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RESUMO

As espécies da familia Eriocaulaceae apresentam estudos quimicos na
literatura que descrevem a presenca de substancias com potencial biolégico, com
destaque para a planifolina em Paepalanthus planifolius. Apesar disso, existem
poucos dados sobre a quimica dos microrganismos associados a essas espécies,
como fungos endofiticos. Para esse estudo, selecionamos o fungo endofitico
Microsphaeropsis arundinis, isolado dos capitulos de P. planifolius. O enddfito foi
cultivado em meios de cultivo liquido (Caldo Batata Dextrose, Caldo YM, Extrato de
Malte, Caldo Nutrient e Caldo Czapek-Dox) e soélido (arroz parboilizado e milho
canjica) e os extratos acetato de etila obtidos foram analisados quimicamente quanto
a seu perfil cromatografico por HPLC-PDA e biologicamente a partir da atividade
antitumoral contra linhagens de cancer de mama e de cancer de pulméo. O extrato
acetato de etila cultivado em arroz parboilizado demonstrou-se o mais ativo frente as
linhagens de adenocarcinoma de mama murino (ICso = 39,91 pg mL?Y) e
adenocarcinoma de mama humano (ICso = 51,93 pug mL™), sendo cultivado em escala
ampliada e estudado fitoquimicamente buscando-se o isolamento das substancias
produzidas. A utilizacdo de técnicas espectroscopicas e espectrométricas permitiu a
identificacdo de oito substancias, sendo as substancias 1 (acido (2Z, 5E)-4,7,9-
triildroxideca-2,5-diendico), 2 (acido (2Z, 5E)-4-acetéxi-7,9-diidroxideca-2,5-diendico),
3 (4cido (2Z,5E)-7-acetoxi-4,9-diidroxideca-2,5-diendico) e 7 (1-(2,5-diidroxifenil)-3'-
oxobutan-2’-il acetato) inéditas na literatura e a substancia 5 (1-(2,5-diidroxifenil)-3-
hidroxibutanona) descrita pela primeira vez como produto natural. Uma andlise

biossintética mostra que as substancias sédo provenientes da via do acetato.

Palavras-chave: Microsphaeropsis  arundinis; Paepalanthus  planifolius;

bioprospeccdo; atividade antitumoral.



ABSTRACT

Species of Eriocaulaceae family showed some chemical studies that describe
the presence of compounds with biological potential, such as planifolin in
Paepalanthus planifolius. Despite these compounds, there are few data about the
chemistry of the microorganisms associated with these species, such as endophytic
fungi. For this study, we selected the endophytic fungus Microsphaeropsis arundinis,
isolated from P. planifolius capitula. The endophyte was cultivate in liquid culture media
(Potato Dextrose Broth, YM Broth, Malt Extract, Nutrient Broth and Czapek-Dox Broth)
and solid culture media (parboiled rice and corn) and the ethyl acetate extracts were
chemically analyzed by HPLC-PDA and biologically evaluated against
adenocarcinoma cell lines using MTT assay. The ethyl acetate extract cultivated in
parboiled rice was the most active one against murine breast adenocarcinoma (ICso =
39,91 ug mL1) and human breast adenocarcinoma (ICso = 51,93 pg mL™?), being select
to cultivated on an enlarged scale and fractionated result in the isolation of major
compounds. The use of spectroscopic and spectrometric techniques result in the
identification of eight compounds, with 1 (2Z, 5E)-4,7,9-trihydroxy-2,5-decadienoic
acid) 2 ((2Z, 5E)-4-acetoxy-7,9-dihydroxydeca-2,5-dienoic acid), 3 ((2Z,5E)-7-acetoxy-
4,9-dihydroxydeca-2,5-dienoic acid) and 7 (1-(2,5-dihydroxyphenyl)-3'-oxobutan-2"-yl
acetate) unpublished in the literature. The compound 5 (1-(2,5-dihydroxyphenyl)-3-
hydroxybutanone) was described for the first time as a natural product. A biosynthetic

analysis shows that this compounds come from the acetate pathway.

