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RESUMO

Os microrganismos séo considerados uma fonte promissora de substancias com
potencial biolégico e de alta capacidade biossintética para producdo de novas
substancias com aplicacdo em diversas areas tais como agricultura, medicina e
alimentos. Os fungos endofiticos colonizam o interior das plantas e tem
demonstrado grande importanica na producdo de metabdlitos secundarios
bioativos. Dessa forma, este trabalho foi idealizado objetivando a bioprospeccéo
dos extratos produzidos por fungos endofiticos associados a Paepalanthus
planifolius, espécie vegetal do Cerrado, e a avaliacdo epigenética em Aspergillus
terreus, isolado de espécie vegetal do Deserto de Sonora, na obten¢do de novas
substancias. Os fungos endofiticos isolados de P. planifolius (15 linhagens)
foram cultivados em escala reduzida em meio liquido de batata e dextrose (PDB),
a 25 °C, sob modo estatico para obtencao dos respectivos extratos brutos em
AcOEt. A avaliacdo das atividades antimicrobiana e citotoxica foram realizadas,
sendo que a bioprospeccéo inicial conduziu a sele¢éo de dois fungos endofiticos
identificados como Paraphaeosphaeria sporulosa e Cochliobolus eragrostidis.
Estes, foram cultivados em diferentes meios liquidos e sélidos (escala reduzida)
para novamente avaliar a atividade biolégica dos extratos e selecionar os mais
promissores para isolamento e determinagao/elucidacdo estrutural dos
metabolitos secundéarios em escala ampliada. Do cultivo de P. sporulosa no meio
sélido de arroz foram isoladas seis substancias inéditas, esporulosaldeinas A-F
(1-6) com boa atividade antifungica (CIM <100 pg/mL) contra linhagens de
Candida spp. Do extrato obtido do meio liquido de PDB de P. sporulosa, foram
isoladas quatro substancias, sendo trés inéditas 7-(hidroximetil)-8-metoxi-3-
metilisoquinolina-6-ol (7), 8-metoxi-3,7-dimetilisoquinolina-6-ol (8) e N-(6-hidroxi-
8-metoxi-3-metilisoquinolina-7-il) metil acetamida (9), e a conhecida
chaetoquadrina F (10). Do cultivo de C. eragrostidis em meio liquido PDB foram
identificadas sete substancias, fomalactona (11), musacina D (12), musacina E
(13), sapinofuranona A (14), ciclo(L-valina-L-triptofano) (15), indol-3-4cido
carboxilico (16) e indol-3-acido acético (17). O metabdlito 11 apresentou
promissora atividade citotdxica para células tumorais (Clso = 5,3 - 8,8 pg/mL)
sendo a responsavel pela atividade biologica apresentada pelo extrato, enquanto
as outras substancias (12-17) nao apresentaram 50% de inibicdo na maior
concentracdo avaliada (> 30 pg/mL). O cultivo de A. terreus, em meio liquido de
PDB, com o modificador epigenético SAHA induziu a producdo de metabdlitos
secundarios observado por HPLC. Este enddfito foi cultivado em escala
ampliada na presenca e auséncia de SAHA resultando no isolamento de dois
novos metabdlitos de 3-pirona-cumarinas, 18 e 19, e uma nova isocumarina, 3,4-
diidro-3-metil-6,7,8-triidroxi-1H-2-benzopiran-1-ona (20), juntamente com o0s
compostos conhecidos terreina (21), 6-hidroximeleina (22), ortosporina (23), 6,7-
dimetoximeleina (24), 6-metoximeleina (25), farnesol (26), 3,4-diidro-3-metil-
5,6,8-triidroxi-1H-2-benzopiran-1-ona (27) e 3-metilorselinato de etila (28).
Adicionalmente, os compostos 18 e 19 foram submetidos as reacdes de
acetilacao e metilacéo fornecendo os derivados semi-sintéticos 18a, 18b e 19a
que auxiliaram na elucidagéo estrutural de 18 e 19. A configuragao absoluta das
substéancias 5, 6, 18, 19 e 20 foi determinada por Dicroismo Circular Eletrdnico.

Palavras Chaves: Fungos endofiticos, Epigenética, Eriocaulaceae,
Bioprospeccéo, Metabolitos.



