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RESUMO

Este trabalho apresenta os resultados da pesquisa de metabodlitos secundarios ativos
produzidos por fungos endofiticos associados as partes aéreas (folhas, escapos e capitulos)
de Paepalanthus chiquitensis (Eriocaulaceae). Entre os 25 fungos isolados da espécie de
Eriocaulaceae, o Fusarium sp. foi o fungo mais promissor quanto a atividade antimicrobiana
para as cepas de bactérias Gram-negativa Escherichia coli e Salmonella setubal, da bactéria
Gram-positiva Staphylococus aureus e para a levedura Candida albicans resistente ao
fluconazol, e ainda exibiu a capacidade bactericida e fungicida. Outro fungo selecionado foi
0 Bipolaris sp. isolado das folhas de P. chiquitensis devido a sua diversidade quimica. O
cultivo dos fungos em Potato Dextrose Broth (PDB) em escala ampliada resultou no extrato
acetato de etila (EAcOEt) que foram purificados por métodos cromatograficos em escala
preparativa. A identificacdo/elucidagdo por métodos espectrométricos € espectroscopicos
(EM, IV, UV, RMN mono e bidimensionais) forneceu as substancias: 3,4-Piridinadiamina,
N*-1-metil-5-(3"-buten-1-il) (S1), acido fusarico (S2), 2-(1H-indol-6-il)-acético (S3), 2-
Piridinametilamina-N®-metil-5-hexanoato (S4) e o sesterterpeno terpestacina (S5), Etanoato
de etila-2-(2-acetil-4,6-diidroxifenil) (B4) e um alcaldide inédito na literatura (B1). Com este
trabalho, observamos que os fungos endofiticos estudados possuem sua quimica
completamente distinta quando comparada com as classes de substancias isoladas de
espécies vegetais de Eriocaulaceae, sendo uma importante fonte de novos produtos naturais
com potencial atividade biologica. Este trabalho contempla também o estudo dos efeitos de
modificadores epigenéticos e ions metalicos na diversificagdio metabdlica do fungo
Pochonia chlamydosporia (ATCC). A adi¢ao de 4cido anacardico (AA) no meio de cultivo
liquido (PDB+AA) rendeu 2,6 vezes mais extrato do que o controle PDB. Os perfis quimicos
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e cromatografia em camada delgada
(CCD) foram comparados, foi identificado que o radicicol ¢ majoritario em todos os extratos
analisados. Estes extratos foram submetidos a andlise quantitativa por CLAE, o AA
adicionado no meio liquido Potate Dextrose Agar (PDB) rendeu 4,6 vezes mais radicicol do
que o controle PDB. O EAcOEt preparado do cultivo em escala ampliada em meio PDB +
Mg?* foi purificado por métodos cromatograficos em escala preparativa e resultou no
isolamento e identificagdo das substancias ausentes no controle (PDB), Poconinas B, Ee L

e também do mixostiol, substancias (P1-P4) respectivamente.

Palavras-chave: Eriocaulaceae, Paepalanthus chiquitensis, Fusarium, Bipolaris,
epigenética.
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ABSTRACT

