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RESUMO

As espécies da familia Eriocaulaceae apresentam estudos quimicos na
literatura que descrevem a presenca de substéncias com potencial biolégico, com
destaque para a planifolina em Paepalanthus planifolius. Apesar disso, existem
poucos dados sobre a quimica dos microrganismos associados a essas especies,
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 solido (arroz parboilizado e milho
canjica) e 0s 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 0 mais ativo frente as
linhagens de adenocarcinoma de mama murino (ICso = 39,91 pug mL?) e
adenocarcinoma de mama humano (ICso = 51,93 pg 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-
trildroxideca-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;

bioprospeccéo; 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 pug mL?1) and human breast adenocarcinoma (ICso = 51,93 ug mL1), 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 extin¢cdo e € 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 acido e
pobre em nutrientes (MOREIRA & CAMELIER, 1997). Devido a essas caracteristicas
do ambiente, as espécies armazenam moléculas de agua em ceras epicuticulares, o
gue faz com que as mesmas apresentem um aspecto de vivo por muitos anos apos 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).

Figura 1 - Partes aéreas de P. planifolius coletada na Serra do Cip6. Fonte: TROVO, M.
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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 biologico 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.
H4CO

0 o) OH OH

OH 0 C C
0
0 % OH
o HaGC OCH;4
S OCHs
OCH,

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

OCH;

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 produgédo metabdlica de microrganismos
associados a essas espécies vegetais. De acordo com Strobel e Daisy (2003) existem
alguns critérios para a selecéo 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 monémeros 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 prospecc¢ao
biologica dos enddfitos 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
associacdo simbidtica onde ndo exercem efeitos patogénicos aparentes (REKHA et
al., 2013). Nessa associa¢ao, a planta protege e alimenta o endofito que em troca
compartilha material genético ou produz metabdlitos que auxiliam no crescimento, na
competitividade e na protecdo do hospedeiro contra herbivoros e patégenos
(GUNATILAKA, 2006). Como exemplo dessa associagéo podemos citar a associagao
de fungos micorrizicos com as raizes de plantas, onde os microrganismos auxiliam na
absorcdo 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 0s organismos. Sua producao
metabdlica varia de acordo com o0 meio de cultivo em que 0 microrganismo esta
inoculado, de modo que a diferenca dos tipos de nutrientes presentes no meio altera
a eficiéncia e a ativacao de diferentes vias biossintéticas, resultando na producéo de
diferentes substancias (KHARWAR et al., 2011).

Nesse trabalho, realizamos o estudo do enddfito 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, o que demonstra sua
grande capacidade de adaptagdo. 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 - Metabodlitos isolados de espécies do género Microsphaeropsis.
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antifungico citotoxico

OH

OH

Dicetopiperazinas(FUNABASHI et al.,1994) Dimeros da benzofenona (YOGANATHAN et al., 2008)

antibidtico antibacteriano

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 endofito é patégeno para mamiferos, principalmente para humanos
imunocomprometidos e gatos com lesdes nos tecidos, sendo responsavel por
infeccdes de pele de dificil identificagdo 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 substéncias isoladas do fungo endofitico j& descritas
na literatura. Fonte: Imagem fornecida pelo autor.
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(LUO et al., 2013) (SOMMART et al., 2012)

De acordo com as atividades descritas para os metabodlitos da planta, em
especial a planifolina, optou-se por realizar uma bioprospeccdo antitumoral dos
extratos acetato de etila do enddfito M. arundinis em busca da selecdo do mais ativo
e posterior isolamento de novos metabélitos 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 rela¢ges entre o endofito e o hospedeiro.
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2 OBJETIVOS
Objetivos gerais:

Realizar o isolamento e a identificacdo dos metabdlitos presentes no extrato

mais ativo do endofito Microsphaeropsis arundinis.
Obijetivos especificos:

a) Obter o extrato acetato de etila do endéfito cultivado em meios de cultivo liquido e
sélido (escala reduzida);

b) Avaliar o potencial citotoxico nas linhagens tumorais de mama murino (LM3),
pulmé&o murino (LP-07) e mama humano (MCF-7);

c) Realizar o cultivo do extrato mais ativo em escala ampliada;

d) Analisar o extrato mais ativo por técnicas cromatograficas de HPLC-MS, HPLC-
PDA e HPLC-RI visando o fracionamento e isolamento de substancias;

e) ldentificar as substancias isoladas usando técnicas espectroscopicas (NMR) e
espectrométricas (MS).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

Capitulos, escapos e folhas de Paepalanthus planifolius foram coletados em
outubro de 2013 na cidade de Santana do Riacho-MG (19°13'21.64"S, 43°30'04.06"W,
elev. 1340 m) pelo Prof. Dr. Paulo Takeo Sano. Uma exsicata foi depositada no
herbario do Instituto de Biociéncias (IB-USP) com o registro SANO 4979.

3.2 Obtencdo da cepa fungica e identificacdo do endéfito

A obtencao da cepa fungica foi realizada como descrito por Amorim (2016),
onde apds a esterilizacdo das partes externas, os tecidos do material vegetal foram
cultivados em placas contendo Agar Batata Dextrose e gentamicina. Apds, o0s
endofitos foram sendo repicados para a obtencéo de linhagens puras até a obtencéo
do endofito codificado como Pp-C-07 proveniente dos capitulos. A identificacdo desse
fungo como Microsphaeropsis arundinis foi realizada através da empresa Genotyping
Biotecnologia (Botucatu-SP), utilizando como metodologia 0 sequenciamento
automatico por eletroforese capilar no equipamento ABI 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) e o alinhamento das sequéncias de nucleotideos produzidos
com as sequéncias de referéncia depositadas no GenBank (n° acesso KJ774055.1),
obtendo uma similaridade de 99% devido a comparagao de seu sequenciamento na

regido do ITS (Internal Transcribed Spacer).

3.3 Obtencéao dos extratos acetato de etila

Para a producdo dos extratos acetato de etila, o enddfito foi cultivado em placas
contendo Agar Batata Dextrose durante 10 dias para o crescimento do microrganismo
e posteriormente cultivado em meios liquidos de Caldo Batata Dextrose, Caldo YM,
Extrato de Malte, Caldo Nutrient e Caldo Czapek-Dox (Figura 5). Também foi realizado

o cultivo nos meios solidos de arroz parboilizado e milho canjica.
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Figura 5 - Enddfito inoculado em diferentes meios de cultivo liquido. Fonte: Imagem fornecida pelo
autor.

3.3.1 Escala reduzida

O cultivo do endofito nos meios liquidos foi realizado conforme descrito no
fluxograma 1.

Fluxograma 1 — Fluxograma para o preparo dos extratos do enddfito cultivado nos diferentes meios

Microsphaeropsis arundinis

PDA - 10 dias
259 C

liquidos.

v

Inoculado em meios de cultivo liquidos

3 Erlenmeyers, 25 °C
300 mL de meio liquido em agua, 28 dias

v
Fase aquosa

Filtragdo a vacuo para eliminacdo do micélio

l AcOEt

Particdo liquido-liquido

A 4

Fase orgénica Fase aguosa

1

Eliminacdo do solvente
em evaporador rotativo

Extrato acetato de etila
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Os extratos resultantes do cultivo nos meios soélidos de arroz parboilizado e

milho canjica s&o apresentados no fluxograma 2.

Fluxograma 2 — Fluxograma para o preparo dos extratos do endéfito cultivado nos meios soélidos.

Microsphaeropsis arundinis

PDA - 10 dias
252 C

v

Inoculado em meios de cultivo sélidos

3 Erlenmeyers, 25 C
90 g de meio de cultivo, 21 dias

L 4

Meios solidos

lAdigﬁo de porgbes de AcOEt

Trituracdo do material, maceragdao com AcOEt e
filtragdo com gaze para remogdo da fase
organica e secagem em evaporador rotativo

l Ressuspender em ACN

Particdo liquido-liquido com hexano

A 4

Fase organica Fase hexanica

Eliminagdo do solvente £ I reduzid
em evaporador rotativo Eamdl Extrato em escala reduzida

3.3.2 Escala ampliada

A partir dos resultados de atividade antitumoral e rendimento, o extrato acetato
de etila do fungo cultivado em arroz parboilizado foi selecionado para crescimento em
escala ampliada. O procedimento ocorreu do mesmo modo que para o cultivo em
escala reduzida, porém o cultivo em 40 erlenmeyers resultou em uma quantidade de

extrato acetato de etila de 3,0 g.
3.4 Avaliagcédo da atividade antitumoral

A avaliacdo do potencial antitumoral dos extratos acetato de etila foi realizada
pelo aluno em colaboracdo com a Prof2. Dr2. Iracilda Zeppone Carlos, pesquisadora
da FCFAr — Unesp Araraquara. O ensaio de viabilidade celular seguiu a metodologia

descrita por Mosmann (1983), baseando-se na capacidade das enzimas
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desidrogenases das mitocéndrias de células vivas reduzirem o anel tetrazélico
presente no sal de MTT. Essa reducdo € acompanhada da producdo de um cristal de

formazana e na presenca de uma coloracéo violeta (Figura 6).

Figura 6 - Representacao da clivagem do anel tetrazélio do MTT na presenca de desidrogenases de
células viaveis. Fonte: MOSMANN, 1983.
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DeS|drogenases

/N HNr——N
Sal de MTT Cristal de formazana

brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazdlio

Para a realizacdo do ensaio, células tumorais de adenocarcinoma de mama
murino (LM3), adenocarcinoma de pulmdo murino (LP-07) e adenocarcinoma de
mama humano (MCF-7) foram cultivadas em meio RPMI-1640-C, suplementadas com
10% de soro fetal bovino + 1% de antibiético e mantidas em estufa com atmosfera
contendo 5% de CO2z a 37° C. As células foram contadas em camara de Neubauer e
diluidas até uma concentracdo de 5 x 10* células mL-*.