Keywords: Microsphaeropsis arundinis; Paepalanthus planifolius; bioprospecting;

antitumor activity.
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1 INTRODUCAO
1.1 A familia Eriocaulaceae e Paepalanthus planifolius

A familia Eriocaulaceae é uma das familias mais citadas nas listas vermelhas
de espécies em extincdo e é composta por 1200 espécies atualmente divididas em 10
géneros (ANDRADE et al., 2011; GIULIETTI et al., 2012). As espécies pertencentes a
essa familia possuem distribuicdo pantropical, sendo encontradas em nosso pais
principalmente na regido da Cadeia do Espinhaco, um dos maiores centros de
diversidade da familia com aproximadamente 629 espécies, sendo a maioria
endémica (SANO et al., 2015).

Nessa regido temos um bioma de cerrado e uma vegetacdo de campos
rupestres, de modo que as espécies crescem em um clima seco e arido e na presenca
de um solo formado principalmente por quartzito e arenito, sendo o mesmo &cido e
pobre em nutrientes (MOREIRA & CAMELIER, 1997). Devido a essas caracteristicas
do ambiente, as espécies armazenam moléculas de agua em ceras epicuticulares, o
que faz com que as mesmas apresentem um aspecto de vivo por muitos anos apoés a
coleta, fazendo com que sejam conhecidas popularmente como “sempre-vivas”.

O género Paepalanthus possui 460 espécies, sendo 200 delas endémicas em
nosso pais e presentes na regido da Cadeia do Espinhaco. E o segundo maior género
dentro da familia e se distingue morfologicamente dos demais pela presenca de folhas
em forma de roseta na base do material vegetal e pelas inflorescéncias capituliformes
envoltas por bracteas (Figura 1) (SCHMIDT et al., 2007; COSTA et al., 2008; TROVO
& SANO, 2010).
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No aspecto quimico e biolégico podemos identificar a presenca de flavonoides
nos capitulos e escapos do material vegetal e naftopiranonas majoritariamente nos
capitulos, com destaque para o potencial biolégico de algumas espécies bem como
atividade antioxidante (DAMASCENO et al., 2015), citotoxica (KITAGAWA et al.,
2015), mutagénica (VARANDA et al., 2006), anti-inflamatéria (CESTARI et al., 2009),
entre outras. Dentre essas substancias podemos destacar a paepalantina isolada de
Paepalanthus vellozioides (VARANDA et al., 1997), a planifolina e a planifoliusina A
isoladas de Paepalanthus planifolius (SANTOS et al., 2001; AMORIM et al., 2018, no
prelo) (Figura 2).

Figura 2 — Compostos isolados de espécies do género Paepalanthus.
H,CO

© o OH OH

OH 0
i [ i O CO
o HaC OCH;4
S OCH;
OCHs

OCH;
Planifolina (SANTOS et al,, 2001) Paepalantina (VARANDA et al., 1997)
citotoxico, mutagénico e anti-inflamatério mutagénico e citotoxico

OCH3

HaCO

Planifoliusina A (AMORIM et al.. 2018)
antimicrobiano

Apesar da grande quantidade de estudos ja realizados com espécies da familia,
existem poucos dados publicados sobre a producdo metabdlica de microrganismos
associados a essas espécies vegetais. De acordo com Strobel e Daisy (2003) existem
alguns critérios para a sele¢édo da planta hospedeira para o isolamento e estudo dos
microrganismos endofiticos, dentro os quais P. planifolius destaca-se por pertencer a
uma regido de grande diversidade e endemismo. Além disso, temos que dimeros de

naftopiranonas com mondémeros semelhantes ao da vioxantina e paepalantina
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também sdo encontrados em fungos pertencentes ao género Aspergillus e Penicillium
(HILL, 1986). Desse modo, nesse trabalho realizamos o estudo quimico e prospeccéo

biologica dos endofitos associados a P. planifolius.
1.2 Fungos endofiticos e Microsphaeropsis arundinis

Entre as varias fontes de moléculas naturais, os microrganismos como fungos
e bactérias podem ser considerados uma fonte rica de metabdlitos biologicamente
ativos. Quando associados a organismos terrestres e marinhos, esses podem
colonizar os 6rgaos internos (endofiticos) ou externos (epifiticos) do hospedeiro.

