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RESUMO

Este trabalho teve como principal objetivo a obtencdo de substancias
bioativas produzidas pelo fungo endofitico C80, pertencente a familia
Phaeosphaeriaceae, isolado da alga marinha Bostrychia radicans. O crescimento do
endofito em escala ampliada foi realizado em meio sélido de arroz, modo estatico e
temperatura ambiente por 28 dias. O extrato em AcOEt produzido a partir deste
cultivo foi fracionado através de técnicas cromatograficas, levando ao isolamento de
seis substancias: 7-hidroxi-3-(1-hidroxietil)-5-metoxi-3,4-dimetilisobenzofuran-1(3H)-
ona (1), 3,7-dihidroxi-5-metoxi-3,4-dimetilisobenzofuran-1(3H)-ona (2), 7-hidroxi-3-
(1,2-dihidroxietil)-5-metoxi-3,4-dimetilisobenzofuran-1(3H)-ona (3 e 4), 4,8-dihidroxi-
6-metoxi-4,5-dimetil-3-metilenoisocroman-1-ona (5) e 8-hidroxi-6-metoxi-4,5-dimetil-
3-metilenoisocroman-1-ona (6). Estas substancias foram identificadas por analises
espectroscopicas e espectrométricas como sendo policetideos aromaticos, e entdo
encaminhadas para ensaio citotoxico. Visando a mudanca na producdo metabdlica
do fungo, assim como na atividade biologica dos extratos brutos, foram realizados
estudos da influéncia da composi¢cao do meio de cultura e do tempo de cultivo. Para
a variacdo de composicéo, foram utilizados meios comerciais (CBD, Malte, Nutriente
e arroz) e meios comerciais modificados com nitrato de amo6nio ou agua do mar.
Nenhuma alteracdo foi observada no perfil cromatografico e nem na atividade
citotoxica dos extratos. A variagcdo do tempo de cultivo foi feita em meio sélido de
arroz, com extracbes em 10, 20, 30 e 40 dias de cultivo. Neste intervalo de tempo
monitorado, a propor¢cdo dos metabdlitos mudou consideravelmente, uma vez que
0S compostos majoritarios no extrato de 10 dias estavam praticamente ausentes em
40 dias.

Palavras-chave: fungo endofitico, Bostrychia radicans, Phaeosphaeriaceae,

metabdlitos secundarios, policetideos aroméaticos



ABSTRACT

The aim of this study was to obtain bioactive compounds produced by the
endophytic fungus C80, belonging to the family Phaeosphaeriaceae, isolated from
the marine algae Bostrychia radicans. This endophyte was cultivated in rice solid
medium (large scale) in static mode at room temperature for 28 days. After addition
of ethyl acetate, broth and mycelia were separated by filtration and the solvent was
removed under vacuum to furnish the crude extract. The ethyl acetate extract was
fractionated by using different chromatographic techniques resulting in the isolation
of SiX compounds: 7-hydroxy-3-(1-hydroxyethyl)-5-methoxy-3,4-dimethyl-
isobenzofuran-1(3H)-one (1), 3,7-dyhydroxy-5-methoxy-3,4-dimethylisobenzofuran-
1(3H)-one (2), 7-hydroxy-3-(1,2-dihydroxyethyl)-5-methoxy-3,4-dimethylisobenzo-
furan-1(3H)-one (3 e 4), 4,8-dihydroxy-6-methoxy-4,5-dimethyl-3-methyleneiso-
chroman-1-one(5) e 8-hydroxy-6-methoxy-4,5-dimethyl-3-methyleneisochroman-1-
one (6), which were identified as aromatic polyketides by using spectroscopic and
spectrometric analysis and submitted to cytotoxicity assay. In addition, C80 was
cultivated in different culture media at different periods of time to evaluate its
chemical diversity and metabolites production. The cultures were undertaken using
PDB, Malt, Nutrient and Rice media with or without the addition of ammonium nitrate
or sea water. These procedures didn't change the metabolic production and
cytotoxicity. The role of time was undertaken only for rice media at 10, 20, 30 and 40
days of incubation. In this time the proportion of the metabolites has changed
considerably, since the major compounds in the extract of 10 days, were practically

absent in 40 days.

Keywords: endophytic fungus, Bostrychia radicans, Phaeosphaeriaceae, secondary

metabolites, aromatic polyketides.
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INTRODUCAO

Produtos naturais costumam ser utilizados em varias areas como: industria de
alimentos, cosméticos, pigmentos, inseticidas e junto com seus derivados, sdo muito
influentes na medicina popular e tradicional (SAMUEL; PRINCE; PRABAKARAN,
2011). Apesar de que a definigcdo de derivados de produtos naturais pode variar um
pouco, é seguro dizer que 25-50% dos medicamentos comercializados tém origem
natural (KINGSTON, 2011). Durante o ultimo século, eles serviram como principal
fonte de material de partida para as descobertas farmacéuticas, e continuam sendo
uma fonte promissora de novos medicamentos (MISHRA; TIWARI, 2011; SAMUEL;
PRINCE; PRABAKARAN, 2011).

Muitos dos produtos naturais utilizados na industria farmacéutica séo
metabdlitos secundéarios. Diferentemente dos metabdlitos primérios, estes
compostos de baixa massa molecular (menores que 3000 Daltons) ndo estao
diretamente relacionados ao crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos
organismos. Acredita-se que os metabdlitos secundarios evoluiram por centenas de
milhnbes de anos, atuando na comunicagdo quimica e na sobrevivéncia de seu
produtor, defendendo-o de predadores, competidores, etc. (BRAKHAGE, 2013;
MISHRA; TIWARI, 2011; NASTRUCCI; CESARIO; RUSSO, 2012).

A enorme variedade estrutural de substancias naturais é um destaque, elas
podem ser originarias de animais, plantas e micro-organismos, sendo que nos
altimos, espécies semelhantes podem produzir perfis metabdlicos diferentes
(KELLER; TURNER; BENNETT, 2005; NASTRUCCI; CESARIO; RUSSO, 2012).
Suas estruturas complexas sdo frequentemente inviaveis economicamente para a
sua obtencdo por via sintética, uma vez que a presenca de centros estereogénicos e
diferentes grupos funcionais, em uma mesma molécula, complicam sua obtenc¢éo
em quantidade significativa (KUSARI; SPITELLER, 2011).
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1.1 - O ambiente marinho e seu estudo quimico

Sabe-se que 0s mares e oceanos possuem um grande intervalo de
temperatura e pressao, diversas fontes de nutrientes, ambientes com ou sem luz e
cobrem cerca de 70% da superficie terrestre. Essas diversas condi¢cdes levaram a
especiacao de organismos consideravelmente diferenciados (HUSSAIN et al., 2012;
SAMUEL; PRINCE; PRABAKARAN, 2011). As plantas terrestres foram muito
utilizadas na medicina tradicional e popular, provavelmente, em funcéo do seu facil
acesso (SAMUEL; PRINCE; PRABAKARAN, 2011). Considerando que os produtos
naturais tém uma funcdo especifica na natureza e evoluiram de acordo com
necessidades e desafios, a busca por novas estruturas quimicas deve ser feita em
novos ecossistemas (DEMAIN; VAISHNAYV, 2011; MISHRA; TIWARI, 2011; SCHULZ
et al., 2002).

O ambiente marinho tem uma biodiversidade maior que a terrestre (SAMUEL,;
PRINCE; PRABAKARAN, 2011), contém aproximadamente 80% das variacdes de
vida do nosso planeta (ABRAHAM et al., 2012) e deu origem a maior parte das
atividades bioldgicas conhecidas (BHATNAGAR; KIM, 2010). Esse ambiente € uma
reserva excepcional de produtos naturais, dos quais, muitos tém caracteristicas
estruturais Unicas (ABRAHAM et al., 2012; BHATNAGAR; KIM, 2010; SAMUEL;
PRINCE; PRABAKARAN, 2011).

Estas diversas substancias tém diferentes tipos de atividades biolégicas, e
sdo acumuladas em organismos vivos, sendo mais abundante em micro-organismos,
algas e invertebrados (ABRAHAM et al., 2012; SAMUEL; PRINCE; PRABAKARAN,
2011). Nos ultimos trinta anos foram descobertos milhares de novos compostos
bioativos (ABRAHAM et al.). Atualmente, mais de 20.000 substancias de origem
marinha foram isoladas e identificadas (ABRAHAM et al.), levando a publicacéo de
revisées bibliograficas focadas em uma atividade bioldégica especifica, como
atividade antibidtica (BHATNAGAR; KIM, 2012), anti-inflamatéria (D’ORAZIO et al.,
2012) e antitumoral (NASTRUCCI; CESARIO; RUSSO, 2012).

No inicio, as pesquisas marinhas eram feitas com organismos mais vistosos e
acessiveis, como algas e esponjas, que ja eram conhecidas por suas caracteristicas
moleculares bem peculiares (CAPON, 2010; GERWICK; MOORE, 2012). Em 1951,
Werner Bergmann, publicou trés trabalhos contendo metabdlitos incomuns isolados

de uma esponja marinha, os quais levaram ao desenvolvimento de dois
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nucleosideos (citarabina e vidarabina) (Figura 1, p. 19) com propriedade anticancer
e antiviral (MOLINSKI et al., 2009; OLIVEIRA; FELICIO; DEBONSI, 2012).

Com o desenvolvimento de equipamentos individuais de respiracao
subaquatica (Self-Contained Underwater Breathing Apparatus — SCUBA) em
meados do século passado, os pesquisadores puderam observar in situ a grande
biodiversidade bentbnica marinha (CAPON, 2010; GERWICK; MOORE, 2012). Perto
dos anos 2000, produtos naturais marinhos ja se tornaram uma subdivisdo em
produtos naturais, uma vez que 0 continuo estudo de outros organismos mostrou
seu enorme potencial (GERWICK; MOORE, 2012).

Ziconotideo (w-conotoxina MVIIA) € um peptideo de 25 aminoacidos com
atividade analgésica. Depois de mais de duas décadas de pesquisa e
desenvolvimento, foi o primeiro medicamento derivado de um produto natural
marinho, e foi aprovado pela FDA (agéncia que controla alimentos e remédios nos
EUA) em 2004 (COSTA-LOTUFO et al, 2009; MOLINSKI et al, 2009). A
trabectedina (ET-743), depois de quase quarenta anos de sua descoberta, foi o
primeiro derivado marinho anticancer comercializado (MOLINSKI et al., 2009).

Com o desenvolvimento de técnicas analiticas mais sensiveis, espécies
menores e esquecidas também ficaram atrativas, porém, a investigacdo bioldgica
era atrasada pela dificuldade em se obter uma quantia suficiente dessas raras
amostras a um preco aceitavel e sem impacto ambiental. Todos esses fatores
fizeram com que a atencdo e pesquisa em micro-organismos marinhos crescessem
muito na Ultima década, acreditando-se que o cultivo e fermentagdo destes sejam a
solugéo desses problemas (CAPON, 2010; GERWICK; MOORE, 2012).

Figura 1 - Medicamentos inspirados em nucleosideos
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1.2- Micro-organismos e seus metabadlitos

A quimica de fungos comecou a despertar interesse desde as observacoes de
Carl Wehmer em 1891, onde era formado acido oxalico no cultivo de um fungo em
solucdo de acucar. O estudo focando nos metabdlitos secundarios vem de 1922,
realizado por um grupo de pesquisa liderado por Harold Raistrick. Mas s6 com a
descoberta da penicilina (Figura 2, p.20), em 1929 por Alexander Fleming, que os
metabdlitos de fungos ganharam um real destaque (KELLER; TURNER; BENNETT,
2005; RAISTRICK, 1950).

Apés pouco mais de uma década da sua descoberta, a penicilina entra em
uso clinico como o primeiro antibiético de amplo espectro (COATES et al., 2002;
KELLER; TURNER; BENNETT, 2005). Essa descoberta fez com que, micro-
organismos em geral, fossem reconhecidos como ferramentas notaveis para a
producdo de antibidticos e outros compostos farmacéuticos (BHATNAGAR; KIM,
2010; KELLER; TURNER; BENNETT, 2005). Assim, novos produtos naturais
entraram no mercado de antibiéticos nas décadas de 40/50 e novas classes destes
agentes apareceram até os anos 60, mudando drasticamente a taxa de mortalidade
por diversas infecgdes (COATES et al., 2002; KELLER; TURNER; BENNETT, 2005)

Embora micro-organismos do solo tenham sido intensamente estudados, seus
semelhantes marinhos nem tanto (BHATNAGAR; KIM, 2010). Em funcdo das
caracteristicas fisicas e quimicas do ambiente em que evoluiram, alguns fungos
marinhos sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios Unicos, com novos
esqueletos carbdnicos (BHATNAGAR; KIM, 2012; HUSSAIN et al., 2012).