Em placas de 96 pocos foram adicionadas 200 pL da concentracdo celular para
a producdo de uma monocamada no fundo da placa. Apds 24 horas a solucéo foi
vertida e adicionou-se 200 pL dos extratos acetato de etila (solubilizados em uma
solucdo 5% DMSO) em concentragGes crescentes de 1000-7,8 ug mL*t. As placas
foram novamente mantidas em estufa durante 24 horas e posteriormente o material
foi vertido. Realizou-se a adi¢cdo de 100 pL de uma solucdo de MTT (0,5 mg mL?) e
as placas foram mantidas por mais 4 horas na estufa. Apds, o material foi vertido e a
adicao de 100 uL de isopropanol permitiu a solubilizacdo dos cristais de formazana
(Figura 7).
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Figura 7 - Placa apés a adicéo de isopropanol. Os pontos onde ha viabilidade celular apresentam-se

em violeta. Fonte: Imagem fornecida pelo autor.
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Todos os pontos foram analisados em triplicata e a leitura das absorbancias em
espectrofotdmetro foi realizada em A = 540 nm com filtro de referéncia em A = 620 nm.
Como parametro, foram utilizados como controle positivo a cisplatina e como controle

negativo o meio de cultura.

3.5 Fracionamento, Isolamento e ldentificacdo das substancias

Apbs a obtencdo dos extratos acetato de etila, foram registrados os perfis
cromatograficos dos mesmos para a verificacdo da variabilidade na producéo
metabdlica e posteriormente 0 mais ativo foi analisado por HPLC-MS para a

visualizacao de todos os metabdlitos ionizaveis presentes.

3.5.1 Obtencéao do perfil cromatografico dos extratos acetato de etila por HPLC-PDA

analitico

Os extratos acetato de etila (10 mg) foram solubilizados em H20:MeOH (1:1
v/v) para a concentracdo de 10 mg mL* com o auxilio de ultrassom e posteriormente
filtrados em cartuchos de fase reversa Bond Elut C18 (Agilent®) acoplados com filtro
PTFE de 0,22 pm (Simplepure®), sendo esses previamente ativados com MeOH e
com a fase movel. Esse procedimento de clean up permitiu a eliminacédo de particulas
insolUveis e muito apolares.

O filtrado foi analisado em cromatografo liquido de alta eficiéncia LC-2000
(Jasco®), consistindo de um sistema quaternario de bombas PU-2089 (Jasco®), um

injetor automatico AS-2055 (Jasco®) e um detector de arranjo de diodos MD-2018
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(Jasco®). A analise em modo analitico foi realizada com uma coluna de fase reversa
Eurospher 11 100-5 C18 25 cm x 4.6 mm x 5 um (Knauer®) com uma vazéao de 1,0 mL
min. O sinal cromatografico foi registrado em A = 254 nm a partir do software
ChromNAV (Jasco®). A obtencédo do perfil cromatografico foi realizada utilizando-se
um gradiente de H20:MeOH (95:5 v/v) para H20:MeOH (0:100 v/v) durante 60 minutos

com a presenca de 0,05% de TFA na fase movel.
3.5.2 Obtencéo do perfil cromatografico do extrato mais ativo por HPLC-MS

As andlises por cromatografia liquida acoplada ao espectrémetro de massas
foram realizadas na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas na Universidade de S&o
Paulo (USP), Ribeirdo Preto — SP, sob a supervisao do Prof®. Dr°. Norberto Peporine
Lopes.

O extrato acetato de etila do enddfito cultivado em arroz parboilizado (1 mg) foi
solubilizado em H20:MeOH (1:1 v/v) para a concentracdo de 1 mg mL* com o auxilio
de ultrassom. Para as analises, a solucéo foi filtrada em cartucho de fase reversa Bond
Elut C18 (Agilent®) acoplados com filtro PTFE de 0,22 um (Simplepure®) e
posteriormente 10 pL foram injetados no sistema cromatogréfico.

Os experimentos de foram realizados em um cromatografo liquido UFLC
(Shimadzu®), consistindo de um sistema binério de bombas LC20AD (Shimadzu®),
injetor automatico SIL20AHT (Shimadzu®), forno de coluna CTO20A (Shimadzu®),
controlador de sistema CBM20A (Shimadzu®) e um detector de arranjo de diodos
SPD-M20AV (Shimadzu®). Esse sistema foi hifenado com um espectrébmetro de
massas ESI-TOF-HRMS (Bruker®) com ionizagdo por eletrospray analisador de
tempo de voo. Utilizou-se das seguintes condicbes experimentais: tenséo capilar 3,5
kV, temperatura capilar 220°C, tensdo de offset da placa de extremidade 490V,
pressdo do gas nebulizador 5,5 bar, concentracédo de gas secante (N2) 10 L min?. Os
espectros foram registrados no modo positivo de ionizagao.

A analise em modo analitico foi realizada com uma coluna de fase reversa
Eurospher 11 100-5 C18 25 cm x 4.6 mm x 5 um (Knauer®) com uma vazéao de 1,0 mL
min~ a 30° C. O software Data Analysis 4.2 (Bruker®) foi utilizado para processamento
e coleta de dados. A obtencdo do perfil cromatografico foi realizada na condigcéao
otimizada, um gradiente de H20:MeOH (57:43 v/v) para H20:MeOH (35:65 v/v)

durante 30 minutos com a presenca de 0,05% de TFA na fase movel.
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3.5.3 Fracionamento do extrato mais ativo por HPLC-PDA semipreparativo

O extrato acetato de etila do enddfito cultivado em arroz (1,5 g) foi solubilizado
em H20:MeOH (1:1 v/v) para a concentragdo de 100 mg mL com o auxilio de
ultrassom e filtrado em cartucho de fase reversa Bond Elut C18 (Agilent®) acoplado a
filtro PTFE de 0,22 pm (Simplepure®), sendo esses previamente ativados com MeOH
e com a fase movel. O filtrado foi solubilizado e posteriormente os sinais
cromatograficos do extrato foram purificados por cromatografo LC-2000 (Jasco®)
contendo um sistema binario de bombas PU-2086 (Jasco®), injetor manual e um
detector de arranjo de diodos MD-2010 (Jasco®). Utilizou-se uma coluna de fase
reversa Eurospher 11 100-5 C18 25 cm x 8 mm x 5 pm (Knauer®) com uma vazéao de
3,2 mL mint. O sinal cromatografico foi registrado em A = 254 nm a partir do software
ChromNAV (Jasco®). A obtencao do perfil cromatografico foi realizada utilizando-se
um gradiente otimizado de H20:MeOH (57:43 v/v) para H20:MeOH (35:65 v/v) durante
20 minutos com a presenca de 0,05% de TFA na fase mdvel. Esse fracionamento

resultou no isolamento das substancias 4-8.
3.5.4 Fracionamento do extrato mais ativo por HPLC-RI semipreparativo

Durante o isolamento dos metabdlitos por HPLC-PDA, a regido correspondente
as substancias que ndo apresentam absorcédo no ultravioleta (Tr = 10-15 min) foi
coletada e seca. Essa regiao (40,3 mg) foi solubilizada em H20:MeOH (55:45 v/v) para
a concentracdo de 50 mg mL?, filtrada em cartucho de fase reversa como no item
anterior e analisada em cromatografo preparativo Azura (Knauer®) constituido de um
sistema binario de bombas P 6.1L (Knauer®), um sistema assistente ASM 2.1L
(Knauer®) e um detector de indice de refracdo Smartline Rl Detector 2300 (Knauer®).
Para a separacdo cromatografica utilizou-se uma coluna de fase reversa Luna C18 (2)
25 cm x 10 mm x 5 um (Phenomenex®) com uma vazdo de 4,0 mL min?. O sinal
cromatografico foi obtido a partir do software ClarityChrom (Knauer®). O isolamento
das substancias ocorreu a partir da utilizacdo de uma metodologia isocratica de

H20:MeOH (55:45 v/v), resultando no isolamento das substancias 1-3.
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3.5.5 Identificacao das substancias por Ressonancia Magnética Nuclear

As andlises de ressonancia magnética nuclear (NMR) foram realizadas em
espectrometro Avance Il (Bruker®) com campo de 14,1 T. As substancias isoladas
foram solubilizadas no menor volume de CD3OD (Aldrich®) utilizando tetrametilsilano
(TMS) como padréo interno. Foram realizados experimentos monodimensionais de
H, 13C, DEPT-135 e bidimensionais de COSY, gHSQC e gHMBC.

3.5.6 Andlise das substancias isoladas por Espectrometria de Massas (MS)

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrémetro Q-TOF MaXis
Impact (Bruker®) equipado com um dispositivo de inser¢do direta da amostra via
andlise por injecdo em fluxo continuo a 3 yL min-t. As amostras foram solubilizadas
em MeOH:H20 (1:1, v/v) para uma concentracdo de 3 ppm e acidificadas com 0,1%
de acido férmico para a andlise em modo positivo. A fonte de ionizagéo utilizada foi

electrospray (ESI).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Prospeccdao biologica

Para a prospeccéo biolégica o fungo foi cultivado em sete diferentes meios de
cultivo e os extratos obtidos avaliados quanto a seu potencial antitumoral frente as
linhagens de adenocarcinoma de mama murino (LM3), pulmdo murino (LP-07) e

mama humano (MCF-7). O extrato mais ativo foi selecionado para a etapa fitoquimica.
4.1.1 Avaliagéo do potencial antitumoral

A avaliacdo do potencial antitumoral foi realizada de acordo com o descrito no
item 3.4 e cada extrato acetato de etila foi analisado em triplicata em diferentes
concentragbes (1000-7,8 upg mL1). Apdés a leitura das microplacas em
espectrofotometro, os valores de atividade para cada extrato foram calculados a partir
da diferenca nos valores de absorcao entre o comprimento de onda da amostra e o

comprimento de onda de referéncia.

