada, contra os dois fungos fitopatdgenos.
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Tabela 21 - Determinacdo da quantidade minima inibitéria das

substancias puras (em pug) .

Cladosporium cladosporioides | Cladosporium sphaerospermum
Substancias

100 50 25 10 5 1 100 50 25 10 5 1
1 * * * i i i * * * i i i
2 * * * * i i * i i i i i
5 i i i i i i i i i i i i
10 Saialiad ** * * 1 1 * * * i 1 1
I; Frx Kk * i i i ** * i i i i
g_ ** ** ** * i i * * * i i i
Nistatina falaiel e

*atividade fraca / **atividade média / ***atividade forte

As substancias 10 e 12 que apresentaram atividades mais fortes
j& foram relatadas anteriormente como antifingicas (COLLADO et al.,
2003) .

Estes dados sugerem uma possivel simbiose entre fungos
endofiticos e espécies vegetals onde estes microrganismos podem
produzir metabdlitos antifungicos como auto defesa e em defesa da

planta contra outros microrganismos fitopatdgenos.

% Atividade anticolinesterédsica
As mesmas substadncias que foram enviadas ao Dbioensaio
antifungico também foram submetidas ao ensaio para determinar a

atividade anticolinesterésica.

O método utilizado foi descrito no item 4.1.7, pag. 44. Manchas
brancas na cromatoplaca sdo evidéncias de atividade

anticolinesterasica em potencial.

Na Figura 133 estd ilustrado a cromatoplaca com as substéncias

aplicadas, juntamente com o padrdo positivo Galantamina.
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1 2 5 10 12 6 P

Figura 133 - Cromatoplaca do bioensaio anticolinesterésico.

Este é um bioensaio qualitativo onde se ¢é possivel apenas
indicar quais das substéncias analisadas s&o promissoras como
anticolinesteréasicas. Das 6 substdncias analisadas, apenas 3
mostraram atividade positiva:

-Citocalasina B (g): mancha branca no Rf 0,45.
-Citocalasina D (5): mancha branca no Rf 0,52.

-Rel.ciclo (S-Pro-S-Phe) (10): mancha branca no Rf 0,07.
* Atividade antioxidante

O ensaio para avaliar a potencialidade antioxidante das
substancias isoladas foi realizado conforme descrito em 4.1.5. Este
ensaio consiste em um método facil e réapido para avaliar a atividade
anti-radicalar de diversos antioxidantes. Manchas Dbrancas ou
levemente amareladas na cromatoplacas sdo indicios de substéncias
potencialmente antioxidantes. O mecanismo de reacdo entre o oxidante
e o DPPH depende da conformagdo estrutural do antioxidante. Alguns
compostos reduzem rapidamente as moléculas de DPPH, porém, a grande
maioria dos antioxidantes reage lentamente o gue sugere um mecanismo
de reacdo mais complexo (CARDOSO, 2003). Estudo de cinética de
reacdo entre antioxidantes e DPPH que levem a um melhor entendimento
do mecanismo de reacdo envolvendo este radical e substéncias

antioxidantes vém sendo estudados (BONDET et al., 1997).
Neste biocensaio apenas as substédncias puras (que ndo foram

identificadas em mistura com outros metabdlitos) foram avaliadas.
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Na Figura 134 estd apresentado uma cromatoplaca revelada com
DPPH, onde pode-se notar a presenca de substldncias potencialmente
antioxidantes. O padrdo wutilizado foi a rutina (P) na mesma

concentracdo das demais substéncias (1 mg/mL) .

1 2 5 11 10 12 13 6 T1 T2 18 4 P

Figura 134 - Resultado em cromatoplaca do ensaio antioxidante com

DPPH.

E possivel observar através das manchas na cromatoplaca que as

substéncias 1, 2, 10, T2, 18 e 4 sdo potencialmente antioxidantes.