Figura 2 - Estrutura molecular generalizada das principais penicilinas
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Um fungo é chamado de marinho mais por uma classificacdo ecoldgica que
fisiolégica ou taxondmica. Uma definicdo bem aceita diz que, um fungo marinho
pode ser dividido em dois grupos: obrigatério ou facultativo. Os obrigatérios séo
aqueles que crescem e esporulam somente no ambiente marinho, e os facultativos
nao vém deste ambiente, mas sdo capazes de crescer e até esporular no mesmo
(RATEB; EBEL, 2011)

Micro-organismos simbiontes em geral j& se mostraram promissores como
fonte de novas substancias bioativas e, sabendo que o ambiente marinho possui a
maior diversidade microbioldgica da Terra, pode-se esperar muito destes microbios
ainda inexplorados (BHATNAGAR; KIM, 2010; BHATNAGAR; KIM, 2012).

1.3 - Produtos Naturais e a quimioterapia

O céancer é um importante problema de saude publica, o qual se caracteriza
pelo crescimento desordenado e descontrolado de algumas células. Estima-se que
cerca de seis milhdes de novos casos sao reportados por ano, e representam
aproximadamente 13% de todas as causas de morte, sendo a doenca que mais
mata no mundo (BRANDAO et al., 2010; CHANDRA, 2012).

O marco inicial da quimioterapia no tratamento de cancer, inicio da década de
40, foi o uso de agentes sintéticos nitrogenados similares ao gas mostarda. No fim
da mesma década, analogos sintéticos de acido folico conseguiram suprimir a
proliferacéo de células malignas. Um antifolato (metotrexato), apds oito anos de sua
descoberta, foi o primeiro medicamento a curar um tumor sélido em humanos
(CHABNER; ROBERTS JR, 2005).

Catharanthus roseus (Vinca) € uma planta conhecida por ser usada no
tratamento de diabetes pela populacdo de Madagascar, e também por ser cultivada
como planta ornamental. Seus alcaloides foram descritos inicialmente pela atividade
antidiabética, mas dois deles (vincristina e vimblastina) ficaram posteriormente
famosos por sua potente atividade anticancer (BRANDAO et al., 2010; CHABNER;
ROBERTS JR, 2005; MUJIB et al., 2012). Em 1965, a vincristina, metotrexato e
outras substancias, foram utilizadas simultaneamente no tratamento de tumores.
Esse regime demonstrou que a combinacdo de medicamentos com diferentes

mecanismos de acdo é mais eficaz no tratamento do céncer, pois evita o
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desenvolvimento de células tumorais farmaco-resistentes, dando inicio a
guimioterapia moderna (CHABNER; ROBERTS JR, 2005;).

Células tumorais farmaco-resistentes formam um dos maiores problemas na
guimioterapia. Em muitos casos o tratamento tem boa resposta no inicio, mas o
tumor ganha resisténcia como tempo. Outro grande problema na area é a alta
toxicidade dos medicamentos e os consequentes efeitos colaterais, que dificultam ou
até impossibilitam o tratamento de alguns pacientes. Esses fatores ressaltam que a
busca por novos compostos, com menos efeitos colaterais e mais eficientes, é
fundamental para o avanco da quimioterapia (ABRAHAM et al., 2012; DEMAIN;
VAISHNAYV, 2011).

O mercado de substancias antitumorais é bilionario. Em 2007, movimentou 60
bilhGes de ddlares americanos, sendo que os produtos naturais sdo a principal
classe desses agentes. Dos medicamentos aprovados desde os anos 40 e
comercializados até hoje, mais de 60% estdo relacionados a um produto natural.
Estas substancias pertencem a diversas classes estruturais, e a maioria utilizada na
guimioterapia vem de antibidticos produzidos por micro-organismos ou Sseus
derivados (DEMAIN; VAISHNAYV, 2011).

1.4 - Algas Marinhas

As algas sao conhecidas como uma das primeiras formas de vida, e formam a
base da cadeia alimentar aquatica, estando presente em todos 0s ecossistemas
existentes (CARDOZO et al.,, 2007; WEI;, QUARTERMAN; JIN, 2013). De forma
geral, elas podem ser divididas em duas categorias de acordo com sua morfologia e
tamanho, microalga e macroalga. Microalgas sao organismos unicelulares, os quais
podem se organizar em forma de colonias. Macroalgas sdo plantas primitivas
(talofitas), onde raizes, caule e folhas estdo ausentes (BRENNAN, OWENDE, 2010;
JOHN et al., 2011; SANT'ANA et al., 2007).

Algumas algas séo heterotréficas e ndo tém cloroplastos, assim, sao
incapazes de fixar carbono inorganico, entdo utilizam nutrientes como fonte de
energia. Mas comumente as algas sdo autotréficas, as quais fixam carbono
inorganico utilizando luz como fonte de energia, e tém a clorofila a como principal

pigmento fotossintetizante. Outras ainda podem ser mixotréficas, contendo
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caracteristicas dos dois grupos previamente citados (BRENNAN, OWENDE, 2010;
JOHN et al., 2011; YOSHIDA et al., 2012).

De modo geral, as macroalgas sdo consumidas como produtos alimenticios
humanos em muitos paises, pois costumam ser ricas em fibras, minerais, vitaminas
e antioxidantes (CARDOZO et al., 2007). Este mercado corresponde a mais de 80%
do capital global das indUstrias da area que, em virtude do alto consumo, passaram
da colheita in natura para o cultivo controlado em larga escala (CARDOZO et al.,
2007; WEI; QUARTERMAN; JIN, 2013).

A producdo em larga escala deve ser muito bem monitorada. Durante o
cultivo podem ser produzidas toxinas, entre outros subprodutos, que representam
perigo ao homem de varias maneiras: acumulando-se via cadeia alimentar,
contaminando agua potavel, outras aquiculturas, alterando habitats naturais e
ecossistemas, etc. (CARDOZO et al., 2007; WEI; QUARTERMAN; JIN, 2013).

Na area meédica, as algas marinhas foram muito utilizadas no Egito antigo.
Existem registros delas sendo utilizadas na medicina popular e tradicional chinesa
h& mais de dois mil anos. Porém, na medicina ocidental, o primeiro registro de algas

no tratamento de um cancer vem dos anos 60 (FOLMER et al., 2010).

1.4.1 - Bostrychiaradicans e as algas vermelhas

Como consequéncia do seu ambiente altamente competitivo, as algas
desenvolveram mecanismos quimicos de sobrevivéncia, o0s quais |hes
proporcionaram uma diversidade estrutural de metabdlitos significativa, vinda de
diferentes rotas metabolicas (CARDOZO et al., 2007). Alguns grupos de algas
marinhas chamam atencdo dos fitoquimicos em funcdo do seu histérico de
toxicidade. Dentre eles, pode-se destacar o filo Rhodophyta (algas vermelhas), que
€ conhecido pela producdo de substancias halogenadas (Figura 3, p.24) de
biossintese intrigante, entre outros metabdlitos bioativos (CARDOZO et al., 2007;
TEIXEIRA; KELECOM; GOTTLIEB, 1991). Diferencas entre este filo e outras algas
eucaridticas, indicam que as algas vermelhas podem produzir metabdlitos
secundarios mais diversificados, em funcdo de um possivel maior estagio evolutivo
(LHULLIER; HORTA; FALKENBERG, 2006).
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Figura 3 - Exemplos de substancias halogenadas produzidas por algas vermelhas
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As Rhodophytas sdo majoritariamente marinhas, produzem compostos de
diversas classes estruturais com diferentes tipos de atividade biolégica (antibidtica,
antiviral, antifingica, citotéxica, etc.) (OLIVEIRA; FELICIO; DEBONSI, 2012). O
género Bostrychia esta espalhado em muitos ambientes tropicais e temperados
quentes, sendo comumente encontrado em ambientes de estuario e mangues
(OLIVEIRA et al., 2009; ZUCCARELLO; WEST, 2003). Bostrychia radicans
Montagne (Figura 4, p.24) € uma das espécies mais difundidas, e tolera habitats
com diversos graus de salinidade, de 5 a 35% (OLIVEIRA et al., 2012;
ZUCCARELLO; WEST, 2003).

Figura 4 - Bostrychia radicans (Montagne)

Fonte: Imagem cedida pela Dr2 Nair Sumie Yokoya, IBt - Sdo Paulo.



25

1.5 - Fungos endofiticos

Embora muitas pessoas pensem nas plantas como organismos, sabe-se que
elas sdo na verdade uma comunidade complexa. As plantas s&o interna e
externamente colonizadas por diversos micro-organismos (PORRAS-ALFARO;
BAYMAN, 2011). Essas interagbes micro-organismo/hospedeiro sao diversas e
dindmicas, podendo variar entre patogénica, parasitica e mutualista de acordo com o
estagio no ciclo de vida e/ou com mudancas ambientais (NEWTON et al., 2010).

A simbiose € uma associagcdo muito proxima entre dois organismos e pode
ser classificada como mutualista, comensalista ou parasitica. Uma interacédo
mutualista traz beneficios a ambos o0s organismos, comensalista beneficia apenas
um deles, enquanto no parasitismo o hospedeiro é prejudicado (NEWTON et al.,
2010).

Micro-organismos endofiticos, geralmente fungos e bactérias, sdo aqueles
que habitam o interior de tecidos vegetais sem causar danos aparentes ao
hospedeiro (AZEVEDO et al., 2000; SCHULZ; BOYLE, 2005). O termo “enddfito”
significa literalmente “dentro da planta”, sendo uma definicdo caracterizada pelo
local de colonizacdo e nédo pela natureza da relacdo com o hospedeiro (Figura 5,
p.25) (KUSARI; HERTWECK; SPITELLER, 2012; PORRAS-ALFARO; BAYMAN
2011; SCHULZ; BOYLE, 2005).

Figura 5 - llustracdo artistica de uma relagdo enddfito-hospedeiro

Fonte: Adaptado de Kusari; Spiteller (2011).
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Os fungos endofiticos foram encontrados em praticamente todas as plantas
do mundo em que foram procurados, sendo que a diversidade destes micro-
organismos cresce no sentido dos polos ao equador (ALY; DEBBABB; PROKSCH,
2011; JUNKER; DRAEGER; SCHULZ, 2012). A microbiota endofitica de uma planta
pode ser muito especifica, variando entre espécies, condicdes ambientais do habitat
do hospedeiro, e até entre Orgdos e tecidos do vegetal, como resultado da
adaptacdo a diferentes caracteristicas fisiologicas do hospedeiro (ALY; DEBBABB;
PROKSCH, 2011). Apesar dos primeiros micro-organismos desse grupo terem sido
relatados em 1904, s6 nas ultimas décadas foi que receberam atencdo pela sua
significancia farmacéutica e ecoldgica (ALY; DEBBABB; PROKSCH, 2011;
GUTIERREZ; GONZALEZ; RAMIREZ, 2012).

1.5.1 - Interagdo com o hospedeiro

As interacdes enddfito-hospedeiro ainda sdo pouco compreendidas, mas
como toda relacéo fungo-planta, sabe-se que é necessaria a superacao de diversas
barreiras fisicas e quimicas para que esta seja bem sucedida (ALY; DEBBABB;
PROKSCH, 2011; KUSARI; HERTWECK; SPITELLER, 2012).

Fungos endofiticos possuem uma relacdo muito préxima com o hospedeiro,
na qual nenhum dos lados é visivelmente prejudicado (CHANDRA, 2012, KUSARI;
HERTWECK; SPITELLER, 2012). Estes micro-organismos produzem as enzimas
necessdarias para penetrar e colonizar o vegetal em espacos intra e/ou inter-
celulares, de maneira localizada ou sistémica (RODRIGUEZ et al., 2009; SCHULZ et
al., 2002; TENGURIA; KHAN; QUERESHI, 2011)

A complexa relacéo endofito-hospedeiro parece ser resultado de um equilibrio
simbibtico entre a viruléncia do micro-organismo e a resposta defensiva do
hospedeiro (SCHULZ et al., 2002), e entre os metabdlitos téxicos do hospedeiro e os
mecanismos de resisténcia do micro-organismo (Figura 6, p.27) (KUSARI;
HERTWECK; SPITELLER, 2012). Esses equilibrios sdo dinaAmicos, continuamente
variando entre mutualismo, comensalismo e parasitismo. Durante a senescéncia do
hospedeiro, ou caso esses equilibrios sejam perturbados por fatores bibticos ou
abidticos, essa relacdo ainda pode se tornar patégena (BORGES et al., 2009;
CHANDRA, 2012; SCHULZ et al., 2002; SCHULZ; BOYLE, 2005).
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Figura 6 - Interacdes endofito-hospedeiro com énfase no endofito

Fonte: Adaptado de Kusari; Hertkweck; Spiteller (2012).

Seja pela adaptacdo consequente de um longo periodo de coevolucao
endofito-hospedeiro, ou pela pré-adaptacdo dos endofitos ao hospedeiro, as
interacbes sdo muito especificas e rigorosamente selecionadas pelo tempo de
coexisténcia (KUSARI; HERTWECK; SPITELLER, 2012).

Alguns fungos sao influenciados pelo genétipo do hospedeiro na
determinacédo de uma relacdo mutualista ou parasitica (ALY; DEBBABB; PROKSCH,
2011), enquanto outros exibem simbioses habitat-adaptadas, onde o mesmo
endofito confere tolerancia a estresse em duas plantas geneticamente distantes
(RODRIGUEZ et al., 2008).

