UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“Julio de Mesquita Filho”

Instituto de Quimica de Araraquara

Programa de Pés-graduagdao em Quimica

VANESSA MARA CHAPLA

Estudo quimico e bioldgico do fungo endofitico Phomopsis sp. isolado da

Senna spectabilis

Araraquara

2010



VANESSA MARA CHAPLA

Estudo quimico e biologico do fungo endofitico Phomopsis sp. isolado da Senna

spectabilis

Dissertagdo apresentada ao Instituto de Quimica,
Universidade Estadual Paulista, como parte dos
requisitos para obten¢do do titulo de Mestre em

Quimica

Orientadora: Prof. Dr* Angela Regina Araujo

Araraquara

2010



FICHA CATALOGRAFICA

Chapla, Vanessa Mara

C464e Estudo quimico e biolégico do fungo endofitico Phomopsis sp.
isolado da Senna spectabilis | Vanessa Mara Chapla. - Araraquara :
[s.n], 2010
174 f. : il.

Dissertacao (mestrado) — Universidade Estadual Paulista, Instituto
de Quimica
Orientador: Angela Regina Aradjo

1. Produtos naturais. 2. Atividade antifingica. 3. Fungos
endofiticos. 4. Anticolinesterdsica. I. Titulo.

Elaboracio: Servico Técnico de Biblioteca e Documentagdo do Instituto de Quimica de Araraquara
Secdo Técnica de Aquisi¢do e Tratamento da Informacdo




DADOS CURRICULARES

Dados Pessoais:

Nome: Vanessa Mara Chapla

Data de Nascimento: 28 de outubro de 1985
Naturalidade: Marechal Candido Rondon - PR
Nacionalidade: Brasileira

Documento de Identidade: RG 8.215.181-8
Estado civil: Solteira

CNH: AB

Endereco para Correspondéncia:

Av. Antdnio Gea Bernard, 57 - Bairro: Jardim Vitoria- CEP: 14.800-430
Araraquara - SP

e-mail: vanichapla@yahoo.com.br

Formacao Académica:

(1) Mestrado em Quimica — Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho”
(UNESP) — Instituto de Quimica — Araraquara — SP (2008 - 2010).

(2) Graduacao em Bacharelado em Quimica - Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE) — Centro de Engenharias e Ciéncias Exatas — Toledo — PR (2003 - 2007).
Bolsas Concedidas

(1) Bolsista de Mestrado — CAPES (2003-2010)

Titulo do projeto: Avaliacdo quimica e bioldgica do fungo endofitico Cs-c (2) isolado da

Senna spectabilis.
Orientacdo: Angela Regina Araujo



Trabalhos Apresentados em Congressos

(1) CHAPLA, V. M.; ZANARDI, L. M.; BOLZANI, V. S.; LOPES, M. N.; SILVA, D. H.
S.; ARAUIJO, A. R. Diketopiperazines from Phomopsis sp., an endophytic fungus in
Senna spectabilis. In: Il Brazilian Conference on Natural Products, 2009, Sao Pedro.

(2) CHAPLA, V. M.; ZANARDI, L. M.; LOPES, M. N.; SILVA, D. H. S.; BOLZANI, V.
S.; ARAUJO, A. R. Metabdlitos téxicos produzidos por Phomopsis sp., um fungo
endofitico associado a Senna spectabilis. In: 17-Encontro da SBQ-Regional Interior
Paulista Waldemar Saffioti, 2009, Araraquara.

(3) PELLEGRINI, M. M.; CHAPLA, V. M.; BIASETTO, C. R.; ZANARDI, L. M.; SILVA,
D. H. S.; BOLZANI, V. S.; ARAUJO, A. R. Prospeccdo Quimica do fungo endofitco
Nigrospora shaerica isolado de Alchornea glandulosa. 17-Encontro da SBQ-Regional
Interior Paulista Waldemar Saffioti, 2009, Araraquara.

(4) CHAPLA, V. M; ARAUJO, A. R.; ZANARDI, L. M.; LOPES, M. N.; CAMARA, M. P.
S.; BOLZONI, V. S.; SILVA, D.H.S. Citocalasinas produzidas pelo fungo endofitico
Phomopsis sp. 1solado da Cassia spectabilis. In: 31* Reunido da Sociedade Brasileira de
Quimica, 2009, Fortaleza.

(5) CHAPLA, V. M.; OLGUIN, C. F. A,; BRAUN, G.; CORNELIUS T. F. M.
Estudo fitoquimico biomonitorado do extrato hexdnico da parte aérea da macrofita
Eichornia crassipes. In: XX Simp6sio de Plantas Medicinais do Brasil e X International
Congress of Ethnopharmacology, 2008, Sao Paulo.

(6) CHAPLA, V. M.; OLGUIN, C. F. A.; BRAUN, G. Avaliacdo da atividade citotéxica e
antimicrobiana do extrato da parte aérea da macrofita Eichhornia crassipes. In: XV
Encontro de Quimica da Regido Sul, 2007, Ponta Grossa.

(7) CHAPLA, V. M.; SILVA, C.; CAMPOS, S. D. Substituicao e modificagdo do cimento
odontolégico a base de fosfato de zinco. In: XV Encontro de Quimica da Regido Sul,
2007, Ponta Grossa.

(8) CHAPLA, V. M.; OLGUIN, C. F. A. Investigacao Fitoquimica do Extrato Hexanico da
parte aérea da Eichhornia crassipes. In: XVI Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica,
2007, Maringa.

(9) CHAPLA, V. M.; OLGUIN, C. F. A.; FOLLMANN, H. D. M.; NUNES, D.; SONE, A.
P.; HAMERSKI, L. Toxicidade frente a Artemia salina e germinacdo de Lactuca sativa
com os extratos fracionados da parte aérea da Eichhornia crassipes.In: XIII Encontro de
Quimica da Regidao Sul, 2005, Floriandpolis.

Demais tipos de producao técnica

CHAPLA, V. M. Palestra Intitulada: Avaliacio Quimica e bioldgica do fungo endofitico
Phomopsis sp. isolado de Senna spectabilis. In: IV Workshop NuBBE, 2009, Araraquara.



Atividades extracurriculares
Participou da comissdo organizadora do I Encontro Paranaense de Estudantes de Quimica e de
VIII Semana Académica, realizado na Universidade Estadual do Oeste do Parana-

UNIOESTE, Campus de Toledo, totalizando 20 horas.

Estagio docente em Quimica Organica Experimental I - UNESP (marco de 2009 a junho de
2009);

Iniciagdo  Cientifica (IC) voluntdria concedida pela PICV/UNIOESTE/PRPPG.



VANESSA MARA CHAPLA

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Quimica,
Universidade Estadual Paulista, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Mestre em

Quimica

Araraquara, 04 de marco de 2010.