This work presents the results of the research of active secondary metabolites produced by
endophytic fungi associated with the aerial parts (capitulae, scapes and leaves) of
Paepalanthus chiquitensis (Eriocaulaceae). Among the 25 species of fungi isolated from the
specie of Eriocaulaceae, the Fusarium sp. was the fungus that showed the best biological
activity against the strains of Gram-negative bacteria Escherichia coli and Salmonella
setubal, the Gram-positive bacterium Staphylococus aureus and Candida albicans yeast
resistant to fluconazole. The Fusarium sp also displayed bactericidal and fungicidal effects.
The research also presents the chemical studies of the fungus Bipolares sp., isolated from
the leaves of P. chiquitensis which was selected due to its chemical profile. The large scale
cultivation of both fungi afforded the respective ethyl acetate extracts which were purified
by preparative chromatography methods. The chemical structures were elucidated by
spectrometric and spectroscopic methods (MS, IR, UV, mono- and bidimensional NMR
affording the following substances from the Fusarium sp.: 5-(but-3-en-1-yl)-N*-
methylpyridine-3,4-diamine (S1), fusaric acid (S2), 2-(1H-indol-6-yl)-acid (S3), 5-Butil-2-
pyridinecarboxamide (S4) and the sesterterpene fusaproliferin (S5), while for the Bipolaris
sp.: Acetic acid, (2-acetyl-3,5-dihydroxyphenyl)-, ethyl ester (B4) and a new alkaloid (B1).
Herein, we also showed the study of the effects of epigenetic modifiers and metal ions in
metabolic diversity from the fungus Pochonia chlamydosporia (ATCC). The presence of
anacardic acid in the liquid medium afforded 2.6 times more ethyl acetate extract compared
with the PDB (Potato Dextrose Broth) control. Besides, the analysis by analytical HPLC
(High Performance Liquid Chromatography) identified the radicicol as the major compound
present in EtOAc extracts and showed that when anacardic acid (AA) is added to the liquid
medium, there is a production of 4.6 times more of the radicicol than the PDB control. This
fungus was cultivated in large scale in PDB + Mg?, yielding four compounds absent in

thePDB control: pochonins B, E and L and the myxostiol compounds (P1-P4), respectively.

Keywords: Eriocaulaceae, Paepalanthus chiquitensis, Fusarium sp., Bipolaris sp.,
epigenetics.
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1. INTRODUCAO

1.1 FUNGOS ENDOFITICOS

Estima-se a existéncia de 3,5 a 5,1 milhdes de espécies de fungos no planeta (O'BRIEN
et al., 2005; BLACKWELL, 2011), sendo que menos de 0,1 milhdao de fungos associados com
organismos superiores, parasitas ou saprofitos foram descritos pela literatura (SCHEFFERS
et al.,, 2012, EL-ELIMAT et al., 2014). Em vista disto, pesquisadores de diversas areas
envolvidos no estudo com fungos ficaram intrigados com o seguinte questionamento. onde
poderiam existir os demais fungos do planeta? Tal questionamento instigou cientistas nas
décadas passadas dando inicio as pesquisas com plantas, na tentativa de descobrir um
reservatorio de organismos conhecidos por endofiticos (STROBEL, 2003).

Os fungos endofiticos sdo definidos como fungos que vivem assintomaticamente
dentro do tecido de plantas superiores (KHARWAR et al., 2011; ALY, 2013). Esses
organismos sdo considerados uma importante fonte de novas substincias bioativas
(KHARWAR etal.,2011), sendo também capazes de produzir muitas classes de metabolitos,
com varias aplicabilidades na medicina (SCHULZ, 2002). Além disso, trabalhos de
relevancia destacam que 51 % das substincias isoladas de fungos endofiticos sdo
biologicamente ativas (STROBEL, 2003; SAIKKONEN et al., 2004).

Os metabolitos secundarios produzidos por fungos sdo diversos quanto as suas
estruturas e atividades biologicas. Alguns sdo pigmentos, outros sao toxinas de plantas e/ou
animais, outros podem regular o crescimento da planta, outros apresentam propriedades
farmacéuticas, e outros podem também contribuir com a patogenicidade da planta (MA, et
al., 2013).

Tan & Zou (2001) revisaram a diversidade de metabolitos que foram isolados de
fungos endofiticos, enfatizando seu potencial papel ecologico. Estes metabolitos secundarios
de endofitos sdo sintetizados através de diversas vias metabdlicas (TKACZ 2000, TAN &

Z0U 2001), por exemplo, policetideos, isoprendides ou derivacdo de aminoacidos.
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Figura 01. Diversidade estrutural dos metabolitos isolados dos fungos endofiticos
(SCHULZ, 2002).