A andlise dos resultados dos Dbioensaios com as substéancias
puras estd coerente com a atividade encontrada para os extratos

obtidos dos fungos CSY-02 (C. crassipes) e CsSy-03 (Xylaria sp.).
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5.4 Resultado da avaliacado citotdoxica de citocalasinas contra cepas

celulares de adenocarcinoma (mama e pulmdo) murino

As citocalasinas tém sido muito utilizadas em pesquisas
bioldédgicas devido a atividade caracteristica de acdo citostéatica em
culturas de células, porém sua aplicacdo terapéutica é limitada por
sua toxicidade (WAGENAAR et al.,2000).

Considerando estes dados referentes a citotoxicidade das
citocalasinas aliados a oportunidade de testéd-las em linhagens de
células de adenocarcinoma (mama e pulmdo) murino, as 7 citocalasinas
isoladas pelo nosso grupo de pesquisa foram avaliadas (teste
realizado em colaboragcdo com o Dr. Lucas Colombo - Médico e
Pesquisador do Instituto de Oncologia de Buenos Aires/AR).

De modo a avaliar a potencialidade citotdéxica dos metabdlitos
Gl1-5, 2 e 5, foram realizados experimentos de pré e pds adesdo das
células nas placas de culturas. Deve ser considerado que na condicéo
de pds adesdo a acdo da droga é dificultada, uma vez que as células
encontram-se extremamente unidas e aderidas no fundo da placa.

Foram utilizadas duas linhagens de adenocarcinoma de mama
murino (LM2 e LM3) e uma de adenocarcinoma murino de pulmdo (LP7).

As sete substdncias foram avaliadas em diferentes concentracdes
(125; 62,5; 31,2; 15,6; 7,8; 3,9; 1,9; 0,9; 0,4; 0,2 e 0,1 ug/mL),
resultantes das diluig¢des realizadas. A andlise morfoldgica das
linhagens celulares permitiu avaliar qual a concentracdo minima da
substdncia que atua nas cepas LM2, LM3 e LP7. Ou seja, considerou-se
como concentracdo minima a ultima diluic&o, sendo que a partir da
proxima as células Jj& estavam semelhantes a placa controle (néo
sofrendo mais influéncia das citocalasinas).

Na Tabela 22 estdo ilustrados os resultados obtidos apds a
andlise morfoldgica das placas contendo as linhagens celulares de

adenocarcinoma e as substéncias G1-5, 2 e 5.
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Tabela 22 - An4lise da citotoxicidade 1Wn Vvitro das citocalasinas em
diferentes concentracdes (pug/mL) .
LM2 LM2 LM3 LM3 LP7 LP7
Substancias Pré Pés Pré Pés Pré Pés
adesao adesao adesao adesao adesao adesao
G-1 * * * * * *
G-2 * * * * 0,1 *
G-3 * * * * * *
G-4 0,1 0,2 * * 0,4 0,2
G-5 0,4 0,9 0,1 * 0,4 0,4
5 * * * * * *
2 0,2 0,4 0,1 0,2 0,4 0,2

*Substéncias citotdxicas em concentracdo abaixo de 0,1 pg/mL

Esses resultados evidenciam a potencialidade citotdéxica desta

classe de

citotdéxicas mesmo em concentracgdes muito baixas.

metabdlitos,

sendo

que

algumas

sSe

apresentaram

como

Esse é um ensaio

preliminar na busca por novos metabdlitos que possam atuar na cura

do céncer,

mecanismo de acdo dessas

controle desta doenca.

substéncias

e explorar

entretanto outros estudos sdo necessadrios para definir o

sua aplicacdo no
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5.5 Resultados da biotransformacao utilizando os fungos endofiticos

Colletotrichum crassipes e Xylaria sp.

Todos os extratos brutos e brancos obtidos durante o cultivo
dos enddéfitos, nas extracdes apds 5 e 10 dias, foram submetidos a
andlise de RMN de 'H. Os dados espectrais revelaram que os extratos
obtidos apdés 10 dias de cultivo (2E) eram semelhantes aos obtidos na
primeira extracdo (1lE). Sendo assim, apenas os extratos brutos 1E
foram fracionados por cromatografia em coluna.