BANCA EXAMINADORA



Aos meus queridos pais,
Sirlei, Tati, Angélica.
A Prof. Dr* Angela R. Araujo



AGRADECIMENTOS

Ao departamento de Quimica Orgdnica do Instituto de Quimica- UNESP-
Araraquara, pela possibilidade do desenvolvimento deste trabalho e por ter sido
cendrio importante de uma etapa da minha vida.

A prof. Angela pela dedicagdo, compreensdo, carinho, amizade, muito obrigada
pela confianga, sabedoria e apoio.

A prof. Mdrcia Nasser Lopes pela coorientagdo e amizade.

A prof. Ldcia M. Xavier Lopes e a Silvia N. Lopez que participaram do exame de
qualificagdo, e contribuiram para este trabalho.

Aos professores membros da banca que gentilmente aceitaram o convite para
avaliagdo desta dissertagdo.

Aos professores do departamento de Quimica Orgdnica, por seus ensinamentos e
amizade.

A todos os funciondrios do IQ da Unesp. Principalmente funciondrios da
biblioteca e secretaria por sua dedicagdo e disposigdo em ajudar.

Ao querido Nivaldo Boralle pela realizagdo dos espectros de RMN, por estar
sempre disposto a compartilhar os seus conhecimentos.

Ao Alberto Alécio, por ser tdo prestativo, sempre estando presente quando
precisava de ajuda.

A Luciana Polese pelos seus ensinamentos em CLAE.

Ao Thomaz pelos espectros de massas, pelas discussdes e duvidas esclarecidas.
A Maria Cldudia pela realizagdo dos ensaios bioldgicos.

A Luciana, Mariana e Stela que me abrigaram quando cheguei aqui, pelo incentivo
e amizade, amo vocés.

Aos queridos amigos, Cristiana, LU, Adriana, Néia, Cldudio Rodrigo, Alessandra,
Jupe, Maike, Donni, Aline, Andrea, Juliana pela maravilhosa convivéncia, e as

churrascadas ld em casa.



A super "irmd" Néia, que sempre esteve presente e pude contar, este trabalho
ndo seria o mesmo sem voce!l Vocé é muito especial, te adoroll!

Aos irmdos de coragdo Camila, Carolina, Miller, Jodo, Mari, Fernandinho, Thomas,
Juliana e Lucimar pela convivéncia dentro e fora do laboratério.

A todos os amigos do Departamento de Quimica Orgdnica em especial aos do
NuBBE, pela convivéncia e amizade e que de uma maneira ou de outra
colaboraram para o desenvolvimento deste trabalho (ndo vou citar nomes, para
ndo correr o risco de esquecer alguém). Valeu pessoal!!l foi muito bom conviver
com vocés hesses dois anos.

A Conceigdo que me apoiou deste a graduagdo e me incentivou vir pra cd.

A minha familia, mesmo que de longe sempre me apoiou. Pai, Mde, Sirlei, Tati,
Angélica e ao mais hovo membro Chicdo. Amo essa familia buscapéll

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para o desenvolvimento deste
trabalho.

A CAPES pela bolsa concedida e a FAPESP pelo financiamento.



“Ndo me vejo feito fera, Muito menos anjo
Eu quem faco o meu destino, Traco os meus planos
Sei que meu sexto sentido, Ndo vai me trair...

Troco o riso pelo pranto, Em qualquer negdcio
Sei que tem olhos do medo, No fundo do pogo
Estou sempre maquiado, Quando vou sorrir...

As leis dos meus olhos Sdo feitas por mim
Até na mesma mao, Os dedos nao sdo iguais
Tem loucos,

Que se olham no espelho, E se acham normais
Ninguém ganha o jogo, Sem ter ambicdo
Ndo se apaga o fogo, Com fogo na mao
Os gritos no siléncio, Ndo assustam
Coragdes Animais...

Eu me escondo num segredo, Sem qualquer mistério

Aqui se faz, aqui se paga
Pode acreditar...”

(Z¢é Ramalho)



RESUMO

Micro-organismos endofiticos habitam os espagos intra e intercelular de um hospedeiro,
durante todo ou parte de seu ciclo de vida, sem causar danos aparentes. Esses micro-
organismos sdo considerados uma fonte importante para a producdo de metabolitos
secundérios com a¢do antimicrobiana, antitumoral, entre outras. Este trabalho descreve o
estudo quimico e bioldgico do fungo endofitico Phomopsis sp. associado a espécie vegetal do
cerrado Senna spectabilis. Phomopsis sp. foi cultivado em diferentes meios de cultura para
avaliar a variacdo metabdlica em relacdo a composicao dos nutrientes. Foram usados 5 meios
liquidos comerciais (MBD, YM, Extrato de Malte, Nutrient e Czapek) e 2 meios sélidos
(Milho e Arroz). Os extratos brutos Acetato e Acetonitrila obtidos foram avaliados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos e por
Ressonincia Magnética Nuclear de 'H, e submetidos aos ensaios para a avaliagdo da
potencialidade antiftingica, antioxidante e anticolinesterdsica. Os resultados evidenciaram
extratos com uma variacdo metabdlica intensa e potencialmente bioativos. Destes, os meios
MDB e Milho foram selecionados para obtengdo dos extratos brutos em escala ampliada. O
extrato bruto acetato obtido em MDB foi submetido a fracionamento cromatogréfico e levou a
identificacdo da uracila (1), 4cido nitropropandico (2), citocalasina H (3), tirosol (4), ciclo(L-
Pro-L-Leu), (5), ciclo(L-Pro-L-Ile) (6), ciclo(L-Pro-L-Val) (7), ciclo(L-Pro-L-Tyr) (8) e
ciclo(L-Pro-L-Phe) (9). Este é o primeiro relato de dicetopiperazinas obtidos de fungos do
género Phomopsis. Esta classe de substancias apresenta inuimeras bioatividades,
principalmente antimicrobiana. O extrato bruto acetonitrila obtido de milho conduziu ao
isolamento da citocalasina H (3), citocalasina J (10), alternariol monometil éter (11),
alternariol (12) e 2-hidroxi-alternariol (13), sendo o ultimo, relatado pela primeira vez como

produto natural e com os dados de RMN nao descritos.