(Aamostra - Areferéncia)

x 100

Atividade antitumoral =
Areferéncia

Os dados de atividade por concentracdo obtidos foram interpolados em uma
curva dose-resposta e posteriormente foi calculado o ICso para cada extrato acetato

de etila. Os dados de concentracdo inibitéria estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 - Valores de ICso para 0s extratos acetato de etila frente ao ensaio antitumoral

ICso + (DP) (Mg mL™?)

Fxtratos LM3 LPO7 MCF-7

Caldo Batata Dextrose (liquido) 108,15 + 1,36 266,12 + 2,36 170,10 £ 5,56
Caldo YM (liquido) 82,47 + 7,67 793,84 £ 19,58 89,99 + 23,20
Extrato de Malte (liquido) 63,21 + 2,39 93,66 + 6,33 66,60 + 2,54
Caldo Nutrient (liquido) 496,90 + 9,24 >1000 428,96 + 34,40
Caldo Czapek-Dox (liquido) 444,88 + 52,37 >1000 559,65 + 39,72
Arroz parboilizado (s6lido) 39,91+ 9,03 155,88 + 3,28 51,93 + 0,60
Milho canjica (s6lido) 118,66 + 7,62 180,37 + 3,69 96,03 + 14,38
Cisplatina 9,09+1,11 1,30+0,12 5,88+ 1,38
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Os resultados obtidos mostram a concentracdo minima necessaria para inibir
50% das células tumorais presentes, de modo que os menores valores foram obtidos
para o0 extrato de arroz parboilizado, principalmente contra as linhagens de
adenocarcinoma de mama. Além disso, foram obtidos bons resultados também para
0 extrato de Malte, sendo que o mesmo se mostra com um perfil cromatografico muito
similar ao observado para o extrato de arroz, o que pode indicar que as substancias
potencialmente ativas estdo presentes em ambos 0s extratos. Desse modo, 0 extrato
acetato de etila do endofito cultivado em arroz foi selecionado para cultivo em escala
ampliada, analise de seu perfil cromatografico por HPLC-MS e para as etapas

seguintes de separacao.
4.1.2 Cultivo do enddfito em diferentes meios de cultivo

O objetivo de cultivar um endofito em diferentes meios é avaliar seu
desenvolvimento na presenca de diferentes quantidades e tipos de nutrientes, o que
deve resultar em uma diferente producdo metabdlica (IKECHI-NWOGU, 2012).

Em nosso estudo, M. arundinis foi cultivado em meios liquidos (Caldo Batata
Dextrose, Caldo YM, Extrato de Malte, Caldo Nutrient, Caldo Czapek-Dox) e em meios
sélidos (arroz parboilizado e milho canjica) para a obtencdo de extratos acetato de
etila. A composicdo de cada extrato e os rendimentos obtidos apés o cultivo do

endofito estdo apresentados na tabela 2.
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Tabela 2 - Composicdo dos meios de cultivo utilizados e rendimentos obtidos para os extratos acetato

de etila.

Meios de cultivo

Composicédo

Massa de extrato obtida

Caldo Batata Dextrose Batata (49), Dextrose (20g9) 111,70 mg
(Acumedia) (liquido)
Caldo YM (Acumedia) Extrato de levedura (3g), Extrato de 46,00
(liquido) Malte (3g), Peptona (5g), Dextrose

(10g)
Extrato de Malte Extrato de Malte (20g) 254,50 mg
(Acumedia) (liquido)
Caldo Nutrient (Acumedia)  Extrato de carne (3g), Digest&o 55,50 mg
(liquido) enzimatica de gelatina (59)
Caldo Czapek-Dox (Kasir)  Nitrato de sddio (2g), Sulfato de 218,30 mg
(liquido) Magneésio (0,5g), Cloreto de

Potéssio (0,5¢), Sulfato Ferroso

(0,019), Difosfato de Potassio (19),

Sacarose (30g9)
Arroz parboilizado (Tio Arroz 272,20 mg
Jodo) (sélido)
Milho canijica (Yoki) (s6lido) Milho 219,80 mg

E possivel observar que o maior rendimento foi obtido quando o enddfito foi

cultivado nos meios solidos e no extrato de Malte. Além dos diferentes rendimentos,

uma andlise do perfil cromatografico por HPLC-PDA (metodologia em 3.5.1)

demonstrou as diferencas em termos dos metabdlitos produzidos (Figuras 8-14).

Figura 8 - Perfil cromatografico do extrato acetato de etila cultivado em Caldo Batata Dextrose.

Condic¢des cromatograficas presentes no item 3.5.1.
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Figura 9 - Perfil cromatografico do extrato acetato de etila cultivado em Caldo YM. Condigdes
cromatograficas presentes no item 3.5.1.

150000 |

100000

Intensity [pAU]

50000

— —
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0
Retention Time [min]

Figura 10 - Perfil cromatogréfico do extrato acetato de etila cultivado em Extrato de Malte. Condi¢8es

cromatograficas presentes no item 3.5.1.
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Figura 11 - Perfil cromatogréfico do extrato acetato de etila cultivado em Caldo Nutrient. CondigBes

cromatograficas presentes no item 3.5.1.
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Figura 12 - Perfil cromatografico do extrato acetato de etila cultivado em Caldo Czapek-Dox. Condi¢des

cromatograficas presentes no item 3.5.1.
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Figura 13 - Perfil cromatografico do extrato acetato de etila cultivado em arroz parboilizado. Condi¢des

cromatograficas presentes no item 3.5.1.
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Figura 14 - Perfil cromatografico do extrato acetato de etila cultivado em milho canjica. Condigbes

cromatograficas presentes no item 3.5.1.
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Através da andlise dos cromatogramas verificamos a variabilidade obtida pelo
cultivo com esses diferentes meios. O extrato acetato de etila cultivado em Caldo
Batata Dextrose apresentou o maior numero de substancias com absor¢éo no UV,
enquanto que o cultivo em Caldo YM e Caldo Nutrient foram os mais indicados para a
obtencao de compostos de maior polaridade. O caldo Czapek-Dox mostrou-se 0 mais
pobre e com a menor producédo, enquanto que 0s que apresentaram maior rendimento
(cultivo em arroz parboilizado, milho canjica e extrato de Malte) mostraram

semelhancas com a produc&o majoritaria de uma substancia com Tr = 24 min.
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4.2 Fracionamento, Isolamento e Identificacdo de substancias

Apobs a selecédo e cultivo do extrato mais ativo (cultivo em arroz parboilizado)
em escala ampliada, o0 mesmo foi submetido a uma otimizagdo cromatogréafica e a
andlise do perfil por HPLC-MS. Essa analise buscou identificar a presenca de
metabalitos ja descritos em outras espécies do género do fungo e também a possivel
verificacdo de substancias comuns tanto ao endofito quanto ao hospedeiro.

A condicdo cromatogréfica foi ajustada para um gradiente de 43-65% de MeOH

em 30 minutos, resultando em uma maior resolucéo entre os picos (Figura 15).

Figura 15 - Cromatograma no UV e cromatograma pico base obtidos na andlise por HPLC-MS em

modo positivo. Condi¢g8es cromatograficas presentes no item 3.5.2.
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Como resultado, verificamos a presenca de cinco substancias com absor¢ao
no ultravioleta, sendo essas (4-8) isoladas e purificadas em cromatégrafo liquido
semipreparativo com detector de arranjo de diodos (HPLC-PDA). Além disso
verificamos a presenca de substancias que ndo apresentam absor¢cdo no UV, com
destaque para a regido com Tr = 10-15 min. Essa regido foi analisada e os trés sinais
purificados a partir da utilizacdo do cromatografo liquido semipreparativo com indice

de refracdo (HPLC-RI) resultando nas substancias 1-3.
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Figura 16 - Substancias isoladas a partir do extrato cultivado em arroz parboilizado. Os dados
espectroscépicos apresentam-se descritos nas proximas sec¢oes.
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4.2.1 Isolamento e identificacdo de derivados do acido decandico

A regido com substancias que ndo apresentam absorcao no UV (40,3 mg) foi
isolada e analisada por HPLC-RI de acordo com a metodologia descrita em 3.5.4.
Devido ao pequeno intervalo entre os tempos de retengédo dessas substancias foi
possivel desenvolver uma metodologia isocratica resultando em um cromatograma
bem resolvido. O cromatograma otimizado esta apresentado na figura 17.

Figura 17 — Separacéo cromatogréfica obtida no HPLC-RI. Condi¢cSes cromatograficas descritas em
3.5.3.
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Os sinais apresentados foram coletados separadamente e as substancias
obtidas analisadas por técnicas espectroscopicas e espectrométricas, sendo

identificadas como derivados do acido decanéico 1 (6,9 mg), 2 (10,2 mg) e 3 (2,1 mg).