OH O

i I"'OH MeO
OHOH MeO

OH O COOCH;,

O‘ xantona
OH O
OH O
derivados de perileno
(0]
& oH
OH
isocumarina

palmarumicina
_ Q o%

HO
Cl O HO
OH
o)
0]

benzopiranona

citocalasina
micorrizina
O R
M@ro
|
ojv\o Me Oo
M
RONC MeN
0]
o) \[H\R
(0]
(0] eniatina
OH
Br Br
H;C H
Br
fenol

antrona dimérica

furanodiona



Introducdo 22

Como pode ser visto na Figura 01, os principais metabdlitos isolados foram.
esteroides, xantonas, fenois, isocumarinas, derivados de perileno, quinonas, furanodionas,
terpenodides, depsipeptideos, citocalasinas (KROHN et al., 1996, 1999a, b, 2001). Alguns
deles representam novos grupos estruturais, como por exemplo, os palmarumicinas

(KROHN et al., 1997a, b) e benzopiranona (KROHN et al., 2002).

1.2 ESPECIE HOSPEDEIRA. Paepalanthus chiquitensis (ERIOCAULACEAE)

A familia Eriocaulaceae possui 1200 espécies e esta dividida em 10 géneros
(ANDRADE et al, 2011; GIULIETTI et al, 2012). E caracterizada por possuir
inflorescéncias do tipo capitulos, que sdo envolvidos por bracteas, ¢ folhas em forma de
roseta, de onde surgem os escapos, ¢ destes, surgem os capitulos (Figura 02) (GIULIETTI,
1997; RICCI et al., 1996).

A familia Eriocaulaceae ¢ conhecida na literatura por apresentar xantonas (SANTOS
etal., 2001; PACIFICO et al., 2011) e naftopiranonas, (VILEGAS et al., 1998; SANTOS et
al., 2001; ZANUTTO et al., 2012, AMARAL et al., 2014); substancias com comprovadas
atividades bioldgicas como antiulcera, antioxidante (SANTOS et al., 2002; AMARAL et al.,
2012) e mutagénica (VARANDA et al., 1977).

Figura 02. Espécie hospedeira Paepalanthus chiquitensis (Eriocaulaceae) na Serra do
Cip6 no estado de Minas Gerais.

Fonte: TROVO; SANO 2010.
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A espécie Paepalanthus chiquitensis Herzog tem como sinonimia Paepalanthus
giganteus Sano (TROVO; SANO, 2010), além disso, Paepalanthus é o maior género da
familia, contendo 500 espécies, das quais mais de 400 existem apenas no Brasil
(GIULIETTI et al., 2012).

Ao contrario das demais espécies da familia Eriocaulaceae que habitam locais com
altitude elevada, P. chiquitensis também ocorre em regides mais baixas (SATO, 2007).

Sua distribuicao geografica ¢ ampla, podendo ocorrer desde o Amazonas até Sao Paulo,
j& que esta espécie se adapta a uma boa variabilidade de solos. Esta caracteristica resulta em
uma enorme variabilidade morfoldgica desta espécie, principalmente no que se refere ao
tamanho e forma de suas folhas (SATO, 2007).

A principal utilizagao destas espécies ¢ ornamental, devido a beleza exibida por seus
capitulos que mesmo depois de coletados permanecem com aspecto de vivas por muitos

3

anos, sendo por isto conhecidas popularmente como ‘“sempre vivas”. As espécies de
Eriocaulaceae sdo frequentemente exportadas para paises da Europa, sendo por isso
consideradas a principal fonte de renda para muitas familias em Minas Gerais, Bahia e
Tocantins.

Um dos fatores mais importantes que também justifica a importidncia em estudar
fungos endofiticos associados as Eriocaulaceae, diz respeito a regido onde as mesmas sao
encontradas. Essas espécies de plantas pertencem principalmente a regido da Serra do Cipd
localizada em Minas Gerais. Essa regido ¢ privilegiada para o estudo de plantas endémicas
e em extingdo, que ¢ um fator a mais para a necessidade de estudos de espécies vegetais e
micro-organismos associados existentes nessas regioes de habitat extremo.