Palavras-chave: Fungos endofiticos, atividade antiftingica, anticolinesterdsica, Phomopsis

sp., Senna spectabilis




ABSTRACT

Endophytic microorganisms inhabit the intra and intercellular spaces of a host, during all or
part of their life cycle, without causing any apparent damage. Microorganisms are regarded as
an important source for the production of secondary metabolites with antimicrobial,
antitumoral actions, among others. This work describes the chemical and biological study of
endophytic fungus Phomopsis sp. associated with plant species of Cerrado Senna spectabilis.
Phomopsis sp. was cultived in different culture media to assess the metabolic variation in
relation to nutrient composition. Were used 5 commercial liquid media (PDB, YM, Malt
extract, nutrient and Czapek) and 2 solid mediums (Corn and Rice). The acetate and
acetonitrile crude extracts were evaluated by High Performance Liquid Chromatography with
Diode Array Detector and 'H Nuclear Magnetic Resonance and subjected to assays for the
evaluation of potential antifungal, antioxidant and anticholinesterase. The results showed
extracts with an intense metabolic variation and potentially bioactive. From these, the
mediums PDB and Corn were selected to obtain the crude extracts on a large scale. The crude
acetate extract obtained in PDB was submitted to chromatographic separation and led to the
identification of uracil (1), 3-nitropropionic acid (2), cytochalasin H (3), tyrosol (4), cyclo (L-
Pro-L-Leu) (5), cyclo (L-Pro-L-Ile) (6), cyclo (L-Pro-L-Val) (7), cyclo (L-Pro-L-Tyr) (8) and
cyclo (L-Pro-L-Phe) (9). This is the first report of diketopiperazines obtained from fungi of
the Phomopsis genus. This class of substances shows many bioactivities, especially
antimicrobial. The crude acetonitrile extract obtained from Corn led to the isolation of
cytochalasin H (3), cytochalasin J (10), alternariol monomethyl ether (11), alternariol (12) and
2-hydroxy-alternariol (13), being the last one reported for the first time as a natural product

and with NMR data not reported.

Keywords: Endophytic fungi, antifungal, anticholinesterase activities, Phomopsis sp., Senna

spectabilis
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1 INTRODUCAO

A pesquisa em produtos naturais é uma das dreas mais tradicionais da Quimica no
Brasil, devido a fatores histéricos amplamente discutidos e a grande biodiversidade do pais. A
maioria dos trabalhos estd voltada para o isolamento e a identificagdo de substancias, muitas
vezes associados a ensaios bioldgicos ou estudos quimiotaxondmicos (PUPO; GALLO;
VIEIRA, 2007).

Embora existam, nos dias atuais, diversas estratégias e metodologias disponiveis para
que se possa sintetizar e descobrir novos farmacos, a quimica de produtos naturais representa
uma destas alternativas de sucesso, historicamente privilegiada. Muitos metabdlitos
secunddrios se firmaram como matérias-primas valiosas para a producdo de intimeros
medicamentos (BARREIRO; BOLZANI, 2009), entre os quais podemos citar a Aspirina®
(4cido acetil salicilico) que é um derivado sintético da salicina obtida de Salix Alba
(STROBEL et al., 2004), a codeina, e farmacos de fonte vegetal muito significantes foi a
descoberta dos alcaldides da Vinca (Catharanthus roseus), vincristina e vimblastina,
utilizadas em diversos tratamentos de cancer (DAVID; NASCIMENTO; DAVID, 2004).

A exploracdo e a utilizagdo de fontes naturais como plantas, animais e micro-
organismos € sabiamente conhecida pela humanidade ha muitos anos, possuindo aplicag¢des
na medicina popular (STROBEL et al., 2004). As plantas, fungos, insetos, organismos
marinhos e bactérias sdo fontes importantes de produtos naturais, tais como a artemisina, ttil
no tratamento da maldria; a camptotecina, originada de fungos; o peptidio conotoxina MVIIA,
isolado do caracol marinho Conus magus utilizado no tratamento de dor cronica severa, entre
outros (BARREIRO; BOLZANTI, 2009).

Os produtos naturais sdo importantes fontes de produtos farmacéuticos (SCHULZ;
BOYLE, 2005), pois a maioria dos farmacos em uso clinico ou sdo de origem natural ou
foram desenvolvidos por sintese quimica planejada a partir destes (BARREIRO; BOLZANI,
2009). Entre 1981-2002, 50% dos novos produtos quimicos registrados na FDA (United
States Food and Drug Administration) como agentes anticancerigenos e hipertensivos sao
descritos como produtos naturais ou derivados deles (STROBEL et al., 2004), demonstrando
a grande importancia das pesquisas por novos produtos derivados de organismos vivos.

Como contribuintes para a importancia dos produtos naturais, 0sS micro-organismos
também comecgaram a serem investigados como fonte de principios bioativos, devido a sua

capacidade metabdlica de produzir uma grande diversidade de micromoléculas bioativas.
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1.1 Fungos: uma visao geral

Os fungos sdo organismos eucariéticos, tém parede celular rigida e podem ser uni ou
multicelulares. Sao heterotréficos, aclorofilados, produzindo esporos, tendo o glicogénio
como principal substincia de reserva. Eles podem ser encontrados na forma filamentosa ou
leveduriforme (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1996). A reprodugdo ocorre de forma assexuada
ou sexuada. Os esporos sdo hialinos ou pigmentados, de parede fina ou espessa, hapldides ou
dipléides.

Os fungos s@o o segundo maior grupo de espécie sobre a Terra, perdendo apenas para
os insetos. Estimativas sugerem que existem cerca de 1,5 milhdes de espécies diferentes de
fungos, sendo que menos de 5% foram descritos (HAWKSWORTH, 2001).

Os fungos ocorrem de modo geral em trés modos de vida, saprdéfitas, parasitismo e
simbidtico. A maioria dos fungos filamentosos € terrestre, contudo exigem geralmente
elevado nivel de umidade, sendo alguns grupos aquéticos.

Os fungos sao uma promissora fonte de produtos naturais bioativos, pois possuem uma
alta capacidade de producdo metabdlica diversificada. Com a descoberta da penicilina
produzida pelo fungo Penicillium notatum, t€m-se dado maior €nfase aos estudos de
descoberta e aplicagdo dos metabdlitos oriundos de micro-organismos (STROBEL et al.,
2004).

Os fungos sdo conhecidos pela producdo de substincias altamente téxicas para
mamiferos, como as micotoxinas, algumas consideradas carcinogénicas potentes. Entre as
micotoxinas incluem-se aflatoxinas (I), ocratoxinas (II), citreoviridinas (III), tricotecenos e
fumonisinas, além de uma variedade de derivados inddlicos tremorgénicos (PINTO et al.,
2002).

Devido a capacidade de producdo de metabdlitos bioativos por fungos, sdo relatados
muitos medicamentos provenientes de substancias produzidas por estes (SCHULZ; BOYLE,
2005). Os medicamentos de maior repercussao terapéutica para doengas infecciosas sao os
antibidticos penicilinas (IV) e cefalosporinas (V). Outros exemplos mais recentes sdo a
mevinolina (VI), um agente redutor de colesterol, ciclosporinas e alcaldides ergot (VII)
(PINTO et al., 2002).