Os extratos obtidos apds cultivo por 5 dias (lE) sob agitacéo
(A) e modo estatico (Est) foram fracionados. Algumas substéncias
foram produzidas nas duas condig¢des enquanto que outras foram

encontradas apenas no modo estdtico ou no modo de agitacéo.

5.5.1 Biotransformacdo da 4-etilciclohexanona por Colletotrichum
crassipes

Os produtos de biotransformacdo foram obtidos apds cultivo do
fungo C. crassipes em PDB, por 5 dias, na presenca do substrato 4-
etilciclohexanona. O cultivo foi realizado sob agitacdo e em modo
estatico. Os extratos brutos foram submetidos a cromatografia em
coluna, resultando no isolamento de 2 produtos de biotransformacédo e
em outros metabdlitos secundarios que estdo em fase de identificacéo
estrutural. Os produtos da biotransformacdo (B-1 e B-2) foram
identificados através de andlise dos dados espectrométricos de RMN
de 'H, uni e bidimensionais, Infra-Vermelho e comparacao com dados da
literatura (PORTO, 2002; De CONTI et al., 2001). Vale ressaltar que
o produto B-2 foi encontrado nos 2 extratos brutos enquanto gque B-1

foi isolado apenas do extrato bruto obtido em cultivo no modo

estdtico.
OH
(0] e} o
C. crassipes R +
HaC
4-etilciclohexanona B-1 B-2*

*estrutura ndo confirmada
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O produto B-1 ¢é resultado da reducdo da cetona (substrato de
partida). A reducdo de substratos ndo naturais por microrganismos
ocorre com a enzima desidrogenase e pode levar a producdo de &lcoois
enatiomericamente puros pois a enzima pode transferir
estereosseletivamente o ion hidreto pela face Re ou face Si da
cetona (PORTO, 2002). Durante este trabalho ndo foi realizado um
estudo sobre a enantiosseletividae da reacdo envolvida, uma vez que
0 objetivo era apenas identificar as enzimas presentes nos enddfitos
selecionados.

Varios estudos envolvendo ciclohexanonas estdo descritos na
literatura (De CONTI et al., 2001; KEPPLER et al., 2005). De acordo
com Miyazawa et al. (2000), o estudo da biotransformacdo da 4-
metilciclohexanona pelos fungos Pseudomonas ovalis, Aspergillus
rapens e Chlorella pyrenoidosa, resultou nos &lcoois correspondentes
cis e trans, com baixa estereoseletividade. Em 2000 foi relatado o
primeiro estudo da reducdo de 4-etilciclohexanona por microrganismos
(MIYAZAWA et al., 2000).

Segundo MIYAZAWA et al. (2000), o principal metabdélito obtido
da biotransformacéo de 4-metilciclohexanona por 10 fungos
antracnosos foi o trans-4-metilciclohexanol. A biotransformacdo da
4-etilciclohexanona por Colletotrichum lagenarium, C. dematium, C.
trifolii, C. atramentarium, C. fragariae, C. lindemuthianum-1, C.
lindemuthianum-3 e C. [lindemuthianum-13 também teve como produto
principal o trans-4-etilciclohexanol, enquanto que o produto CiS-4-
metilciclohexanol foi obtido pelos fungos Glomerella cingulata e C.
graminicola.

O produto B-1 foi identificado como 4-etilciclohexanol através
da analise dos dados espectrométricos e comparacdo com a literatura.
Seguindo as informacgdes descritas na literatura (DE CONTI et al.,
2001), os &lcoois cis e trans podem ser distinguidos pelo sinal -
CHOH no espectro de RMN de 'H uma vez que a forma CiS é caracterizada
por um quintupleto na regido de 0y 4,0 ppm enquanto que OS
correspondentes &lcoois trans apresentam um tripleto de tripleto na
regido de &: 3,3-3,5 ppm. O espectro de RMN de 'H de B-1 (Figuras 135

e 136, pag. 241) evidencia a presenca de um tripleto de tripleto

(tt) em Oy 3,53 ppm (J= 10,8 e 4,4 Hz) conduzindo ao isdémero trans.