Portanto, considerando que muitas das espécies sao endémicas possuindo uma grande
diversidade quimica e biologica, e que existem poucos estudos na literatura de micro-
organismos associados com espécies da familia (AMORIM et al., 2016), foi proposto neste
trabalho, o estudo dos fungos endofiticos isolados de P. chiquitensis a fim de se obter
informacdes a respeito de sua microbiota, visando também a producao de novos metabdlitos
secundarios com atividade antimicrobiana.

Os resultados dos estudos iniciais com fungos endofiticos associados as partes aéreas
de P. chiquitensis vém sendo realizados desde a iniciacdo cientifica (2012), resultou no
isolamento 25 fungos das partes aéreas (capitulos escapos e folhas) de P. chiquitensis.
Foram registrados os perfis quimicos por CLAE-DAD dos respectivos extratos acetato de

etila preparados a partir de cada um dos fungos isolados, sendo selecionado duas cepas para
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prosseguimento dos estudos quimicos. O fungo identificado como Bipolaris sp. foi
selecionado por sua diversidade quimica por CLAE-DAD. Também foi realizada a triagem
da atividade antimicrobiana desses 25 extratos preparados previamente, sendo entdo
selecionado o Fusarium sp., que por ser o mais promissor quanto a atividade antimicrobiana
foi escolhido para dar continuidade ao estudo quimico de isolamento e identificacdo

estrutural e também avaliagdo da atividade antimicrobiana dos metabolitos isolados.

1.3 GENERO Bipolaris

O género Bipolaris ¢ composto por fungos filamentosos ascomicetos, da Classe
Dothideomycetes, Ordem Pleosporales e Familia Pleosporaceae (MANAMGODA et al.,
2014). O género Bipolaris contém mais de 100 espécies das quais a grande maioria ¢
saprofita no solo e agentes patogénicos de plantas, sendo que algumas espécies sdo
potencialmente capazes de infectarem os seres humanos e animais (DA CUNHA et al.,
2012).

O género Bipolaris faz parte do grupo de fungos dematiaceos, também chamados de
fungos negros. Formam um grupo de micro-organismos que possuem coloracdo escura,
devido a presenca do pigmento melanina na sua parede celular (HOFFMANN, 2011).

A melanina presente nos fungos dematiaceos ¢ formada a partir do polimero
diidroxinaftaleno (DNH), produzido no citoplasma e excretado na parede celular. A
interacao do polimero DNH com macromoléculas como lipideos, proteinas e carboidratos
resultam na formacdo do complexo melaninico, considerado um fator de viruléncia
associado aos fungos do género Bipolaris (CALIGIORNE et al., [s.d.]).

Embora a maioria das espécies pertencentes ao género Bipolaris sejam saprobios do
solo ou patdgenos de plantas, as espécies Bipolaris australiensis, B. hawaiiensis ¢ B.
spicifera sdo responsaveis por infecgdes em individuos imunocompetentes e
imunodeprimidos (SHANKARAPPA et al., 2014). E considerado um fungo patogénico
oportunista (BRANDT; WARNOCK, 2003).

Os fungos dematidceos sdao os principais responsaveis por causarem feohifomicoses
em humanos e animais (ALINE et al., 2010). A infeccdo pode ser cutinea, subcutinea e
sistétmica (REVANKAR et al., 2002). As apresentagdes clinicas mais comuns sio a sinusite

alérgica, ceratite, endoftalmite, onicomicose, peritonite peritoneal associada a dialise,



Introducdo 25

infec¢des de pulmao e pele, e, menos frequente, as infecgdes do sistema nervoso central (DA
CUNHA et al., 2012).

As espécies pertencentes ao género Bipolaris t€ém sido extensivamente relatadas
como produtoras de micotoxinas, fitotoxinas sendo também fonte de metabolitos
secundarios ativos de diferentes classes quimicas (ARUNPANICHLERT et al., 2012).