Fungos endofiticos se associam a um organismo hospedeiro em uma
associacao simbiética onde ndo exercem efeitos patogénicos aparentes (REKHA et
al., 2013). Nessa associacao, a planta protege e alimenta o endéfito que em troca
compartilha material genético ou produz metabdélitos que auxiliam no crescimento, na
competitividade e na protecdo do hospedeiro contra herbivoros e patégenos
(GUNATILAKA, 2006). Como exemplo dessa associa¢ao podemos citar a associagao
de fungos micorrizicos com as raizes de plantas, onde 0s microrganismos auxiliam na
absorcao de agua e sais minerais do solo, bem como a presenca de bactérias nas
raizes que auxiliam na fixacao de nitrogénio e outros nutrientes.

Os fungos endofiticos sdo um grupo polifilético de grande diversidade
metabdlica estando presentes em praticamente todos os organismos. Sua producao
metabdlica varia de acordo com o meio de cultivo em que o microrganismo esta
inoculado, de modo que a diferenca dos tipos de nutrientes presentes no meio altera
a eficiéncia e a ativacédo de diferentes vias biossintéticas, resultando na producao de
diferentes substancias (KHARWAR et al., 2011).

Nesse trabalho, realizamos o estudo do endoéfito Microsphaeropsis arundinis,
isolado de P. planifolius, avaliando a producdo metabdlica a partir do cultivo em
diferentes meios.

Endofitos pertencentes ao género Microsphaeropsis sdo normalmente
encontrados em plantas, esponjas e sedimentos marinhos, 0 que demonstra sua
grande capacidade de adaptacdo. No aspecto quimico temos a producdo de
substancias pertencentes a diferentes classes de compostos, como preussomerinas
(SEEPHONKAI et al., 2002), dicetopiperazinas (FUNABASHI et al., 1994) e dimeros
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da benzofenona (YOGANATHAN et al., 2008), com a presenca de atividades
biolégicas (Figura 3).

Figura 3 - Metabdlitos isolados de espécies do género Microsphaeropsis.
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O endofito de estudo foi identificado como Microsphaeropsis arundinis, um
fungo pertencente a classe dos Coelomycetes que se distingue dos demais pela
presenca de conidios pequenos cilindricos com paredes lisas. Estudos realizados
demonstram que o enddfito € patdgeno para mamiferos, principalmente para humanos
imunocomprometidos e gatos com lesGes nos tecidos, sendo responsavel por
infeccbes de pele de dificil identificacdo devido a baixa esporulacdo do fungo
(KLUGER et al., 2004; CRAWFORD et al., 2015). No aspecto quimico, temos o
isolamento de sesquiterpendides e macrolideos como o arundinol e a
microsphaerodiolina (SOMMART et al., 2012; LUO et al., 2013) (Figura 4).
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Figura 4 - Enddfito Microsphaeropsis arundinis e substancias isoladas do fungo endofitico ja descritas

na literatura. Fonte: Imagem fornecida pelo autor.
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De acordo com as atividades descritas para os metabdlitos da planta, em
especial a planifolina, optou-se por realizar uma bioprospeccédo antitumoral dos
extratos acetato de etila do endofito M. arundinis em busca da selecdo do mais ativo
e posterior isolamento de novos metabdlitos com potencial biolégico. E a primeira vez
gue um estudo desse tipo €é realizado com uma espécie do género e espera-se que 0
mesmo ajude na elucidacdo das relagdes entre o endofito e o hospedeiro.
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5 CONCLUSOES

A partir do presente trabalho foi possivel avaliar a variabilidade do cultivo do
fungo Microsphaeropsis arundinis em diferentes meios, onde verificou-se a partir do
perfil cromatogréfico as diferencas nas quantidades e nos tipos de metabdlitos
produzidos. Os extratos acetato de etila obtidos foram também avaliados quanto a seu
potencial antitumoral, o que demonstrou que o enddfito cultivado em arroz
parboilizado produz os metabdlitos mais ativos, principalmente contra as linhagens de
cancer de mama murino (ICso = 39,91 pug mL*) e humano (ICso = 51,93 pgmL™).