As substancias isoladas de fungos destacam-se também como agroquimicos naturais,
tais como destruxinas (inseticidas) e estrobilurinas (fungicidas), além de vérias fitotoxinas

(herbicidas) (PINTO et al., 2002).




Introducao 25

Nos ultimos anos, os micro-organismos receberam atencdo especial por parte da
industria e dos pesquisadores em produtos naturais. Os avancos obtidos no campo da
biotecnologia, aliado ao emprego de técnicas modernas de fracionamento quimico, elucidagao
e triagem na busca por novos protétipos bioativos, t€ém revelado seu potencial em fornecerem

novas substincias quimicas bioativas (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI, 2006).

O coH O oH o
\)\T (o |
H [
""OCH,'
a

I Aflatoxina B, II Ocratoxina A

XII Ergometrina

Figura 1- Metabdlitos secundarios bioativos produzidos por fungos
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1.2 Micro-organismos endofiticos

A diversidade de micro-organismos existentes na terra € excepcional. Fungos e
bactérias sao encontrados habitando seres vivos, dgua, ar, solo, geleiras, vulcdes entre outros,
comprovando a versatilidade desses seres em se desenvolverem em habitat, por muitas vezes,
in6spitos. Embora popularmente micro-organismos estejam associados a doencas, falta de
higiene e matéria em decomposi¢do, sdo muitas as espécies utilizadas na produgdo de
farmacos, alimentos, enzimas, bebidas etc., visando o bem estar e saide do homem. Dentre os
micro-organismos considerados benéficos, pode-se citar os endofiticos, grupo que vem
despertando um grande interesse de pesquisadores, por apresentar caracteristicas de interesse,
como por exemplo, a producao de antibiéticos, hormonios e enzimas (MAKI, 2006).

Os fungos denominados de endofiticos sdo fungos que habitam os espagos inter e
intracelulares dos tecidos de um hospedeiro vegetal, podem ser detectados em um momento
particular associados aos tecidos aparentemente sauddveis de plantas hospedeiras. Estes
podem permanecer em um hospedeiro por um periodo do seu ciclo de vida, onde as infec¢des
ao hospedeiro ocorrem pelas raizes, estomatos ou lesdes, mas também podem se instalar em
uma planta por toda sua vida, onde a transmissao ocorre verticalmente, por meio de sementes
do hospedeiro (AZEVEDO, 1998).

O termo endofiticos originalmente foi descrito por De Bary e refere-se a qualquer
organismo que vive nos tecidos das plantas, destinguino-se dos epifiticos que vivem na
superficie. A definicdo de Carroll descreve que fungos endéfitos colonizam partes aéreas
vivendo nos tecidos das plantas e ndo causam danos ao hospedeiro. Fungos patogénicos e
micorrizas estdo excluidos deste conceito. Petrini ainda incorporou a essa difinicdo que os
enddfitos vivem parte ou toda sua vida nos tecidos do hospedeiro (REDLIN; CARRIS, 1997).

Os micro-organismos endofiticos podem influenciar em vdrias caracteristicas
expressas pela planta e desempenhar funcodes relevantes para a sanidade vegetal, pois atuam
como agentes controladores de micro-organismos fitopatogénicos, no controle de insetos e até
na protecdo da planta contra herbivoros. Todas as plantas ja estudadas sdao habitadas por
micro-organismos endofiticos, principalmente fungos e bactérias (PEIXOTO NETO;
AZEVEDO; ARAUIJO, 2002).

Cada espécie vegetal pode hospedar uma ou mais espécies de endofitos (STROBEL;
DAISY, 2003). Em algumas plantas investigadas pode-se notar a predominancia de uma ou
algumas espécies de endofitos, evidenciando a especificidade de algumas espécies de fungos

com a espécie hospedeira. A especificidade de um endéfito em relacdo a uma espécie vegetal
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pode ser influenciada pelas condi¢des ambientais (ZHANG; SONG; TAN, 2006). Essa
especificidade pode trazer grandes perdas da biodiversidade, uma vez extinguindo-se uma
especie vegetal, estard eliminando toda flora microbiana (GUNATILAKA, 2006).

As interacdes dos fungos endofiticos com o hospedeiro ainda nao sdao bem
compreendidas, mas sabe-se que podem ser simbidticas (mutualismo e comensalismo) ou
troficas (parasitismo). Nas interacOes mutualisticas, os fungos sdo capazes de produzir
metabdlitos que podem conferir diversas vantagens as plantas, como resisténcia aos estresses
bidticos e abidticos. Também podem produzir metabdlitos que nao interferem no metabolismo
do vegetal, mas sim na defesa contra outros micro-organismos (comensalismo). Nessa
associacdo, a planta hospedeira protege e alimenta o endodfito, que em resposta produz
metabolitos bioativos para aumentar o crescimento e competitividade do hospedeiro e
protegé-lo contra herbivoros e fitopatdgenos (GUNATILAKA, 2006).

O desequilibrio da planta hospedeira pelo estresse ambiental afeta o comportamento
de todos os integrantes da comunidade, dando condicdes para que os fungos oportunistas
manifestem um potencial patolégico ao hospedeiro, podendo induzir a transi¢cao de um estado
simbidtico (mutualismo e comensalismo) a tréfico (parasitismo), deste modo, o enddfito

passaria a exercer uma acao patogénica ao hospedeiro (PETRINI, 1991).

1.3 Diversidade metabdlica de fungos endofiticos

Em um programa de triagem de produtos naturais oriundos de fungos foi verificado
que os endofiticos constituem o grupo mais produtivo quimicamente entre os fungos
filamentosos, apresentando uma produ¢do de diversidade metabdlica 73% superior a outros
fungos (DREYFUSS; CHAPELA, 1994). A alta produtividade destes fungos pode estar
associada a dois fatores ecoldgicos, o alto nivel de estresse ambiental e intensas interagdes
com outros organismos. Micro-organismos que sdo submetidos a ambos os fatores possuem
maior capacidade de produzir metabdlitos secundarios biologicamente ativos (DREYFUSS;
CHAPELA, 1994; STROBEL; DAISY, 2003).