Os espectros de RMN de 'H e Infra-Vermelho de trans-4-
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etilciclohexanol (B-1) estdo ilustrados nas figuras 135-137 e os

dados estdo apresentados na Tabela 23.

Tabela 23 - Dados de RMN de 'H (CDCl;, 400 MHz) de B-1 (8 em ppm e J em Hz).

Posicéao ™H
1 3,53 (tt; 10,8 e 4,4)
2a/6a 1,96 (dl; 13,2)
2b/6b 1,27 (m)
3a/5a 1,74 (dl; 13,2)
3b/5b 1,23 (m)
4 1,10 (m)
CH,=7 1,18 (m)
CH;-8 0,86 (t; 7,0)

O produto B-2 foi obtido por biotransformacdo da cetona pelo
fungo C. crassipes, quando cultivado em modo estdtico e sob
agitacdo. A andlise dos espectros de RMN de 'H, uni e bidimensionais,
e comparacdo com os dados da literatura (PORTO, 2002; KEPPLER et
al., 2005) conduziram a estrutura de uma lactona. Entretanto, esta
substancia se encontra em fase final de determinacdo estrutural.

H& véarios relatos na literatura sobre Dbiotransformacdo de
ciclohexanonas em que lactonas foram obtidas como produto de uma
reacdo de oxidacdo de Baeyer-Villiger (KEPPLER et al., 2005;
MIHOVILOVIC et al., 2001; KAYSER et al., 2006). Oxidacdes Baeyer-
Villiger de cetonas ciclicas ou lineares para as correspondentes
lactonas ou ésteres é uma reacdo importante que tem sido usada por
gquimicos a mais de um século (KAYSER et al., 2006). Nas ultimas
décadas foram obtidas lactonas quirais por Dbiocatdlise com bons
excessos enantioméricos, mas esta metodologia apresenta como
limitacdo a identificacdo de novos microrganismos com monooxigenases
enantiosseletivas (PORTO, 2002). Nos ultimos anos, Baeyer-Villiger
monooxigenases (BVMOs) de varios microrganismos vém demonstrando
serem potenciais biocatalisadores para oxidacgdes e sulfoxidacdes em
muitos substratos (KAYSER et al., 2006).

Em recente publicacdo, Keppler e colaboradores (2005) relata a
biotransformacdo da cetona 4-metil-ciclohexanona por 9 linhagens de

fungos Aspergillus, em que os produtos majoritédrios sd&o o &lcool e a
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lactona. O enantidémero (R) da lactona foi formado preferencialmente
com um excesso enantiomérico de 99% e o &lcool correspondente obtido

foi o isdémero trans (100%).

5.5.2 Biotransformacdo de 4-etilciclohexanona por Xylaria sp.
Xylaria sp. foi cultivado sob agitacdo e em modo estédtico na
presenca de 4-etilciclohexanona, por 5 e 10 dias. Os fracionamentos
dos extratos brutos obtidos na primeira extragdo resultaram no
isolamento dos produtos B-3 e B-4, os quais ndo foram encontrados

nos extratos obtidos no cultivo de C. crassipes.

Xylaria sp.

HqC OH
HaC HsC OH

4-etilciclohexanona B-3 B-4

O produto B-3 foi submetido a anédlise dos espectros de RMN de
'H e IV (Figuras 138-140, ©pag. 243-244), os quais permitiram
identificéd-1lo como 4-hidroxi-etilciclohexanona.