ABSTRACT

Microorganisms are considered a promising source of substances with biological
potential and high biosynthetic capacity to produce new substances with
application in various areas such as agriculture, medicine and food. Endophytic
fungi colonize the interior of plants and have shown great importance in the
production of bioactive secondary metabolites. Thus, this work was conceived
aiming the bioprospection of extracts produced from endophytic fungi associated
with Paepalanthus planifolius, a Cerrado plant species, and the epigenetic
evaluation in Aspergillus terreus, isolated from Sonora Desert plant species, to
obtain new substances. The isolated endophytic fungi of P. planifolius (15 strains)
were cultivated in small scale in potato and dextrose liquid medium (PDB) at
25 °C, under static mode to obtain the respective EtOAc crude extracts.
Antimicrobial and cytotoxic activities were evaluated and the initial bioprospection
led to the selection of two endophytic fungi identified as Paraphaeosphaeria
sporulosa and Cochliobolus eragrostidis. These were cultivated in different liquid
and solid media (reduced scale) to again evaluate the biological activity of the
extracts and select the most promising ones for isolation and structural
determination/elucidation of the secondary metabolites on larger scale. From the
cultivation of P. sporulosa in the solid medium of rice, six new substances,
sporulosaldeins A-F (1-6) were isolated, with good antifungal activity (MIC <100
pg/mL) against Candida spp. From the extract obtained from the P. sporulosa
PDB liquid medium, four substances were isolated, three unpublished
7-(hydroxymethyl)-8-methoxy-3-methylisoquinoline-6-ol  (7), 8-methoxy-3,7-
dimethylisoquinoline-6-ol (8) and N-(6-hydroxy-8-methoxy-3-methylisoquinoline-
7-yl) methyl acetamide (9), and the known chaetoquadrin F (10). From the
cultivation of C. eragrostidis in PDB liquid medium, seven substances were
identified: phomalactone (11), musacin D (12), musacin E (13), sapinofuranone
A (14), cycle (L-valyl-L-tryptophan) (15), indole-3-carboxylic acid (16) and indole-
3-acetic acid (17). Metabolite 11 showed promising cytotoxic activity for tumor
cells (ICso = 5.3 - 8.8 pg/mL) and was responsible for the biological activity
presented by the extract, while the other substances (12-17) did not show 50%
inhibition at the highest concentration evaluated (> 30 pg/mL). The A. terreus
cultivation in PDB liquid medium with SAHA epigenetic modifier induced the
production of secondary metabolites observed by HPLC. This endophyte was
grown on a larger scale in the presence and absence of SAHA resulting in the
isolation of two new 3-pyrone-coumarin metabolites, 18 and 19, and a new
isocoumarin, 3,4-dihydro-3-methyl-6,7,8-trihnydroxy-1H-2-benzopyran-1-one
(20), together with known compounds such as terrein (21), 6-hydroxymellein (22),
orthosporin (23), 6,7-dimethoxymellein (24), 6-methoxymellein (25), farnesol
(26), 3,4-dihydro-3-methyl-5,6,8-trihydroxy-1H-2-benzopyran-1-one (27) and
ethyl 3-methylorsellinate (28). Additionally, compounds 18 and 19 were subjected
to acetylation and methylation reactions providing the semi-synthetic derivatives
18a, 18b and 19a that helped in the structural elucidation of 18 and 19. The
absolute configuration of substances 5, 6, 18, 19 and 20 was determined by
Eletronic Circular Dichroism.

Keywords: Endophytic fungi, Epigenetic, Eriocaulaceae, Bioprospection,
Metabolites.
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1. INTRODUCAO

1.1. Fungos Endofiticos

Os microrganismos como bactérias, fungos e virus tém fascinado
pesquisadores por séculos devido as correlacdes destes microrganismos com a
saude humana, animal e vegetal, ndo apenas prejudicialmente, mas também
relacionado a producdo de diversos compostos bioquimicos importantes como
corantes, vitaminas e antibiéticos (IOCA; ALLARD; BERLINCK, 2014). Os
microrganismos tém fornecido compostos que curaram ou reduziram o efeito de
doencas humanas por mais de 70 anos. Os produtos microbianos incluem
antibiéticos contra bactérias e fungos, drogas antitumorais, imunossupressores,
inibidores de enzimas, incluindo hipocolesterolémicos, agentes antiparasitarios,
bioherbicidas, reguladores de crescimento de plantas, biopesticidas e
bioinseticidas. Outras atividades que utilizam produtos naturais em uso ou em
estudo incluem tratamentos para doencas virais, acne, malaria, diabetes,
obesidade, Ulceras gastricas, doenca por sobrecarga de ferro (hemocromatose)
e sobrecarga de alumina em pacientes em didlise renal (DEMAIN, 2014).

Dentre os microrganismos, os fungos apresentam uma grande relevancia
na producao de substancias ativas com aproximadamente 42% dos compostos
produzidos por eles, sendo que cerca de 20% dos antibioticos sdo produzidos
por fungos filamentosos (DEMAIN, 2014). Muitos dos produtos ativos podem ser
semi-sintéticos provenientes de derivatizacdes dos produtos naturais através de
reacdes quimicas ou bioconversdes (DEMAIN, 2014).

Os fungos endofiticos pertencem a um grupo diversificado de fungos
ascomicetos definidos por sua ocorréncia assintomatica dentro dos tecidos das
plantas; ocorrem em todas as grandes linhagens de plantas terrestres, nas
comunidades naturais e antropicas que vao desde o artico aos tropicos
(ARNOLD, 2007). Os enddfitos colonizam os tecidos internos de plantas, os
espacos intercelulares assim como as células do xilema e floema, sem causar
efeitos patogénicos aparentes a planta hospedeira (HALLMANN et al., 1997;
REKHA; BALA; ARYA, 2013).