Os beneficios desta relacdo dependem de ambos os lados, microbio e
hospedeiro (KUSARI; HERTWECK; SPITELLER, 2012). Micro-organismos
endofiticos podem estimular o crescimento do vegetal aumentando a resisténcia a
estresses abidticos, como periodos de estiagem, alta salinidade ou alta temperatura,
sendo que, em alguns casos, essa relacdo € fundamental para a sobrevivéncia de
ambos (ALY; DEBBABB; PROKSCH, 2011; JUNKER; DRAEGER; SCHULZ, 2012;
RODRIGUEZ et al., 2008; TENGURIA; KHAN; QUERESHI, 2011). Um aumento na
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resisténcia do hospedeiro a estresses bidticos (herbivoros e patdégenos) também
pode ser observado, o qual costuma ser atribuido a producdo de metabdlitos
bioativos pela microbiota (ALY; DEBBABB; PROKSCH, 2011; KUSARI;
HERTWECK; SPITELLER, 2012; WANG; DAI, 2011). Como beneficio, os endéfitos
tém a oferta de nutrientes. Os fungos deste grupo possuem um acervo enzimatico
gue os permite transformar e degradar compostos complexos, assim, eles podem
utilizar diferentes substancias organicas como fonte de carbono e energia (WANG;
DAI, 2011).

1.5.2 - Fungos endofiticos como fonte de PNs

Com a descoberta de um novo nicho da biodiversidade, novos produtos
naturais aparecem. Nesse contexto, os enddfitos chamaram atencéo tanto na area
académica como na industrial (RADIC; STRUKELJ, 2012). Estes micrébios vém
sendo estudados como fabricantes de novos compostos por mais de vinte anos,
centenas de substancias naturais ja foram caracterizadas, muitas delas com novas
estruturas e/ou atividades biol6gicas interessantes, fazendo com que as patentes na
area crescam muito (Figura 7, p. 28) (GUTIERREZ; GONZALEZ; RAMIREZ, 2012;
PORRAS-ALFARO; BAYMAN, 2011; RADIC; STRUKELJ, 2012).

Figura 7 - NUomero de patentes norte-americanas utilizando metabdlitos secundarios

de fungos endofiticos

Fonte: Porras-Alfaro; Bayman (2011).
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Os metabdlitos isolados de fungos endofiticos apresentam uma grande
diversidade estrutural, sendo relatados policetideos, terpendides, esterdides,
flavondides, citocalasinas, alcaldides, peptideos, etc. (BORGES et al., 2009;
PORRAS-ALFARO; BAYMAN, 2011). Geralmente as substéncias novas sé&o
descritas com atividade antimicrobiana, antioxidante e citotoxica (BORGES et al.,
2009; WANG; DAI, 2011). A tabela 1 (p. 29) demonstra a diversidade quimica de
substancias originalmente produzidas por fungos endofiticos. A tabela 2 (p. 31)

relaciona alguns metabdlitos provenientes de fungos endofiticos isolados de algas.

Tabela 1 — Relacado das substancias ilustradas na figura 8 (p.30)

Fungo Produto Natural/Atividade Referéncia
Phomopsis Phomopsilactona :
1 _ o Silva et al. 2005
cassiae Antifungica
) _ Asperamide A Zhang et al.
2 Aspergillus niger* .
Antifingica 2007a
: Pullularin A
3 Pullularia sp. : _ - Isaka et al. 2007
Antimalaria e antiviral
_ Xyloallenolide A .
4 Xylaria sp. Lin et al. 2001
7’-acetyl-seco-dihydropyrenophorin Zhang et al.
5  Phomasp. o o »
Antibacteriana, antifingica e algicida 2008
_ 8-O-acetylmultiplolide A
6 Phomopsis sp. . Tan et al. 2007
Inibidora de AChE
Pestalotiopsis Pestalachlorides B _
7 o Li et al. 2008
adusta Antifungica
Acremonin A Abdel-Lateff et

8 Acremonium sp.* o
Antioxidante al. 2002

: Xylarenones A
9 Xylaria sp. L . _ _ Hu et al. 2008
Citotdxica, antibacteriana e antitumoral

S Chloropupukeananin Liu et al. 2008
10 Pestalotiopsis fici o ) _
Antiviral e antibacteriana

_ _ Epichlicin
11 Epichloe typhina . . Seto et al. 2007
Antifungica

* Fungos endofiticos isolados de alga.
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Figura 8 — Diversidade estrutural das substancias isoladas de fungos endofiticos
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Tabela 2 — Relacdo dos metabodlitos ilustrados na figura 9 (p. 31)

Alga Hospedeira

Produto Natural/Atividade

Referéncia

Enteromorpha sp.
(Alga Verde)
Colpomenia sinuosa
(Alga Parda)

Enteromorpha sp.

? (Alga Verde)
Laurencia*

4 (Alga Vermelha)
Laurencia*

> (Alga Vermelha)
Sargassum

6 thunbergii

(Alga Parda)

Cereoaldomine
Inibidora de ELH**
Nigerasperone C
Antioxidante
Conioscleroderolide
Antibacteriana e Inibidora de
ELH**
Penicimonoterpene
Antifungica
Penicisteroids A
Antifungica e citotdxica

Cristatumins A

Antibacteriana

Elsebai et al. 2011b

Zhang; Li; Wang
2007

Elsebai et al. 2011a

Gao et al. 2011a

Gao et al. 2011b

Du et al. 2012

*Espécies nao identificadas; ** elastase de leucécito humano.

Figura 9 - Metabdlitos de fungos endofiticos isolados de algas
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Aproximadamente 22.000 compostos bioativos derivados de micro-
organismos sédo conhecidos, dos quais, 38% vém de fungos em geral, sendo que
apenas cerca de 5% das espécies fungicas foram descritas. (SCHULZ et al., 2008).
Os resultados de um estudo realizado por Schulz et al. (2002) envolvendo cerca de
6.500 fungos endofiticos e aproximadamente 2.800 fungos de solo, indicam que os
endofitos produzem mais substancias com atividade biologica e de estruturas novas,
quando comparados aos isolados do solo.

Além de produtores de substancias naturais, os fungos endofiticos vém sendo
estudados como biocatalisadores na transformacé&o quimica de produtos naturais e
medicamentos (BORGES et al.,, 2009; PIMENTEL et al., 2011). Biotransformacao
pode ser definida como uma alteracdo quimica feita por um sistema bioldgico, em
um composto diferente do substrato natural (PIMENTEL et al., 2011; WANG; DAI,
2011).

Os fungos endofiticos sdo capazes de conduzir reagbes quimio, regio e
estereosseletivas. Em funcdo dessa capacidade, sdo vistos como uma boa
estratégia na producdo de medicamentos e/ou intermediarios, assim como, no
desenvolvimento de novos compostos que ndo podem ser quimicamente
sintetizados (BORGES et al., 2009; WANG; DAI, 2011). A utilizagdo destes micro-
organismos tem como principais vantagens, em relacdo a sintese tradicional, a
reducdo de produtos indesejaveis e da demanda energética, eliminando etapas de
purificacdo, diminuindo o custo da producdo e tornando-a mais ambientalmente
amigavel (PIMENTEL et al., 2011).

1.6 - Policetideos

Policetideos comp8em uma classe de metabdlitos secundarios muito
importante e diversificada, podendo ser produzida por bactérias, fungos e plantas.
Os de origem fangica apresentam uma das maiores diversidades estruturais dentre
0s produtos naturais (Figura 10, p. 33) e, geralmente, possuem atividade em
sistemas bioldgicos (PASTRE et al., 2007; SCHNEIDER, 2005).

Mais de vinte medicamentos comercializados vieram dos policetideos. Muitos
deles sdo sucessos de venda, por exemplo, a lovastatina (Figura 10, p. 33), um dos
mais bem sucedidos agentes redutores de colesterol no mercado (CRAWFORD;
TOWNSEND, 2010; LI; VEDERAS, 2009; QUADE et al., 2011).
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Figura 10 - Diversidade estrutural de policetideos de origem fungica
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Fonte: A - Borges et al. (2009); B - Crawford; Townsend (2010); C - Hill (2012).

Muitos dos antibioticos populares e agentes anticancer vendidos sao
provenientes dos aromaticos desta classe, nos quais o anel benzénico ou fendlico
Ihes permite ultrapassar membranas celulares para exercerem sua funcao
(SCHNEIDER, 2005; YU; JEZ, 2008).

Dada a grande importancia dos policetideos na area meédica, a biossintese
destes compostos tem sido muito estudada, sendo que na dUltima década, o
conhecimento na producdo dos aromaticos por fungos avancou muito (CRAWFORD;
TOWNSEND, 2010; SCHNEIDER, 2005).
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As enzimas, formadas por grandes maquinarios multimodulares, responsaveis
pela biossintese dos policetideos sdo denominadas “policetideo sintases”, ou PKS.
(PASTRE et al.,, 2007; QUADE et al.,, 2011). Parte da diversidade estrutural dos
policetideos é gerada em fungdo da multimodularidade das linhas de montagem,
cujas funcdes envolvem a escolha do precursor, escolha da unidade extensora, e
determinacdo do estado de oxidacdo em cada regido do composto (QUADE et al.,
2011). De acordo com a atuagdo dos modulos, os produtos podem variar de
compostos altamente oxidados a acidos graxos (PASTRE et al.,, 2007). Além da
diversidade gerada por reacdes de metilagdo em grupos hidroxila ou atomos de
carbono, e reacdes feitas ap6s a geracdo do produto, como hidroxilacdo e
glicosilacdo (QUADE et al., 2011).

Atualmente, as PKS sao divididas em trés classes gerais: tipo |, tipo Il e tipo
[ll. Nos fungos geralmente sédo encontradas PKS do tipo I, que sé&o posteriormente
subdivididas em outros trés grupos, de acordo com o nivel do processo redutivo
desenvolvido. As PKS tipo | ndo redutoras geram compostos aromaticos poli-
hidroxilados, as parcialmente redutoras ddo origem a substancias alifaticas pouco
oxigenadas ou policetideos pouco reduzidos, e por fim, as altamente redutoras sdo
responsaveis pela sintese de compostos alifaticos altamente reduzidos (KELLER;
TURNER; BENNETT, 2005; PASTRE et al., 2007; CRAWFORD; TOWNSEND,
2010).
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OBJETIVOS

Objetivos Gerais:

Realizar o estudo quimico dos metabdlitos produzidos pelo endofito C80 e

avaliar o potencial citotoxico dos extratos, fragcdes e/ou substancias puras.

Objetivos Especificos::

Verificar a influéncia da composicdo do meio de cultura no perfil
cromatografico e na atividade citotoxica do extrato bruto do fungo, alterando a
composicao dos meios de cultura comerciais.

Cultivar o fungo endofitico C80 em escala ampliada, visando a obtencdo de
uma massa de extrato bruto grande o suficiente para o estudo das substancias
produzidas.

Realizar o fracionamento deste extrato bruto através de técnicas
cromatograficas até o isolamento dos metabdlitos secundarios.

Elucidar ou determinar a estrutura dos compostos isolados, utilizando técnicas
de EM, RMN de *H e *3C uni- e bidimensionais, e encaminhéa-las para o ensaio de

citotoxicidade.
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MATERIAIS

3.1 - Meios de cultura

Todos os cultivos do endofito C80 foram feitos em modo estatico e
temperatura ambiente. Foram utilizados trés meios liquidos comerciais e um meio

sélido de arroz.

Tabela 3 — Meios de cultura utilizados

Meio Tipo Composicao [ ] Fabricante

- Fécula de batata (49), 1 - ®
BDA Sélido ’ 39g.L Acumedia
dextrose (20g), agar (159)

Arroz Solido Arroz parboilizado 1,2Kg.L*  Brejeiro®

_ Fécula de batata (49), 1 - ®
CBD Liquido 249.L° Acumedia
dextrose (209)

Malte Liquido Extrato de malte (20g) 20g.L*  Acumedia®

_ - Extrato de carne (3g), digestio e
Nutriente Liquido . _ 8g.L Acumedia
enzimatica de gelatina (59)

3.2 — Esterilizacéo

A esterilizagdo de todo material utilizado na manipulagdo dos micro-
organismos, e também os meios de culturas preparados, foi realizada em autoclave
do fabricante Quimis, sendo mantidos a temperatura de 121°C por, no minimo, 20

minutos.

3.3 - Manipulag¢édo do micro-organismo

Todo o procedimento de manipulacdo dos micro-organismos foram realizados

em Capela de Fluxo Laminar Pachame PA 310-Série 172-99.

3.4 — Solventes

Os solventes utilizados para a obtencdo dos extratos bruto, extracdes liquido-

liquido, fracionamentos em coluna aberta, analises cromatograficas em placas
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comparativas e preparativas, foram hexano, acetato de etila, metanol P.A.. e
acetonitrila grau HPLC da marca J. T. Baker.

Para as analises por CLAE-DAD, CLAE-DAD-EM e EM foi utilizado metanol
grau HPLC das marcas, Merck, J. T. Baker e Panreac.

Nas analises por RMN foram utilizados cloroférmio e metanol -d4 deuterados

CIL (Cambridge Isotope Labratories).

