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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo principal a obtengao de substancias bioativas
apartir do estudo quimico/biolégico do extrato bruto produzido pelo fungo
endofiticoHypoxylonsp., isolado dos talos da alga vermelhaDichotomariamarginata. Este
fungofoi cultivado em meio sélido (arroz) fornecendo o extrato bruto em AcOEt, apds
maceracdo, filtragdo a vacuo e evaporacdo do solvente. Neste avaliou-se a produgdo
metabdlica em CCDC, CLAE-DAD e RMN de 'H e foi submetidoabioensaios para avaliar a
seu potencial antifingico in vitro contra patégenos humanos e fitopatdgenos, onde
demonstrou ser promissor. Fracionamento em coluna de silica gel de fase reversa (C-18)
resultou no isolamento de trés substancias da classe das antraquinonas: /,5-dimetoxi-2,6-
dihidroxi-antraquinona, 1,5,6-trimetoxi-2-hidroxi-antraquinona, 1,2,5,6-tetrametoxi-
antraquinona, sendo este o primeiro relato de antraquinonas isoladas do fungo Hypoxylon sp..
O extrato bruto do fungo endofiticoHypoxylonsp. apresentoumoderada atividade antifiingica
frente ao patogeno humano Cryptococcusneoformans e frente ao
fitopatogenoCladosporiumsphaerospermum. Os resultados do trabalho reforgam a

importancia do estudo de microrganismo como fonte de metabolitos secundarios.

Palavras-chave: Fungo endofitico. Hypoxylonsp.Dichotomariamarginta. Metabdlitos

secundarios. Antraquinonas.



ABSTRACT

The present work main objective is to obtain bioactive substances from the
chemical/biological study of crude extract produced by the endophytic fungus Hypoxylon sp.,
isolated from the stems of the seaweed Dichotomariamarginata. This endophyte was
cultivated in solid medium(rice) providing the crude extract in AcOEt, after vacuum filtration
and solvent evaporation. The metabolic production of this extracts was evaluated in CCDC,
HPLC-DAD and 'H-NMR and the extracts were subjected to bioassays to evaluation the
antifungal potential against human pathogens and phytopathogens, which proved to be
promising. The crude extract was fractionated on a column of silica gel reverse phase (C-18)
resulting in the isolation of three substances,/,5-dimethoxy-2,6-dihydroxy-anthraquinone,
1,5,6-trimethoxy-2-hydroxy-anthraquinone,l,2,5, 6-tetramethoxy-anthraquinone. This was the
first report of isolated anthraquinones from Hypoxylon sp.The crude extract of endophytic
fungus Hypoxylon sp. showed moderate antifungal activity against the human pathogen
Cryptococcus neoformans and against the phytopathogensCladosporiumsphaerospermum.
The results of the study reinforce the importance of the study of microorganisms as a source

of secondary metabolites.

Keywords: Endophytic Fungi. Hypoxylon sp..Dichotomariamarginata.
Secondarymetabolites. Anthraquinones.
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1. INTRODUCAO

Mares e oceanos ocupam mais de dois tercos da superficie da Terra e abrigam varios
grupos de organismos vivos. O ecossistema marinho apresenta grande extensdao e enorme

diversidade bioldgica, com potencial biotecnoldgico associado.

Os produtos naturais tém sido utilizados como matéria prima em muitas areas da
pesquisa. Os metabolitos secundarios, produzidos por plantas, algas e microrganismos, sao
utilizados como modelos para a sintese ou na sua forma natural em muitos processos de

inovagao tecnologica, um deles, a producao de farmacos (COSTA-LOTUFO, 2009).

Os microrganismos marinhos, principalmente fungos associados as algas, apresentam
grande importancia na pesquisa de novos produtos naturais, ndo apenas pela diversidade
quimica, mas principalmente pela sustentabilidade associada a producdo de matéria prima em
larga escala através de processos fermentativos. Em 2009 foram descritos na literatura 1011
novos compostos isolados de organismos marinhos e em 2010 foram descritos 1003 novos
compostos (BLUNT, 2012), destacando assim a importancia do estudo das algas e

microrganismos associados a elas.

1.1. Algas

O termo alga refere a diversos vegetais fotossintetizantes, pertencentes a reinos
distintos (monera, protista e plantae), tendo em comum apenas o fato de serem organismos

talofitos (auséncia de raiz, caule, folhas, flores e frutos).

As algas sdo capazes de ocupar todos os meios que lhes oferecam luz e umidade
suficientes. S3o encontradas em agua doce, mares ou sobre solos umidos, retirando seus

nutrientes do meio onde vivem (VIDOTTI, 2004).

As Rodoficeas, conhecidas como algas vermelhas, quase exclusivamente
pluricelulares e marinhas, vivem fixadas em substratos (rochas, cascos de navios). O
pigmento responsavel pela coloragao avermelhada ¢ a ficoeritrina (Figura 1), uma proteina da

familia das ficobiliproteinas. Em sua maioria armazenam amido como fonte de reserva.
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Figura 1 - Estrutura quimica da ficoeritrina.

COOH COOH

Nesse grupo de algas vermelhas se encontra a familia Galaxauraceae, amplamente

distribuida pelo mundo, em oceanos de dguas quentes e tropicais (LEE, 1989).

Dichotomaria marginata (J. Ellis & Solander) (Figura 2) pertence a familia

Galaxauraceae tendo sua filogenia apresentada a baixo:

« Dominio — Eukaryota

« Reino — Plantae

. Filo — Rhodophyta

« Classe — Florideophycea
« Ordem — Nemaliales

o Familia — Galaxauraceae

« Género — Dichotomaria

Cresce isoladamente em rochas, no nivel da maré baixa. Conhecida também como

Corallina marginata, Galaxaura marginata (GUIRY, 2011).

Figura 2 -Foto da Dichotomaria marginata.