Os sesquiterpenos bipolaroxina (fitotoxina) e diidrobipolaroxina foram isoladas da
espécie B. cynodontis (SUGAWARA et al., 1985); o sesterterpeno 11-epiterpestacina
(Nihashi et ai, 2002) ¢ uma fitotoxina isolada de B. sorokiniana (NIHASHI et al., 2002);
além disso, as espécies de Bipolaris produzem também as fitotoxinas sesterterpendides
chamadas de ophiobolinas (AU; CHICK; LEUNG, 2000). Por fim, outros quatro
diterpenodides chamados de coicenals A-D foram isolados de B. coicis (WANG et al., 2013).

E importante ressaltar que embora o conhecimento dos fungos do género Bipolaris,
ainda seja limitado em relagdo a produgao de metabolitos bioativos, esses organismos vém
sendo cada vez mais estudados e observados, visando tanto a descoberta de novas drogas,
quanto a andlise de seu potencial como possiveis causadores de doencas em humanos (SHEN
et al., 1999, BRANDT & WARNOCK, 2003).

A atividade antimicrobiana das trieno amidas bipolamidas A e B isoladas de
Bipolaris sp. foi avaliada, e a bipolamida B apresentou moderada atividade antifiungica
contra Cladosporium cladosporioides, C. cucumerinum, Saccharomyces cerevisiae,
Aspergillus niger e Rhizopus oryzae. Os valores de concentrac¢do inibitéria minima (CIM)
foram de 16, 32, 32, 64 e 64 pg ml™!, respectivamente (SIRIWACH et al., 2014).

Entre outros compostos de relevancia estdo a micotoxina esterigmatocistina (RABIE;
LUBBEN; STEYN, 1976); a anti-microalga bipolal isolada de Bipolaris sp. (WATANABE
et al., 1995) e a dioxopiperazina bipolaramida isolada de B. sorokiniana (RABIEB, 1982).
Arunpanichlert et al. (2012) descreveram o isolamento e a avaliacdo das atividades
antimicrobiana e antioxidante de dois compostos, sendo um deles uma cromanona dimérica
chamada de bipolarinona e o ftalato bipolarilida.

A victoxinina e a pré-helmintosporolactona (MARDER et al., 2006), as citotoxinas
ophiobolinas (BENCSIK et al., 2014); a fitotoxina radicinina isolada de B. coici (COICIS,
1997), e a espirostaphilotrichina apresentou atividade antioxidante (WANG et al., 2013).
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1.4 GENERO Fusarium

O género Fusarium ¢ composto por fungos filamentosos ascomicetos, da Classe
Sordariomycetes, Ordem Hypocreales e Familia Nectriaceae, apresentando importantes
espécies patdogenas de plantas, sendo também produtoras de micotoxinas e causadoras de
doengas oportunistas (MA, et al., 2013). O género Fusarium ¢ muito vasto e tem sido
amplamente estudado nos ultimos 200 anos. Muitos desses trabalhos sdo relatados em fungao
da complexa taxonomia e da dificil identificacdo que requer um conjunto de diferentes
marcadores morfologicos, biologicos e filogenéticos (SUMMERELL & LESLIE, 2011).

Durante toda a sua historia, as espécies desse género tém sido conhecidas por sua
habilidade como patégeno de plantas. No inicio da década de 1960, os metabolitos
secundarios relatados como micotoxinas em humanos e outros animais foram quimicamente
caracterizados. Este arsenal de compostos incluem compostos que estdo na lista do governo
americano de agentes que afetam a seguranca alimentar, e por isso tém se tornado uma
barreira comercial (SUMMERELL & LESLIE, 2011). O género ¢ capaz de produzir uma
variedade de micotoxinas, sendo os tricotecenos, as fumosininas e as zearalenonas as toxinas
alimentares mais amplamente descritas (MARIN et al., 2013).