A primeira definicdo do termo “endéfitos” foi introduzida em 1866 por
Anton De Bary e durante os ultimos 30 anos os termos “enddfito” e “fungos

endofiticos” tém sido citados frequentemente para descrever a microbiota interna
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de plantas. Kusari em 2012 definiu fungos endofiticos como um grupo polifilético
de microrganismos que podem prosperar assintomaticamente nos tecidos de
plantas acima do solo, assim como abaixo do solo, incluindo caules, folhas e/ou
raizes. (KUSARI; HERTWECK; SPITELLER, 2012; NISA et al., 2015;
SAIKKONEN et al., 2004; STROBEL, 2014).

Embora a primeira descoberta de um enddfito tenha sido realizada em
1904, esse grupo de microrganismos ndo recebeu muita atencdo até a recente
realizacdo de sua relevancia ecoldgica e o potencial de produzir metabdlitos
secundarios com diversas novas estruturas e interessantes funcdes biologicas
(GUNATILAKA, 2006). Isto mudou dramaticamente apds a deteccdo do
composto paclitaxel produzido por Taxomyces andreanae, fungo endofitico
isolado da planta Taxus brevifolia, esta Gltima sendo a fonte original desta
importante droga anticancer (NISA et al., 2015).

Estima-se que mais de um milhdo de espécies de fungos endofiticos
existam na natureza pois tem se o conhecimento em torno de 300 mil espécies
de plantas superiores, e considera-se que no minimo um ou mais fungos
endofiticos esteja presente para cada planta hospedeira (JIA et al.,, 2016;
STROBEL, 2014). Em 2012, estimativas de 3 milhdes de espécies fungicas
apontam para um nivel muito impressionante da biodiversidade de fungos,
entretanto, aproximadamente 80000 — 100000 espécies fungicas estdo descritas
apenas, ou seja, existe uma diversidade inimaginavel de linhagens de fungos a
serem descobertas, descritas e bioprospectadas (IOCA; ALLARD; BERLINCK,
2014).

De acordo com Schulz e Boyle os fungos endofiticos foram classificados
em trés grupos ecoldgicos principais: (a) micorrizal; (b) fungos endofiticos de
pastagem; e (c) fungos endofiticos de ndo pastagem (JIA et al., 2016; SCHULZ;
BOYLE, 2005).

Uma vez dentro dos tecidos de uma planta hospedeira, existem trés
diferentes relagBes estabelecidas entre os fungos endofiticos e a planta
hospedeira reconhecidas como: (i) mutualismo, (ii) antagonismo e (iii)
neutralismo. Os fungos podem atingir um estado de repouso latente durante toda
a vida util da planta hospedeira (neutralismo), ou por um longo periodo de tempo
(mutualismo ou antagonismo) até que as condi¢cdes ambientais sejam favoraveis

ao fungo endofitico ou o estado ontogenético do hospedeiro mude para a
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vantagem dos fungos. Na associacdo de mutualismo, ambos sao beneficiados,
sendo que o enddfito produz metabdlitos secundarios bioativos auxiliando na
defesa da planta contra patégenos, seja por inibicio de enzimas ou por
compostos de sinalizacédo, enquanto que a planta hospedeira fornece nutrientes
ao enddfito; ja nas relagdes antagonistas ocorre um equilibrio entre a viruléncia
do fungo endofitico e as respostas de defesa da planta (BAE et al., 2009;
KUSARI et al., 2015; SIEBER, 2007).

A distribuicdo e a estrutura populacional dos enddfitos podem ser
consideravelmente afetadas por fatores como histéricos genéticos, idade e
condicBes ambientais de seus hospedeiros (JIA et al., 2016). Por outro lado, os
fungos endofiticos também podem conferir impactos profundos nas plantas
hospedeiras, melhorando seu crescimento, fortalecendo suas tolerancias a
estresses abidticos e bidticos, e promovendo o acumulo de metabdlitos
secundarios (JIA et al., 2016). Todas as mudancas sado muito importantes para
a producdo de compostos bioativos em seus hospedeiros. Portanto, a inter-
relacdo mutua entre os fungos endofiticos e suas plantas hospedeiras imp&em
certos efeitos na formulacéo de alguns tipos de compostos bioativos que podem

ser utilizados pelo ser humano (JIA et al., 2016).

1.2. Crescente prospeccao de metabdlitos secundéarios produzidos
por fungos endofiticos

Os fungos endofiticos sédo considerados uma rica fonte de metabdlitos
secundarios que atuam como agentes ativos em plantas superiores sendo que
0s metabdlitos podem atuar como inibidores de crescimento de patdégenos da
planta (SUDHA et al., 2016). Adicionalmente, os endofitos tém despertado muito
interesse devido a aplicacdo de compostos produzidos por estes em diversas
areas importantes da sociedade, como na agricultura (crescimento da planta ou
inseticida), industria farmacéutica (antibiéticos), industria alimenticia (vitaminas),
bem como utilizados em fitorremediagcdo, processos fermentativos e
biotransformacao (IOCA; ALLARD; BERLINCK, 2014; SUDHA et al., 2016).