Através da andlise do espectro de IV foi possivel observar a
presenca do grupo carbonila (Upax 1708cm™), uma banda em ULy 3417cm’t

indicando a presenca de uma hidroxila na molécula e outra em Upsx
1136cm™ indicando a presenca de um &lcool tercidrio. A andlise do
espectro de RMN de 'H revelou a auséncia de um sinal (m) referente ao
hidrogénio na posigcdo 4 do composto de partida (4-etilciclohexanona,
Figura 142, pag. 246) evidenciando esta molécula como um produto de
hidroxilacdo. Na Tabela 24 estdo apresentados os dados espectrais de

4-hidroxi-etilciclohexanona (B-3).
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Tabela 24 - Dados de RMN de 'H (CDCl;, 400 MHz) de B-3 (8 em ppm e J em Hz).

Posicao ™H
0 T -
2a/6a 2,71 (ddd; 14,0, 14,0 e 6,4)
2b/6b 2,23 (m)
3a/5a 1,77 (ddd; 14,0, 14,0 e 6,4)
CH
7 3
HO 3b/5b 1,93 (m)
CH,-7 1,60 (q; 7,6)
CH5-8 0,96 (t; 7,06)

Diferentemente do que foi observado para C.crassipes, Xylaria
sp. ndo biotransformou o substrato empregado em lactona ou &alcool
mas sim, em um produto resultante de hidroxilacdo. Esta é mais uma
evidéncia da versatilidade das monoxigenases presentes em fungos.

Em uma revisdo na literatura (SciFinder) de experimentos
envolvendo B-3, foram encontrados poucos relatos desta substdncia
(MIHOVILOVIC et al., 2001; KAYSER et al., 2006), entretanto, em
nenhuma destas publicacdes, este produto aparece como resultado
final de wuma Dbiotransformacdo. Esta substancia (bem como seus
derivados) j& foi relatada como sendo o substrato de partida de
estudo de biotransformacdo empregando outros fungos, resultando na
producdo de lactonas (MIHOVILOVIC et al., 2001). Este fato conduz a
possibilidade do produto B-3 isolado ser apenas um intermedidrio da
biotransformacdo por Xylaria sp., e que ndo impediria que este
end6fito também viesse a produzir a lactona, como produto da
biotransformacéo. Portanto, se B-3 pode ser convertido em uma
lactona, a wutilizacdo de outras condig¢des de cultivo como, por
exemplo, o nuUmero de dias de incubacdo, pode ser decisivo na
producdo destes metabdélitos. Portanto, outros experimentos devem ser
realizados antes de afirmar que Xylaria sp. ndo biotransforma a 4-

etilciclohexanona na correspondente lactona.

A substancia B-4 foi submetida & técnica de RMN de 'H e *°C onde
foi possivel identificd-la como sendo um produto resultante de uma

hidroxilagdo na posicdao 7. As correlagdes observadas em (QCOSY
(Figuras 148-149) entre um hidrogénio carbinélico em &y 3,73 (m) (H-

7) com os hidrogénios metilicos em 0y 1,25 (d, J=6,0 Hz) e também
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com o hidrogénio em 8y 1,75 (H-4), estdo coerentes com a estrutura
proposta. A analise detalhada dos espectros (Figuras 143-149, pag.
247-253) permitiu identificar a substédncia B-4 como sendo 7-hidroxi-

4-etilciclohexanona.

Tabela 25 - Dados de RMN de 'H (CDCl;, 500 MHz) e *3C (CDCl;, 125 MHz) de B-4
(6 em ppm e J em Hz) .

Posicao ™H BC
1 - 211,0
0
2 2,35 (m) 40,4
3 2,03 (m) 28,4
4 1,75 (m) 43,2
5 * 27,9
- 6 2,40 40,5
HaC OH
7 3,73 (m) 70,7
8 1,25 (d; 6,0) 21

*Sinal n&do observado
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6 CONCLUSAO

Este trabalho permitiu dar continuidade aos estudos com fungos
endofiticos de espécies vegetais de Cerrado e Mata Atlantica,
contribuindo com mais 21 linhagens para a micoteca. Os dados
quimicos e Dbioldgicos destas linhagens, cultivadas em pequena
escala, evidenciaram estes microrganismos como uma fonte promissora
de substéncias potencialmente bioativas.