Os tricotecenos sdo uma das principais classes conhecidas de fusariotoxinas sendo
indubitavelmente considerados um problema mundial por causarem significantes impactos
econOmicos nas culturas de cereais e de graos. Essa classe ¢ também comum em outros
géneros como Myrothecium, Spicellum, Stachybotrys, Cephalosporium, Trichoderma e
Trichothecium. Todos esses fungos sdo da ordem Hypocreales, encontrados por todo o
mundo, sendo formas bem adaptadas com grande capacidade de colonizacdo e crescimento
sob diversas condi¢des nutricionais e disponibilidade de umidade (MCCORMICK et al.,
2011).

Os tricotecenos sdo caracterizados por apresentarem um esqueleto tetraciclico 12,13-
epoxi-tricotec-9-eno  constituindo uma familia de sesquiterpenodides. Existem
aproximademente 170 diferentes compostos chamados de tricotecenos, sendo estes divididos
em quatro tipos (A-D) de acordo com as variagdes no grupo funcional hidroxila e no grupo
lateral acetoxi. Os tricotecenos dos tipos A sdo representados pelas toxinas HT-2 e pela
toxina T-2, e o tipo B € representado pelo desoxinivalenol (DON). Em geral, os tricotecenos
sdo compostos muito estdveis e nao sao degradados em altas temperaturas. Os tipos C e D

incluem alguns tricotecenos de menor importancia (MARIN et al., 2013).
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Os tricotecenos estdo entre os metabolitos secundarios mais nocivos de fungos para
a saide humana e animal, causando uma série de sintomas agudos e cronicos. Quando
consumido através de alimentos contaminados, os tricotecenos sdo neurotoxicos,
imunossupressores ¢ nefrotoxicos (FRUHMANN et al., 2014).

Os sintomas resultantes da intoxicacao por tricotecenos incluem vomitos, inflamagao
da pele, perda de peso, podendo ocasionar a morte de humanos e de animais (CORLEY et
al., 1987).

Outro metabolito produzido por fungo pertencente ao género Fusarium ¢ o acido
fusérico, uma das micotoxinas mais distribuidas na natureza (SANTIN et al., 2000). Na
literatura BACON et al. (1996) essa micotoxina ¢ considerada um indicador da
contaminag¢do de Fusarium em graos e alimentos (SANTIN et al., 2000).

Outros metabdlitos secundérios de grande importancia produzidos pelo Fusarium
incluem. acuminatum, beauverivina, butenolida, culmorina, ciclonerodiol, eniatinas,
equisetinas, fusaprolieferinas, fusariocromanonas, acido fusarico, fusarinina, moniliformina,
moniliformina, sambutoxina e wortmanina (Figura 03), ndo sendo esses metabolitos
produzidos estritamente por fungos pertencentes ao género Fusarium (SUMMERELL &
LESLIE, 2011).
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Figura 03. Diversidade estrutural dos metabolitos isolados de fungos de Fusarium spp
(SUMMERELL & LESLIE, 2011).
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Fonte: SUMMERELL & LESLIE, 2011 com modificagdes.

Diversos trabalhos descrevem os fungos do género Fusarium como sendo uma fonte
rica de metabolitos secundarios biologicamente ativos (WANG et al., 2011), incluindo os
agentes antifingicos oxisporidinona (BREINHOLD et al., 1997), o agente antimicrobiano
bicaverina que ¢ um pigmento avemelhado produzido por véarias espécies do género
(LIMON; RODRIGUEZ-ORTIZ; AVALOS, 2010); a micotoxina beauvericinaé, uma

micotoxina com propriedade insecticida e que pode induzir apoptose em células animais
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sendo produzida por Fusarium spp. (Figura 04) (LOGRIECO et al., 1998), e o agente
imunossupressor ciclosporina A (RODRIGUEZ; CABRERA; GODEAS, 2006).

Figura 04. Metabolitos secundarios ativos isolados de espécies pertencentes ao género
Fusarium.
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Fonte: elaborada pelo autor.