Um levantamento realizado utilizando o banco de dados do SciFinder
mostra 0 crescimento nas publicacdes envolvendo estudos de metabdlitos
secundéarios produzidos por enddfitos nos udltimos 18 anos (Figura 1)
(wwwe.scifinder.cas.org; acessado em 17 de setembro de 2019).
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Figura 1. Numero de publicacGes envolvendo metabdlitos secundarios de fungos
endofiticos entre 1993 a 2018.
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Fonte: Banco de dados SciFinder, utilizando como busca a exigéncia dos

conceitos “secondary metabolites” e “endophytic fungi” simultaneamente.

O aumento de publicacfes direcionadas a esse tema pode ser atribuido a
alta capacidade na producdo de metabdlitos bioativos pelos endoéfitos. Estes
compostos podem ser agrupados em vdrias classes, incluindo alcaloides,
esterdides, cromonas, diterpenos, isocumarinas, quinonas, lignanas,
citocalasinas, dicetopiperazinas, xantonas, entre outros (Figura 2). A diversidade
de estruturas produzidas pelos enddéfitos pode levar a compostos com
propriedades  anticancer, antioxidante, imunossupressor, inseticida,
antimicrobiana, entre outras (Figura 3). Essa imensa diversidade quimica
estrutural e biolégica tornam os fungos endofiticos o alvo nas pesquisas pela
busca de substancias com potencial para a utilizacdo na indastria farmacéutica
e agricola (KAMEL et al., 2019; KAUL et al., 2012; KHARWAR et al., 2011; QIAO
et al., 2019; ZHANG; SONG; TAN, 2006).
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Figura 2. Diversidade estrutural dos metabdlitos isolados de fungos endofiticos.
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Fonte: Adaptado de ZHANG et al., 2006; KHARWAR et al., 2011; QIAO et al.,
2019; KAMEL et al., 2019.

Figura 3. Estruturas de diferentes compostos bioativos isolados de fungos
endofiticos com atividades bioldgicas.
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O Brasil é considerado um dos paises com uma das maiores
biodiversidades do mundo, e mesmo assim, somente em 1985 é que houve a
primeira descri¢cdo importante das espécies de fungos no Brasil (IOCA; ALLARD;
BERLINCK, 2014).

Em 2000, a jovem ciéncia brasileira descreveu o primeiro produto natural
microbiano, denominado como N-acetil-y-hidroxivalina lactona, de um
estreptomiceto obtido a partir de sedimentos marinhos coletados no litoral norte
do Estado de S&o Paulo (HERNANDEZ et al., 2000). Um levantamento realizado
por IOCA et al. (2014) mostra que dos 280 metabdlitos secundarios microbianos
isolados de fontes naturais brasileiras 84% sao isolados de fungos, havendo a
predominancia na obtencdo de metabdlitos a partir de microrganismos

associados as plantas (Figura 4).

Figura 4. (A) Porcentagem de metabdlitos secundarios isolados de bactérias,
liqguens e fungos no Brasil. (B) O numero total de compostos por fonte
microbiana. (C) Fontes das quais as cepas microbianas que produziram os 280
compostos foram isoladas no Brasil.
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Considerando a imensa flora e Dbiodiversidade brasileira de
microrganismos, e o0 crescente interesse em investigar metabdlitos secundarios
microbianos, existe um grande interesse para a descoberta de metabdlitos
secundarios bioativos a partir de fungos endofiticos associados as espécies

vegetais do Brasil.

1.3. Espécie vegetal hospedeira: Paepalanthus planifolius
(Eriocaulaceae)

Eriocaulaceae possui 1200 espécies divididas em 10 géneros. Esta
familia é dividida em duas subfamilias, Eriocauloidae Ruhland e
Paepalanthoideae Ruhland, sendo que a subfamilia Eriocauloidae possui os
géneros Eriocaulon e Mesanthemum, enquanto que a subfamilia
Paepalanthoideae apresenta 0s géneros Blastocaulon, Comanthera,
Actinocephalus, Lachnocaulon, Leiothrix, Paepalanthus, Philodice,
Rondonanthus, Syngonanthus e Tonina (ANDRADE et al., 2011; GIULIETTI et
al., 2012; RUHLAND, 1903).

As Eriocaulaceae séo citadas nas listas vermelhas de espécies em
extincdo. As espécies desta familia de plantas sdo conhecidas popularmente
como “sempre-vivas”, pois permanecem com aparéncia de vivas durante muitos
anos, mesmo depois de retiradas do solo.

As Eriocaulaceae ocorrem em sua maioria em regifes pantropicais e se
destacam como uma das familias mais representativas dos campos rupestres da
Cadeia do Espinhaco (Minas Gerais, Goias e Bahia), ndo so pela grande riqueza
especifica, mas também pelo elevado nimero de taxons endémicos desta
formacao geoldgica (COSTA; TROVO; SANO, 2008).