Fonte: Arquivo pessoal Prof. Dr. Marcia Nasser
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Estudos com a G. marginata evidenciou a presenca de derivados oxigenados de
desmosterol (Figura 3), os quais apresentaram atividades antitumoral (SHEU, 1997). O

extrato apolar de G. marginata apresentou atividade anti-inflamatéria (ROZAS, 2007).

Figura 3 - Estrutura quimica dos derivados oxigenados de desmosterol .

Fonte: Sheu; (1997, p. 900)

1.2. Fungos Endofiticos

Os fungos sdao microrganismos de habitat diverso e possuem um importante papel
ecologico, possuindo o status de decompositores. A maioria vive em habitat terrestre, no solo
ou em matéria vegetal morta. Poucos sdo patogénicos ao homem e aos animais. Apesar de
conhecidos h4 muito tempo, o estudo dos fungos era escasso. Nos ultimos anos, porém, com o
aumento de seu potencial econdmico e biotecnoldgico, estes estudos tém avangado. Pelas suas
caracteristicas de serem quimiorganotroficos e geralmente apresentarem exigéncias
nutricionais simples, além de suportarem uma faixa de stress térmico e hidrogenidnico alto, os
fungos representam grande potencial industrial para alimentagdo, produgdo de farmacos e

fermentacao (MADIGAN, 2010).

Fungos endofiticos colonizam assintomaticamente o interior de plantas, sem causar
danos, habitando de modo geral, suas partes aéreas como folhas e caules, podendo também
estar presentes nas raizes, produzem um amplo conjunto de metabdlitos secundarios com
atividade bioldgica desconhecida, bem como um restrito conjunto de substincias bioativas,
transformando-os em uma importante fonte a ser explorada na busca de metabolitos

potencialmente ativos (GUNATILAKA, 2006).
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A producdo de metabolitos secundarios pelos enddfitos nas relacdes de simbiose,
além de proteger as plantas contra predadores, aumenta o crescimento e enraizamento da
planta hospedeira e sua resisténcia a estresses. Esses metabdlitos podem possuir diversas
atividades farmacoldgicas de grande interesse industrial e biotecnoldgico como: antibidtico,

antitumoral e antioxidante.

Uma grande vantagem da pesquisa com fungos endofiticos, na busca de substancias
bioativas, fundamenta-se na possibilidade de producdo em larga escala da substincia alvo,
através de processos fermentativos. Modificagdes no meio de cultura, otimizacdo das
condigdes fisiologicas de crescimento e manipulacdes genéticas, podem levar ao aumento da

produgdo do principio ativo de interesse.

Neste contexto, pretende-se contribuir para o conhecimento da diversidade e do
potencial biotecnoldgico dos microrganismos marinhos, em especial dos fungos endofiticos

1solados da alga vermelha Dichotomariamarginata(Galaxauraceae).

1.3. Hypoxylon sp.
Hypoxylonsp.pertencente ao género Hypoxylon da familia Xylariaceae,sendouma das
familias mais comuns encontradas no filo Ascomycota, apresenta micélio septado e septos

simples contendo quitina nas paredes celulares.

Quang e colaboradores isolaram azafilonas(Figura 4)dos fungos H.
multiforme(QUANG,2005), H. fuscum(QUANG, 2004), H. cohaerens(QUANG, 2005), as
azofilonas apresentaram atividades antioxidante (QUANG,2004) e atividade antimicrobiana

(QUANG,2005).

Figura 4 — Estrutura quimica das azofilonas isoladas de Hypoxylon multiforme.

Fonte:Quang (2005a, p. 1060)
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Gu e colaboradores isolaram daldionas(Figura 5)com atividade citotoxica de

H.truncatum, endofitico da palntadrtemisiaannua(GU, 2007).

Figura 5 — Estrutura quimica das daldionas isoladas de Hypoxylontruncatum.

Fonte: Gu (2007, p.114)

Schlingmann e colaboradores isolaram poliésteres com atividades antiflingica do

fungo marinhoH.oceanicum (SCHLINGMANN,2002).

LASSOE e colaboradores isolaram do fungo H. aeruginosum, derivados do acido

leparico. (LESSOE, 2010).

Tomsheck e colaboradores isolaram do fungo Hypoxylonsp.endofitico de Persea

indica compostos volateis (Figura 6). (TOMSHECK, 2010).

Figura 6 — Estruturas dos compostos volateis isolados de Hypoxylonsp.

Fonte:Tomsheck (2010, p.911).
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1.4. Quinonas

Quinonas sao compostos organicos dos quais sua principal caracteristica ¢ a presenca
de dois grupos carbonilicos que formam um sistema conjugado com pelo menos duas ligacdes

duplas C-C.

Em fungdo do tipo de ciclo no qual o sistema de ligacdo duplas e cetonas conjugadas
esta inserido, tem-se os trés grupos principais de quinonas: benzo-, nafto- e antraquinonas

(Figuras 7A, 7B e 7C, respectivamente).

Figura 7 — Estruturas quimica das principais quinonas: A- 1,4-benzoquinona; B- 1,4-naftoquinona; C-

9,10-antraquinona
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Antraquinonas da classe das antraquinonas-y-pirona, as saliquinonas, foram isoladas
por Murphy e colaboradores do caldo fermentado pelo actinomiceto marinnho Salinispora

arenicola (strain CNS-325) (Figura 8) (MURPHY, 2010).

Figura 8 — Estruturas das saliquinonas isoladas do caldo fermentado do actinomiceto marinho

Slinispora arenicola.

Fonte: Murphy, (2010, p.930)
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Xeu e colaboradores isolaram do actiniomiceto Micromonospora rhodorangea
quatro antraquinonas: 2-etil-1,8-dihidroxi-3-metilantraquinona (1), 2-etil-1-hidroxi-8-metoxi-
3-metilantraquinona (2), 3,8-dihidroxi-1-propylantraquinona (3) e metil-8-hidroxi-3-metoxi-

1-propilantraquinona-2-carboxilato (Figura 9) (XEU, 2009).

Figura 9 — Estruturas das antraquinonas isoladas de Micromonospora rhodorangea.