3.5 - Cromatografia em coluna

Nos fracionamentos em coluna aberta foi utilizada silica Acros organics
(0,060-0,200mm diametro do poro ca. 6nm) para o fracionamento do extrato em
AcOEt e silica Sigma-Aldrich® (0,040-0,063mm, diametro do poro ca. 6nm) para o

fracionamento da fragdo em HEX.

3.6 - Cromatografia em camada delgada

As analises por CCDC foram realizadas em placas comerciais prontas da
Merck (Silica G TLC Plates W/UV 254). As placas utilizadas em escala preparativa
foram feitas com silica gel 60 G F254 (Merck) suspensas em agua destilada, na
proporcao 1:2 (m/v), sobre uma placa de vidro de 20 x 20 cm utilizando um
espalhador Quickfitt®.

3.7 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com DAD

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia foram realizadas em
um Shimadzu® Prominence com detector de arranjo de diodos modelo SPD-M20A.
Nas andlises em escala analitica foram utilizados diferentes gradientes de
MeOH/H.0, todos com fluxo de 1mL/min e uma coluna Phenomenex® Luna com
silica tipo octadesil silano (250 x 4,60 mm; 5 um). Em escala preparativa foi utilizada

uma coluna Phenomenex® Luna com silica tipo octadesil silano (150 x 21,20 mm; 5

Mm).
3.8 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a EM

Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia marca Shimadzu® equipado com duas
bombas LC-20AD, detector de arranjo de diodos (DAD) modelo SPD-M20A.

Espectrémetro Bruker Daltonics® modelo ultrOTOFq de alta resolugéo com ionizagao
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por eletrospray operando no modo positivo. E uma coluna Phenomenex® Luna com
silica tipo octadesil silano (250 x 4,60 mm; 5 uym), gradiente de 5-100% de MeOH em

40 minutos, fluxo de 1mL/min.
3.9 - Espectrometria de Massas

Nas andlises por infusdo direta foi utilizado um espectrédmetro Bruker
Daltonics® modelo ultrOTOFq de alta resolugdo com ionizacdo por eletrospray,

operando no modo positivo e negativo.

3.10 - Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de *H e 3C, uni e bidimensionais, foram obtidos em um
espectrdometro Varian INOVA-500 operando a 500MHz para o nicleo de 'H e
125MHz para o nucleo de *3C, um Varian INOVA-300 operando a 300MHz para o
nicleo de 'H e 75MHz para o nlcleo de **C, e um Bruker DRX-400 operando a

400MHz para o nucleo de *H e 100MHz para o ncleo de *°C.

3.11 - Ensaio citotéxico

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 antibioticos, mantidas em

estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,.

3.12 - Outros equipamentos

Para a remocdo dos solventes sob pressdo reduzida foram utilizados
evaporadores rotativos da marca BUCHI, com banho entre 35-40°C.

Para a pesagem das amostras foi utilizada uma balanca analitica Mettler
Toledo AG 245, para o preparo dos meios foi utilizada uma balanca semianalitica da
marca Gehaka.
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PARTE EXPERIMENTAL
4.1 - Coleta e classificagdo do material algal

A Alga vermelha da espécie Bostrychia radicans foi coletada, pela Prof¢ Dr2
Hosana Maria Debonsi, nas encostas rochosas da Praia Dura, Ubatuba - SP, Brasil
(Figura 11, p. 42).

Figura 11 - A) Encostas rochosas da Praia Dura, Ubatuba — SP, e B) um espécime

da alga Bostrychia radicans coletada

A) 3)

Fonte: Imagens cedidas pela Prof? Dr2 Hosana Maria Debonsi, USP/RP.

O material algal foi lavado em agua do mar para remoc¢ao de contaminantes
(areia, crustaceos) e estocado em frascos de vidro com agua do mar filtrada,
suplementada com 200 mg/L de cloranfenicol e esterilizada por autoclavagem (2
frascos por espécie). Estes frascos foram acondicionados em caixas térmicas e
transportados. As algas foram identificadas pela Dra. Nair Sumié Yokoya, bidloga

pesquisadora do Instituto de Botanica do Estado de S&ao Paulo (IBt).
4.2 - Isolamento dos fungos endofiticos

O isolamento dos fungos, também feito pela Prof® Dr2 Hosana Maria Debonsi,
foi realizado usando um método indireto. O material algal foi desinfetado
superficialmente em camara asséptica por incubacdo em solucéo de hipoclorito de
sédio por cinco segundos, incubacdo em etanol 70% por cinco segundos e trés
enxagues em agua do mar esterilizada. Para controle da efichcia do método de

esterilizacdo, uma aliquota de agua da ultima lavagem foi semeada pela técnica de
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“spread plate” em uma placa de agar. As algas esterilizadas foram fragmentadas
com uso de pinga e bisturis cirdrgicos estéreis e transferidas para placas de Petri
(13-15 fragmentos por placa) contendo o meio de cultura BDA.

As placas de Petri, contendo os in6culos, foram mantidas a 30° por 40 dias,
com observacOes diarias para verificar o crescimento de micro-organismos.
Fragmentos com sinais de crescimento fungico foram transferidos para novas placas
com meio solido BDA (uma para cada fragmento), para isolamento da linhagem.
Apé6s a confirmacdo do crescimento e isolamento das linhagens fungicas na placa,
procedeu-se a preservacao das mesmas, constituindo uma micoteca disponivel para

estudos posteriores.

Figura 12 - Endofito C80, A) vista superior da placa de Petri e B) vista inferior

A) 3)

Fonte: Arquivo pessoal.

4.3 - Variagao do meio de cultura

O estudo da influéncia do meio de cultura no perfil metabdlico do fungo foi
realizado em nove meios diferentes, sete meios liquidos e dois meios solidos de
arroz. Dentre os meios de cultura liquidos, foram utilizados trés meios comerciais, 0s
quais foram modificados com NH4NO3 (fonte de nitrogénio reduzido) ou dgua do mar
(possivel fonte de micronutrientes) (Tabela 4, p. 44).

Foram preparados dois frascos de Erlenmeyer (500mL) para cada meio
liguido, de acordo com as concentracdes indicadas pelos fabricantes, e em seguida
foram autoclavados. Apos trés dias de repouso do meio (periodo de verificacdo da

eficacia da esterilizacdo), o endofito C80 foi inoculado e cultivado por 28 dias em
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modo estatico e temperatura ambiente. Cada frasco contendo meio liquido foi
extraido com 300mL de AcOEt divididos em trés extracGes, gerando o extrato bruto.
Para o meio sdlido, foram preparados frascos de Erlenmeyer (500mL)
contendo 90g de arroz parboilizado e 75mL de agua (ultrapura ou agua do mar,
Tabela 4, p. 44). Com o0s meios de cultura preparados, os mesmos foram
autoclavados trés vezes com intervalo de 24h, repousados por trés dias, e entdo o
endofito foi inoculado e cultivado por 28 dias em modo estatico e temperatura
ambiente. Visando a obtencdo do extrato bruto, foram feitas trés extra¢des utilizando
AcOEt seguidas pela remocédo do solvente sob pressdo reduzida. Estes extratos
gerados foram entdo particionados por extracdo liquido/liquido utilizando ACN:HEX

4:1, gerando uma fragdo em ACN e outra fracdo em HEX.

Tabela 4 — Meios de cultura comerciais e modificados

Cédigo Composicao Massa de extrato por frasco
PDB-MQ CBD comercial e agua ultrapura 10mg
PDB-MAR CBD comercial e 4gua do mar* 11mg

CBD comercial, agua ultrapura e
PDB-NH,4 11mg

MALT-MQ  Meio comercial Malte e agua ultrapura 12mg

Meio comercial Malte, agua ultrapura e
MALT-NH,4 11mg

Meio comercial Nutriente e dgua
NUT-MQ 6mg
ultrapura
Meio comercial Nutriente, agua

NUT-NH4 8mg
ultrapura e NH4NO3 (3g/L)

C80-MQ Arroz parboilizado e 4gua ultrapura 284mg**

C80-MAR Arroz parboilizado e 4gua do mar* 224mg**

*agua coletada nas praias de Ubatuba-SP. *massa referente a fragdo ACN.



45

4.4 - Variacao do tempo de cultura

Tendo como objetivo o estudo cinético do metabolismo do endofito, foram
preparados e autoclavados mais quatro frascos de Erlenmeyer (500mL) contendo
90g de arroz parboilizado e 75mL de agua ultrapura. Apos a inoculacdo do fungo,
cada frasco foi extraido com 10, 20, 30 e 40 dias de cultivo em modo estatico e
temperatura ambiente. As extracbes e particbes foram feitas da mesma maneira

anteriormente citada.

Tabela 5 — Relag&o dos extratos produzidos para o estudo cinético

Cdédigo Tempo de cultivo Massa por frasco*
C80-10D 10 dias 115mg
C80-20D 20 dias 263mg
C80-30D 30 dias 273mg
C80-40D 40 dias 201mg

* Referente a fragdo de ACN.

4.5 - Cultivo em escala ampliada e isolamento das substancias

Visando o isolamento de metabdlitos produzidos pelo fungo endofitico C80, foi
realizado o crescimento do mesmo em escala ampliada. Para isso, foram utilizados
10 frascos de Erlenmeyer (500mL) contendo meio de cultura soélido de arroz
preparados da mesma maneira anterior. Apés 28 dias de crescimento em modo
estatico e temperatura ambiente, foram feitas trés extra¢des utilizando AcOEt com
intervalo de 24h, resultando em 15g de extrato bruto. Este extrato bruto em AcOEt
foi lavado com HEX em ultrassom para a retirada de compostos apolares, resultando
em um extrato AcOEt (6,7g) mais uma fracdo HEX (7,89).

O fracionamento de 5g do extrato em AcOEt foi feito em uma coluna aberta
(25cm de altura e 3,5cm de didmetro) utilizando a silica Acros organics e gradiente
HEX:AcOEt 100:0 a 0:100, AcOEt:MeOH 100:0 a 50:50 seguido de 100% MeOH.
Obteve-se 64 fracdes, que foram analisadas em placas cromatograficas de silica e
eluidas em diferentes fases moveis, para a comparacao das fracées. As fracbes que
apresentaram o mesmo perfil foram reunidas, resultando em 30 fragdes (Tabela 6, p.
46).
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Tabela 6 — FragOes reunidas e suas respectivas massas.

Fracao n°

Massa (mg)

Fracao n°

Massa (mg)

3 38 18 73
RS R
5 43 20 122
A R N T . S
7 59 22 49
B A R R
9 130 24 55
e e s e
11 410 26 366
R S A
13 146 28 20
15 26 30 176

Pbdde-se observar que a fracdo 9 (130mg) era constituida por um composto

majoritario, denominado de substancia 1 (Figura 13, p. 46), a qual foi identificada

com um policetideo apds andlises por RMN de *H, *C, e EM.

Figura 13 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD da substancia 1

U
rEanm,dnm (190) % 5-100% MeOH em 40 min
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G T T - T - T -
0 10 20 30 40 min
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Andlises por CCDC mostraram que a fracdo 12 apresentou boa separacdo em
silica (Figura 14, p. 47), assim, a mancha inferior foi purificada por CCDP. Foram
aplicados 220mg da fracdo em oito placas, obtendo-se 27mg da substancia 2
(Figura 15, p. 47).

Figura 14 - CCDC em silica. Fase movel AcOEt:MeOH 90:10 + 0,1% HAc

234mm 3BBnm

Figura 15 - Cromatograma da substancia 2 em gradiente exploratério
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A fracdo 17, proveniente do extrato em AcOEt, foi submetida a CLAE-DAD em
escala analitica utilizando gradiente exploratério (Figura 16, p. 48). Um método
isocratico, com 30% de MeOH até 35 minutos seguido de um gradiente até 100%
em cinco minutos, foi desenvolvido para a mesma (Figura 17, p. 48). ApGs o
desenvolvimento deste método, a fragdo foi submetida & CLAE-DAD preparativa,
onde foram isoladas as substancias 3 (15mg) (Figura 18, p. 49) e 4 (34mg) (Figura
19, p. 49).
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Figura 16 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD da fracao 17
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Figura 17 - Cromatograma analitico da fracdo 17 com método otimizado
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O fracionamento de 8g da fracdo em HEX foi feito em uma coluna aberta
(22cm de altura e 5,5cm de diametro) utilizando a silica Sigma-Aldrich® e gradiente
HEX:AcOEt 100:0 a 0:100, AcOEt:MeOH 90:10, 50:50 seguido de 100% MeOH.
Obteve-se 35 fracdes, que foram analisadas em placas cromatograficas de silica e
eluidas em diferentes fases méveis, para a comparacdo das fracdes. As fracdes que
apresentaram o mesmo perfil foram reunidas, resultando em 27 fragdes (Tabela 7, p.
49).



Figura 18 - Cromatograma da substancia 3 em gradiente exploratério
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Figura 19 - Cromatograma da substéancia 4 em gradiente exploratorio
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Tabela 7 — Subfra¢des hexéanicas e suas respectivas massas.
Fracédo n° Massa (mg) Fracdo n° Massa (mg)
2 4.130 16 42
4 190 18 33
6 114 20 8

66

22

11

10

44

24

58

12

49

26

164

14

235

49
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Durante a comparacdo das subfracdes por CCD, pbdde-se observar que a
subfracdo 4 (190mg) apresentava um composto majoritario (Figura 20, p. 50),
substancia 5. Apés analises por RMN de *H, a substancia 5 foi identificada como um

policetideo, j& isolado anteriormente (Abe, 2009).