O estudo guimico dos extratos brutos produzidos pelo fungo
endofitico CSY-03 (Xylaria sp.) resultou no isolamento das
substancias: citocalasinas C, D e B, griseofulvina (antimicético
comercial), 7-desclorogriseofulvina, 5-carbdéxi-6-hidroxi-3-metil-
3,4-diidroisocumarina e duas substéncias da classe dos terpenos que
estdo em fase de determinacdo estrutural. Este enddéfito foi
cultivado em meios diferentes (s6lido e liquido) e constatou-se a
houve wvariacdo da producdo metabdélica em funcdo do meio utilizado.
Este fato evidencia a influéncia do meio de cultivo sobre a producdao
de substancias por Xylaria sp.

O fungo endofitico CSY-02, classificado como Colletotrichum

crassipes, produziu uma gama de metabdélitos, sendo 8 substéncias

dicetopiperazinicas, tirosol e duas substancias (l-hidroxi-1-
feniletil-tirosol e (6-metil-3-(feniletdxi)-1,4-dioxan-2-
il)metanol), ainda ndo relatadas. A producdo de substéancias
previamente relatadas como antifungicas sugere que este

microrganismo exerce uma funcdo ecoldgica na espécie hospedeira, uma
vez que é capaz de produzir substéncias téxicas a outros
microrganismos que s&o fitopatogénicos ou que vivem em competicdo.
Esta constatacgdo é suportada pela atividade antifungica em potencial
contra os fitopatdgenos Cladosporium cladosporioides e C.
sphaerospermum que algumas substédncias isoladas apresentaram.

Este trabalho indicou que as substancias 19,20-
epoxicitocalasinas C, Q, D, R e N (G1-5) e citocalasinas D e B (b e
2) sdo citotéxicas para as linhagens de adenocarcinoma murino (mama
e pulmdo) testadas 1In Vitro. Entretanto, outros estudos s&o
necessarios para definir os mecanismos de citotoxicidade destas
substdncias e explorar a sua aplicacdo na prevencdo e controle de

cancer.
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Os resultados obtidos sdo relevantes pois evidenciam os fungos
endofiticos como uma fonte de substédncias 1inéditas e com grande
complexidade estrutural, justificando a necessidade do estudo
quimico desta classe de microrganismos. Deve-se ressaltar que
durante este trabalho foram isoladas substdncias de interesse
comercial, como por ex. a griseofulvina, além de citocalasinas que
possuem alto valor agregado. Esta observacdo é condizente com a
teoria ecoldégica, a qual prediz gue microrganismos gque vivem sob
alto nivel de “stress” ambiental e intensas e freglientes interacdes
com outros microrganismos apresentam alta diversidade metabdlica.

Considerando esta potencialidade dos fungos endofiticos e os
relatos de enzimas presentes nesses microrganismos, foi realizado o
estudo da habilidade de biotransformagdo desses fungos. O potencial
biocatalitico dos fungos endofiticos Colletotrichum crassipes e
Xylaria sp. foi avaliado e revelou-os como fontes de enzimas para
bioreducdo de cetonas, hidroxilacdo e reacdes de Baeyer-Villiger.

O estudo guimico de fungos endofiticos é recente e tem revelado
estes microrganismos como promissores na busca por novos e
potenciais metabdlitos secundadrios bicativos. Este trabalho também
abordou a capacidade enzimdtica deste nicho de fungos, representados
por C. crassipes e Xylaria sp., e evidenciou que estes
microrganismos sao também promissores em estudos envolvendo

biotransformacéo.
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Figura 122 - Espectro de RMN de 'H ampliado de 14 (DMSO-ds;, 500 MHz) .
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