Durante as udltimas duas décadas, mais de 100 micro-organismos endofiticos foram
cultivados e submetidos a investigacdes para a caracterizagdo quimica e avaliagdo bioldgica
de um grande nimero de produtos naturais, os quais t€ém demonstrado novas estruturas
quimicas e atividades bioldgicas interessantes (GUNATILAKA, 2006). Segundo Schulz e
Boyle (2005) aproximadamente 80% dos fungos endofiticos produzem metabdlitos

biologicamente ativos, como antibidticos, fungicidas e herbicidas.
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Existem relatos também da produ¢do de enzimas como uma caracteristica expressa por
fungos endofiticos. Uma vez que a planta € colonizada por um endéfito, ocorre a resposta de
defesa bioquimica induzida, com a producdo de altos niveis de peroxidases, H,O,,
fenilalanina amonio liases (FAL), proantocianidinas e fenilpropandides, como ocorre na
colonizacdo da planta com Cladosporium fulvum. Essa producido de enzimas em resposta a
colonizagdo do endoéfito pode ter um papel fundamental na limitagdo do crescimento do
enddfito e/ou patdgeno e na viruléncia dos mesmos (SCHULZ; BOYLE, 2005).

Alguns autores sugerem que os fungos endofiticos produzam metabdlitos similares ou
igualmente presentes em suas plantas hospedeiras (ZHANG; SONG; TAN, 2006;
GUNATILAKA, 2006), como o taxol (VIII), obtido tanto da planta medicinal Taxus
brevifolia, como do fungo endofitico Taxomyces andreanae; o taxol € utilizado para o
tratamento de cancer de utero e mama (STROBEL et al., 2004). Isto indica uma possivel
coevolucao dos fungos com a espécie hospedeira, onde os fungos tem se adaptado ao seu
micro-ambiente por variacdo genética (ZHANG; SONG; TAN, 2006), ocorrendo uma
transposicao de genes entre a planta e fungo em uma verdadeira engenharia genética in vivo
(AZEVEDO, 1998).

Alguns produtos potencialmente bioativos produzidos por fungos endofiticos merecem
destaque, como a camptotecina (IX) isolada do fungo endofitico associado a Nothapodytes
foetida, que apresentou atividade citotoxica em linhagens celulares de cancer humano in vitro,
apresentando-se como um importante precursor na producdo de drogas anticancer (PURI et
al., 2005). Outras substancias com atividade antitumoral isoladas de fungos endofiticos sdo a
citocalasina E (X) (WAGENAAR et al., 2000), pestalotiopsis A (XI) (PULICI;
SAGAWARA; KOSHINO, 1996), icido torridnico (XII) (LEE et al., 1996) e o 4cido
oreganico (XIII) (JAYASURIYA et al., 1996). A criptocina (XIV) (LI; STROBEL;
HARPER, 2000), griseofulvina (XV) (CAFEU et al., 2005) destacam-se pela atividade
antifingica, fomopsolida A (XVI) (STIERLE; STROBEL; STIERLE, 1993), citosporona D
(XVII) (BRADY; CLAEDY, 2000) apresentam atividade antibacteriana. As estruturas destes
metabolitos sdo apresentadas na Figura 2 (pag. 29).

Os enddfitos sdo um grupo de micro-organismos pouco estudados, que representam
uma fonte rica de novos compostos quimicos com potencial de exploragdo em uma grande
variedade de areas como médica, agricola e industrial (STROBEL et al., 2004; GUO et al.,
2008).

Com a capacidade dos fungos endofiticos em produzir metabdlitos com potencial

bioldgico, e a necessidade por novos metabdlitos biologicamente ativos com agdo terapéutica,
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tem se tornado mais habitual a procura destes metabdlitos em fontes promissoras, como 0s
fungos endofiticos, uma vez que estes apresentam capacidade de producdo metabdlica com
grande diversidade estrutural e com largo espectro de bioatividade.

Esta necessidade de descoberta de novos farmacos intensificou-se nos ultimos anos
devido ao desenvolvimento da resisténcia de alguns micro-organismos patégenos a fairmacos
existentes. Além disso, a busca por novos agentes antimicéOticos tém se mostrado cada vez
mais necessaria devido ao desenvolvimento de doencas flingicas na populacdo humana, como

resultado de um sistema imunolégico comprometido.

Figura 2 - Metabdlitos secundarios bioativos produzidos por fungos endofiticos
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1.4 Género Phomopsis

O género Phomopsis corresponde a forma mitospdrica (anamorfa) do género
Diaphorthe que é um ascomiceto da familia Diaphorthales. Dentro do tixon de fungos
mitospdricos, ele estd na subdivisdo Coeleomyces por produzir conidios (esporos assexuais)
em cavidades constituidas por tecidos fingicos do tipo picnidio que se formam embaixo do
estroma (massa de hifas) (PFENNING, 2000). Fungos deste género produzem estroma

geralmente indefinido, escasso e escuro; conidiéforos e células conidiogénicas que formam a

base e os lados do picnidio até o ostiolo (abertura no dpice do picnidio).

Figura 3 - a. colonia de Phomopsis apds 25 dias; b. estroma; c. conidios.

Espécies de Phomopsis sao comumente encontradas como patégenos e endéfitos de
plantas (MAKI, 2006). As plantas herbaceas comuns podem servir de hospedeiros alternativos
para patogénicos de culturas economicamente importantes, porém, os fungos do género
Phomopsis ocorrem frequentemente como endofiticos sem danos aparentes para o hospedeiro,
mas em condi¢des ideais podem tornarem-se patogénicos com uma agao devastadora.

O género Phomopsis como patégeno € responsdvel por diversas doencas em muitas
espécies vegetais, como por exemplo, causam queimaduras nas folhas de Myracrodruon
urundeuva (ANJOS; CHARCHAR; GUIMARAES, 2001), doenca de cancro em plantacdes
de chds em vdrias regides do planeta (PONMURUGAN; BABY, 2008). Phomopsis viticola
causa doenca em planta¢des de uva, trazendo vérios prejuizos (NITA et al., 2007).

Na agricultura, a fitopatogenicidade caracteristica deste género estd sendo usada no
biocontrole de pragas, como no caso do fungo Phomopsis amaranthicola, que estd sendo
usado como bio-herbicida para Amaranthus spp., uma erva daninha que afeta plantacdes de

graos em vdrias regides do planeta (WYSS et al., 2004).
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O género Phomopsis € conhecido por ser uma fonte rica de metabdlitos secundarios
bioativos de diversas estruturas, tais como xantonas, éteres diarilicos, citocalasinas, acido
convolvulanico e a micotoxina fomopsina A. Alguns dos compostos isolados de Phomopsis
sp. apresentaram atividade citotéxica significativa, in vitro, antimaldrica e antituberculose. No
entanto, muitos destes compostos bioativos ainda estdo sem aplicacdo devido a problemas
com toxicidade (HUSSAIN et al., 2009).

Estudos realizados por Silva et al. (2006) com o fungo Phomopsis cassiae conduziram
ao isolamento de dois novos policetideos e cinco novos sesquiterpenos da classe dos
cadinanos, sendo que algumas destas apresentaram atividade antifingica contra os fungos
fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum, ¢ também atividade
citotoxica, in vitro, contra linhagem celular de tumor cervical humano (HelLa). Deste modo,
fica evidente a grande diversidade e potencialidade bioldgica deste género.