Fonte: Xeu (2009, p.535)

Mishra e colaboradores isolaram a antraquinona 1-metil-2-(3 "-metil-but-2"-enoloxi)-
antraquinona das sementes de Aegle marmelos Correa (Rutaceae) (Figura 10), esta

antraquinona apresentou atividade antifingica frente ao fungo Candida albicans (MISHRA,

2010).

Figura 10 — Estrutura quimica da 1- metil-2-(3 "-metil-but-2"-enoloxi)-antraquinona.

Fonte: Mishra (2010, p.105)

Chen e colaboradores isolaram do fungo marinho Fusarium sp. (No. ZH-210)
derivados de antraquinonas: 1,4,6-trihidroxi-2-metoxi-7a-methil-50f,6a,80f3,8a0,9a,10aa-
hexahidro-7,9-  epoxyantracen-10-ona  (1);  1,4,5,6,7,9-hexahidroxi-2-metoxi-7a-metil-

5B,60,8ap,8ap,90,10aa-hexahidroantracen-10-ona (2); 1,4,6,7,9-pentahidroxi-2-metoxi-7o-
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metil-5ap,60,80p3,8ap,9a,10ac0-hexahidroantracen-10-ona (Figura 11). Esses derivados de
antraquinonas possuem baixa atividade citotoxica frente as linhagens de células KB, KBV

200, MCF-7 (CHEN, 2008) .

Figura 11- Estrutura quimica dos derivados de antraquinonas isoldadas do fungo marinho Fusarim sp.

Fonte: Chen (2008, p.363)

Raveendram demostrou que a fragdo contendo antraquinonas de Ophiorrhiza rugosa
Wall. Var decumbens (Rubiaceae) apresentou atividade anti-inflamatéria e antitumoral

(RAVEENDRAN, 2011).

O estudo com fungos endofiticos tem se mostrado promissor na obtencdo de
metabolitos secundarios. As substancias descritas na literatura pertencentes a classe das
antraquinonas isoladas tanto de fungos quanto de plantas apresentam estrutura quimica
diversa e diferentes atividades biologicas. Tais resultados ressaltam a necessidade do estudo
dos metabolitos secundarios produzidos pelos microrganismos endofiticos e sua planta

hospedeira.
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2. OBJETIVOS GERAIS

O objetivo deste trabalho foi o estudo quimico/bioldgico dos extratos brutos
produzidos pelos fungos endofiticos Dm-1, Dm-2 e Dm-3, isolados da alga vermelha

Dichotomaria marginata.

2.1. Objetivos Especificos

a. Produzir em escala de bancada o extrato bruto obtido pelo fungo endofitico

isolado da alga Dichotomaria marginata,

b. Realizar o fracionamento do extrato bruto através de técnicas cromatograficas

convencionais até o isolamento dos metabolitos secundarios;

c. Elucidar e/ou identificar as estruturas dos metabolitos secundarios através de

técnicas cromatograficas e espectrométricas, respectivamente;

d. Avaliar a atividade antifungica das fra¢des e substancias puras.

23



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta e classificacdo do material algal

Algas vermelhas da espécie Dichotomaria marginata foram coletadas, em setembro
de 2008, nas encostas rochosas da Praia de Fortaleza, Ubatuba - SP, Brasil. As algas foram
coletadas e identificadas pela Dra. Nair Sumié Yokoya, bidloga pesquisadora do Instituto de
Botanica do Estado de Sao Paulo (IBt) — Brasil e a exsicata foi depositada no herbario do

Instituto de Botanica.

3.2. Isolamento dos fungos endofiticos

O material algal foi lavado em dgua do mar para remover contaminantes (areia,
crustaceos) e estocado em frascos de vidro com agua do mar filtrada, esterilizada por
autoclavagem e suplementada com 200 mg/L de cloranfenicol (2 frascos por espécie). Estes

frascos foram acondicionados em caixas térmicas e transportados ao nosso Laboratodrio.

O material contido em cada frasco foi desinfetado superficialmente em camara
asséptica por incubacdo em etanol 70% por 5 segundos, seguido de incubacdo em hipoclorito

de sodio por 15 segundos e trés enxagiies em agua do mar esterilizada.

Para controle da eficacia do método de esteriliza¢do, uma aliquota de agua da ultima
lavagem foi semeada pela técnica de “spread plate” nos meio utilizados no isolamento. As
amostras esterilizadas foram fragmentadas com uso de pinga e bisturis cirargicos estéreis e
transferidas para placas de Petri em meio BDA (Batata Dextrose Agar, 13-15 fragmentos por

placa).

As placas de Petri contendo os indculos foram mantidas em cadmaras B.O.D. a 30°C
por 40 dias, com observacdes didrias para verificar o crescimento de microrganismos.
Fragmentos com sinais de crescimento fingico foram transferidos para novas placas com
meio solido BDA (uma para cada fragmento), para isolamento da linhagem. Apods a
confirmagdo do crescimento e isolamento das linhagens fungicas na placa procedeu-se a
preservagdo das mesmas, constituindo uma micoteca disponivel para estudos posteriores

(Figura 12).
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Figura 12 - Esquema do isolamento dos fungos endofiticos da Dichotomaria marginata.

Foram isolados da Dichotomaria marginata sete fungos endofiticos codificados
como Dm-1, Dm-2 ... a Dm-7. O presente trabalho iniciou-se com o estudo dos extratos
produzidos por Dm-1, Dm-2 e Dm-3. De acordo com os resultados apresentados pelo extrato

bruto do fungo Dm-3 optou-se por continuar o trabalho com esse extrato.

O fungo Dm-3 foi identificado por biologia molecular como Hypoxylon sp., pelo
CPQBA (Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolass5UNICAMP)

e estd depositado na Micoteca do Departamento de Quimica Organica do 1Q/Car.