Figura 20 - Cromatograma em gradiente exploratorio da subfracao 4
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Tendo como objetivo o isolamento da substancia do extrato bruto com maior
Rf em silica, a amostra C80-10D foi submetida a CCDP juntamente com parte da
amostra C80-20D. Aproximadamente 350mg foram aplicados em 16 placas
cromatograficas e eluidas com HEX:AcOEt 8:2. A faixa superior foi isolada, obtendo-

se a substancia 6 (26mg) (Figura 21, p. 50).

Figura 21 - Cromatograma em gradiente exploratorio da substancia 6
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4.6 - Procedimentos para o ensaio citotoxico

As amostras foram diluidas em dimetilsulfoxido puro estéril para a
concentragdo estoque de 10mg/mL. E um método rapido, sensivel e barato, tendo a
capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula. E uma anélise
colorimétrica baseada na conversao 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.

As células foram plaqueadas e 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 solugdo de MTT
(sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por trés horas. A absorbancia foi
lida apos dissolucdo do precipitado com 150 upuL de DMSO puro em
espectrofotometro de placa a 595nm.

Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrdo da
média (DPM) da porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o programa

GraphPad Prism.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO
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RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 - Variag&o do meio de cultura

Os perfis metabdlicos foram obtidos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia utilizando detectores de ultravioleta e espectrometria de massas, com
excecdo das fracdes em ACN provenientes dos meios sélidos de arroz, que foram
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando apenas detector de
ultravioleta. Todas as analises cromatograficas foram feitas em gradiente
exploratério (5-100% de MeOH em 40 minutos). O potencial citotoxico dos extratos
foi analisado, porém, ndo houve variacdo significativa. Resultado coerente com a
semelhanca entre os perfis cromatogréaficos dos extratos

Comparando os cromatogramas obtidos a partir dos extratos provenientes
dos meios de cultura a base de malte, observou-se uma variagcdo nos picos em 10,
15, 24, 29 e 31 minutos (Figuras 22 e 23, p. 53).

Figura 22 - Cromatograma do extrato MALT-MQ obtido por CLAE-DAD-EM

Figura 23 - Cromatograma do extrato MALT-NH,4 obtido por CLAE-DAD-EM



Figura 24 - Cromatograma do extrato PDB-MQ obtido por CLAE-DAD-EM

Figura 25 - Cromatograma do extrato PDB-MAR obtido por CLAE-DAD-EM

Figura 26 - Cromatograma do extrato PDB-NH, obtido por CLAE-DAD-EM

54
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Figura 27 - Cromatograma do extrato NUT-MQ obtido por CLAE-DAD-EM

Figura 28 - Cromatograma do extrato NUT-NH, obtido por CLAE-DAD-EM

Os extratos provenientes dos meios de cultura a base de batata e dextrose
(Figuras 24 a 26, p. 54) ndo apresentaram variacao significativa, e os extratos dos
meios a base de extrato de carne (Figuras 27 e 28, p. 55) apresentaram mudanca
apenas nos picos em 38 minutos.

Pelos cromatogramas obtidos por CLAE-DAD das fracbes ACN dos meios
sélidos (Figuras 29 e 30, p. 56), observou-se uma mudanca apenas ha proporcao

dos metabdlitos produzidos.
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Figura 29 - Cromatograma do extrato C80-MQ obtido por CLAE-DAD
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Figura 30 - Cromatograma do extrato C80-MAR obtido por CLAE-DAD
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5.2 - Variacado do tempo de cultura

O perfil cromatogréfico dos extratos obtidos (30-50% MeOH em 15’, 50-100%
em 15’) pela variagdo do tempo de cultivo do endofito em meio sélido de arroz, néo
apresentou grande mudanca no intervalo de tempo monitorado, porém, apresentou
grande variacao na proporc¢éo das substancias produzidas (Figuras 31 a 34, p. 57).

Os picos em 26 e 29 minutos estdo presentes no extrato de 10 dias e
praticamente ausentes no extrato de 40 dias, o inverso observado com os picos em
15 minutos, assim, os extratos de 20 e 30 dias apresentaram uma proporgao mais

homogénea dos metabdlitos.



Figura 31 - Cromatograma da amostra C80-10D
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Figura 32 - Cromatograma da amostra C80-20D
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Figura 33 - Cromatograma da amostra C80-30D
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Figura 34 - Cromatograma da amostra C80-40D
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5.3 - Determinacéo estrutural e identificacdo das substéancias isoladas
Neste trabalho foram isolados seis metabdlitos, do fungo endofitico C80,
identificados como policetideos aromaticos (Figura 35, p. 58). As respectivas

estruturas foram determinadas através de anélises por RMN de *H, 3C e EM.

Figura 35 - Policetideos aromaticos isolados
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5.3.1 - Substancia 1

Figura 36 - Estrutura proposta para a substancia 1

7-hidroxi-3-(1-hidroxietil)-5-metoxi-3,4-dimetilisobenzofuran-1(3H)-ona

O espectro de RMN de 'H da substancia 1 (Apéndice 2) apresenta sinais
caracteristicos de hidrogénios metoxilico com &y 3,87 (3H, s), e hidrogénios
metilicos com &y 0,94 (3H, d, J=6,5) acoplando com um hidrogénio oximetinico de &y
4,24 (1H, g e J=6,5). Além de um sinal com &y 6,43 (1H, s) indicando um hidrogénio
aromatico protegido, e de dois sinais de hidrogénios metilicos mais desblindados em
04 1,80 (3H, s) e 4 2,11 (3H, 9).

No espectro de RMN de *C (Apéndice 3) pdde-se observar seis sinais na
regidao de carbonos aromaticos, sendo que um deles apresentou sinal em &¢ 156,5
indicando um carbono hidroxilado e outro em &¢ 165,4, referente a um carbono
ligado a uma metoxila. Observou-se ainda um sinal em &. 171,5 indicando a
presenca de uma carbonila de lactona; um sinal de metila aromatica em &, 11,2,
duas metilas alifaticas em &¢ 21,2 e 6¢ 17,8 e um sinal em &¢ 70,9 indicando um

carbono sp® oxigenado.

Figura 37 - Correlacdes observadas pelo mapa de contorno HMBC
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Tabela 8 — Dados de RMN de *H (CDCls, 300MHz) e
13C (CDCl3, 125MHz) para a substancia 1

Carbono oy (m,J) oc
1 - 1715
3 - 91,9
3a - 149,9

- 112,2

- 165,4

6,43 (s) 98,2

- 156,5

7a - 103,0
4,24 (q, 6,5) 70,9

0,94 (d, 6,5) 17,8

10 1,80 (s) 21,2
11 2,11 (s) 11,2
12 3,87 (s) 56,3

Através do experimento de HMQC (Apéndice 4), os carbonos ligados a
hidrogénios foram relacionados, e pelo mapa de correlagbes a longa distancia
HMBC (Apéndice 5) p6de-se confirmar a posicao da metoxila, hidroxila e metilas.

A substancia 1 teve a formula molecular C13H1605 confirmada pela analise dos
espectros de EMAR-IES (Apéndices 6 e 7) onde foi visualizado o pico base m/z
275,0888 (calc. para Ci3H1605Na, 275,0895) no modo positivo e m/z 251,0909 (calc.
para Ci3Hi150s, 251,0919), indicando a formacgdo dos ions [M+Na]" e [M-HJ,
respectivamente.

Esta estrutura foi descrita pela primeira vez por Tayone et al. (2011b),

produzida pelo fungo Leptosphaeria sp., coletado em detritos de madeira, no Japéao.
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5.3.2 - Substancia 2

Figura 38 - Estrutura proposta para a substancia 2

3,7-dihidroxi-5-metoxi-3,4-dimetilisobenzofuran-1(3H)-ona

O espectro de RMN de 'H da substancia 2 (Apéndice 8) apresentou sinais
caracteristicos de hidrogénios metoxilico com deslocamento quimico &y 3,74 (3H, s),
de um hidrogénio aromatico protegido de &y 6,24 (1H, s) e de hidrogénios metilicos
desblindados com &4 2,15 (3H, s) e o4 1,90 (3H, s).

No espectro de RMN de *C (Apéndice 9) pdde-se observar um sinal em d¢
172,5 indicando a presenca de uma carbonila de éster, seis sinais na regiao de
carbonos aromaticos, sendo que um deles apresentou sinal em &¢ 158,7 indicando
um carbono hidroxilado e outro em &¢ 163,9, referente a um carbono ligado a uma
metoxila. O sinal em &¢ 112,9 apresentou maior intensidade em relacdo aos outros
carbonos quaternarios, sendo assim atribuido a sobreposicdo de sinais do C3 e C4.
Uma metila aromatica com &¢ 10,6, outra metila com &c 28,8 e um sinal em &¢ 56,0
indicando uma metoxila aromética.

Analisando os dados obtidos por EM-IES (Apéndices 10 e 11) onde foi
visualizado o pico de m/z 223,15 no modo negativo, atribuido a formacdo do ion
[M-H]', e o pico de m/z 247,07 no modo positivo, atribuido & formagédo do ion

[M+Na]*, indicando a férmula molecular C11H1,05 de M.M. 224g.mol™.
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Tabela 9 — Dados de RMN de *H (CDCls, 300MHz) e
13C (CDCIl5 75MHz) para a substancia 2

Carbono oy (M,J) Oc
1 - 172,5
3 - 112,9
3a - 146,6

- 112,9

5 - 163,9
6,24 (s) 99,1

7 - 158,7
7a - 104,8
8 1,90 (s) 28,8
2,15 (s) 10,6

10 3,74 (s) 56,0

5.3.3 - Substancia 3

Figura 39 - Estrutura proposta para a substancia 3

OH o

OH

7-hidroxi-3-(1,2-dihidroxietil)-5-metoxi-3,4-dimetilisobenzofuran-1(3H)-ona

O espectro de RMN de 'H da substancia 3 (Apéndice 12) apresentou sinais
caracteristicos de hidrogénios metoxilico com &y 3,88 (3H, s), um hidrogénio
aromatico protegido em &y 6,50 (1H, s), e hidrogénios metilicos desblindados em &y
2,16 (3H, s) e em &4 1,74 (3H, s). Além de trés duplo dubletos em &4 4,12 (1H, dd,
J=8,2 e 3,1), &4 = 3,38 (1H, dd, J=11,4 e 8,2) e &y = 3,18 (1H, dd, J=11,4 e 3,1),

indicando a presenca de hidrogénios diastereotdpicos.
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No espectro de RMN de **C (Apéndice 13) pdde-se observar um sinal em &
171,4 indicando a presenca de uma carbonila de éster, seis sinais na regido de
carbonos aromaticos, sendo que um deles apresentou sinal em &¢ 158,3 indicando
um carbono hidroxilado e outro em &¢ 166,5, referente a um carbono ligado a uma
metoxila. Um sinal em &.; 11,6 da metila aromatica, outra metila com &¢ 22,0, um
sinal em &¢ 56,8 indicando uma metoxila aromatica e trés sinais indicando carbonos
sp3 ligados a oxigénio em &¢ 90,2, 6¢ 76,1 e &¢ 63,1.

Figura 40 - Correlacdes observadas pelo mapa de contorno HMBC

Tabela 10 — Dados de RMN de *H (CDs;OD, 300MHz) e **C (CDs;OD, 100MHz) para
a substancia 3, comparados com dados da literatura* p/ Clearanol D [Gerea et al.

(2012)].

Carbono oy (m,J) oc oy (M, J)* oc*
1 - 171,4 - 171,5
3 - 90,2 - 90,4

3a - 152,3 - 152,4

- 113,1 - 113,3

- 166,5 - 166,6

6,50 (s) 99,7 6,49 (1H; s) 99,9

- 158,3 - 158,3

7a - 104,4 - 104,6

8 4,12 (dd; 8,2; 3,1) 76,1 4,11 (1H; dd; 8,2; 2,7) 76,2
3,38 (dd; 11,4; 8,2); 3,34 (1H; dd; 11,3; 8,6);

9 63,1 63,3
3,18 (dd; 11,4; 3,1) 3,14 (1H; dd; 11,3; 2,7)

10 1,74 (s) 22,0 1,73 (3H; s) 22,1

11 2,16 (s) 11,6 2,15 (3H; s) 11,7

12 3,88 (s) 56,8 3,88 (3H; s) 56,9
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Através do experimento HMQC (Apéndice 15), os carbonos ligados a
hidrogénios foram relacionados, e pelo mapa de correlacbes a longa distancia
HMBC (Apéndice 14) pode-se confirmar a posicdo da metoxila, hidroxila e metilas.