Este género € um importante grupo de fungos com potencial biotecnolégico, devido a
producdo de diversos metabdlitos secundéarios, entre os quais podemos incluir as micotoxinas
que afetam o sistema nervoso de vertebrados (BILLS et al. 2002) e alcaléides com capacidade
farmacoldgicas, tais como phomopsinas (DAI et al., 2005). Esses fatores evidenciam a grande
importancia deste género de fungos tanto na busca por novos metabdlitos bioativos como a

aplicabilidade na agricultura e biotecnologia.

1.5 Espécie vegetal hospedeira

A selec@o da espécie hospedeira garante melhores oportunidades no isolamento de
fungos endofiticos de novos géneros e espécies. Devido ao enorme nimero de espécies de
plantas no mundo, algumas estratégias de selecio podem ser utilizadas na busca por
endofiticos bioativos (STROBEL et al., 2004), tais como: plantas com histéria etnobotanica
que relata o uso e a aplicacdo especifica de partes do vegetal; plantas endémicas que ocupam
solos mais antigos e plantas nativas de areas com grande biodiversidade.

A espécie vegetal selecionada para o isolamento de fungos endofiticos foi a Senna
spectabilis (Figura 4), conhecida popularmente como ‘“‘sdo-jodo”, “cdssia-do-nordeste”,
“canafistula-de-besouro” e “pau-de-ovelha”.

Caracteristica do nordeste semi-arido (caatinga), mas também é comum no Cerrado do
estado de Sao Paulo. Ocorre preferencialmente em solos mais profundos, bem drenados e de

razoavel fertilidade (LORENZI, 1998).
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A arvore de Senna spectabilis é ornamental devido a beleza de suas flores amarelas.
No Brasil, principalmente no estado de Sdo Paulo, a arvore € utilizada na arboriza¢do de ruas
(VIEGAS JUNIOR et al., 2004b). O periodo de floragdo ocorre durante os meses de
dezembro—abril, j4 a maturacdo dos frutos ocorre nos meses de agosto—setembro (LORENZI,

1998).

Figura 4 - Senna spectabilis. Fonte: Lorenzi, 1998

Com o novo sistema de classificacdo taxondmica adotado para a familia Leguminosae,
vérias espécies de Cassia foram incluidas no grupo Senna, outras continuaram como Cassia €
algumas continuaram como sinonimia de Senna. Esta familia, uma das maiores dentre as
Angiosperma, foi separada em trés grupos distintos, as subfamilias Mimosaceae,
Papilionaceae e Caesalpiniaceae. Espécies de Cassia, juntamente com a sinonimia Senna ou
com aquelas que mudaram para o grupo Senna apds o novo sistema de classificacdo
taxondmica adotado, constituem um dos maiores géneros da familia Fabaceae (VEIGAS
JUNIOR. et al., 2006).

Esta confusdo taxonOmica entre os dois géneros é um problema para os estudos
quimicos e farmacolégicos que o NuBBE estd realizando com a espécie Senna spectabilis,
erroneamente identificada em estudos anteriores como Cassia spectabilis, e Cassia
leptophilla.

Ambos os géneros sdo bastante estudados, devido a importancia de seus usos na
medicina popular, pois apresentam um amplo espectro de propriedades farmacoldgicas,
especialmente associadas com potencial anti-inflamatério (RIBEIRO et al., 1999).

Na regido norte, é bastante empregada em medicamentos caseiros, como € o caso da

canafistula (C. fistula), utilizada como purgativo (MATOS, 2000). Bhakta et al. (1999)
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relataram ainda o uso desta espécie no tratamento de infeccdes bacterianas, doencas de pele,
reumatismo e desordens hepaticas. Recentemente, Ingkaninan et al. (2003) relataram a
atividade inibidora de acetilcolinesterase no extrato preparado com raizes desta planta.
Algumas espécies também sio comumente usadas na Africa e em pafses da Asia,
principalmente na India e na China, como formula¢des da medicina tradicional para
tratamento de diversas doengas, como alternativa a medicina convencional alopatica
(PIVATTO et al. 2005).

Diversas espécies de Senna foram relatadas por apresentarem muitos compostos
fendlicos com atividades bioldgicas e farmacoldgicas, por exemplo, antimicrobianos, laxativa,
antiulcerogénica, propriedades analgésicas e anti-inflamatérias (VIEGAS JUNIOR et al.,
2004b; PIVATTO et al. 2005).

Estudos fitoquimicos realizados com folhas e flores de S. spectabilis evidenciaram a
presenca de alcaldides piperidinicos bioativos (Figura 5) (VIEGAS JUNIOR et al., 2004b;
VIEGAS JUNIOR et al., 2007; PIVATTO et al., 2005). Recentemente a citotoxicidade destes
metabolitos foram descritas utilizando linhagens mutantes de Saccharomyces cerevisiae,
indicando uma possivel atividade antitumoral (VIEGAS JUNIOR et al., 2004b). Outros
ensaios com esses alcaldides demonstraram atividade antinociceptiva significativa, e também
apresentaram inibicdo da acetilcolinesterase (BOLZANI; GUNATILAKA; KINGSTON,
1995; ALEXANDRE-MOREIA et al., 2003; VIEGAS JUNIOR et al., 2008). Alem disso, foi
atribuido aos alcaldides piperidinicos atividade purgativa, antimicrobiana, e capacidade de
inibi¢do de superéxido (PIVATTO et al. 2005).

A potencialidade biologica apresentada por Senna spectabilis (VIEGAS JUNIOR et
al., 2008), as fortes evidéncias de que micro-organismos endofiticos mimetizam a espécie
hospedeira produzindo substancias com igual ou maior bioatividade que estas
(GUNATILAKA, 2006) e os dados obtidos durante a triagem realizada, justificam a escolha
do fungo Phomopsis sp. associado a esta espécie vegetal para estudo quimico/bioldgico deste

trabalho.




34

Introducao

_ H
H =]
|
i
|
i I e
| m o] z
i
! <T T
| o [=]
| M~ c
! =
| .w P -
| e @ o j=
- @ =
i 2 5 g
= )
i = a c
| [3) o s
_ T v > 6
|
| 4 zzx 9
(e8]
_
_
_
_
_ 0
“ H \\
_ \ 0 , \
_.. \\ m Pwa
_0 C H
_H H3 ﬁ
“ H
_ m
_
_ 3 3
_ H H
_ c c
_ H H
“ 0 0 0
_
_
_ 9 a _I 9 m
“ .m .m
_ m H
_ d A a
_ e _d d
_ D. m e
_ ... 5 ﬂ mu
“ ,, f o e
. \-J ..L _
_ L\ p \.1
_ m L\
_
" NH NH NH
_
_
_
_ ..r \\
_ 0 C 0 c 0 c
_ H 3 H 3 H 3
_ H H H

{+)-3-0-feruloilcassine
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1.6 OBJETIVOS

> Cultivar Phomopsis sp. isolado da Senna spectabilis, em pequena escala, nos
meios liquidos comerciais e sélidos para obten¢do dos extratos brutos e avaliacdo
quimica e bioldgica.