4.2.1.1 Identificacdo da substéancia 1

OH OH

Acido (2Z,5E)-4,7,9-triidroxideca-2,5-diendico

A partir da analise dos espectros mono e bidimensionais de ressonancia
magnética nuclear foi possivel verificar no espectro de NMR 'H (Figuras 36-40) a
presenca de quatros hidrogénios olefinicos, sendo que o sinal correspondente ao H-2
(dn 5,88, dd, J = 12,6 e 1,70 Hz) apresentou-se correlacionado com o H-3 (dn 5,83,
dd, J=12,6 e 3,2 Hz) com uma constante de acoplamento de J = 12,6 Hz, o que indica
a configuracao relativa desses hidrogénios como Z. Do mesmo modo, verificou-se que
os hidrogénios H-5 (én 5,63, dd, J = 15,9 e 8,0 Hz) e H-6 (dn 5,56, dd, J =159 e 8,8
Hz) apresentam configuracéo relativa E devido a constante de acoplamento de J =
15,9 Hz. A andlise dos espectros de NMR 3C (Figura 41) permitiram verificar a
presenca de cinco carbonos sp? (um grupo carboxila e quatro grupos olefinicos) e
cinco carbonos sp?, incluindo a presenca de um grupo metileno em C-8 (d¢c 43,9) e de
um grupo metilaem C-10 (&¢ 21,6). A analise dos espectros bidimensionais de gHSQC
(Figura 44) revelaram a presenca de hidrogénios diastereotépicos H-8a (61 1,71) e H-
8b (6n 1,88) no grupo metileno. No espectro bidimensional de gHMBC (Figura 45) foi
observada a correlacdo do hidrogénio olefinico H-2 (én 5,88) com C-1 (6¢c 170,2),
indicando a posic¢éo do grupo carbonilico, e ainda com C-3 (dn 137,8) e C-4 (dn 72,2).
O hidrogénio H-4 (dn 4,69) apresentou correlacdo com C-2 (6c 122,9), C-3 (&c 137,8),
C-5 (8¢ 131,0) e C-6 (dc 138,6), resultando na determinagdo do C-4 entre as duas
ligacBes duplas. Os hidrogénios do grupo metila (&n 1,23) mostraram correlagdo com

C-9 (8¢ 70,0) e com o carbono do grupo metileno C-8 (6c 43,9). Os demais dados de
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deslocamento quimico, multiplicidade e correlagbes observadas estdo apresentados

na tabela 3 enquanto que os espectros estao apresentados nos anexos.

Tabela 3 - Dados de deslocamento quimico e correlacdes observadas para a substancia 1.

gHQSC ek gHMBC "Jcy
Posicdo d&um (J em Hz) Oc 2JcH e 3JcH
1 - 170,2
2 5,88 dd (12,6 € 1,7) 1229 72,2 (C-4), 137,8 (C-3), 170,2 (C-1);
3 5,83 dd (12,6 € 3,2) 137,8 72,2 (C-4), 170,2 (C-1);
4 4,69ddd (8,0,33e1,7) 722 122,9 (C-2), 131,0 (C-5), 138,6 (C-6);
5 5,63 dd (15,9 e 8,0) 131,0 72,8 (C-7), 138,6 (C-6);
6 5,56 dd (15,9 e 8,8) 138,6 43,9 (C-8), 72,2 (C-4), 131,0 (C-5);
7 4,13 m 72,8 131,0 (C-5);
828  1,71ddd (14,13,3e11,2) 43,9 70,0 (C-9), 72,2 (C-4), 72,8 (C-7), 138,6 (C-6);
8b  1,88ddd (14,0,3,5€ 1,7) 72,8 (C-7), 138,6 (C-6);
9 5,26 tdd (8,0,3,3e1,7) 70,0
10  1,23d(6,5) 21,6 43,9 (C-8), 70,0 (C-9);

A proposta estrutural com férmula molecular C10H160s foi confirmada a partir
da analise da substancia isolada em espectrometro de massas em modo positivo.

Os derivados do acido decandico apresentam desidratacdo na fonte de
ionizacao, o que faz com que o sinal do ion [M+Na]* com m/z 239,0890 apare¢ca com
baixa intensidade. O pico base do espectro corresponde ao ion da molécula
desidratada cationizada [M-H20+Na]* com m/z 221,0789 (erro de 2,26 pm)

apresentado na figura 18.

Figura 18 - Espectro de massas da substancia 1 confirmando a proposta estrutural apresentada.
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Essa substancia (acido (2Z, 5E)-4,7,9-triidroxideca-2,5-diendico) e os demais

derivados do &cido decanodico demonstrados nesse trabalho apresentam-se inéditos
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na literatura. A determinacao da configuragcéo absoluta dos carbonos C-4, C-7 e C-9
esta sendo realizada.

4.2.1.2 ldentificacdo da substancia 2

OH OH

Acido (2Z,5E)-4-acetoxi-7,9-diidroxideca-2,5-diendico

No espectro de NMR 'H (Figuras 46-50) verificamos a presenca de quatro
carbonos olefinicos, com os hidrogénios H-2 (&x 6,03, dd, J=12,2 e 1,7 Hz) e H-3 (o~
5,79, dd, J=12,2 e 3,6 Hz) correspondendo a uma dupla de configuracéo relativa Z e
os hidrogénios H-5 (éx 5,60, dd, J = 16,0 e 8,1 Hz) e H-6 (dn 5,71, dd, J = 16,0 e 9,2
Hz) designados a uma ligacdo dupla com configuracdo relativa E. A andlise do
espectro de NMR 13C (Figura 51) demonstrou a presenca de seis carbonos sp?, com
destaque para a presenca de uma carboxila C-1 (6c 169,9) e uma carbonila de éster
C-2’' (dc 171,8), além da presenca de carbonos sp® como um grupo metileno em C-8
(6c 43,8) e duas metilas em C-10 (d6c 21,6) e C-3’ (dc 20,9). A partir do espectro
bidimensional de gHSQC (Figura 54) foi possivel observar que os hidrogénios H-8a
(61 1,74) e H-8b (dn 1,90) correspondiam a hidrogénios diastereotdpicos do grupo
metileno. Os espectros bidimensionais de gHMBC (Figura 55) auxiliaram na proposta
estrutural apresentada, onde temos os hidrogénios H-2 (dn 6,03) e H-6 (o1 5,71)
apresentando correlacdo com o carbono C-4 (8¢ 73,9), indicando esse como um grupo
CH entre as duas duplas ligacdes. Observamos também a correlacéo dos hidrogénios
H-8 (dn 1,74 e b1 1,90) com C-6 (6¢c 140,9), C-7 (dc 72,7) e C-9 (d¢c 70,2), bem como
a correlacdo dos hidrogénios da metila H-10 (dn 1,24) com C-8 (6c 43,8) e C-9 (dc
70,2). A posicdo da carbonila C-2° (6¢c 171,8) foi atribuida devido ao maior
deslocamento quimico do hidrogénio H-4 (&x 5,81) para a substancia 2 em

comparacao com a substancia 1, devido ao efeito de desblindagem pela presenca do



36

grupo éster. As demais correlagBes obtidas estdo apresentadas na tabela 4 e os

espectros nos anexos.

Tabela 4 - Dados de deslocamento quimico e correlacdes observadas para a substéncia 2.

gHQSC ek gHMBC "Jcy
Posicdo oum (J em Hz) Oc 2Jch € 3JcH
1 - 169,9
2 6,03 dd (12,2 e 1,7) 125,6 73,9 (C-4);
3 5,79 dd (12,2 e 3,6) 133,3 125,6 (C-2);
4 5,81 m 73,9 126,6 (C-5), 133,3 (C-3);
5 5,60 dd (16,0 e 8,1) 126,6 72,7 (C-7), 140,9 (C-6);
6 5,71 dd (16,0 € 9,2) 140,9 73,9 (C-4), 126,6 (C-5);
7 4,13 ddd (11,1, 7,2 e 3,4) 72,7 126,6 (C-5);
g2 1,74 dt (14,0 e 11,1) 43,8 70,2 (C-9)
8b 1,90 ddd (14,0, 3,4 € 1,7) 72,7 (C-7), 140,9 (C-6);
9 5,28tdd (12,5,6,4e1,7) 70,2
10 1,24 d (6,4) 21,6 43,8 (C-8), 70,2 (C-9);
1' - -
2' - 171,8
3 2,05s 20,9 171,8 (C-29;

A proposta estrutural com férmula molecular C12H180s foi confirmada a partir

da analise da substancia isolada em espectrémetro de massas em modo positivo. Do

mesmo modo que para a substancia 1, a substancia 2 sofre desidratacéo na fonte de

ionizacao e, portanto, observamos o ion da molécula desidratada cationizada [M-

H20+Na]* com m/z 263,0891 (erro de 1,52 ppm) no espectro de massas (Figura 19).