Andlises por EMAR-IES no modo positivo (Apéndice 16) e negativo (Apéndice
17) permitram a visualizacdo dos picos de m/z 291,0838 e 267,0865,
respectivamente. Picos atribuidos a formacdo dos ions [M+Na]® (calc. para
Ci3H1606Na 291,0845) e [M-H] (calc. para Ci3Hi50¢ 267,0869), confirmando a

férmula molecular C,3H1606 proposta.

5.3.4 - Substancia 4

Figura 41 - Estrutura proposta para a substancia 4

OH o

OH

7-hidroxi-3-(1,2-dihidroxietil)-5-metoxi-3,4-dimetilisobenzofuran-1(3H)-ona

Analises por EMAR-IES indicaram a mesma formula molecular da substancia
anterior, Ci13H1606, pela visualizagdo dos picos de m/z 291,0836 e 267,0869 no
modo positivo (Apéndice 22) e negativo (Apéndice 23), respectivamente. Picos
atribuidos a formac&o dos ions [M+Na]" (calc. para Ci3H160¢Na 291,0845) e [M-HJ
(calc. para C13H1506 267,0869).

Os espectros de RMN de 'H (Apéndice 18), °C (Apéndice 19), e as
correlagbes a curta e longa distancia também foram muito semelhantes aos da
substancia 3, havendo uma mudanca significativa apenas no deslocamento de um
duplo dubleto dos hidrogénios em C-9, agora com &y 3,87ppm (1H, dd, J=11,4 e
3,6).

Assim, a estrutura proposta € do epimero da substancia 3, com inversao da

configuracdo no carbono 8.
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Tabela 11 - Dados de RMN de *H (CDs0D, 300MHz) e **C (CDs;OD, 100MHz) para

a substancia 4, comparados com dados da literatura* p/ Clearanol E [Gerea et al.

(2012)].

Carbono oy (m,J) Oc Oy (M, J)* oc*
1 - 171,9 - 171,9
3 - 90,5 - 90,6
3a - 153,0 - 153,1

- 113,2 - 113,4

- 166,3 - 166,4

6,48 (s) 99,4 6,47 (1H; s) 99,5

7 - 157,7 - 157,8

7a - 105,3 - 105,4

8 4,15 (dd; 7,8; 3,6) 75,6 4,13 (1H; dd; 8,0; 3,7) 75,7
3,87 (dd; 11,4; 3,6); 3,83 (1H; dd; 11,3; 3,5);

9 63,7 63,9
3,57 (dd; 11,4; 7,8) 3,53 (1H; dd; 11,3; 8,2)

10 1,68 (s) 21,9 1,67 (3H; s) 22,1

11 2,19 (s) 11,2 2,18 (3H; s) 11,4

12 3,88 (s) 56,7 3,87 (3H; s) 56,9

As substancias 3 e 4 tiveram suas estruturas elucidadas em mistura por
Gerea et al. (2012), obtidas de um Dotideomiceto isolado de uma camada

microbiana presente em aguas doces e ricas em ferro, nos E.U.A..

5.3.5 - Substancia b

Figura 42 - Estrutura proposta para a substancia 5

4 ,8-dihidroxi-6-metoxi-4,5-dimetil-3-metilenoisocroman-1-ona
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Como ja mencionado, a substancia 5 havia sido isolada no trabalho de
monografia, onde teve sua estrutura determinada pela analise dos espectros de
RMN de *H (Apéndice 25) e **C uni e bidimensionais, e EMAR-IES.

O espectro de RMN de *H da substancia 5 (Apéndice 24) apresentou um sinal
de hidrogénio aromatico mais blindado de &y 6,43, um sinal de hidrogénios
metoxilico com &y 3,86 e duas metilas mais desblindadas com &y 2,38 e o4 1,72.
Além de um dubleto com &y 5,09 e outro com &y 4,95, caracteristicos de
hidrogénios de carbono sp?.

A estrutura de formula molecular C;3H:405 foi confirmada por uma nova
analise por EMAR-IES (Apéndice 26), onde foi observado um sinal de m/z 251,0911
no modo positivo, atribuido a formagdo do ion [M+H]® (calc. para Ci3His50s
251,0919).

Esta estrutura foi descrita pela primeira vez por Chinworrungsee et al. (2002),

obtida do fungo marinho Halorosellinia oceanica, coletado na Tailandia.

Tabela 12 — Dados de RMN de *H (CDCls, 500MHz) para a substancia 5

Carbono O (M,J)
1 -
3 -
4 .
4a -
5 -
6 -
7 6,43 (S)
8 -
8a -
9 5,09 (d; 2);
4,95 (d, 2)
10 1,72 (s)
11 2,38 (s)
12 3,86 ()




5.3.6 - Substancia 6

Figura 43 - Estrutura proposta para a substancia 6

8-hidroxi-6-metoxi-4,5-dimetil-3-metilenoisocroman-1-ona

Tabela 13 — Dados de RMN de *H (CDCl;, 300MHz) para a substancia 6

Carbono On (M,J)

I
3 -

RN
4a -

N
6 -

SR O
8 -

4,79 (dd; 1,8; 0,6)
4,56 (d; 2,1)

11 2,07 (s)

67
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O espectro de RMN de *H da substancia 6 (Apéndices 27 e 28) apresentou
sinal caracteristico de hidrogénios metoxilico com &y 3,86 (3H, s), um sinal de
hidrogénio aromatico protegido com &y 6,38 (1H, s), e uma metila mais desblindada
com Oy 2,07. Aléem de outra metila com &4 1,38 (3H, d, 7,2) acoplando com um
hidrogénio metinico de &4 3,85 (1H, dq, 7,2; 0,3). Este hidrogénio metinico gerou um
“‘quarteto de sinal largo”, em consequéncia da sobreposicdo de dois quartetos
separados por um discreto acoplamento alilico com hidrogénios em C-9. O
acoplamento alilico foi muito pequeno, e apenas pdde ser observado no hidrogénio
de &4 4,79 (1H, dd, 1,8; 0,6), indicando que a ligacdo o C9—H esta perpendicular ao
orbital T C3-C9.

A férmula molecular C13H140,4 foi confirmada analisando os dados obtidos por
EMAR-IES no modo positivo (Apéndice 29), onde foi visualizado o pico base com
m/z 235,0969, atribuido & formac&o do ion [M+H]" (calc. para C13H1504 235,0970).

Esta estrutura foi descrita pela primeira vez por Tayone et al. (2011a),
também isolada do fungo Leptosphaeria sp. descrito anteriormente.

5.4 - Identificacdo das substéncias isoladas no extrato bruto

Todas as substéncias isoladas foram identificadas no extrato bruto por CLAE-
DAD através de co-injecdo. Os cromatogramas foram obtidos em gradiente de 30-
50% MeOH em 15 minutos, seguido de 50-100% MeOH em mais 15 minutos

(Apéndices 35 a 40).

Figura 44 - Substancias identificadas no extrato bruto
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5.5 - Modificacdes estruturais na substancia 1

Estudos preliminares demostraram que a substancia 1 apresentava potencial
citotoxico moderado frente as trés linhagens tumorais OVCAR (carcinoma de ovario),
HCT-116 (c6lon - humano) e SF-295 (glioblastoma - humano). Estes testes foram
realizados em parceria com o Laboratério Nacional de Oncologia Experimental —
UFC. Em funcdo do resultado positivo, a substancia 1 foi submetida a pequenas
transformacdes quimicas, a fim de se verificar uma variagcdo em sua atividade
citotoxica.

Foram conduzidas duas reacOes separadamente, uma acetilagdo e uma
oxidacdo. Ambas as reacbes formam um produto com menor polaridade, o que
facilitaria a sua permeacéo pelas membranas celulares. A reacao de acetilagéo foi
realizada utilizando anidrido acético e catalisada por piridina. Na oxidacdo foi
utilizado o reagente de Jones em meio de acetona. Cada reacdo gerou um produto,
os quais foram identificados por RMN de *H e EMAR-IES.

5.5.1 - Acetilacao

Na acetilacédo, foram reagidos 12mg da substancia 1 em um bal&o reacional,
onde foram adicionados 4mL de anidrido acético e 0,1mL de piridina. Apés 24h de
reacao sob agitacdo e em temperatura ambiente, o baldo foi seco em evaporador
rotativo, e entdo o produto (14mg) foi encaminhado para analises espectroscopicas,

espectrométricas e ensaio citotoxico.

Figura 45 - Acetilacdo da substancia 1 com piridina como catalisador
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Comparando os espectros de RMN de 'H do material de partida e do produto
formado (Apéndice 30), verificou-se o aparecimento de dois sinais de metilas
desblindadas de &4 2,26 (3H, s) e o4 2,39 (3H, s), indicando a acetilacdo de ambas
as hidroxilas. Outra mudanca no espectro que indica dupla acetilacdo é a
desblindagem dos hidrogénios aromatico e oximetinico. A acetilacdo da hidroxila
aromatica diminui a sua contribuicdo na protecédo orto/para do anel. O hidrogénio
oximetinico foi quem sofreu maior mudanca no deslocamento quimico. Além da
desblindagem causada pela esterificacdo do alcool, este préton provavelmente esta
sendo desblindado pela anisotropia magnética da carbonila adicionada ao seu
ambiente.

A férmula molecular C,7H2007 foi confirmada pela analise por EMAR-IES no
modo positivo (Apéndice 31), onde foi observado o pico base de m/z 359,1106,

atribuido a formac&o do ion [M+Na]" (calc. para C17H2007Na 359,1107).
5.5.2 - Oxidacéo

Na oxidacdo foram reagidos cerca de 40mg da subfracdo 13, composta
majoritariamente pela substancia 1. Essa massa foi dissolvida em 5mL de acetona,
onde o reagente de Jones foi gotejado até a observacdo de excesso do reagente.
Em seguida foi feita uma extracdo liquido-liqguido com AcOEt. A fracdo AcOEt foi
seca em evaporador rotativo, e entdo o produto obtido (10mg) foi encaminhado para

analises espectroscoépicas e espectrométricas.

Figura 46 - Oxidacao de Jones para a substancia 1
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O produto esperado da oxidacao havia sido isolado como natural no trabalho
de monografia, assim, suas analises foram comparadas ao do produto natural e do
material de partida (Apéndices 32 e 33). A substancia natural isolada anteriormente
teve a sua estrutura determinada por RMN de 'H e *C uni e bidimensionais, e
EMAR-IES.

Comparando o espectro de RMN de 'H do produto formado com o da
substancia 1, péde-se observar a auséncia do quarteto referente ao hidrogénio
oximetinico. Também foi possivel observar a desblindagem de uma das metilas, que
agora esta ligada a uma carbonila, gerando um espectro com 0s mesmos sinais do
produto natural isolado anteriormente.

A férmula molecular Ci3H1405s esperada para o produto da oxidacdo foi
confirmada por EMAR-IES (Apéndice 34). Foi detectado um pico base de m/z
251,0911 no modo positivo, atribuido a formac&o do ion [M+H]" (calc. para C13H150s
251,0919).

5.6 - Ensaio citotoxico

A atividade citotoxica de todas as amostras esta apresentada na Tabela 14 (p.
72) com seus respectivos percentuais de inibicdo. Somente as substancias que
apresentarem valores de inibicdo = 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 14 - Analise do percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das

amostras em trés linhagens tumorais. Valores sdo média £+ DPM
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Amostra OVCAR-8 SD HCT-116 SD SF-295 SD
Cdédigo Gl1% (média) Gl% (média) Gl1% (média)

PDB-MQ -4,14% 2,05% 1,57% 0,30% 33,45% 1,96%
PDB-MAR 11,90% 1,81% 18,94% 10,46%  35,95% 1,43%
MALT-MQ 29,13% 470% -6,24%  13,91%  39,46% 6,55%
MALT-NH4 23,24% 2,65% -11,55% 4,83% 28,82% 4,74%
NUT-MQ 11,47%  11,82% 22,57% 0,20% 40,69% 6,32%
NUT-NH4 25,12%  6,51% 0,38% 533%  38,35%  3,92%
C80-MQ 43,03% 2,41%  31,64% 1,97% 47,50% 4,82%
C80-10D 13,35%  0,96% 22,15% 1,78%  19,13% = 0,68%
C80-20D 6,35% 7,48% 4,22% 13,32%  25,57% 6,17%
C80-30D 18,89%  1,09% 26,68%  2,86%  33,87%  0,75%
C80-40D 28,96% 3,02%  24,45% 3,85% 38,24% 7,08%
Substancia 1 75,19% 7,24% @ 78,08% 6,70% 73,19%  10,68%
Substancia 2 5,76% 9,29%  41,75% 0,30% 68,22%  10,92%
Substancia 3 2,60% 0,48% 18,17%  0,30%  36,22% 10,99%
Substancia4 -11,04% 12,79% 15,73% 3,16% 33,34% 7,38%
Substancia 5 10,02% 495% 27,80% 1,48% 46,60% = 10,01%
Substéncia 6 14,03% 2,41% 22,71% 0,00% 54,27% 0,23%

Produto da
Acetilacio 5,84% 6,27% 15,38% 8,19% = 69,12%  2,11%

Produto da
10,11% 2,17%  17,40% 0,59% 47,40% 7,08%

Oxidacéo
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6 - CONCLUSOES
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CONCLUSOES

O estudo quimico dos fungos associados as algas marinhas mostrou-se
interessante devido a vasta extensdo da costa brasileira ainda muito pouco
explorada e a capacidade dos endofiticos de produzir compostos novos e bioativos.