> Cultivar Phomopsis sp. em escala ampliada, para obtengdo do extrato bruto.

> Realizar isolamento identificacdo e determinacdo estrutural dos metabdlitos
secunddrios pelas técnicas cromatograficas e espectrométricas, respectivamente.

> Submeter as substancias isoladas aos ensaios para avaliagdo das atividades

antifingica e anticolinesterdsica.




DESENVOLVIMENTO
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2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiais, equipamentos e técnicas utilizadas

Solventes
Deuterados: CDCl; e DMSO-dgs (CIL e Acros).
Nao-deuterados: Merck, J.T. Baker, TEDIA e Quimis.

Cromatografia em camada delgada comparativa

Placas pré-prontas de silica gel da marca SORBET Technologies (Silica G TLC Plates
W/UV 254; 200 pum 20 x 20 cm). As revelagdes foram obtidas por irradiacao ultravioleta (UV
254 e 366 nm), nebulizacdo com anisaldeido seguido de aquecimento ou exposi¢dao ao iodo

sublimado.

Cromatografia em coluna

Nas separacOes cromatogrificas em coluna aberta ou sob pressdo foram utilizadas
colunas de vidro de diferentes didmetros internos e comprimentos.

Fases estaciondrias: silica C-18 (Merck), silica gel fase normal (0,060-0,200 mm;

ACROS Organics) e silica gel flash (40-63 um; Silicycle).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As andlises por CLAE no modo analitico foram realizadas em equipamento ProStar da
Varian acoplado ao detector ProStar 330 de arranjo de diodos. Foi utilizada a coluna analitica
Gimini Phenomenex C-18 S5pum (25,0 cm x 4,6 mm).

No modo preparativo, as andlises por CLAE foram realizadas em equipamento
Shimadzu acoplado ao detector Ultravioleta SPD, utilizando uma coluna Phenyl (25,0 cm x

2,0 cm).

Ressonancia Magnética Nuclear de "He’C (RMN de "He’C )
Os experimentos uni e bidimensionais foram realizados em espectrdmetro Varian
INOVA-500 operando em 500 MHz para o nucleo de 'H e em 125 MHz para o nucleo de Be

(Campo magnético 11,4 T), e também em espectrometro Bruker INOVA-300 operando em
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300 MHz para o nucleo de 'H e em 75 MHz para o nucleo de C. Foi utilizado TMS como

referéncia interna.

Espectrometria de massas

Os espectros de massa foram obtidos em espectrometro de alta resolu¢do, ESI-TOF
Espectrometro de massas (Bruker Daltonics, Billerica). Condi¢des do Experimento: Bomba
de infusdo, fluxo 250ul/h, fase moével para a solubilizagdo: ACN 100% e modo de deteccao

positivo e negativo para as amostras.

Outros equipamentos
» Evaporador rotatério — Buchi;
Balanca analitica — Mettler Toledo;
Autoclave vertical — Quimis Aparelhos Cientificos Ltda;
Camara de Fluxo laminar vertical — Panchane;

Incubadora Rotatéria (“Shaker”) — Marconi.

Y V. V V V

Polarimetro — Perkin Elmer modelo 341 LC

Isolamento do fungo endofitico:

Para a esterilizacdo da superficie do caule foram utilizados solu¢des de NaClO 1% e
etanol aquoso 70%, e também dgua estéril (MAIER et al., 1997). Para a esterilizacdo do
material de manuseio e dos meios de cultura preparados, utilizou-se autoclave na temperatura

de 121 °C durante 20 minutos.

Cultivo dos fungos endofiticos:
Para o cultivo dos microrganismos foram utilizados os meios sélidos:
v" BDA: Batata Dextrose Agar (Sigma®): 39 g/ 1L de 4gua;
v Milho tipo canjica (Machiara®): 90 g/ 75 mL de dgua;
v' Arroz parboilizado (Marcon®): 90 g/ 75 mL de 4gua;
E os meios liquidos:
v’ Czapek-Dox Broth (DIFCO®) - fonte de nitrogénio inorganico: Sacarose (30 g),
NaNO; (3 g), Nay(POy4); (1 g), MgS04 (0,5 g), KCI (0,5 g) e FeSO4 (0,01g) / 1L de
agua;

v’ Extrato de Malte (Acumedia®): Extrato de malte (20 g)/ 1L de agua;
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v' MDB (Acumedia®) - Batata Dextrose Broth: Batata (4 g), Dextrose (20 g) / 1L de
agua;

v Nutrient (DIFCO®): Extrato de carne (3 g), peptona (5 g) / 1L de 4gua;

v YM (Acumedia®): Extrato de levedura (3 g), extrato de malte (3 g), peptona (5 g) e
dextrose (10 g) / 1L de agua.

2.2 Selecao e classificacao do material vegetal

O material vegetal foi coletado da mesma espécime de Senna spectabilis obtida
anteriormente para estudos fitoquimicos, e ja geo-referenciadas, localizada nas proximidades
do Instituto de Quimica da UNESP — Araraquara.

A classificacdo foi realizada por Inés Cordeiro do Instituto de Botanica. As exsicatas
estdo depositadas no Herbario do Jardim Botanico de Sao Paulo, e classificadas como SP

384109.

2.3 Isolamento das cepas fingicas*

Folhas jovens e saudéveis da espécie vegetal foram coletadas e lavadas com 4gua e
sabdo neutro e esterilizadas por imersdo em NaClO 1% (5 min.), lavagem em agua estéril e
em etanol 70%, (1 min.) seguida de uma dupla lavagem com édgua estéril (10 min.) e secagem
(MALIER et al., 1997). Ap6s o processo de esterilizacdo, as folhas e os caules foram cortados e
incubados em placas de Petri contendo BDA e antibidtico sulfato de gentamicina (100
mg/mL), para evitar o crescimento bacteriano. Repiques utilizando outras placas de Petri
contendo BDA foram realizados sucessivamente e resultaram na obtencdo de 25 linhagens
puras, as quais estdo sendo preservados em frascos com agua esterilizada (SILVA, 2005),
conforme pode ser visualizado na Figura 6 (pag. 40).