O género Paepalanthus pertence a Eriocaulaceae, sendo um dos maiores
e mais importantes da familia com aproximadamente 357 espécies. A maior
diversidade do género encontra-se na Cadeia do Espinhaco, sendo que
aproximadamente 95% s&o endémicas do Brasil (FORZZA et al., 2010).

Da espécie vegetal Paepalanthus planifolius (Figura 5) varias substancias
ja foram isoladas como naftopiranonas e flavonéides (AMORIM et al., 2018;

SANTOS et al., 2001). As naftopiranonas sao substancias com comprovadas

atividades bioldgicas como antimicrobiana, antioxidante e mutagénica (AMARAL
et al., 2012; AMORIM et al., 2018; SILVA et al., 2007; ZANUTTO et al., 2013).
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Figura 5. Espécie vegetal Paepalanthus planifolius.

Fonte: Foto fornecida pelo Prof. Dr. Marcelo Trovoé (AMORIM et al., 2016)

Estudos de fungos endofiticos associados a P. planifolius permitiram a
identificacdo de substancias pertencentes a classe dos fendlicos acetilénicos
gque apresentam boa atividade antimicrobiana, assim como a identificacdo de
novos compostos derivados de cromanonas e alcaléides (AMORIM et al., 2016;
HILARIO et al., 2017). Estes resultados impulsionam a continuidade dos estudos
de fungos endofiticos associados a P. planifolius em busca de novos compostos

bioativos.

1.4. Fungo endofitico Paraphaeosphaeria sporulosa

O fungo endofitico Paraphaeosphaeria sporulosa (Figura 6) foi descrito na
literatura pela primeira vez em 1969 com o nome de Coniothyrium fuckelii var.
sporulosum. Em 1977 e 2004 foi reclassificado como, respectivamente,
Coniothyrium sporulosum e Paraconiothyrium sporulosum (VERKLEY et al.,
2014). Este fungo pertence a familia Montagnulaceae, que € constituida por 40
espécies listadas em Index Fungorum (www.indexfungorum.org; acessado em
21 de outubro de 2019).

Na literatura existem poucos trabalhos referentes a metabdlitos
secundarios para o género Paraphaeosphaeria e suas atividades biologicas. Em
trabalhos recentes, Shao e colaboradores identificaram o &cido lunatéico C
(Figura 7) com atividades antifungica, antibacteriana e fitotoxica (SHAO et al.,
2016). Podemos destacar também outros metabdlitos descritos desse género
como a substancia paraphaeosphaeride C com citotoxicidade para A2780
(carcinoma de ovério) e potencial inibicdo da atividade de STAT3 em células
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tumorais. Adicionalmente, a substancia paraphaeosphaeride E com atividade
inibitéria de NF-kB, um complexo proteico relacionado a expressdo de genes
pré-inflamatérios (Figura 7) (LI et al., 2017, 2015).

Figura 6. Coldnia de Paraphaeosphaeria sporulosa FO3 em placas de PDA
(esquerda), também mostrando o lado reverso (direita).
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Fonte: Autor.

Figura 7. Metabdlitos bioativos identificados no género Paraphaeosphaeria.
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Fonte: Adaptado de SHAO et al., 2016; LI et al., 2015; LI et al., 2017.

O estudo quimico para P. sporulosa apresenta poucos dados na literatura,
sendo o primeiro relato de metabdlitos secundarios produzidos pela espécie
estudada foi em 1993 com o isolamento da coniotiriol (Figura 8) (GUSMAO;
KAOUADJI; STEIMAN, 1993a). Neste mesmo ano, 0 composto micosporulona
(Figura 8) foi descoberto e apresentou atividade contra uma ampla diversidade
de microrganismos patégenos, e citotoxicidade para linhagens de células
tumorais humanas de mama e pulméo, MDA-MB 231 e PCs, abaixo de 4 ug/mL
(GUIRAUD et al., 1999; GUSMAO; STEIMAN; SEIGLE-MURANDI, 1993b).
Estudos recentes conduziram a descoberta de uma nova classe de derivados de

espiroamina originado a partir do sesquiterpendide bergamotano nomeados
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esporulaminal A e esporulaminal B, um par de epimeros ilustrados na Figura 8
(ZHANG et al., 2016b).

Figura 8. Metabdlitos secundarios identificados na espécie P. sporulosa.
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Fonte: Adaptado de GUSMAO et al., 1993a; GUSMAO et al., 1993b; ZHANG et
al., 2016.

1.5. Fungo endofitico Cochliobolus eragrostidis

O género Cochliobolus Drechsler (1934) pertence a familia
Pleosporaceae constituido por 53 espécies listadas em Index Fungorum
(www.indexfungorum.org; acessado em 21 de outubro de 2019). Este género
apresenta anamorfismo com o0s géneros Bipolaris Shoemaker (1959) e
Curvularia Boedijn (1933), o que muitas vezes causa confusées com as
mudancas de nome e o refinamento da taxonomia. As espécies de Cochliobolus
sdo reportadas como patdégenas para plantas de diversas familias como
Alliaceae, Anacardiaceae, Araceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Malvaceae,
Rutaceae, Zingiberaceae e Poaceae (MANAMGODA et al., 2011).