A producédo metabdlica do enddfito ndo apresentou mudanca significativa entre
0s meios de cultura modificados, ao contrario do observado entre 0s meios
comerciais de Malte e Nutriente.

Entre 10 e 40 dias de cultivo em meio sélido de arroz, observou-se grande
mudanca na propor¢cdo dos compostos produzidos. Este resultado levanta uma
guestdo em respeito a producao/transformacdo dos compostos e mostra que 0
periodo de incubacdo do fungo pode ser ajustado de acordo com a substancia de
interesse.

O enddfito apresentou boa reprodutibilidade do extrato bruto no decorrer de trés
anos de seu estudo, e as substancias isoladas confirmam o potencial dos fungos
endofiticos na busca por novas estruturas.

A possibilidade de mantermos o fungo preservado e submeté-lo a processos
fermentativos permite a obtengéo continua e controlada do material de estudo, o que
facilita a obtencdo de amostras para ensaios biologicos e, consequentemente,
viabiliza o estudo de organismos de origem marinha em regides distantes do litoral.

As modificagdes estruturais na substancia 1 diminuiram a atividade citotdxica

da estrutura, mostrando que a hidroxila ligada ao C8 é importante para a atividade.



75

REFERENCIAS



76

REFERENCIAS

ABDEL-LATEFF, A.; KONIG, G. M.; FISCH, K. M.; HOLLER, U.; JONES, P. G;
WRIGHT, A. D. New antioxidant hydroquinone derivatives from algicolous marine
fungus Acremonium sp. Journal of Natural Products, v. 65, p. 1605-1611, 2002.

ABE, R. O. Estudo quimico e biolégico de fungos endofiticos associados a alga
vermelha Bostrychia radicans (Rhodomelaceae). 2009. 28 f. Trabalho de
Concluséao de Curso (Bacharelado em Quimica) - Instituto de Quimica, Universidade
Estadual Paulista, Araraquara, 2009.

ABRAHAM, I.; SAYED, K. E.; CHEN, Z-S.; GUO, H. Current status on marine
products with reversal effect on cancer multidrug resistance. Marine Drugs, v. 10,
p. 2312-2321, 2012.

ALY, A. H.; DEBBAB, A.; PROKSCH, P. Fungal endophytes: unique plant inhabitants
with great promises. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 90, p. 1829-
1845, 2011.

AZEVEDO, J. L.; MACCHERONI JUNIOR, W.; PEREIRA, J. O.; ARAUJO, W. L. de.
Endophytic microorganisms: a review on insect control and recente advances on
tropical plants. Eletronic Journal of Biotechnology, v. 3, n. 1, p. 40-65, 2000.

BHATNAGAR, |.; KIM, S-K. Immense essence of excellence: marine microbial
bioactive compounds. Marine Drugs, v. 8, p. 2673-2701, 2010.

BHATNAGAR, I.; KIM, S-K. Pharmacologically prospective antibiotic agents and their
sources: a marine microbial perspective. Environmental Toxicology and
Pharmacology, v. 34, p. 631-643, 2012.

BORGES, W. de S.; BORGES, K. B.; BONATO, P. S.; SAID, S.; PUPO, M. T.
Endophytic fungi: natural products, enzymes and biotransformation reactions.
Current Organic Chemistry, v. 13, p. 1137-1163, 2009.

BRAKHAGE, A. A. Regulation of fungal secondary metabolism. Nature Reviews
Microbiology, v. 11, p. 21-32, 2013.

BRANDAO, H. N.; DAVID, J. P.; COUTO, R. D.; NASCIMENTO, J. A. P.; DAVID, J.
M. Quimica e farmacologia de quimioterapicos antineoplasticos derivados de
plantas. Quimica Nova, v. 33, n. 6, p. 1359-1369, 2010.

BRENNAN, L.; OWENDE, P. Biofuels from microalgae — a review of technologies for
production, processing, and extractions of biofuels and co-products. Renewable and
Sustainable Energy Reviews, v. 14, p. 557-577, 2010.

CAPON, R. J. Marine natural products chemistry: past, present, and future.
Australian Journal of Chemistry, v. 63, p. 851-854, 2010.



77

CARDOZO, K. H. M.; GUARATINI, T.; BARROS, M. P.; FALCAQ, V. R.; TONON, A.
P.; LOPES, N. P.; CAMPOS, S.; TORRES, M. A.; SOUZA, A. O.; COLEPICOLO, P;
PINTO, E. Metabolites from algae with economical impact. Comparative
Biochemistry and Physiology, Part C, v. 146, p. 60-78, 2007.

CHABNER, B. A.; ROBERTS, T. G. Jr. Chemotherapy and the war on cancer.
Nature Reviews Cancer, v. 5, p. 65-72, 2005.

CHANDRA, S. Endophytic fungi: novel sources of anticancer lead molecules.
Applied Microbiology and Biotechnology, v. 95, p. 47-59, 2012.

CHINWORRUNGSEE, M.; KITTAKOOP, P.; ISAKA, M.; CHANPHEN, R;
TANTICHAROEN, M.; THEBTARANONTH, Y. Halorosellins A and B, unique
iIsocoumarin glucosides from the marine fungus Halorosellinia oceanica. Journal of
the Chemical Society: Perkin Transactions 1, v. 2002, p. 2473-2476, 2002.

COATES, A,; HU, Y.; BAX, R.; PAGE, C. The future challenges facing the
development of new antimicrobial drugs. Nature Reviews Drug Discovery, v. 1,
p. 895-910, 2002.

COSTA-LOTUFO, L. V.; WILKE, D. V.; JIMENEZ, P. C.; EPIFANIO, R. de A.
Organismos marinhos como fonte de novos farmacos: histérico & perspectivas.
Quimica Nova, v. 32, n. 3, p. 703-716, 2009.

CRAWFORD, J. M.; TOWNSEND, C. A. New insights into the formation of fungal
aromatic polyketides. Nature Reviews Microbiology, v. 8, p. 879-889, 2010.

D’ORAZIO, N.; GAMMONE, M. A.; GEMELLO, E.; GIROLAMO, M. D.; CUSENZA,
S.; RICCIONI, G. Marine bioactives: pharmacological properties and potential
applications against inflammatory diseases. Marine Drugs, v. 10, p. 812-833, 2012.

DEMAIN, A. L.; VAISHNAYV, P. Natural products for cancer chemotherapy. Microbial
Biotechnology, v. 4, n. 6, p. 687-699, 2011.

DU, F-Y.; LI, X-M.; LI, C-S.; SHANG, Z.; WANG, B-G. Cristatumins A-D, new indole
alkaloids from the marine-derived endophytic fungus Eurotium cristatum EN-220.
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 22, p. 4650-4653, 2012.

ELSEBAI, M. F.; KEHRAUS, S.; LINDEQUIST, U.; SASSE, F.; SHAABAN, S.;
GUTSCHOW, M.; JOSTEN, M.; SAHL, H-G.; KONIG, G. M. Antimicrobial
phenalenone drivatives from the marine-derived fungus Coniothyrium cereale.
Organic & Biomolecular Chemistry, v. 9, p. 802-808, 2011a.

ELSEBAI, M. F.; NATESAN, L.; KEHRAUS, S.; MOHAMED, I. E.; SCNAKENBURG,
G.; SASSE, F.; SHAABAN, S.; GUTSCHOW, M.; KONIG, G. M. HLE-inhibitory
alkaloids with a polyketide skeleton from the marine-derived fungus Coniothyrium
cereale. Journal of Natural Products, v. 74, p. 2282-2285, 2011b.



78

FOLMER, F.; JASPARS, M.; DICATO, M.; DIEDERICH, M. Photosynthetic marine
organisms as a source of anticancer compounds. Phytochemistry Reviews, v. 9,
p. 557-579, 2010.

GAO, S-S.; LI, X-M.; DU, F-Y.; LI, C-S, PROSCH, P.; WANG, B-G. Secondary
metabolites from a marine-derived endophytic fungus Penicillium chrysogenum QEN-
24S. Marine Drugs, v. 9, p. 59-70, 2011a.

GAO, S-S.; LI, X-M.; LI, C-S.; PROKSCH, P.; WANG, B-G. Penicisteroids A and B,
antifungal e cytotoxic polyoxygenated steroids from the marine alga-derived
endophytic fungus Penicillium chrysogenum QEN-24S. Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters, v. 21, p. 2894-2897, 2011b.

GEREA, A. L.; BRANSCUM, K. M.; KING, J. B.; YOU, J.; POWELL, D. R.; MILLER,
A. N.; SPEAR, J. R.; CICHEWICZ, R. H. Secondary metabolites produced by fungi
derived from a microbial mat encountered in an iron-rich natural spring. Tetrahedron
Letters, v. 53, p. 4202-4205, 2012.

GERWICK, W. H.; MOORE, B. S. Lessons from the past and charting the future of
marine natural products drug discovery and chemical biology. Chemistry & Biology,
v. 19, p. 85-98, 2012,

GUIMARAES, D. O.; MOMESSO, L. da S.; PUPO, M. T. Antibiéticos: importancia
terapéutica e perspectivas para a descoberta e desenvolvimento de novos agentes.
Quimica Nova, v. 33, n. 3, p. 667-679, 2010.

GUTIERREZ, R. M. P.; GONZALEZ, A. M. N.; RAMIREZ, A. M. Compounds derived
from endophytes: a review of phytochemistry and pharmacology. Current Medicinal
Chemistry, v. 19, p. 2992- 3030, 2012.

HILL, R. A. Marine natural products. Annual Reports on the Progress of
Chemistry Section B: Organic Chemistry, v. 108, p. 131-146, 2012.

HU, Z-Y.; LI, Y-Y.; HUANG, Y-J.; SU, W-J.; SHEN, Y-M. Three new sesquiterpenoids
from Xylaria sp. NCY2. Helvetica Chimica Acta, v. 91, p. 46-52, 2008.

HUSSAIN, S.; FAREED, S.; ANSARI, S.; KHAN, M. S. Marine natural products: a
lead for anti-cancer. Indian Journal of Geo-Marine Sciences, v. 41, n.1, p. 27-39,
2012.

ISAKA, M.; BERKAEW, P.; INTEREYA, K.; KOMWNIT, S.; SATHITKUNANON, T.
Antiplasmodial and antiviral cyclohexadepsipeptides from the endophytic fungus
Pullularia sp. BCC 8613. Tetrahedron, v. 63, p. 6855- 6860, 2007.

JOHN, R. P.; ANISHA, G. S.; NAMPOOTHIRI, K. M.; PANDEY, A. Micro and
macroalgal biomass: a renewable source for bioethanol. Bioresource Technology,
v. 102, p. 186-193, 2011.



79

JUNKER, C.; DRAEGER, S.; SCHULZ, B. A fine line — endophytes or patogens in
Arabidopsis thaliana. Fungal Ecology, v. 5, p. 657-662, 2012.

KELLER, N. P.; TURNER, G.; BENETT, J. W. Fungal secondary metabolism — from
biochemistry to genomics. Nature Reviews Microbiology, v. 3, p. 937- 947, 2005.

KINGSTON, D. G. I. Modern natural products drug discovery and its relevance to
biodiversity conservation. Journal of Natural Products, v. 74, p. 496-511, 2011.

KUSARI, S.; SPITELLER, M. Are we ready for industrial production of bioactive plant
secondary metabolites utilizing endophytes? Natural Product Reports, v. 28,
p. 1203-1207, 2011.

KUSARI, S.; HERTWECK, C.; SPITELLER, M. Chemical ecology of endophytic fungi:
origins of secondary metabolites. Chemistry & Biology, v. 19, p. 792-798, 2012.

LHULLIER, C.; HORTA, P. A.; FALKENBERG, M. Avaliacao de extratos de
macroalgas bénticas do litoral catarinense utilizando o teste de letalidade para
Artemia salina. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 16, n. 2, p. 158-163, 2006.

LI, E.; JIANG, L.; GUO, L.; ZHANG, H.; CHE, Y. Pestalachlorides A-C, antifungal
metabolites from the plant endophytic fungus Pestalotiopsis adusta. Bioorganic &
Medicinal Chemistry, v. 16, p. 7894-7899, 2008.

LI, J. W-H.; VEDERAS, J. C. Drug discovery and natural products: end of an Era or
an endless frontier? Science, v. 325, p. 161-165, 20009.

LIN, Y.; WU, X.; FENG, S.; JIANG, G.; ZHOU, S.; VRIJMOED, L. L. P.; JONES, E. B.
G. A novel N-cinnamoylcyclopeptide containing an allenic ether from the fungus
Xylaria sp. (strain #2508) from the South China Sea. Tetrahedron Letters, v. 42,

p. 449-451, 2001.

LIU, L.; LIU, S.; JIANG, L.; CHEN, X.; GUO, L.; CHE, Y. Chloropupukeananin, the
first chlorinated Pupukeanane derivative, and its precursors from Pestalotiopsis fici.
Organic Letters, v. 10, n. 7, p. 1397-1400, 2008.