Figura 19 - Espectro de massas da substancia 2 confirmando a proposta estrutural apresentada.
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Assim como a substancia 1, o acido (2Z, 5E)-4-acetdxi-7,9-diidroxideca-2,5-

diendico (2) apresenta-se inédito na literatura, sendo encontrado pela primeira vez

como um produto natural do metabolismo de um enddfito. A configuracdo absoluta

dos carbonos C-4, C-7 e C-9 esta sendo realizada.
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4.2.1.3 Identificacdo da substancia 3

Acido (2Z,5E)-7-acetoxi-4,9-diidroxideca-2,5-diendico

Os dados de NMR !H (Figuras 56-60) para a substancia 3 se mostraram muito
parecidos com os obtidos para a substancia 2. Temos novamente quatro hidrogénios
olefinicos sendo os hidrogénios H-2 (éx 5,89, dd, J = 12,6 e 1,8 Hz) e H-3 (&n 5,83,
dd, J = 12,6 e 3,3 Hz) pertencentes a uma ligacdo dupla com configuracao relativa E
e os hidrogénios H-5 (61 5,76, dd, J = 15,9 e 8,4 Hz) e H-6 (6+ 5,60, dd, J =159 e 9,5
Hz) pertencentes a uma ligagéo dupla com configuracao relativa Z. A partir do espectro
de NMR *3C (Figura 61) verificamos a presenca de duas carbonilas C-1 (dc 170,0) e
C-2’ (6c 171,7), duas metilas em C-10 (&c 21,5) e C-3’ (dc 21,1) e um grupo metileno
em C-8 (dc 40,7). As correlagdes de gHSQC (Figura 64) mostram os hidrogénios
diastereotopicos H-8a (dn 1,85) e H-8b (51 1,94) ligados ao grupo metileno e a partir
dos dados de gHMBC (Figura 65) posicionamos o carbono C-4 (&c 72,0) entre as
ligacdes duplas pela correlacdo de H-2 (dn 5,89) e H-6 (dn 5,60) com esse carbono.
Também verificamos a correlacdo dos hidrogénios H-2 (dn 5,89) e H-3 (dn 5,83) com
a carboxila (6¢c 170,0) e a presenca do grupo éster na posi¢ao 7 pela correlacédo do H-
7 (61 5,22) com C-2’ (8¢ 171,7) e pelo maior deslocamento quimico desse hidrogénio
na presenca do éster, assim como ocorre na substancia 2. As demais correlagfes
obtidas estdo apresentadas na tabela 5 com os respectivos valores de deslocamento

guimico e multiplicidades. Os espectros registrados encontram-se em anexos.
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Tabela 5 - Dados de deslocamento quimico e correlacdes observadas para a substancia 3.

gHQSC Yen gHMBC "Jcu
Posi¢do &um (J em Hz) &¢ ZJen e 3en
1 - 170,0
2 5,89dd (12,6 e 1,8) 122,9 72,0 (C-4), 137,7 (C-3), 170,0 (C-1);
3 5,83 dd (12,6 e 3,3) 137,7 170,0 (C-1);
4 4,69 m 72,0 122,9 (C-2), 134,0 (C-6), 137,7 (C-3);
5 5,76 dd (15,9 e 8,4) 133,9 75,2 (C-7), 134,0 (C-6);
6 5,60 dd (15,9 e 9,5) 134,0 40,7 (C-8), 72,0 (C-4), 133,9 (C-5);
7 5,22 m 75,2 40,7 (C-8), 134,0 (C-6), 171,7 (C-3');
8a  1,85dt(13,9e11,2) 40,7 69,7 (C-9), 75,2 (C-7);
8b 1,94 ddd (13,9, 3,2 e 1,9) 75,2 (C-7), 134,0 (C-6);
9 5,31tdd (12,5, 6,3 e 1,8) 69,7 21,5 (C-10), 75,2 (C-7);
10 1,24 d (6,4) 21,5 40,7 (C-8), 69,7 (C-9);
1' - -
2' - 171,7
3' 2,00s 21,1 171,7 (C-2")

Essa substancia isolada foi analisada em espectrémetro de massas e obteve-
se o sinal do ion [M-H20+Na]* com m/z 263,0899 (erro de 3,42 ppm), corroborando
com a proposta estrutural apresentada de férmula C12H180s (Figura 20). Para essa
substancia, também é possivel observar o sinal do dimero cationizado em m/z
503,1900 (erro de 1,59 ppm).

Figura 20 - Espectro de massas da substancia 3 confirmando a proposta apresentada.
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Essa substancia 3 (acido (2Z,5E)-7-acetdxi-4,9-diidroxideca-2,5-diendico)
também esta sendo reportada pela primeira vez na literatura. A configuracdo dos

carbonos C-4, C-7 e C-9 estdo sendo realizadas.
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4.2.2 Isolamento e identificacdo de policetideos

O extrato acetato de etila do endofito cultivado em arroz parboilizado foi
analisado na mesma condicéo otimizada utilizada para a aquisicdo do cromatograma

HPLC-MS, onde temos cinco sinais bem resolvidos (Figura 21).

Figura 21 - Cromatograma otimizado para o extrato acetato de etila do enddfito cultivado em arroz

parboilizado. Condigbes cromatogréaficas presentes no item 3.5.4.
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Desse modo, a partir do extrato acetato de etila do cultivo em arroz (1,5 mg)
foram isoladas a partir do uso do HPLC-PDA semipreparativo cinco substancias, 4
(13,2 mg), 5 (47,1 mg), 6 (6,5 mg), 7 (3,7 mg) e 8 (7,5 mg).
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4.2.1.1 Identificacdo da substancia 4

N 'lllllllo

Modiolida A

A analise dos espectros de ressonancia magnética nuclear mono e
bidimensionais juntamente com a comparacdo de dados da literatura permitiram a
identificacdo da substancia 4, também conhecida como modiolida A. Assim como
encontrado nos derivados do &cido decandico, temos hidrogénios olefinicos que
resultam em ligacdes duplas entre H-2 (dn 5,88, dd, J =12,5e 1,7 Hz) e H-3 (61 5,83,
dd, J=12,5 e 3,2 Hz) com configuracao Z e entre H-5 (n 5,63, dd, J = 15,9 e 8,0 Hz)
e H-6 (dn 5,56, dd, J = 15,9 e 8,8 Hz) com configuracao E (Figuras 66-70). No espectro
de NMR 13C (Figura 71) temos a presenca de cinco carbonos sp? correspondendo aos
quatro carbonos olefinicos e a presenca de uma carbonila de éster em C-1 (&c 170,2).
Temos também carbonos sp2 com destaque para o grupo metileno em C-8 (d¢c 43,9)
e metila em C-10 (¢ 1,23). As informacdes dos espectros unidimensionais foram
complementadas pelos dados presentes nos espectros bidimensionais de gHSQC
(Figura 74) e gHMBC (Figura 75), onde a partir das correlacfes diretas foi possivel
estabelecer que os hidrogénios do grupo metileno H-8a (dn 1,72) e H-8b (dn 1,88)
apresentavam diferentes valores de deslocamento quimico, sendo hidrogénios
diastereotopicos pela proximidade com um centro quiral.

Através das interacdes a longa distancia foi possivel determinar a posi¢cédo do
C-4 (6c 72,2) entre as duas ligacdes duplas pelas correlagbes de H-2 (dn 5,88), H-3
(6H 5,83), H-5 (61 5,63) e H-6 (dn 5,56) com esse carbono. A posi¢éo da carboxila foi
estabelecida a partir da correlacéo de H-2 (6+ 5,88) e H-3 (61 5,83) com C-1 (¢ 170,2).
As demais correlacdes dos experimentos a longa distancia e COSY (Figura 73) estao
apresentadas nos anexos. Os dados de deslocamento quimico estdo apresentados

na tabela 6.
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Tabela 6 - Dados de deslocamento quimico e correlacdes observadas para a substancia 4.

gHQSC ey gHMBC "Jci
Posicdo on m (J em Hz) Oc 2Jcr e 3JcH
1 - 170,2
2 5,88dd (12,5e1,7) 122,9 72,2 (C-4), 138,7 (C-3), 170,2 (C-1);
3 5,83dd (12,5 e 3,2) 138,7 72,2 (C-4), 131,0 (C-5), 170,2 (C-1);
4 4,69 ddd (8,0, 3,2 e 1,7) 72,2 122,9 (C-2), 131,0 (C-5), 137,8 (C-6), 138,7 (C-3);
5 5,63 dd (15,9 e 8,0) 131,0 72,2 (C-4), 72,8 (C-7), 137,8 (C-6), 138,7 (C-3);
6 5,56 dd (15,9 e 8,8) 137,8 43,9 (C-8), 72,2 (C-4), 131,0 (C-5);
7 4,13ddd (11,3,8,8e3,3) 72,8 43,9 (C-8), 131,0 (C-5);
8a  1,72ddt(14,0,13,4e11,3) 43,9 72,8 (C-7), 137,8 (C-6);
8b  1,88ddd (14,0, 3,3 e 1,8) 70,1 (C-9), 72,8 (C-7), 137,8 (C-6);
9 5,26 dqd (13,4, 6,4e1,8) 70,1 43,9 (C-8), 72,8 (C-7), 21,6 (C-10), 170,2 (C-1);
10  1,23d(6,4) 21,6 43,9 (C-8), 70,1 (C-9)

A proposta estrutural de formula molecular C10H1404 foi confirmada a partir da
andlise do espectro de massas da substancia (Figura 22), onde observamos o sinal
da molécula cationizada [M+Na]* em m/z 221,0785 (erro de 0,45 ppm).