O género Cochliobolus € uma rica fonte na producdo de metabdlitos
secundarios bioativos com destaque para a identificacdo de quinonas (Figura 9)
com potencial contra leshimaniose (CAMPOS et al., 2008). Outros trabalhos
observaram a producéo da fitotoxinas como radicina, acido cloromonilinico C,
cochliotoxina, e derivados, que poderiam potencialmente ser usados como
herbicidas numa estratégia integrada no controle de pragas, bem como o
metabolito oosporeina com atividade antioxidante e antimicrobiana, e cochliona
C com atividade citotéxica para células K562 (ALDRICH et al., 2015; ALURAPPA
et al., 2014; MASI et al., 2019, 2017a, 2017b; WANG et al., 2010).



Figura 9. Metabdlitos bioativos identificados no género Cochliobolus.
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Fonte: Adaptado de CAMPOS et al., 2008; ALDRICH et al, 2015; MASI et al.,
2017a; MASI et al., 2017b; MASI et al., 2019; ALURAPPA et al., 2014; WANG

et al., 2010.

A espécie Cochliobolus eragrostidis (Figura 10) esta distribuida no mundo

todo, sendo encontrada em uma ampla diversidade de familias de plantas

(MANAMGODA et al., 2011). A espécie é caracterizada por apresentar seu ciclo

de reproducéo tanto teleomorfico (sexuada) e anamorfico (assexuada), sendo

que no estado assexuado, esta apresenta-se como sinbnimo anamorfico de
Curvularia eragrostidis (MANAMGODA et al., 2011). Em Eriocaulaceae esta

espécie esta sendo descrita pela primeira vez na literatura.

Figura 10. Colbnia de Cochliobolus eragrostidis E02 em placas de PDA

(esquerda), também mostrando o lado reverso (direita).

Fonte: Autor.

A partir do fungo endofitico C. eragrostidis houve o isolamento e a

identificacdo do composto a,B-deidrocurvularina e seu analogo curvularina
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(Figura 11), sendo que o primeiro é excretado das células e reduzido por enzimas
extracelulares a curvularina. (HYEON; OZAKI, 1976; LIU; LI; VEDERAS, 1998).
O composto a,B-deidrocurvularina apresenta atividade antimicrobiana e também
forte fitotoxicidade para Digitaria sanguinalis sendo um potencial candidato para
o controle de ervas daninhas desta espécie (BICALHO et al., 2003; JIANG et al.,
2008).

Figura 11. Metabdlitos secundarios identificados na espécie C. eragrostidis.
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Fonte: Adaptado de MUNRO et al., 1967; HYEON et al., 1976.

1.6. Fungo endofitico Aspergillus terreus

O género Aspergillus pertence a familia Aspergillaceae constituido por
776 espécies listadas em Index Fungorum (www.indexfungorum.org; acessado
em 21 de outubro de 2019). Aspergillus terreus € um fungo filamentoso
pertencente a classe dos Ascomicetos e € comumente conhecido e utilizado na
industria farmacéutica desde a década de 1960 devido a producdo de
lovastatina, que € um inibidor ativo da sintese do colesterol (COSTA et al., 2019).
Além disso, este fungo é capaz de produzir metabolitos secundarios bioativos
promissores no campo da medicina e farmacia como terreina, devido a sua
habilidade de inibir a biossintese da melanina, reduzir inflamacao, atividade
antitumoral, dentre outras atividades (XIAO et al., 2013). Outros estudos
mostram que A. terreus quando cultivado com modificadores epigenéticos
produzem novos metabdlitos com potencial inibicdo de a-glucosidase (SUN et
al., 2019).

1.7. Epigenética
Fungos endofiticos sdo comumente cultivados em laboratdrios utilizando
técnicas tradicionais de fermentacgdo com meios de cultivos definidos

artificialmente. Assim, ndo se mimetiza o habitat nativo desses microrganismos
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e eles frequentemente expressam apenas um subconjunto de genes
biossintéticos relacionados a producdo de metabdlitos secundarios, ou seja,
outros clusters de genes podem permanecer silenciados (HERTWECK, 2009).
Dentre as estratégias que sao utilizadas para ativar os agrupamentos silenciosos
de genes biossintéticos em fungos, destaca-se a incorporacdo de pequenas
moléculas denominadas como modificadores epigenéticos em meios de cultura
fungicos para ativar as vias biossintéticas silenciosas ou alterar vias
biossintéticas ja ativas (CICHEWICZ, 2010; WILLIAMS et al., 2008).

O termo epigenética foi definido em 1999 por Alan Wolffe como
‘mudancgas hereditarias na expresséo génica que ocorrem sem mudang¢as no
sequenciamento do DNA” (SUZUKI; MIYATA, 2006).