MISHRA, B. B.; TIWARI, V. K. Natural products: an evolving role in future drug
discovery. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 46, p. 4769-4807, 2011.

MOLINSKI, T. F.; DALISAY, D. S.; LIEVENS, S. L.; SALUDES, J. P. Drug
development from marine natural products. Nature Reviews Drug Discovery, v. 8,
p. 69-85, 2009.

MUJIB, A.; ILAH, A.; ASLAM, J.; FATIMA, S.; SIDDIQUI, Z. H.; MAQSOOQOD, M.
Catharanthus roseus alkaloids: application of biotechnology for improving yield. Plant
Growth Regulation, v. 68, p. 111-127, 2012.



80

NASTRUCCI, C.; CESARIO, A.; RUSSO, P. Anticancer drug Discovery from marine
environment. Recent Patents on Anti-Cancer Drug Discovery, v. 7, p. 218-232,
2012.

NEWTON, A. C.; FITT, B. D. L.; ATKINS, S. D.; WALTERS, D. R.; DANIELL, T. J.
Pathogenesis, parasitism and mutualism in the trophic space of microbe-plant
interactions. Trends in Microbiology, v. 18, p. 365-373, 2010.

OLIVEIRA, A. L. L. de; FELICIO, R. da; DEBONSI, H. M. Marine natural products:
chemical and biological potential of seaweeds and their endophytic fungi. Revista
Brasileira de Farmacognosia, v. 22, n. 4, p. 906-920, 2012.

OLIVEIRA, A. L. L. de; SILVA, D. B. da; LOPES, N. P.; DEBONSI, H. M.; YOKOYA,
N. S. Chemical constituents from red algae Bostrychia radicans (Rhodomelaceae):
new amides and phenolic compounds. Quimica Nova, v. 35, n. 11, p. 2186-2188,
2012.

OLIVEIRA, A. L. L. de; SILVA, D. B. da; TURATTI, I. C. C.; YOKOYA, N. S;;
DEBONSI, H. M. Volatile constituents of Brazilian Bostrychia species
(Rhodomelaceae) from mangrove and rocky shore. Biochemical Systematics and
Ecology, v. 37, p. 761-765, 2009.

PASTRE, R.; MARINHO, A. M. R.; RODRIGUES FILHO, E.; SOUZA, A. Q. L,;
PEREIRA, J. O. Diversidade de policetideos produzidos por espécies de Penicillium
isoladas de Melia azedarach e Murraya paniculata. Quimica Nova, v. 30, n. 8,

p. 1867-1871, 2007.

PIMENTEL, M. R.; MOLINA, G.; DIONISIO, A. P.; MAROSTTICA JUNIOR, M. R.;
PASTORE, G. M. The use of endophytes to obtain bioactive compounds and their
application in biotransforrmation process. Biotechnology Research International,
v. 2011, p. 1-11, 2011. DOI: 10.4061/2011/576286.

PORRAS-ALFARO, A.; BAYMAN, P. Hidden fungi, emergente properties:
endophytes and microbiomes. Annual Review of Phytopathology, v. 49, p. 291-
315, 2011.

QUADE, N.; HUO, L.; RACHID, S.; HEINZ, D. W.; MULLER, R. Unusual carbono
fixation gives rise to diverse polyketide extender units. Nature Chemical Biology,
v. 8, p. 117-124, 2012.

RADIC, N.; STRUKELJ, B. Endophytic fungi — the treasure chest of antibacterial
substances. Phytomedicine, v. 19, p. 1270-1284, 2012.

RAISTRICK, H. A region of biosynthesis. Proceedings of the Royal Society B,
v. 136, p. 481-508, 1950.

RATEB, M. E.; EBEL, R. Secondary metabolites of fungi from marine habitats.
Natural Product Reports, v. 28, p. 290-344, 2011.



81

RODRIGUEZ, R. J.; WHITE, J. F. Jr.; ARNOLD, A. E.; REDMAN, R. S. Fungal
endophytes: diversity and functional roles. New Phytologist, v. 182, n. 2, p. 314-
330, 2009.

RODRIGUEZ, R. J.; HENSON, J.; VOLKENBURGH, E. V.; HOY, M.; WRIGHT, L.;
BECKWITH, F.; KIM, Y-O.; REDMAN, R. S.Stress tolerance in plants via habitat-
adapted symbiosis. The International Society for Microbial Ecology Journal, v. 2,
p. 404-416, 2008.

SAMUEL, P.; PRINCE, L.; PRABAKAN, P. Ocean: the inviolated source of
pharmaceutical leads and drug metabolites. World Journal of Science and
Technology, v. 1, n. 10, p. 74-91, 2011.

SANT’ANNA, C. L.; MELCHER, S. S.; CARVALHO, M. D. C.; GEMELGO, M. P.;
AZEVEDO, M. T. D. P. Planktic cyanobacteria from upper Tieté basin reservoirs, SP,
Brazil. Revista Brasileira de Botéanica, v. 30, n. 1, p. 1-17, 2007.

SCHNEIDER, G. Enzymes in the biosynthesis of aromatic polyketide antibiotics.
Current Opinion in Structural Biology, v. 15, p. 629-636, 2005.

SCHULZ, B.; BOYLE, C. The endophytic continuum. Mycological Research, v. 109,
n. 6, p. 661-686, 2005.

SCHULZ, B.; BOYLE, C.; DRAEGER, S.; ROMMERT, A-K. KROHN, K. Endophytic
fungi: a source of novel biologically active secondary metabolites. Mycological
Research, v. 106, n. 9, p. 996-1004, 2002.

SCHULZ, B.; DRAEGER, S.; DELA CRUZ, T. E.; RHEINHEIMER, J.; SIEMS, K;
LOESGEN, S.; BITZER, J.; SCHLOERKE, O.; ZEECK, A.; KOCK, I.; HUSSAIN, H.,
DAI, J.; KROHN, K. Screening strategies for obtaining novel, biologically active,
fungal secondary metabolites from marine habitats. Botanica Marina, v. 51, p. 219-
234, 2008.

SETO, Y.; TAKAHASHI, K.; MATSUURA, H.; KOGAMI, Y.; YADA, H.; YOSHIHARA,
T.; NABETA, K. Novel cyclic peptide, Epichlicin, from the endophytic fungus,
Epichloe typhina. Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, v. 71, n. 6,

p. 1470-1475, 2007.

SILVA, G. H.; TELES, H. L.; TREVISAN, H. C.; BOLZANI, V. da S.; YOUNG, M. C.
M.; PFENNING, L. H.; EBERLIN, M. N.; HADDAD, R.; COSTA NETO, C. M.
ARAUJO, A. R. New bioactive metabolites produced by Phomopsis cassiae, an
endophytic fungus in Cassia spectabilis. Journal of the Brazilian Chemical
Society, v. 16, n. 6B, p. 1463-1466, 2005.

TAN, Q.; YAN, X.; LIN, X.; HUANG, Y.; ZHENG, Z.; SONG, S.; LU, C.; SHEN, Y.
Chemical constituents of the endophytic fungal strain Phomopsis sp. NXZ-05 of
Camptotheca acuminata. Helvetica Chimica Acta, v. 90, p. 1811-1817, 2007.



82

TAYONE, W. C.; KANAMARU, S.; HONMA, M.; TANAKA, K.; NEHIRA, T ;
HASHIMOTO, M. Absolute stereochemistry of novel isochromanone derivatives from
Leptosphaeria sp. KTC 727. Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, v. 75,
n. 12, p. 2390-2393, 2011a.

TAYONE, W. C.; HONMA, M.; KANAMARU, S.; NOGUCHI, S.; TANAKA, K.;
NEHIRA, T.; HASHIMOTO, M. Stereochemical investigations of isochromenones and
isobenzofuranones from Leptosphaeria sp. KTC 727. Journal of Natural Products,
V. 74, p. 425-429, 2011b.

TEIXEIRA, V. L.; KELECOM, A.; GOTTLIEB, O. R. Produtos naturais de algas
marinhas. Quimica Nova, v. 14, n. 2, p. 83-90, 1991.

TENGURIA, R. K.; KHAN, F. N.; QUERESHI, S. Endophytes — mines of
pharmacological therapeutics. World Journal of Science and Technology, v. 1,
n. 5, p. 127-149, 2011.

WANG, Y.; DAI, C-C. Endophytes: a potential resource for biosynthesis,
biotransformation, and biodegradation. Annals of Microbiology, v. 61, n. 2, p. 207-
215, 2011.

WEI, N.; QUARTERMAN, J.; JIM, Y-S. Marine macroalgae: an untapped resource for
producing fuels and chemicals. Trends in Biotechnology, v. 31, n. 2, p. 70-77,
2013.

YOSHIDA, M.; TANABE, Y.; YONEZAWA, N.; WATANABE, M. M. Energy innovation
potential of oleaginous microalgae. Biofuels, v. 3, n. 6, p. 761-781, 2012.

YU, O.; JEZ, J. M. Nature’s assembly line: biosynthesis of simple phenylpropanoids
and polyketides. The Plant Journal, v. 54, p. 750-762, 2008.

ZHANG, W.; KROHN, K.; EGOLD, H.; DRAEGER, S.; SCHULZ, B. Diversity of
antimicrobial Pyrenophorol derivatives from an endophytic fungis, Phoma sp.
European Journal of Organic Chemistry, n. 25, p. 4320-4328, 2008.

ZHANG, Y.; LI, X-M.; WANG, B-G. Nigerasperones A~C, new monomeric and
dimeric naphtho-y-pyrones from a marine alga-derived endophytic fungus Aspergillus
niger EN-13. Journal of Antibiotics, v. 60, n. 3, p. 204-210, 2007.

ZHANG, Y.; WANG, S.; LI, X-M.; CUI, C-M.; FENG, C.; WANG, B-G. New
Sphingolipids with a previously unreported 9-Methyl-Czo-sphingosine moiety from a
marine algous endophytic fungus Aspergillus niger EN-13. Lipids, v. 42, p. 759-764,
2007.

ZUCCARELLO, G. C.; WEST, J. A. Multiple cryptic species: molecular diversity and
reproductive isolation in the Bostrychia radicans/B. moritziana complex
(Rhodomelaceae, Rhodophyta) with focus on North American isolates. Journal of
Phycology, v. 39, p. 948-959, 2003.



83

APENDICES



84

Apéndice 1 — Branco cromatografico dos meios de cultura A) Malte e B) Nutriente
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Apéndice 2 — RMN de *H Substancia 1 (300MHz, CDCls)

Apéndice 3 — RMN de **C Substancia 1 (125MHz, CDCls)
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Apéndice 4 — Mapa de contorno HMBC substancia 1
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Apéndice 5 — Mapa de contorno HSQC substéncia 1
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Apéndice 6 — Espectro de massas substancia 1, modo positivo
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Apéndice 8 — RMN de *H Substancia 2 (300MHz, CDCls)

Apéndice 9 — RMN de *C Substancia 2 (75MHz, CDCl5)
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Apéndice 10 — Espectro de massas substancia 2, modo positivo

Apéndice 11 — Espectro de massas substancia 2, modo negativo
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Apéndice 12 — RMN de *H substancia 3 (300MHz, CD;0D)

Apéndice 13 — RMN de **C substancia 3 (100MHz, CD3;0OD)
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Apéndice 14 — Mapa de contorno HMBC substancia 3
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Apéndice 16 — Espectro de massas substancia 3, modo positivo
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Apéndice 17 — Espectro de massas substancia 3, modo negativo
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Apéndice 18 — RMN de 'H substancia 4 (300MHz, CD;0D)

Apéndice 19 — RMN de **C substancia 4 (100MHz, CD3;0OD)
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Apéndice 20 — Mapa de contorno HMBC substancia 4
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Apéndice 21 — Mapa de contorno HSQC substéancia 4
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Apéndice 22 — Espectro de massas substancia 4, modo positivo
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Apéndice 23 — Espectro de massas substancia 4, modo negativo
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Apéndice 24 — RMN de *H substancia 5 (500MHz, CDCls)

Apéndice 25 — RMN de 'H substancia 5 isolada na monografia (500MHz, CDCls)
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Apéndice 26 — Espectro de massas substancia 5, modo positivo
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Apéndice 27 — RMN de *H substancia 6 (300MHz, CDCls)

Apéndice 28 — Ampliacdo RMN de *H substancia 6 (300MHz, CDCls)
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Apéndice 29 — Espectro de massas substancia 6, modo positivo
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Apéndice 30 — Comparacéo dos espectros de RMN de *H, acetilacdo



Apéndice 31 — Espectro de massas do produto acetilado, modo positivo
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Apéndice 32 — Comparacéo dos espectros de RMN de *H, oxidacéo
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Apéndice 33 — Espectros de RMN de *H, produto da oxidac&o e produto natural
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Apéndice 34 — Espectro de massas do produto oxidado, modo positivo
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Apéndice 35 — Co-inje¢éo substancia 1
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Apéndice 36 — Co-injecao substancia 2
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Apéndice 37 — Co-injecao substancia 3
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Apéndice 38 — Co-injecao substancia 4
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Apéndice 39 — Co-inje¢ao substancia 5



110

Apéndice 40 — Co-injecao substancia 6
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