Figura 22 - Espectro de massas da substancia 4 confirmando a proposta apresentada.
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Esse composto ja foi descrito na literatura como Modiolida A, de modo que a
estereoquimica do mesmo foi determinada a partir da comparacdo da rotacdo
especifica descrita na literatura com a experimental, onde obtemos um valor de [a]p?®
= + 38° quando os centros possuem configuracao 4R, 7S, 9R (TSUDA et al., 2003).
Esse composto foi isolado de um fungo pertencente ao género Paraphaosphaeria e

esta sendo descrito pela primeira vez no género Microsphaeropsis.
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4.2.1.2 Identificacdo da substancia 5

1-(2,5-diidroxifenil)-3'-hidroxibutanona

A andlise dos espectros de NMR *H (Figuras 76-80) da substancia 5 mostraram
a presenca de hidrogénios aroméaticos H-3 (én 6,79, d, J = 8,9 Hz), H-4 (dnx 7,01, dd, J
=8,9e 2,9 Hz) e H-6 (6n 7,24, d, J = 2,9 Hz), evidenciando segundo as constantes de
acoplamento a presencga de um anel tri-substituido. Os dados de NMR *3C (Figura 81)
evidenciaram a presenca de sete carbonos sp?, sendo seis pertencentes ao anel
aromatico e um grupo carbonila de cetona em C-1’ (dc 206,2), além de carbonos sp?
como grupos metileno em C-2’ (¢ 48,4) e metila em C-4’ (¢ 23,5). As analises dos
espectros bidimensionais permitiram verificar que os hidrogénios do metileno H-2’a
(61 3,03) e H-2’b (dH 3,17) apresentavam-se como diastereotopicos (Figura 84). O
espectro bidimensional de gHMBC (Figura 85) mostrou que a correlacdo dos
hidrogénios aromaticos H-3 (dn 6,79), H-6 (On 7,24) e dos hidrogénios do grupo
metileno H-2 (dn 3,03 e 3,17) com a carbonila C-1" (dc 206,2), permitindo o
estabelecimento da posicao dessa cetona entre o anel aromatico e a cadeia alifatica.
As demais correlacdes obtidas estdo apresentadas na tabela 7 e os espectros estédo

apresentad 0S NOS anexos.
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Tabela 7 - Dados de deslocamento quimico e correlacdes para a substancia 5.

gHQSC ek gHMBC "Jch
Posicdo ©nm (J em Hz) Oc 2Jch € 3JcH
1 - 120,8 -
2 - 156,7 -
3 6.79d (8,9) 119,7 120,8 (C-1), 150,6 (C-2), 156,7 (C-5), 206,2 (C-1');
4 7,01 dd (8,9 € 2,9) 125,9 115,9 (C-6), 150,6 (C-2), 156,7 (C-5);
5 - 150,6 -
6 7,24.d (2,9) 115,9 125,9 (C-4), 150,6 (C-2), 156,7 (C-5), 206,2 (C-1');
1' - 206,2 -
2a  3,03dd (16,1 e 4,9) 48,4 23,5 (C-4), 65,3 (C-3"), 206,2 (C-1');
2b 3,17 dd (16,1 e 7,6) ] 23,5 (C-4'), 65,3 (C-3'), 206,2 (C-1');
3 4,37dqd (7,6, 6,2 € 4,9) 65,3 -
4 1,27 d (6,2) 23,5 48,4 (C-2), 65,3 (C-3";

A proposta estrutural de férmula molecular C10H1204 foi confirmada a partir da
analise do espectro de massas da substéncia, onde foi possivel visualizar o pico base
como o ion [M+Na]* em m/z 219,0629 (erro de 0,46 ppm) (Figura 23).

Figura 23 - Espectro de massas da substancia 5 confirmando a proposta apresentada.
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O sinal observado com m/z 137,0234 corresponde ao ion formado apds uma
segmentacdo a na carbonila do ion molecular protonado, resultando no ion [M-
C3H7O]" (erro de 0,73 ppm) (Figura 24).

Figura 24 - Proposta para a fragmentacéo do ion molecular da substancia 5.

¥
o)

+e
0 OH
OH
HO J HO )\
NS - . L
OH OH

CioH 204 C7HSO3+
m/z 196,0730 m/z 137,0233




44

A substéancia 5, conhecida como 1-(2,5-diidroxifenil)-3-hidroxibutanona esta
sendo descrita pela primeira vez na literatura como um produto natural, estando
disponivel apenas comercialmente e nao tendo sido reportada em nenhum artigo
cientifico ou tendo sua atividade biologica testada.

Esse metabdlito é o que aparece com maior intensidade nos perfis
cromatograficos para os extratos acetato de etila do fungo cultivado em arroz
parboilizado, extrato de Malte e milho canjica, sendo a substancia com maior
concentracdo entre 0s extratos mais ativos. Desse modo, essa substancia sera
selecionada para ser avaliada isoladamente quanto a seu potencial antitumoral.

Esse composto assemelha-se estruturalmente aos alquil-resorcinais,
substancias com carater anfifilico que conseguem adentrar em membranas celulares
e interagir com &cidos nucleicos e enzimas, 0 que confere a esses compostos uma
gama de propriedades biolégicas como potencial antifungico e citotdxico, com
destaque para os 5-n-alquil-resorcindis como o olivetol (KOZUBEK & TYMAN, 1999;
BISKUP et al., 2017).

4.2.1.3 Identificacdo da substancia 6

(8)-6-hidroxi-2-metil-4-cromanona

Os dados de NMR 'H (Figuras 86-90) para a substancia 6 mostraram
novamente a presenca de trés hidrogénios aromaticos H-5 (én 7,16, d, J = 3,1 Hz), H-
7 (®n7,01,dd,J=89 e 3,1Hz)e H-8(d~ 6,85, d, J=8,9 Hz), evidenciando o anel
tri-substituido. No espectro de NMR 13C (Figura 91) observou-se a presenca de seis
carbonos sp? correspondentes ao anel aromatico e um carbono correspondente a um
grupo carbonila C-4 (5c 195,1), além de sinais de carbonos sp3 como o metileno C-3
(6c 45,4) e metila C-1" (&c 21,2). A posicado da cetona foi determinada a partir dos
sinais observados no espectro de gHMBC (Figura 94), onde temos a correlacdo de H-
2 (61 4,51), H-3 (61 2,63) e H-5 (&H 7,16) com C-1’ (&¢ 195,1). As correlacdes de H-3
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(6 2,63) e H-1’ (dn 1,46) com C-2 (&c 4,51) e o alto valor de deslocamento quimico
desse carbono mostram a ligacdo direta desse com um heterodtomo. As demais
correlacdes e deslocamentos quimicos estao apresentadas na tabela 8 e os espectros

registrados estdo nos anexos.

Tabela 8 - Dados de deslocamento quimico e correlagdes para a substancia 6.

gHQSC ey gHMBC "Jey
Posicdo &nm (J em Hz) dc 2JcH e 3JcH
1 - -
2 451qt(6,3e4,3) 757 1951 (C-4):
3 263d(43) 454 21,2 (C-1'), 75,7 (C-2), 195,1 (C-4);
4 - 195,1
5  7,16d(3,1) 111,2 125,8 (C-7), 157,1 (C-6), 195,1 (C-4):
6 - 157,1
7  701dd(89e3,1) 1258 111,2(C-5),157,1 (C-6);
8  6,85d(8,9) 120,0 122,0 (C-10), 125,8 (C-7), 152,7 (C-9), 157,1 (C-6);
9 - 152,7
10 - 122,0
1" 1,46d(6,3) 21,2 45,4 (C-3), 75,7 (C-2):

A proposta estrutural apresentada de cadeia fechada com férmula molecular
C10H1003 foi confirmada a partir da andlise do espectro de massas (Figura 25) da
substéancia, onde observou-se um sinal o ion da molécula protonada [M+H]* em m/z
179,0706 (erro de 1,7 ppm).

Figura 25 - Espectro de massas da substancia 6 confirmando a proposta estrutural apresentada.
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Essa substancia, conhecida como 6-hidroxi-2-metil-4-cromanona € um
metabdlito pertencente a classe das cromanonas e um conhecido produto natural do

metabolismo de enddfitos de plantas e também de endofitos. A estereoquimica do
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centro presente na posicdo 2 foi determinada a partir da analise do espectro de
dicroismo circular, onde obteve-se uma curva de CD com efeito cotton contrario ao
presente na literatura para o enantiomero R (SAENGCHANTARA et al., 1990).
Portanto o composto isolado foi identificado como (S)-6-hidroxi-2-metil-4-cromanona.

4.2.1.3 Identificacdo da substancia 7

1-(2,5-diidroxifenil)-3'-oxobutan-2"-il acetato

A substancia 7 apresentou em seu espectro de NMR 'H (Figuras 95-99) a
presenca de sinais de hidrogénios aromaticos H-3 (én 6,80, d, J = 8,9 Hz), H-4 (&n
7,02,dd,J=8,9e 2,9 Hz) e H-6 (0n 7,23, d, J = 2,9 Hz), resultando em um anel tri-
substituido assim como encontrado para as substancias anteriores. A partir da analise
do espectro de NMR *3C (Figura 100) verifica-se a presenca de duas carbonilas, sendo
uma do grupo cetona C-1’ (6¢c 204,5) e outra de um grupo éster C-1” (dc 172,3), além
da presenca de um grupo metileno C-2’ (dc 45,3) e duas metilas com diferentes
multiplicidades em C-4’ (&¢c 20,3) e C-2” (&c 21,1).