3.3. Obtencao do extrato bruto da cultura de fungos

Os fungos isolados Dm-1, Dm-2 ¢ Dm-3 foram repicados para placas de Petri em

BDA, e apos o crescimento foram inoculados, cada fungo, em 6 frascos tipo Erlenmeyer de
500 mL, contendo cada um 90 g de arroz parboilizado e 75 mL de agua destilada
(esterilizados trés vezes por meio de autoclave, a 121°C, 1 atm, por 40 min). Os fungos
foram cultivados por 21 dias. Apds este periodo, as culturas foram extraidas com acetato de
etila (AcOEt) (7x350 mL). O solvente foi evaporado a vacuo fornecendo 7,7 g; 8,8 ge 142 g
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de extrato bruto dos fungos Dm-2, Dm-2 e Dm-3, respectivamente, de extrato bruto. Os meios
foram previamente autoclavados para exterminacdo dos microrganismos antes de serem
descartados. Os solventes recuperados foram adequadamente descartados em frascos
previamente rotulados e encaminhados a recuperagdo ou descarte conforme as Normas Gerais
de Gerenciamento de Residuos Quimicos no IQ/UNESP presente no site:

www.ig.unesp.br/APOIO-TECNICO/normas-residuos.pdf.

3.4. Particao liquido/liquido dos extratos brutos

Uma pequena por¢do de cada extrato bruto foi retirada e armazenada em microtubos

acondicionados na geladeira.

Os extratos brutos foram ressolubilizados em AcOEt e particionados com agua Milli-
Q. A fragdo em AcOEt foi evaporada a vacuo e resolubilizada em acetonitrila e particionada

com hexano como mostrado na Figura 13.

Figura 13 - Fluxograma da partigdo liquido/liquido do extrato bruto dos fungos Dm-1, Dm-2 ¢ Dm-3.
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Os espectros de RMN de 'H, foram realizados em espectrometro Varian INOVA-
500, operando a 500 MHz para o nucleo de 'H e a 125 MHz para o nucleo de °C ¢ TMS

como referéncia interna.

As andlises por CLAE-DAD foram realizadas no equipamento Varia Pro Star com
detector ultravioleta em arranjo de diodos (DAD) (Variam PDA Detector) e injetor manual.
Foi utilizada uma coluna analitica Phenomenex Luna com silica tipo octadesil silano (C-18)

(250 x 4,60 mm; 5 um).

As substancias isoladas foram analisadas por CLAE-DAD analitico realizado no
equipamento Shimadzu com detector ultravioleta em arranjo de diodos (DAD) (Shimadzu
SPD-M20A), com degaiseificador DGU-20A3 e injetor automatico Shimadzu SIL-20A. Foi
utilizada uma coluna analitica Phenomenex Luna com silica tipo octadesil silano (C-18) (250 x 4,60
mm; 5 pm).

Os espectros de Infra-Vermelho fora realizados no Espectrometro de Infra-Vermelho
IRPrestige-21 (SHIMADZU), em pastilhas de KBr, localizado no Laboratdrio de Pesquisa e
Desenvolvimento de Farmacos (Lapdesf) — Departamento de Farmacos e Medicamentos —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, conduzido pelo mestrando Luiz Antonio

Dutra.

3.5. Avaliac¢io da atividade antimicrobiana para fungos: '""Hole Plate"

A avaliagdo da atividade antifungica, dos extratos brutos foi realizada pela Profa.
Dra. Maria José Gianini da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Unesp, Araraquara, e as
Concentragdes Inibitorias Minimas (CIM) foram determinadas por meio da técnica de
microdilui¢ao com adaptagdes, de acordo com os documentos M27-A e M27-A2 do National
Committe for Clinical Laboratories Standards (NCCLS, 1994 e 1997) e Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2002). O meio de cultura utilizado foi o RPMI - 1640,
suplementado com 2% de glicose, e pH ajustado para 7,0. As leituras foram feitas por leitura

visual e por absorbancia em espectrofotometro.

Os microrganismos patogénicos humanos usados nos testes foram: leveduras

Candida albicans, C. parapsilosis, C. krusei e Cryptococcus neoformans.
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3.6. Avaliacio da atividade antifingica frente a fitopatogenos

Os extratos brutos foram submetidos a técnica de Bioautografia para detec¢dao de
atividade fungitoxica, através da nebulizacdo de suspensdes dos fungos Cladosporium
cladosporioides e C. sphaerospermum (concentra¢io de 5x10 esporos/mL em solucdo de
glicose e sais) em placas para CCDC contendo as substancias de interesse, previamente
eluidas com solventes adequados. As placas foram incubadas em cdmara timida a 25°C por 48
horas e os halos de inibicdo para as substancias fungitoxicas determinados (HOMANS &

FUCHS, 1970).

A metodologia permite detectar uma ou mais substancias antifingicas, o que pode
ser muito util no processo de purificacdo dos principios ativos. Para as substincias puras
foram determinados os limites de detec¢do ou quantidade minima, em pg, requerida para
inibir o crescimento do fungo, em comparacdo com padroes de antibidticos nistatina,

miconazol e cetoconazol.

O bioensaio foi realizado pela pesquisadora Dra. M. Claudia M. Young, do Instituto

Botanico, S.P.

3.7. Avaliac¢ao da atividade citotéxica in vitro

A substancia 1,5-dimetoxi-2,6dihidroxi-antraquinona (1) foi submetida ao ensaio de
citotoxidade a fim de verificar a citoxicidade in vitro da substancia pura em 3 linhagens de
células tumorais. Essa andlise faz parte de um screening inicial para determinagdo do
potencial citotoxico e antitumoral. O bioensaio foi realizado no Laboratorio Nacional de
Oncologia Experimental — Fortaleza — Ceard pelos pesquisadores Claudia do O Pessoa,
Manoel Odorico de Moraes, Paulo Michel Pinheiro Ferreira e pela aluna de iniciagdo

cientifica Daisy Jereissati Barbosa.

As linhagens tumorais utilizadas, OVCAR (carcinoma de ovario), HCT-116 (c6lon -
humano) e SF-295 (glioblastoma - humano), foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer
(EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10 % de soro fetal
bovino e 1 % de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,.