Moléculas pequenas tais como 5-azacitidina (5-AZA), acido hidroxamico
suberoilanilida (SAHA) e curcumina sdo descritas como agentes modificadores
epigenéticos devido a capacidade de mudar entre estruturas de cromatina ativa
e silenciosa através de mecanismos diferentes, incluindo a inibigcdo das enzimas
histona desacetilase (HDAC), DNA metiltransferase (DNMT), além do controle
de microRNA, sem alteracdo na sequéncia de bases nucleotideas do DNA
(MAFEZOLI et al., 2018; REUTER et al., 2011; XIAO et al., 2013). A incorporacdo
destes modificadores epigenéticos nos meios de cultura fungicos tem
demonstrado ser uma importante estratégia para a producdo de metabdlitos
secundarios novos e/ou bioativos (Figura 12) (GUBIANI et al., 2017; GUO et al.,
2018; LIU et al., 2019; SHARMA et al., 2017; TANG et al., 2015; ZHAO et al.,
2018). Gubiani e colaboradores (2017) observaram que na presenca de
modificador epigenético SAHA houve uma inducdo na producédo de um inibidor
da proteina tirosina fosfatase por Phoma sp. TANG et al. (2015) cultivaram
Penicillium minioluteum na presenca de 5-AZA resultando no isolamento de
novas furanonas com moderada citotoxicidade contra Hela. Outros trabalhos
interessantes foram o cultivo dos fungos Przewalskia tangutica e Aspergillus
versicolor na presenca de SAHA, resultando na producdo de novas
diidroisocumarinas halogenadas, e derivados de dicetopiperazina e difenileter,
respectivamente, que apresentaram atividades antimicrobianas (LIU et al., 2019;
ZHAO et al., 2018).

Existem trés mecanismos principais de regulagdo epigenética: DNA
metiltransferase, modificagcéo de histonas e agdo de RNAs n&o-codificantes. Os
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padrées de metilacdo do DNA sdo os mais estudados e melhor compreendidos
entre esses mecanismos, embora modificagBes histdnicas também sejam
amplamente discutidas (FISCH et al., 2009).

As modificacbes de cromatina mais comuns das histonas sdo as
acetilacdo, metilacédo e fosforilacdo, que ocorrem nos residuos N-terminais dos
aminoéacidos presentes nas histonas (CICHEWICZ, 2010; FISCH et al., 2009).

Figura 12. Compostos isolados do cultivo de fungos com modificadores
epigenéticos
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Fonte: Adaptado de GUBIANI et al., 2017; TANG et al., 2019; ZHAO et al.,
2018; LIU et al., 2019.

A unidade de repeticdo fundamental da cromatina € o nucleossomo. Um
anico nucleo nucleossémico é composto por um fragmento de DNA envolvido
em torno de um octamero de histona, formado por um tetramero H3-H4 e dois
dimeros H2A-H2B. Cada nucleo nucleossémico sucessivo é separado por um
ligante de DNA associado a uma unica molécula de histona H1 (Figura 13a).
Modifica¢des de cromatina geralmente ocorrem nas caudas dos aminoacidos N-
terminais das histonas (Figura 13b). Essas caudas de histonas séo o local para
uma ampla gama de modificagdes pos-traducionais, incluindo acetilagdo
controlada por histona acetiltransferases (HATS), desacetilagdo controlada por
histona desacetilases (HDACs) e metilacdo controlada por DNA
metiltransferases (DNMTs) (REUTER et al., 2011). A acetilacdo do residuo de
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lisina diminui a sua afinidade de ligacdo ao DNA, favorecendo a expressao
génica e a desacetilacdo favorece ao silenciamento de genes em fungos
(CICHEWICZ, 2010).

A metilacdo do DNA é uma modificacdo covalente do DNA que esta
claramente implicada em muitos mecanismos fisiologicos. A hiper ou
hipometilacdo do DNA esta associada ao silenciamento génico transcricional e
a ativacao génica, respectivamente. A metilagdo do DNA ocorre principalmente
nas posicdes 5 do anel pirimidina dos residuos de citosina através da adi¢cao do
grupo metil para formar 5-metilcitosinas (Figura 14). Essa reacao € catalisada
por uma familia de enzimas denominadas DNA metiltransferases (DNMTS)
(TEITEN; DICATO; DIEDERICH, 2013).

Figura 13. (A) O complexo nucleossomico. (B) Modifica¢cdes de cromatina que
geralmente ocorrem nas caudas das histonas. (C) Acetilacao reversivel dos
residuos de lisina das histonas.
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Figura 14. (A) Metilacdo da citosina do DNA. (B) Proposta de mecanismo
catalitico para metilagdo da citosina por DNMTSs.
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5. CONCLUSOES

A continuidade dos estudos de fungos endofiticos associados a
Paepalanthus planifolius (Eriocaulaceae) conduziu a obtencdo de novas
substancias bem como de metabolitos bioativos corroborando com a alta
capacidade biossintética dos fungos endofiticos.