O espectro bidimensional de gHSQC (Figura 101) mostrou que os hidrogénios
H-2’a (6n 3,16) e H-2’b (dn 3,40) apresentavam-se como diastereotopicos ligados ao
grupo metileno, enquanto que o espectro de gHMBC (Figura 102) mostrou sinais que
auxiliaram na proposta estrutural apresentada, como a correlagdo dos hidrogénios H-
6 (0n 7,23) e H-2' (&1 3,16 e 3,40) com a carbonila C-1’ (d¢c 204,5) e a correlacao do
hidrogénio da metila H-2” (6n 1,97) com a carbonila C-1” (&¢c 172,3), de modo que a
presenca dessa metila diretamente ligada ao grupo éster explica o sinal apresentado
como simpleto. As demais correlagdes observadas estdo expressas na tabela 9 e os

espectros presentes nos anexos.
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Tabela 9 - Dados de deslocamento quimico e correlacdes observadas para a substéancia 7.

gHQSC cn gHMBC "Jch
Posicdo &+ m (J em Hz) Oc 2Jch e 3JcH
1 - 120,7
2 - 156,6
3 6,80 d (8,9) 119,7 150,7 (C-5), 156,6 (C-2);
4 7,02 dd (8,9 e 2,9) 126,0 115,7 (C-6), 150,7 (C-5), 156,6 (C-2);
5 - 150,7
6 7,23d (2,9) 115,7 126,0 (C-4), 150,7 (C-5), 156,6 (C-2), 204,5 (C-17);
1' - 204,5
2'a 3,16 dd (16,7 e 5,0) 453 2045 (C-1Y;
2'b 3,40 dd (16,7 e 7,6) 20,3 (C-4"), 68,6 (C-3"), 204,5 (C-1";
3 5,43 dqd (7,6, 6,3e5,0) 68,6 45,3 (C-2), 172,3 (C-1"), 204,5 (C-1');
4 1,34 d (6,3) 20,3 45,3 (C-2), 68,6 (C-3);
1" - 172,3
2 1,97 s 21,1 172,3 (C-1");

A proposta estrutural de formula molecular Ci2H140s5 foi confirmada pela
presenca no espectro de massas de um sinal correspondente ao ion da molécula
cationizada [M+Na]* em m/z 216,0734 (erro de 0,46 ppm) (Figura 26).

Figura 26 - Espectro de massas da substancia 7 confirmando a proposta estrutural apresentada.
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O segundo sinal de maior intensidade no espectro de massas corresponde a
uma segmentacao indutiva no atomo de oxigénio do grupo éster, resultando no ion
[M-C2H302]* em m/z 179,0706 (erro de 1,68 ppm) (Figura 27).
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Figura 27 - Proposta para a fragmentag&o do ion molecular da substancia 7.

o} (0] 16}
HO /’:)k HO + 0
o
— —+
-0
OH

OH

Ci2H 405 CyoH ;05"
m/z: 238,0836 m/z: 179,0703

Essa substancia, conhecida como 1'-(2,5-diidroxifenil)-1'-oxobutan-3'-il acetato
esta sendo apresentada pela primeira vez na literatura.

4.2.1.3 Identificacdo da substancia 8

(E)-1-(2,5-diidroxifenil)but-2'-en-1'-ona

A substancia 8 apresentou no espectro de NMR *H (Figuras 103-105) sinais de
hidrogénios aromaticos em H-3 (+ 6,80, d, J = 8,9 Hz), H-4 (x 7,01, dd, J=8,9e 2,9
Hz) e H-6 (6w 7,27, d, J = 2,9 Hz) assim como as substancias anteriores. Na mesma
regido de hidrogénios aromaticos € possivel verificar a presenca de sinais
correspondentes a hidrogénios vinilicos H-2' (én 7,11, dd, J = 15,0 e 1,3) e H-3’ (dH
7,18, dg, J = 15,0 e 6,6), sendo essa dupla ligacdo estabelecida com configuracao
relativa E devido as constantes de acoplamento.

No espectro de NMR *3C (Figura 106) temos sinais de carbonos sp? aromaticos,
carbonos de dupla ligagdo C-2’ (¢ 147,0) e C-3’ (6¢c 126,9), a presenca de uma
carbonila de cetona C-1’ (6¢c 195,2) e de uma metila C-4’ (&¢c 18,7). A analise dos
espectros bidimensionais de gHSQC (Figura 107) e gHMBC (Figura 108) permitiram
verificar a correlacéo de H-6 (dn 7,27), H-2’ (6w 7,11) e H-3’ (&n 7,18) com a carbonila
C-1’ (6c 195,2), indicando que essa carbonila faz parte de um sistema conjugado que
permite aos hidrogénios vinilicos possuirem um alto valor de deslocamento quimico.
Também € observada a correlacéo do hidrogénio H-4’ (dn 2,03) com C-3’ (0c 126,9) e
C-2’ (6¢ 147,0), auxiliando no posicionamento do grupo metila. As demais correlagdes
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observadas para essa cetona a,B3-insaturada estdo apresentadas na tabela 10 e os

espectros apresentam-se nos anexos.

Tabela 10 - Dados de deslocamento quimico e correlacdes observadas para a substancia 8.

gHQSC ek gHMBC "Jcy
Posicdo oum (J em Hz) Oc 2Jch € 3JcH
1 - 120,6
2 - 157,6
3 6,80 d (8,9) 119,6 120,6 (C-1), 150,6 (C-5);
4 7,01dd (8,9 € 2,9) 125,7 1155 (C-6), 157,6 (C-2);
5 - 150,6
6 7,27.d(2,9) 1155 125,7 (C-4), 150,6 (C-5), 157,6 (C-2), 195,2 (C-17;
1 - 195,2
2' 7,11 dd (15,0 e 1,3) 147,0 18,7 (C-4), 126,9 (C-3), 195,2 (C-17;
3 7,18 dq (15,0 e 6,6) 126,9 18,7 (C-4'), 147,0 (C-2'), 195,2 (C-1');
4 2,03 dd (6,6 € 1,3) 18,7 126,9 (C-3'), 147,0 (C-2)

A proposta estrutural com férmula molecular C10H1003 foi confirmada a partir
da andlise do espectro de massas da substancia 8 (Figura 28), onde podemos
observar o ion correspondente ao sinal [M+H]* com m/z 179,0705 (erro de 1,1 ppm).

Figura 28 - Espectro de massas da substancia 8 confirmando a proposta estrutural apresentada.
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Essa substancia, conhecida como (E)-1-(2,5-diidroxifenil)but-2’-em-1’-ona, foi
anteriormente identificada como produto natural de M. arundinis por Sommart e
colaboradores (2012).
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4.3 Analise biossintética dos metabdlitos

De acordo com Dewick (2002), a biossintese de derivados de acidos graxos,
macrolideos e policetideos ocorre a partir da via do acetato. A biossintese comeca
com reacdes de Claisen entre uma molécula de acetil-CoA e moléculas de malonil-

CoA, resultando na producéao de poli-B-ceto ésteres (Figura 29).

Figura 29 — Primeira etapa da biossintese pela via do acetato. Fonte: DEWICK, 2012.
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4.3.1 Sintese de derivados do acido decanoico

Para a producéo de &cidos graxos, os produtos iniciais sdo convertidos através
de reacBes enzimaticas. Temos que o malonil-CoA é convertido para malonil-ACP e
gue o acetil-CoA forma um complexo enzimatico. Apds a reacao de condensacao de
Claisen ha a produgdo de um B-ceto acil-ACP, sendo que esse pode sofrer uma
reducao estereoespecifica e produzir o -hidroxi acil-ACP com a presenca de um
centro estereogénico. A desidratacdo desse composto leva a producdo de uma

ligacdo dupla e a reducéo dessa a formacédo do acido graxo (Figura 30).



Figura 30 - Esquema para a biossintese de acidos graxos. Fonte: DEWICK, 2012.
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As insaturacdes em acidos graxos sdo obtidas através da acdo de enzimas

especificas nas cadeias saturadas, principalmente nas posi¢des w-3, w-6 e w-9. Além

disso, verifica-se que essas ligagcdes duplas ndo séo conjugadas, sendo separadas

por um atomo de carbono. Essas também podem realizar reacGes de desidratacéo

para a formacao de ligacdes duplas, reacdes de oxidacado e de reducao espcificas.

As estruturas isoladas nesse trabalho podem ser produzidas através da acao

de enzimas especificas a partir do acido decandico, sendo que essas enzimas

produzem as insaturacfes nas posicbes 2 e 5 enquanto outras permitem a

esterificacdo das hidroxilas (posicdes 4 e 7) da substancia 1, resultando na producao

das substancias 2 e 3 (Figura 31).
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Figura 31 - Proposta de bhiossintese para os derivados do acido decandico isolados. Fonte: Imagem
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4.3.1 Sintese das demais substancias

As demais substancias isoladas e identificadas nesse trabalho apresentam
correlacdo biossintética com os &cidos decandicos obtidos. A modiolida A (4)
apresenta-se como uma macrolideo, uma classe de compostos obtida pela via do
acetato a partir de moléculas de acetil-CoA e de malonil-CoA com o auxilio de enzimas
policetideo-sintases. No caso dessa estrutura, podemos descrevé-la a partir do
composto 1, onde uma reagao de condensacao intramolecular da hidroxila da posi¢cao
9 com a carboxila em 1 resulta na modiolida A.

Figura 32 - Proposta para a biossintese da substancia 4. Fonte: Imagem fornecida pelo autor.
OH

Condensag3o
H

A producéo de policetideos aromaticos leva em conta a reatividade da cadeia
do poli-B-ceto éster devido a presenca de hidrogénios acidos entre duas carbonilas, o
que resulta em uma grande capacidade de ocorrerem reacdes de condensacao
alddlica intramolecular, reacdes de enolizacdo e hidrolise. Essas reagdes ocorrem
com o auxilio das enzimas policetideo ciclase e policetideo sintase e resultam na

producéo de derivados do &cido orselinico e da 2,4,6-triildroxiacetofenona (Figura 33).
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Figura 33 - Producdo de acido orselinico ou floracetofenona a partir do poli-B-ceto éster. Fonte:
DEWICK, 2012.
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A principal diferenca entre os policetideos isolados e as substancias produzidas
pela via do acetato é o padrdo de oxigenacdo no anel aromatico que ocorre nas
posicdes 2 e 5 do anel para as substancias isoladas do fungo.