1.5 DIVERSIFICACAO METABOLICA E EPIGENETICA

Os endofiticos podem ser manipulados geneticamente e fisico-quimicamente, tanto
para aumentar a produtividade de metabodlitos desejados quanto para produzir novos
analogos de metabolitos bioativos (KHARWAR et al., 2011).

Infelizmente, os métodos de fermentacao usuais tais como modo estatico, agitacdo em
“shaker” e os meios de cultura artificialmente definidos ndo sdo opgdes satisfatorias para
mimetizar o habitat natural de um fungo endofitico. Consequentemente, apenas um

subconjunto dos genes responsaveis pela produgdo de metabolitos secundarios serdo sempre
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expressos no ambiente artificial de laboratério, limitando assim o potencial desses
organismos (WILLIAMS et al., 2008).

O termo epigenética ¢ definido como alteragdes herdaveis na expressdo génica que
ocorrem sem que haja mudancas na sequéncia do DNA (CHERBLANC et al., 2013). O
epigenoma representa uma promissora oportunidade para a obtengdo de novos metabolitos
secundarios de fungos e outros organismos.

O uso de modificadores epigenéticos pode ser explorado como uma ferramenta efetiva
para promover a expressao das vias biossintéticas silenciosas responsaveis por produzir
metabolitos secundarios com caracteristicas tinicas (LIU et al., 2014). Além disso, tem sido
descrito na literatura que oligossacarideros, metais pesados e solventes organicos como
etanol e dimetilsulféxido atuam como eliciadores quimicos, ou seja, sdo capazes de induzir
a produ¢do de metabolitos pelos fungos (PETTIT, 2011). Diferente dos modificadores
quimicos e epigenéticos, os eliciadores quimicos induzem a producdo de metabolitos
secundarios por meio de mecanismos inespecificos ou ainda ndo determinados (CHAGAS,
2014).

Existem diferentes mecanismos epigenéticos, estes estdo envolvidos nas alteragdes do
epigenoma, que controla a acessibilidade transcricional dos genes que codificam as enzimas
biossintéticas. Dos mecanismos epigenéticos, os mais estudados e conhecidos sdo a
metilacdo do DNA e as modificacdes das histonas (CICHEWICZ, 2010; FISCH et al., 2009).
Assim, o tratamento dos fungos com inibidores quimicos das enzimas HDAC e DNA-
metiltransferase pode promover potencialmente o aumento na produgao e diversificagao dos
metabolitos produzidos por eles (CHUNG, 2013).

As vantagens em usar inibidores de pequenas moléculas que t€ém como alvo o
epigenoma reside no fato dessa técnica ser de baixo custo, sendo de facil implantagdo na
maioria dos laboratérios de pesquisa ndo requerendo o conhecimento prévio sobre
sequéncias gendmicas dos fungos (CICHEWICZ, 2010). Verificou-se recentemente que a
incorporagdo de metais pesados nos meios de cultura melhora a produgdao de metabolitos

fungicos (PARANAGAMA et al., 2007).
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1.5.1 Pochonia chlamydosporia

A espécie Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare & Gams (sinonimia
Verticillium chlamydosporium) (ZARE; GAMS; EVANS, 2001) foi reportada pela primeira
vez em 1974 como sendo um parasita de ovos de nemetddeos por Wilcox e Tribe no Reino
Unido. Desde entdo, esse fungo tornou-se um dos mais estudados por ser um agente de
controle bioldgico de nematédeos (MANZANILLA-LOPEZ et al., 2013).

O fungo P. clamydosporia faz parte do numeroso grupo de fungos parasitas de ovos,
sendo uma das espécies mais estudados do grupo (ATKINS et al., 2003) possuindo
distribuicdo mundial. Esse fungo ¢ encontrado em solos supressivos (MANZANILLA-
LOPEZ et al., 2013), um tipo de solo onde o desenvolvimento de doengas ¢ suprimido,
mesmo para patdgenos na presenca de um hospedeiro suscetivel (COOK 1974; GHINI;
ZARONI, 2001).