As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril para a concentragdo estoque de 10 mg/mL
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(fracdes: CH-11.5 E C80-9) ou 5 mg/mL (pura: FRD). O estudo citotdxico pelo método do
MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas n3o o mecanismo de agdo
(BERRIDGE, 1996). As células foram plaqueadase as placas foram incubadas por 72 horas
em estufa a 5% de CO; a 37°C. Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas e o
sobrenadante, removido. Em seguida, foram adicionados 150 pL da solu¢ao de MTT (sal de
tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida em espectrofotometro

de placa a 595nm apos dissolucdo do precipitado com 150 pLL de DMSO puro.

3.8. Fracionamento do extrato acetonitrilico do fungo Hypoxylon sp.

O extrato acetonitrilico do fungo Hypoxylon sp. foi fracionado em cromatografia de
coluna de bancada sob pressdo reduzida (Figura 14) (27,5 cm de altura e 3,5 cm de didmetro),
utilizando como fase estacionaria 162,67 g de silica de fase reversa (C18) e como fase movel
o sistema de eluentes em gradiente H,O:MeOH. Ao final da separagdo cromatografica, a silica

C-18 foi recuperada com eluic¢des sucessivas de MeOH.

Figura 14 — Foto da cromatografia em coluna sob presséo reduzida

Fonte: Isabella Valaddo
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

O presente trabalho proporcionou avaliar o perfil quimico do extrato bruto de trés
fungos endofiticos, Dm-1, Dm-2 e Dm-3, isolados da alga vermelha Dichotomaria marginata.
O fracionamento do extrato bruto do fungo Dm-3, posteriormente identificado como
Hypoxylon sp. proporcionou o isolamento de trés substancias da classe das antraquinonas com

atividade antifingica promissora.

4.1. Avaliacao do perfil quimico dos extratos brutos obtidos pelos fungos Dm-1, Dm-

2 ¢ Dm-3

Os resultados apresentados a seguir mostram o perfil quimico dos extratos brutos dos
fungos Dm-1, Dm-2 e Dm-3, as Figuras 15 a 20 que se seguem, apresentam os espectros de

RMN de 'H e perfil em CLAE-DAD dos extratos brutos em CH3CN.

Figura 15 - Espectro de RMN de 'H do extrato em CH;CN do fungo Dm-1.
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Figura 16 - Perfil CLAE-DAD do extrato em CH;CN do fungo Dm-1.
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Figura 17 - Espectro de RMN de 'H do extrato em CH;CN do fungo Dm-2.
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Figura 18 - Perfil CLAE-DAD do extrato em CH;CN do fungo Dm-2.
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Figura 19 - Espectro de RMN de 'H do extrato em CH;CN do fungo Dm-3.
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Figura 20 - Perfil CLAE-DAD do extrato em CH3;CN do fungo Dm-3.
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O cromatograma do extrato em CH3CN do fungo Dm-3 (Figura 20), utilizando
gradiente exploratorio (CLAE-DAD) apresentou picos com polaridades variando de média a
alta e boa resolugdo cromatografica , apresentando perfil quimico mais interessante em
CLAE-DAD que os extratos acetonitrilico dos fungos Dm-1 ¢ Dm-2 (Figura 16 e 18,

respectivamente).

O espectro de RMN de 'H do extrato em acetonitrilico do fungo Dm-3 apresenta
sinais correspondentes a grupos metoxilicos aromaticos com deslocamentos quimicos na
regido de o 3,40 a d 3,88, além de sinais referentes aos hidrogénios aromaticos entre 6 6,80-
7,60. Tendo em vista, a boa resolu¢do cromatografica do perfil em CLAE-DAD e os sinais
caracteristicos & hidrogénios aromaticos no espectro de RMN de 'H optou-se por continuar o

trabalho com o extrato acetonitrilico do fungo Dm-3.

4.2. Fracionamento do extrato acetonitrilico do fungo Hypoxylon sp.

A andlise do cromatograma em CLAE-DAD do extrato acetonitrilico do fungo Dm-
3, permitiu realizar um fracionamento de 2,4 g do extrato em ACN do fungo Dm-3 por

cromatografia em coluna sob pressdo reduzida, utilizando como fase estaciondria silica de
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fase reversa (C18) e como fase movel o sistema de eluentes em gradiente H,O:MeOH (Tabela

).

Tabela 1 - Fracionamento em cromatografia em coluna do extrato bruto do fungo Dm-3.

Fracoes Eluentes Massa (mg)
Fr.A H,0:MeOH (80:20) 37,8
Fr.B H,0:MeOH (70:30) 25,6
Fr.C H,0:MeOH (60:40) 49,9
Fr.D H,0:MeOH (50:50) 80,8
Fr.E H,0:MeOH (40:60) 78,8
Fr.F H20:MeOH (35:65) 114,1

Fr.F.1 H20:MeOH (35:65) 23,7
Fr.G H20:MeOH (30:70) 28,6
Fr.H H20:MeOH (25:75) 36,9
Fr.1 H20:MeOH (20:80) 48,7
FrJ H20:MeOH (10:90) 98
Fr.K MeOH (100%) 1052,9
Fr.L MeOH (100%) 89,8
Fr.M MeOH (100%) 70,2
Fr.N MeOH (100%) 24,8

Massa recuperada 1860,60
Rendimento 77,53%

O fracionamento do extrato teve 77,53% de rendimento, resultando em 15 fracdes

(525 mL cada) (Figura 21).

. As fracOes obtidas foram submetidas a analise em CLAE-DAD, optou-se por reunir

aS fragaes GGA”, 65B7’ e 65C7’; GGG” e GGH77; GGK”’ 66L’7’ 66M97 e 6‘N37.