Podemos estabelecer uma correlagdo entre os metabdlitos encontrados
admitindo-se que o composto 5 é produzido a partir dos mesmos precursores do
composto 1, uma molécula de acetil-CoA e quatro moléculas de malonil-CoA, onde
apos reacdes de condensacdo de Claisen e enolizacdo promovidas por enzimas
policetideo-sintase temos a produgédo de um policetideo aromético. Essa substancia
5 sofre a acdo de enzimas especificas e a partir de reacdes de oxidacao e ciclizacédo
temos a producdo da substancia 6, enquanto que uma esterificacdo resulta na
substancia 7 e uma desidratacdo do grupo hidroxila resulta na substancia 8 (Figura
34).

Figura 34 - Proposta de biossintese para os policetideos isolados. Fonte: Imagem fornecida pelo autor.
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Verificamos, portanto, que a utilizacdo da via do acetato nos fornece propostas
biossintéticas para a obtencdo de todas as substancias descritas nesse trabalho,
sendo a principal via utilizada pelo endofito M. arundinis.

Essa via biossintética também esta presente no hospedeiro. Estudos na
literatura demonstram que espécies do género Paepalanthus possuem a presenca de
naftopiranonas e seus derivados, sendo essas substancias provenientes da via do
acetato e com potencial citotoxico (KITAGAWA et al., 2004). Além disso, as classes
de compostos majoritariamente encontradas nas plantas também apresentam
semelhancas com a via do acetato. Os flavonoides s&o biossintetizados a partir de
uma via mista do acetato-shiquimato, sendo produzidos a partir de unidades de
cinamoil-CoA e malonil-CoA (DEWICK, 2012).

Do mesmo modo, as naftopiranonas encontradas nas plantas hospedeiras
possuem sua biossintese proveniente de unidades de acetato e compartilham muitas
enzimas utilizadas na sintese de policetideos (DONNER, 2015). A proposta de
biossintese apresentada por Santos (2001) demonstra a formacéo de naftopiranonas

a partir de sete unidades de acetato (Figura 35).

Figura 35 — Esquema de biossintese simplificado das naftopiranonas a partir da condensacgédo de
unidades de acetato. Fonte: SANTOS, 2001.
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Podemos, portanto, tentar estabelecer uma correlacdo entre as vias ativas nos
endofitos e nas plantas e estimar que a colaboracdo simbiotica também favoreca a

producédo dessas classes de compostos nas plantas.
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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 cromatografico 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 endofito 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 pg mL™1).

O extrato mais ativo foi fracionado cromatograficamente e obteve-se oito
substancias, dentre as quais trés derivados do acido decandico inéditos na literatura
(1-3), dois policetideos descritos pela primeira vez (5 e 7) e trés substancias ja
conhecidas como produtos naturais de endofitos (4, 6 e 8). Uma analise 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 (expanséao da regido de 61 1,16-1,28 ppm).
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Figura 38 - Espectro de NMR H da substancia 1 (expanséao da regido de &1 1,60-2,00 ppm).
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Figura 39 — Espectro de NMR 'H da substancia 1 (expanséo da regido de o+ 4,00-4,80 ppm).
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Figura 40 - Espectro de NMR H da substancia 1 (expanséao da regido de &1 5,20-6,00 ppm).
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Figura 41 - Espectro de NMR 13C da substancia 1.

[124]1

[
TR

g1

oL
L

g0
L

00~
L 1

e —

EEFIN—

Substéncia 1

MWMR 130

00y =
HER
SEE
N

6ZZL W —
OLEL W —

6LEL N ——
LBeLi—"

Z0LL W —

T
tppm]

T
100

T
150

T
200




Figura 42 - Espectro de DEPT-135 da substancia 1.
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Figura 43 - Espectro de COSY da substancia 1.
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Figura 44 - Espectro de gHSQC da substancia 1.
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Figura 45 - Espectro de gHMBC da substéncia 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 (expanséao da regido de &1 1,20-1,28 ppm).
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Figura 49 - Espectro de NMR H da substancia 2 (expansao da regido de &n 5,20-5,80 ppm).
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Figura 50 - Espectro de NMR H da substancia 2 (expansao da regido de & 5,75-6,10 ppm).

Substéncia 2
NMR 1H
25 B8 ENESRREREREY ]
88 &2 Sifasansasd B E
[ ST 7T
— — T T — — —
5.05 6.00 5.95 5.90 535 5.80 [Ppm]
Figura 51 - Espectro de NMR 13C da substancia 2.
Substéncia 2
MR 130
o ¢ @ e ooy o o
g SR RHE 2 a8
E E EEE = EE
o ik ™ |l o bt ot O i 3 i il

200 150 100 50 [ppm]

0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 [rel]

0.00

0.30 [rel]

0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

0.00

65



Figura 52 - Espectro de DEPT-135 da substancia 2.
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Figura 53 - Espectro de COSY da substéncia 2.
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Figura 54 - Espectro de gHSQC da substancia 2.
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Figura 55 - Espectro de gHMBC da substéncia 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 (expanséo 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 (expansao da regido de &u 4,70-5,40 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 (expanséo da regiao de dn 1,16-1,34 ppm).
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Figura 68 - Espectro de NMR 1H da substancia 4 (expansao da regido de 61 1,60-2,00 ppm).

Substéncia 4
NMR 1H

—1.7470

—1.7284
—1.7237

—1.7097
—1.7051

— 1.6864

14 [rel]

T T
04 08 0.8 1.0 1.2

T
0.2

[ppm]



73

Figura 69 - Espectro de NMR H da substancia 4 (expansao da regido de du 4,10-4,80 ppm).
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Figura 72 - Espectro de DEPT-135 da substancia 4.
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Figura 73 - Espectro de COSY da substéncia 4.

[}

!
a
m @

= @ e
]
%

e

{1.72,4.1441.87,4.14}
= 0
@
= {1.23,528) =
o {1.7%8.27}

|

{4.16,5.59}

&

B I

3.5

r5.5

6.0

6.5

r7.0

r7.5

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5

@
0
.0

4.5
f2 (ppm)

~8.0

0 10 20 [ren

-10

f1 (ppm)



Figura 74 - Espectro de gHSQC da substancia 4.
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Figura 75 - Espectro de gHMBC da substéncia 4.

{5.24,21.61%‘

(52443950 (4144381
{5.57,43.99}

5.24,72.85,
T8
{5.63,72.84} {5.57,72.24}

. {4.69,122.95

o 0.0 20

[
{1.23,43.91& ) [0
L

{1.23,70.09&‘; [0
@\@ ‘ ~70
£1.89,72.91} Fso

0 90

r100

f1 (ppm)

r110

e Q

9 {4.69,131.20,

{5.62,138.78} 8
o

x)

{5,63,136.47}

{5.24,170.43%'

{4.13,131.05}

g (1.89,138.78)

{4.69,138.48}

)

{5.90,170.31} {5.84,170.34}

r120
r130
140
r150
160
r170
r180
190

8.5 8.0 7.5

0 45 40
f2 (ppm)



Substancia 5

Figura 76 - Espectro de NMR H da substancia 5.
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Figura 77 - Espectro de NMR 1H da substancia 5 (expanséo da regido de o1 1,20-1,34 ppm).
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Figura 78 - Espectro de NMR 'H da substancia 5 (expansao 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 6n 4,20-4,55 ppm).
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Figura 80 - Espectro de NMR H da substancia 5 (expanséo da regido de &1 6,60-7,40 ppm).
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Figura 81 - Espectro de NMR *3C da substancia 5.
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Figura 82 - Espectro de DEPT-135 da substancia 5.

Substéneia &
DEPT-135

—M1259

—M119.7

M1158

ME5.2
M484
M23.5

Lk d ok

T
140

T
120

T
100

80 60 40

Figura 83 - Espectro de COSY da substéncia 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.

h

Ml

Tl

{7.01,115.83
.79,120.7
{7.24,125.86% agiu{6 9:120.76}

°

6.79,150.57, :
¢ ?Q? {6.79,156.61}

{7.24,150.69 8¢
{7.01,156.72}

{6.79,206.07{G

{7.24,206.12}

4.5
f2 (ppm)

4.0 3.5

3.0 25 2.0 1.5

{3.04,23.4%3.17,23.44}

o o

{1.27,48.39@0
{3.04,65.17% {1.27,65.17%
K

{3.17,65.19} o

{3.04,206. 1%3. 16,206.15}

1.0

80

100

r120

140

160

r180

200

220

T T T T T T T
9.0 7.0 6.5 6.0

50 45
f2 (ppm)

T T T T T T
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

T
0.5

f1 (ppm)

f1 (ppm)



Substancia 6

Figura 86 - Espectro de NMR !H da substancia 6.
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Figura 87 - Espectro de NMR !H da substancia 6 (expansao da regido de ox 1,40-1,60 ppm).
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Figura 88 - Espectro de NMR H da substancia 6 (expansao da regido de dn 2,60-3,5 ppm).
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Figura 89 - Espectro de NMR H da substancia 6 (expansao da regido de & 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 substéncia 6.
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Figura 93 - Espectro de gHSQC da substéancia 6.
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Figura 94 - Espectro de gHMBC da substéncia 6.
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Substancia 7

Figura 95 - Espectro de NMR H da substancia 7.
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Figura 96 - Espectro de NMR H da substancia 7 (expanséao 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 substéancia 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 (expanséao da regido de on 1,80-2,20 ppm).
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Figura 105 - Espectro de NMR 'H da substancia 8 (expansao da regido de o+ 6,70-7,40 ppm).
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Figura 106 - Espectro de NMR *3C da substancia 8.

Substéneia 8 i ?
NMA 1H P
o o oo LR 1R [
g E 8% gHgee - Lo
2 2 =23 PR b 2 o
= E E= EEEEE = -
1 WA !

| ' . Y
200 150 100 50 [ppm]

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