A espécie P. clamydosporia ¢ um fungo nematofago, sendo capaz de infectar ou
capturar nematoides (FERNANDES et al., 2014). Esse fungo coloniza e penetra os ovos de
helmintos através de uma estrutura chamada de apressorios (LYSEK, 1976, 1978; LYSEK;
STERBA, 1991).

Com relagdo a sua nutricdo, a espécie P. chlamydosporia nao ¢é estritamente
dependente de nematoide para sobreviver, sendo considerada também como saproéfita na
auséncia do hospedeiro. E capaz de produzir estruturas de resisténcia chamadas de
clamidésporos (KERRY, 2001). Os clamiddsporos sdo estruturas de sobrevivéncia do fungo
nematofago P. chlamydosporia (DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2011), e em situagdes
de condi¢des extremas nado favoraveis, aumentam a sobrevida desse fungo.

Entre os metabolitos secundarios isolados de P. chlamydosporia relatados na
literatura encontra-se o radicicol também conhecido pelo nome de monorden, um inibidor
da proteina do choque térmico ou Hsq 90, que tem participacdo em Varios processos
celulares como proliferacdo celular, diferenciagdo e apoptose (HE et al., 2013). Essas
proteinas também estdo envolvidas em doencas como a sindrome de resposta inflamatdria

sist€mica, o cancer, as doengas infecciosas entre outras (MEYER; SILVA, 1999).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi realizado a triagem pela atividade antimicrobiana de 25 extratos
AcOEt produzidos por fungos endofiticos isolados de P. chiquitensis (Eriocaulaceae) sendo
escolhido o fungo Fusarium sp por ter apresentado a melhor CIM para todas as cepas de
bactérias e levedura testadas, assim como o unico com capacidade bactericida e fungicida
para todas elas também.

O fracionamento e purificagdo do EAcOEt preparado a partir do cultivo em escala
ampliada fornceceu as seguintes substancias: 3,4-Piridinadiamina, N*-1-metil-5-(3'-buten-1-
il) (S1), acido fusarico (S2), 2-(1H-indol-6-il)-acético (S3), 2-Piridinametilamina-N®-metil-5-
hexanoato (S4) e o sesterterpeno terpestacina (S5). Sendo que as substancias S1 e S4 inéditas
até a presente data na literatura.

Do cultivo em escala ampliada de Bipolaris sp. foram isoladas quatro substancias
sendo duas delas elucidadas: acetato de etila-2-(2-acetil-4,6-diidroxifenil) (B4) e uma
proposta para a estrutura da substancia (B1).

Podemos concluir que ambos os fungos endofiticos de P. chiquitensis estudados sao
fontes de diversas classes de compostos quimicos, € sua quimica ¢ completamente distinta
quando comparada com as classes de substancias isoladas de espécies de Eriocaulaceae,
sendo uma importante fonte de novos produtos naturais para outras atividades bioldgicas.

Foi também realizado o estudo com modificadores epigenéticos, utilizando
modificadores quimicos epigenéticos no cultivo do fungo P. chlamydosporia. O é4cido
anacardico adicionado no meio liquido PDB rendeu 4,6 vezes mais radicicol do que o
controle PDB, evidenciado a capacidade do AA como um eliciador na producdo e
diversificacao de metabdlitos secundarios de P. chamydosporia.

A presenca dos ions de magnésio no meio de cultivo ndo apenas levou ao maior
rendimento dos EacOEt como também levou a produgdo de diversas substidncias minoritarias
ndo produzidas no cultivo em meio liquido PDB, permitindo o isolamento e identificagao
das substancias: Poconina B (P1), Poconina E (P2), Poconina L (P3) e do Mixostiol (P4).

Por fim, podemos concluir que além dos ja conhecidos modificadores epigenéticos
SAHA e o AZA, ions metélicos e o AA sdo capazes também de induzir a produgdo e a
diversificacdo de metabolitos secundarios prosuzidos por fungos endofiticos, sendo portando

uma importante abordagem para a descoberta de novos compostos.
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