Figura 21 - Fracdes obtidas da coluna de bancada sob pressao reduzida do extrato acetonitrilico do

fungo Dm-3

Fr.A Fr.B Fr.C Fr.D Fr.E Fr.F Fr.G Fr.H Fr.l Fr.J Fr.K

A fracdo “E” foi submetida a um fracionamento por CLAE-semi-preparativa
realizada no equipamento Varian Pro Star com detector ultravioleta UV-Visivél 320 (Varian

Detector) e injetor manual. Foi utilizada uma coluna semipreparativa Phenomenex Luna com
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silica tipo octadesil silano (C-18) (150 x 21,20 mm; 5 pm). obtendo duas novas fra¢des, como

apresentado na Figura 22.

Figura 22 - Fracionamento do extrato bruto CH;CN do fungo Dm-3.

4.3. Identificacio estrutural das substincias produzidas pelo fungo Hypoxylon sp.

O estudo quimico do extrato produzido pelo endofito Hypoxylon sp. resultou na
identificacdo de 3 antraquinonas: 1,5-dimetoxi-2,6-dihidroxi-antraquinona (1), 1,5,6-

trimetoxi-2-hidroxi-antraquinona (2) e 1,2,5,6-tetrametoxi-antraquinona (3).
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4.3.1. Elucidacao estrutural da substancia 1

A substancia 1, 1,5-dimetoxi-2,6dihidroxi-antraquinona (Figura 23), foi isolada da

fracao D.

Figura 23 — Estrutura quimica da substancia 1, 1,5-dimetoxi-2,6dihidroxi-antraquinona.

A anélise dos espectros de RMN de 'H e "*C permitiu detectar a presenga de
hidrogénios de metoxila em oy 3,75 (sl; 6¢ 60,86), hidrogénios aromaticos em oy 6,8 (d) € em
ou 7,15 (d) e de duas carbonilas em ¢ 183,4, que sdo sinais caracteristicos de antraquinonas
(Figuras 24 e 25).

A presenga do deslocamento quimico em 6¢ 157,5 indicou a presenga de grupo —OH

ligado ao anel aromatico, C-2 e C-6.
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As correlagdes a longa distancia observadas em gHMBC de &y 7,15 com os carbonos
em Ocoa 10a 127,5 € 0c2 6 157,5, permitiram atribuir este deslocamento quimico aos
hidrogénios H-4 ¢ H-8. A correlagdo a longa distancia observada em gHMBC de 6y 6,8 com o
carbono em Oc.4,, 82 120,6, permitiu atribuir este deslocamento quimico aos hidrogénios H-3 e
H-7. A correlagdo a longa distancia observada em gHMBC de 6y 3,75 com o carbono em d¢.
15 153,9, permitiu atribuir este deslocamento quimico aos hidrogénios H-11 e H-12

pertencentes a metoxila (Figuras 26 e 27).

Figura 26 — Principais correlagdoes de gHMBC da substancia 1.
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Baseando-se nos dados espectroscopicos e nas correlagdes observadas foi proposto
que a substancia 1 ¢ uma antraquinona simétrica, 1,5-dimetoxi-2,6-dihidroxi-antraquinona Os

valores atribuidos estdo representados na Tabela 2.

Tabela 2 - Dados de RMN de 'H e "°C (DMSO-ds, 500MHz) da sub, 1 (5 em ppm e J em Hz)

"H 6(ppm) B¢ d(ppm) HMBC(9)
1/5 - 153,9 -
2/6 - 157,5 -
3/7 6,8 114,5 120,6
4/8 7,15 131,8 157,5; 127,5
4%/8° - 120,6
9%/10° - 127,5
9/10 - 183,4
11/12 3,75 60,86 153,9

As curvas de UV da substincia 1 (Figura 28) estdo compativeis com a estrutura de

antraquinonas, apresentando bandas de absor¢dao em 250 nm e 375 nm.

Figura 28 — Espectro de ultravioleta da substancia 1.
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O cromatograma em CLAE-DAD (Figura 29) mostrou o tempo de retencdo da

substancia 1 em 23,0 min.
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Figura 29 — Cromatograma em CLAE-DAD da substancia 1.
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A andlise do espectro de absor¢do na regido do infravermelho da substancia 1
confirma a presenca do grupo hidroxila livre ((JXB" : 3471) e da carbonila (T/XB" - 1639) com

valor deslocado devido ao efeito das ligagdes conjugadas da antraquinona (Figura 30).

Figura 30 — Espectro de absor¢ao no infravermelho da substancia 1 (KBr).
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4.3.2. Elucidacao estrutural da substancia 2

O fracionamento da fracdo E resultou em duas novas fra¢des, a substancia 2, 1,5,6-

trimetoxi-2-hidroxi-antraquinona (Figura 31), foi isolada do fracao E2.

Figura 31 - Estrutura da substancia 2, 1,5,6-trimetoxi-2-hidroxi-antraquinona.

A anélise dos espectros de RMN de 'H e "*C permitiu detectar a presenga de
hidrogénios de metoxila em oy 3,74 e 3,76 (sl; d¢c 60,8/60,9), 6y 3,80 (s/; 6¢ 55,11);,
hidrogénios aromaticos em oy 6,8 (d; J=8,5 Hz), dy 7.0 (d; J=8,5 Hz), oy 7.15 (d; J=9 Hz) ¢
em oy 7,25 (d; J=9,0 Hz), e de duas carbonilas em 6c 183,2 e 183,4, que sdo sinais
caracteristicos de antraquinonas (Figuras 32 e 33).

A presenga do deslocamento quimico em d¢ 157,5 indicou a presenga de um grupo —
OH ligado ao anel aromatico, C-2.

No espectro gCOSY foram observadas correlagdes entre os hidrogénios aromaticos
H-3 (8¢ 114,5) e H-4 (0¢ 131) e entre os hidrogénios aroméaticos H-7 (8¢ 113,2) e H-8 (3¢ 131).