O extrato mais ativo foi fracionado cromatograficamente e obteve-se oito
substancias, dentre as quais trés derivados do acido decanoico inéditos na literatura
(1-3), dois policetideos descritos pela primeira vez (5 e 7) e trés substancias ja
conhecidas como produtos naturais de endéfitos (4, 6 e 8). Uma andlise das classes
de compostos isoladas demonstra que esses metabdlitos sdo provenientes da via do
acetato, sendo essa a principal rota biossintética para o endofito dentre o extrato

estudado.
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ANEXOS

Substancia 1

Figura 36 - Espectro de NMR H da substancia 1.
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Figura 37 - Espectro de NMR H da substancia 1 (expansao da regido de 61 1,16-1,28 ppm).
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Figura 38 - Espectro de NMR 'H da substancia 1 (expansao da regido de &1 1,60-2,00 ppm).
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Figura 39 — Espectro de NMR 'H da substancia 1 (expansao da regido de o+ 4,00-4,80 ppm).
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Figura 42 - Espectro de DEPT-135 da substancia 1.
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Figura 43 - Espectro de COSY da substéancia 1.
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Figura 44 - Espectro de gHSQC da substancia 1.

A Ik
_ -li>
{1.23,21.16}
(170,43
] 0 {1.86,43.53}
| 15.25,69.78 { 272474
{4.68,71.92}
ol {5.85,122.65}
1 {560,130 .76
] {5.57,13 7\ii,
{5.83,137.49}
6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0
2 (ppm)
Figura 45 - Espectro de gHMBC da substancia 1.
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Substancia 2

Figura 46 - Espectro de NMR H da substancia 2.
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Figura 47 - Espectro de NMR H da substancia 2 (expansao da regido de &1 1,20-1,28 ppm).
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Figura 48 - Espectro de NMR 1H da substancia 2 (expansao da regido de 61 1,70-2,10 ppm).
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Figura 49 - Espectro de NMR 'H da substancia 2 (expansao da regido de &1 5,20-5,80 ppm).
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Figura 50 - Espectro de NMR 'H da substancia 2 (expansao da regido de &1 5,75-6,10 ppm).
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Figura 51 - Espectro de NMR 13C da substancia 2.
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Figura 52 - Espectro de DEPT-135 da substancia 2.
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Figura 53 - Espectro de COSY da substancia 2.
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Figura 54 - Espectro de gHSQC da substancia 2.
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Figura 55 - Espectro de gHMBC da substancia 2.
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Substancia 3

Figura 56 - Espectro de NMR H da substancia 3.
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Figura 57 - Espectro de NMR H da substancia 3 (expansao da regido de &1 1,10-1,40 ppm).
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Figura 58 - Espectro de NMR H da substancia 3 (expanséao da regido de &1 1,80-2,05 ppm).
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Figura 59 - Espectro de NMR 'H da substancia 3 (expanséo da regido de dn4,70-5,40 ppm).
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Figura 62 - Espectro de DEPT-135 da substancia 3.
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Figura 63 - Espectro de COSY da substéncia 3.
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Figura 64 - Espectro de gHSQC da substancia 3.
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Figura 65 - Espectro de gHMBC da substancia 3.
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Substancia 4

Figura 66 - Espectro de NMR H da substancia 4.
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Figura 67 — Espectro de NMR *H da substancia 4 (expansao da regido de dn 1,16-1,34 ppm).
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Figura 68 - Espectro de NMR *H da substancia 4 (expanséo da regido de &1 1,60-2,00 ppm).
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Figura 69 - Espectro de NMR 'H da substancia 4 (expansao da regido de dx4,10-4,80 ppm).
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Figura 70 - Espectro de NMR 'H da substancia 4 (expansao da regido de &1 5,20-5,90 ppm).
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Figura 71 - Espectro de NMR 13C da substancia 4.
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Figura 72 - Espectro de DEPT-135 da substancia 4.
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Figura 73 - Espectro de COSY da substéancia 4.
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Figura 74 - Espectro de gHSQC da substancia 4.