As linhagens de fungos endofiticos isoladas de P. planifolius durante o
Mestrado foram cultivadas em meio liquido PDB e submetidas a triagem
biologica (ensaios antimicrobiano e citotoxicidade) de seus extratos brutos
AcOEt culminando na selecéo e identificacdo dos endoéfitos Paraphaeosphaeria
sporulosa e Cochliobolus eragrostidis para continuidade dos estudos quimicos.

O estudo realizado com os endéfitos P. sporulosa e C. eragrostidis a partir
do cultivo em escala reduzida destes endofitos em diferentes meios liquidos
comerciais (Extrato de Malte, PDB, YM, Czapek® e Nutrient®) e meios sélidos
(Milho e Arroz) permitiu uma avaliagdo da potencialidade antimicrobiana e
citotoxica dos extratos brutos em busca de metabdlitos secundérios ativos.

A triagem biologica direcionou a selecédo dos meios de cultivo PDB e Arroz
para o estudo em escala ampliada de P. sporulosa e os meios de cultivo PDB e
Extrato de Malte para C. eragrostidis.

Do cultivo em escala ampliada de P. sporulosa no meio sélido de Arroz e
do fracionamento do extrato ACN nos conduziu ao isolamento de seis novas
substancias derivadas de benzaldeido e benzopirano, denominadas como
esporulosaldeinas A-F (1-6), com boa atividade antifingica (CIM <100 pg/mL)
contra linhagens de Candida spp. demonstrando a importancia de estudos com
fungos endofiticos como fonte promissora de novos compostos bioativos.

O cultivo de P. sporulosa em meio liquido PDB resultou no extrato AcOEt
que foi submetido a derreplicacdo por LC-MS com o intuito de direcionar ao
isolamento de substancias nitrogenadas. Dessa forma, o fracionamento deste
extrato por técnicas cromatograficas permitiu o isolamento de trés novas 3-
metilisoquinolinas, 7-(hidroximetil)-8-metoxi-3-metilisoquinolina-6-ol  (7), 8-
metoxi-3,7-dimetilisoquinolina-6-ol (8) e N-(6-hidroxi-8-metoxi-3-
metilisoquinolina-7-il) metil acetamida (9), além de chaetoquadrin F (10)
identificada pela primeira vez no género Paraphaeosphaeria.

O cultivo em escala ampliada do enddfito C. eragrostidis no meio de
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cultivo liquido de PDB produziu o extrato AcOEt que apOs fracionamento
cromatografico foi isolado sete substancias, fomalactona (11), musacina D (12),
musacina E (13), sapinofuranona A (14), ciclo(L-valina-L-triptofano) (15), indol-
3-acido carboxilico (16) e indol 3-acido acético (17). A atividade promissora dos
extratos quando C. eragrostidis foi cultivado em PDB e Malte deve-se a presenca
de 11 que apresentou potencial atividade frente as células tumorais avaliadas,
podendo ser considerada o principio ativo destes extratos.

E importante destacar que os metabolitos secundarios identificados dos
extratos produzidos pelos fungos endofiticos isolados de P. planifolius, até o
momento, demonstraram-se diferentes dos metabdlitos identificados da espécie
vegetal hospedeira P. planifolius.

O uso de modificador epigenético SAHA no cultivo do fungo endofitico
Aspergillus terreus isolado de Astragalus lentiginosus, espécie vegetal do
Deserto de Sonora, ativou a expressao génica das vias biossintéticas silenciosas
uma vez que se observou que SAHA induziu a producdo de metabdlitos
secundarios analisado por HPLC-DAD. Este enddfito foi cultivado em escala
ampliada na presenca e auséncia de SAHA resultando no isolamento de dois
novos metabdlitos de 3-pirona-cumarinas, 18 e 19, e uma nova isocumarina, 3,4-
diidro-3-metil-6,7,8-triidroxi-1H-2-benzopiran-1-ona (20), juntamente com o0s
compostos conhecidos como terreina (21), 6-hidroximeleina (22), ortosporina
(23), 6,7-dimetoximeleina (24), 6-metoximeleina (25), farnesol (26), 3,4-diidro-3-
metil-5,6,8-triidroxi-1H-2-benzopiran-1-ona (27) e 3-metilorselinato de etila (28).
Adicionalmente, os metabdlitos 18 e 19 foram submetidos as modificacdes
estruturais fornecendo os derivados semi-sintéticos 18a, 18b e 19a que
auxiliaram na elucidagé&o estrutural dos seus precursores naturais 18 e 19. Dessa
maneira, podemos concluir que o uso da abordagem epigenética pode ser uma
estratégia Util para a producdo de novas substancias.

Os resultados obtidos neste estudo sdo de grande importancia e
enfatizam a necessidade de estudar esse nicho de microrganismos diante ao
aumento no desmatamento de diversas espécies vegetais, pois conduzem ao
conhecimento da diversidade quimica e potencialidade biol6gica dos metabdlitos
secundarios produzidos por fungos endofiticos associados aos seus hospedeiros

em diferentes biomas.
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