A correlagdo a longa distancia observada em gHMBC de 6y 7,15 com o carbono em
dc 157,5, permitiu atribuir este deslocamento quimico ao H-4. A correlagdo a longa distancia
observada em gHMBC de 6y 6,8 com o carbono em ¢4, 120.6, permitiu atribuir este
deslocamento quimico ao H-3. A correlacdo a longa distancia observada em gHMBC de oy
7,00 com o carbono em dc.g, 122,4, permitiu atribuir este deslocamento quimico ao H-7. A
correlacdo a longa distancia observada em gHMBC de 6y 7,25 com o carbono em 6¢.¢ 159,2,

permitiu atribuir este deslocamento quimico ao H-8.
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A correlagdo a longa distancia observada em gHMBC de oy 3,80 com o carbono em

Oc6 159,2, permitiu atribuir este deslocamento quimico ao H-13. (Figura 34 e 36)

Figura 34 - Principais correlagdoes de gHMBC da substancia 2.

Devido a proximidade dos sinais nao foi possivel atribuir valores para os hidrogénios
11 e 12 eparaoscarbonos 1 e5;4¢8; 8 ¢e10%9e10; 11 ¢ 12.

No experimento de NOESY 1D de 7 + 13 (Figura 35) observou-se a interacdo espacial da
metoxila (6 3,80) com o H-7 (8 7,0), confirmando a posigdo desta em C-13.

Figura 35 — Espectro de gNOESY 1D de 7 + 13 irradiado em 6 3,80 (DMSO-dg, 7,0T).
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Baseando-se nos dados espectroscopicos e nas correlagdes observadas foi proposto
que a substancia 2 ¢ a antraquinona, 1,5,6-trimetoxi-2-hidroxi-antraquinona Os valores

atribuidos estdo representados na Tabela 3.

Tabela 3 - Dados de RMN de 'H e "°C (DMSO-ds, 500MHz) de 02 (5 em ppm e J em Hz)

"H 6(ppm) B¢ é(ppm) COSY é(ppm) HMBC NOESY
S(ppm) d(ppm)
1/5 - 153,9/154,2*
2 - 157,5
3 6,80 114,5 7,15 120,6
4 7,15 131,8/131,9* 6,80 1575
4 - 120,6
6 - 159,2
7 7,00 1132 7,25 122,4
8 7,25 131,8/131,9* 7,00 159,2
9%/10° - 127,0/127,5*
9/10 - 183,2/183 4%
8 - 122,4
11/12 3,74/3,76* 60,8/60,9* 153,9/154,2
13 3,80 55,11 159,2 7,0

* Os valores marcados com asterisco ndo foram confirmados devido a proximidade dos sinais.

As curvas de UV da substancia 2 (Figura 37) estdo compativeis com a estrutura de

antraquinonas, apresentando bandas de absor¢ao em 250 nm e 375nm.

Figura 37 - Espectro de ultravioleta da substancia 2.
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O cromatograma em CLAE-DAD (Figura 38) mostrou o tempo de retencdo da

substancia 2 em 28,5 min.
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Figura 38 - Cromatograma em CLAE-DAD da substancia 2.
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4.3.3. Elucidacao estrutural da substancia 3

A substancia 3, 1,2,5,6-tetrametoxi-9,10-antraquinona (Figura 39), foi isolada da

fracdo F.

Figura 39 - Estrutura da substancia 3, 1,2,5,6-tetrametoxi-9,10-antraquinona.

A analise dos espectros de RMN de 'H e "*C permitiu detectar a presenca de
hidrogénios de metoxila em oy 3,77 (s/; oc 60,9), dy 3,80 (s/; oc 55,11); hidrogénios
aromaticos em oy 7,0 (d; J=8,5 Hz) e em dy 7.27 (d; J=9,0 Hz), e de duas carbonilas em o¢

183.2, que sdo sinais caracteristicos de antraquinonas (Figura 40 e 41).
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As correlacdes a longa distancia observadas em gHMBC de 6y 7,0 com os carbonos
em Oc.4a, 8a 122,3€ O0c2 6 157,5, permitiram atribuir este deslocamento quimico ao H-3 e H-7.
A correlagdo a longa distancia observada em gHMBC de oy 7,27 com os carbonos em d¢.9,, 10a
127,1 e 8ca 6 159,2, permitiu atribuir este deslocamento quimico ao H-4 e H-8. As
correlagdes a longa distancia observadas em gHMBC de 6y 3,77 com os carbonos em d¢.i 5
154,2, permitiram atribuir este deslocamento quimico ao H-11 e H-12 pertencente a metoxila.
A correlagdo a longa distancia observada em gHMBC de 6y 3,80 com os carbonos em d¢.13,14

159,2, permitiu atribuir este deslocamento quimico ao H-13 e H-14 (Figura 42 e 43)

Figura 42 - Principais correlagdes de gHMBC da substéncia 3.
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No experimento de NOESY 1D de 3 + 13 (Figura 34) observou-se a interacdo espacial da
metoxila (6 3,80) com o H-7 (6 7,0), confirmando a posi¢ao desta em C-13 (Figura 44)

Figura 44 - Espectro de gNOESY 1D de 3 + 13 irradiado em ¢ 3,80 (DMSO-ds, 7,0T).

A andlise do espectro de absor¢do na regido do infravermelho da substancia 3
confirma a auséncia do grupo hidroxila e a presenca da carbonila ([1XB”: 1653) com sinal

deslocado devido ao efeito de duplas conjugadas na estrutura da substancia (Figura 45).

Figura 45 - Espectro de absor¢2o no infravermelho da substancia 3 (KBr).
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Baseando-se nos dados espectroscopicos e nas correlagdes observadas foi proposto
que a substancia 3 ¢ uma antraquinona simétrica, 1,2,5,6-teteametoxi-antraquinona Os valores

atribuidos estdo representados na Tabela 4.