AJ‘L Mi A ,““ ‘\K,J' | I . k]

o S - " 0.
{1.23,20.06%}
{1.72,42.48} |
3 {1.87,42.47}
{5.26,q2.73
— \ 13Vfi'l.37
{4.69,70.67}
~{5:86,121:50}
{5.61,1214,
{5591 2
{5.4,136.39}
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 20 15 1.0
f2 (ppm)
Figura 75 - Espectro de gHMBC da substancia 4.
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Substancia 5

Figura 76 - Espectro de NMR H da substancia 5.
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Figura 77 - Espectro de NMR 1H da substancia 5 (expansao da regido de 61 1,20-1,34 ppm).

Subsidncia 5
NMER TH

1.2810

1.2705

"
=~ ~ L
= Q o ]
o o - o
EE = L
|| -
o
Lo
Le
]
o
JM J N, s
T T T '
[ppm]
£

T
132

T
1.22

[PPm]

Figura 78 - Espectro de NMR H da substancia 5 (expanséo da regido de &1 2,80-3,40 ppm).
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Figura 79 - Espectro de NMR 1H da substancia 5 (expansao da regido de 61 4,20-4,55 ppm).
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Figura 80 - Espectro de NMR H da substancia 5 (expansao da regido de &1 6,60-7,40 ppm).
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Figura 81 - Espectro de NMR 13C da substancia 5.
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Figura 82 - Espectro de DEPT-135 da substancia 5.
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Figura 83 - Espectro de COSY da substancia 5.
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Figura 84 - Espectro de gHSQC da substancia 5.
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Figura 85 - Espectro de gHMBC da substancia 5.
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Substancia 6

Figura 86 - Espectro de NMR !H da substancia 6.
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Figura 87 - Espectro de NMR 1H da substancia 6 (expansao da regido de 61 1,40-1,60 ppm).
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Figura 88 - Espectro de NMR H da substancia 6 (expanséo da regido de &+ 2,60-3,5 ppm).
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Figura 89 - Espectro de NMR 'H da substancia 6 (expansao da regido de &1 4,30-4,60 ppm).
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Figura 90 - Espectro de NMR 'H da substancia 6 (expansao da regido de &1 6,80-7,20 ppm).
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Figura 91 - Espectro de NMR 13C da substancia 6.
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Figura 92 - Espectro de COSY da substéancia 6.
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Figura 93 - Espectro de gHSQC da substancia 6.
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Figura 94 - Espectro de gHMBC da substancia 6.
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Substancia 7

Figura 95 - Espectro de NMR H da substancia 7.

Subsidnecia 7 r ﬁ'
NMR 1H Lo
3 8 8 g g 2 5 3
- - w w © © — -
= = = = = = = = rs
=
™
J__LJ A_J L . WJL[I . J [ o
T T T T T T T T T T T T T T T T 2
8 5 4 2 [ppm]

Figura 96 - Espectro de NMR H da substancia 7 (expansao da regido de &1 1,20-2,10 ppm).
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Figura 97 - Espectro de NMR 'H da substancia 7 (expansao da regido de &1 3,10-3,60 ppm).
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Figura 98 - Espectro de NMR 'H da substancia 7 (expansao da regido de &1 6,30-5,60 ppm).
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Figura 99 - Espectro de NMR 'H da substancia 7 (expansao da regido de &1 6,60-7,50 ppm).
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Figura 100 - Espectro de NMR 13C da substancia 7.
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Figura 101 - Espectro de gHSQC da substancia 7.
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Figura 102 - Espectro de gHMBC da substéncia 7.
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Substancia 8

Figura 103 - Espectro de NMR H da substancia 8.
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Figura 104 — Espectro de NMR H da substancia 8 (expansao da regido de &1 1,80-2,20 ppm).
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Figura 105 - Espectro de NMR *H da substéncia 8 (expansao da regido de o1 6,70-7,40 ppm).
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Figura 106 - Espectro de NMR *3C da substancia 8.

Subsiédncia 8

NMR 1H r
o w oo @ @ [
8 E 8% gegoe . @
- = - - —_— s o
= = == EEEEE = F
| WA :

T 1 . ,
200 150 100 50 [ppm]

Figura 107 - Espectro de gHSQC da substancia 8.
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Figura 108 - Espectro de gHMBC da substéncia 8.
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