Tabela 4 - Dados de RMN de 'H e "°C (DMSO-ds, 500MHz) da subs. 3 (8 em ppm e J em Hz)

"H 6(ppm) B¢ s(ppm) HMBC(9) NOESY(9)
1/5 - 154,2 -
2/6 - 159,2 -
3/7 7,0 113,2 122,3
4/8 7,27 131,2 159,2; 127,1
4%/8° - 122,3
9%/10° - 127,1
9/10 - 183,2
11/12 3,77 60,95 154,2
13/14 3,80 55,11 159,2 7,00

As curvas de UV da substincia 3 (Figura 46) estdo compativeis com a estrutura de

antraquinonas, apresentando bandas de absor¢dao em 250 nm e 375 nm.

Figura 46 - Espectro de ultravioleta da substancia 3.

nAU
3366

1500
1250
1000 3
8
750 0
&
500-]

<
~
)

L B A e ey e e Bt By B ey e e
200.0 2250 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 nm

O cromatograma em CLAE-DAD (Figura 47) mostrou o tempo de retencdo da

substancia 3 em 33,6 min.
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Figura 47 - Cromatograma em CLAE-DAD da substancia 3.
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As substancias 1 e 2 ndo possuem relatos na literatura, apresentam valores de sinais
de carbonos caracteristicos préximos aos valores de sinais de carbono de estruturas similares
pertencentes a mesma classe de metabolitos secundarios (MISHRA, 2010;
TUNTIWACHWUTTIKUL, 2008). Robins e colaboradores isolaram da planta Chinchona
ledgeriana a substancia 3 da (ROBINS, 1986).

4.4. Avaliacao da atividade antimicrobiana para fungos: “Hole plate”

Os resultados da avaliacao da atividade antifungica frente a patdogenos humanos dos

extratos brutos estd apresentada na Tabela 5.

Tabela 5 - Atividade antifungica dos extratos Dm-1, Dm-2 ¢ Dm-3

Extrato C. albicans C. krusei C. parapsilosis C. neoformans
brut
CIM* g/mL CIM*ng/mL CIM* pg/mL CIM* pg/mL
Dm-1 250 250 >250 62,5
Dm-2 >250 >250 >250 125
Dm-3 125 >250 250 31,25

*Concentra¢cdo minima inibitoria

O extrato do fungo Dm-3 foi o que apresentou melhor atividade frente ao fungo

Cryptococcus neoformans, o extrato do fungo Dm-2 ndo apresentou atividade antifingica
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significativa e o extrato do fungo Dm-1 apresentou baixa atividade frente ao fungo C.
neoformans. Os trés extratos ndo apresentaram atividade antifingica significativa frente aos

fungos Candida albicans, C. parapsilosis, C. krusei.

O patogeno Cryptococcus neoformans € conhecido por causar meningite fungica,
principalmente em pacientes com sistema imonulogico comprometido por doengas como a

AIDS (CASALL 2001).

4.5. Avaliacio da atividade antifungica frente a fitopatogenos

A deteccdo do potencial antifungico por bioautografia em CCDC com nebulizagdo dos
fungos Cladosporium cladosporioides foi evidenciado pela inibicdo do crescimento dos
fitopatégenos apenas para o extrato bruto do fungo Dm-1 e para o fitopatdogeno Cladosporium
sphaerospermum foi evidenciado inibi¢do para o extrato bruto do fungo Dm-1 e Dm-3

(Figura 21).

Figura 48 - Avaliagao do potencial dos extratos brutos contra C. Cladosporioides (a) e contra C.

sphaerospermum (b).

Legenda: 1 — Dm-1; 2 — Dm-2; 3 — Dm-3; P — padrfo (nistatina 5ug)
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4.6. Avaliacao da atividade citotéxica in vitro

A atividade citotoxica da substancia 1 esta apresentada na Tabela 6 com os
respectivos percentuais de inibi¢do. Somente substancias que apresentam valores de inibi¢ao
> 75 % em pelo menos duas linhagens tumorais sdo consideradas ativas, valor esse

considerado como cut-off para o screening de novas substancias com potencial antitumoral.

Tabela 6 - Percentual de inibigao do crescimento celular (IC%) da substancia 1 em trés linhagens

tumorais testados. Valores sdo média = DPM.

Substéincia SF-295 SD OVCAR SD HCT-116 SD
GI1% GI1% GI1%
1 (média) (média) (média)
-209,69% 24,89% -12,00% 22.27% 22.47% 27,47%

A substancia 1 ndo apresentou potencial citotoxico frente ao ensaio realizado.

A analise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no programa
de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de
10.000 amostras a cada ano (SKEHAN, 1990). E um método rapido, sensivel e barato. Foi
descrita primeiramente por Mosman (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o
estado metabolico da célula. E uma anélise colorimétrica baseada na conversio do sal 3-(4,5-
dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir

de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas.
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5. CONCLUSAO

O trabalho realizado com o endofito Hypoxylon sp. isolado da alga vermelha
Dichotomaria marginata permitiu a avaliagdo da potencialidade do extrato bruto em pequena
escala na producdo de metabolitos secundéarios. O meio de cultivo solido utilizado (arroz)
apresentou uma producdo metabdlica rica e com um perfil quimico promissor analisado em

CLAE-DAD e RMN de 'H.

Os consecutivos fracionamentos cromatograficos do extrato bruto conduziram ao
isolamento de trés substancias puras como a 1,5-dimetoxi-2,6-dihidroxi-antraquinona (1),
1,5,6-trimetoxi-2-hidroxi-antraquinona (2) e 1,2,5,6-teteametoxi-antraquinona (3). Sendo este
o primeiro relato de identificacdo e isolamento de antraquinonas em fungo endofitico do

género Hypoxylon.

O extrato bruto do fungo Dm-3 apresentou atividade antifiingica moderada contra o
fungo patdogeno humano C. neoformans e baixa atividade contra o fitopatégeno C.
sphaerospermum indicando uma possivel interagdo entre o microrganismo e a alga
hospedeira. A substancia 1 ndo apresentou atividade citotdxica frente as linhagens tumorais
OVAR (carcinoma de ovario), HCT-116 (co6lon — humano) e SF-295 (glioblastoma —

humano).

Estes resultados reforcam a importancia do estudo de microrganismos como fonte de

metabdlitos secundarios.
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