Foram isolados 12 linhagens flingicas dos ramos de S. spectabilis e apds anélise dos
dados obtidos da triagem quimica/bioldgica, foi escolhido o fungo Phomopsis sp. (Cs-c (2))

para a realizacdo da parte experimental deste trabalho.

*Realizado pela Dra. Lisinéia M. Zanardi.
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Figura 6 - Etapas de isolamento, purificagdo e preservagdo dos fungos endofiticos

2.4 Classificacao da linhagem fiingica

A linhagem fuingica Cs-c(2) foi enviada para identificacdo na Fundacdo André Tosello
de Campinas-SP. A identificacdo foi baseada na andlise comparativa de caracteristicas
diferenciais de morfologia, fisiologia e metabolismo bioquimico da linhagem teste com dados
citados na literatura de referéncia.

A linhagem fungica foi identificada como Phomopsis (Sacc.) Bubak.

Descricdo: A cultura observada apds 25 dias a 25°C e sob luz negra alternada
apresentou micélio aéreo branco acinzentado com conidiomas esparsos do tipo estromatico.
Observou-se a presenca de conidiéforos hialinos com fidlides longas e em geral bifurcadas.
Conidios hialinos asseptados dos tipos alfa e beta: elipsoidais e gutulados, medindo 6,8-10,0 x
1,7-2,3 wm, e filiformes retos ou curvados, de 25 a 28,5 um.

Esclarece-se que o género Phomopsis carece de revisdo bibliografica. A auséncia da
fase teleomorfica em meio de cultura, principalmente quando isolado endofiticamente, torna a
identificacdo em nivel de espécie muito dificil (GOMES, 2008), havendo a necessidade de

andlises complementares como viruléncia, sorologia e sequenciamento ITS.
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2.5 Cultivo de Phomopsis sp. em diferentes meios de cultivo e obtencao dos

extratos brutos

2.5.1 Cultivo de Phomopsis sp. nos meios liquidos

Placas de Petri contendo o meio de cultivo BDA (esterilizado) foram inoculadas com o
fungo Phomopsis sp. sob condi¢cdes estéreis. Apds sete dias de incubacdo a 26° C, foi
realizado o inéculo dos fungos em meio liquido. Foram inoculados quatro frascos de
Erlenmeyer (500 mL) contendo 250 mL dos meios liquidos (Czapek, Extrato de Malte, MDB,
Nutrient ¢ YM) previamente esterilizados (autoclavados por 20 minutos a 121°C). O cultivo
foi mantido em incubadora rotatéria a 130 rpm, por 28 dias a 26°C. Apds este periodo, o
meio liquido aquoso foi separado do micélio por filtracdo e os filtrados, onde estdo presentes
os metabdlitos secundarios produzidos pelo fungo, foram submetidos a particao
liquido/liquido 3 x com 500 mL de AcOEt. O solvente organico foi evaporado em rota
evaporador, fornecendo os respectivos extratos brutos (Tabela 1, pag. 42). O solvente foi
devidamente rotulado e enviado para descarte.

Os extratos brutos foram submetidos a uma avaliacio quimica, pelo perfil
cromatogrifico por CLAE-DAD em gradiente exploratdrio, utilizando como fase estacionaria
uma coluna analitica tipo Phenomenex (C-18) e eluicdo em gradiente de H,O:CH3;OH (95:05
v/v a 0:100% em 40 minutos permanecendo nesta condi¢cao por mais 10 min.), com um fluxo
de 1,0 mL min '; e por avaliacio por RMN de 'H.

Os extratos foram avaliados biologicamente pelos ensaios antiftingico,
anticolinesterdsico e antioxidante.

Para o extrato bruto obtido em Czapek foi realizada uma particao liquido/liquido com
hexano e acetonitrila, objetivando a eliminacdo das substancias graxas. Solubilizou-se o
extrato bruto em ACN (30 mL) e realizou-se uma particdo com 3 x hexano (15 mL). Apds
separacdo das fases, e evaporagdo do solvente, foram obtidos 12,0 mg de extrato bruto (Ext.

ACN), que foi analisado por CLAE-DAD, RMN de 'H e ensaios biol4gicos.
2.5.2  Cultivo de Phomopsis sp. nos meios solidos
O isolado fungico Phomopsis sp. foi repicado em placas de BDA (Batata Dextrose

Agar) para obten¢do de massa micelar visando o cultivo em arroz e milho. Dois frascos de

Erlenmeyer de 500 mL contendo 90 g de milho (MACHIARA®) e 75 mL de dgua foram
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autoclavados durante 20 minutos a 121° C, por um periodo de trés dias consecutivos, a cada
24 horas. Ap6s a esterilizacdo do meio, Phomopsis sp. foi inoculado em milho e mantido no
modo estatico por 21 dias a 26° C.

Ap6s este periodo, o meio sélido foi triturado (milho + massa micelar) e extraido 6 x
200 mL MeOH a cada 12 horas, filtrado e o solvente organico evaporado, fornecendo o
extrato bruto metanodlico (Ext. MeOH). Este foi solubilizado em acetonitrila (60 mL) e
submetido a uma particdo liquido/liquido 3 x com 30 mL hexano, objetivando a eliminacao
das graxas oriundas do milho. A fase hexanica foi descartada e a fase ACN teve o solvente
eliminado, fornecendo o extrato bruto (Ext. ACN) (Tabela 1).

O cultivo de Phomopsis sp. em arroz foi realizado utilizando o mesmo procedimento
que o descrito para milho.

Paralelamente, foi realizado o branco do milho e arroz, exatamente como descrito
acima, porém sem inoculacdo do micélio. Tal procedimento foi adotado com o objetivo de
realizar uma comparacgdo para identificar os possiveis interferentes do meio extraidos com o
solvente organico.

Os solventes organicos foram devidamente separados, rotulados e enviados para

descarte.

Tabela 1 - Massa dos extratos brutos obtidos dos diferentes meios de cultivo de Phomopsis sp.
MDB YM EM Nutriente Czapek ArrozACN  Milho ACN

Massa obtida (mg) 27,7 36,2 14,0 22,2 12,0 80,2 86,6

2.6 Cultivo de Phomopsis sp. em escala ampliada

Phomopsis sp. foi cultivado em meio liquido MDB em escala ampliada para obtencao
do extrato bruto (Figura 7, pidg 43). O crescimento foi realizado em dois modos para
comparacdo da produgdo metabdlica.

A producido metabélica foi avaliada por RMN de 'H e CLAE-DAD em gradiente
exploratorio utilizando uma coluna analitica Phenomenex de CI18 e elui¢do por gradiente
H,0:CH30H (95:05 v/v) até 100% de metanol em 40 minutos, € permaneceu por mais 10 min

nesta condi¢do, em um fluxo de 1 mL.min™".
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Figura 7 - Metodologia de obtencdo dos extratos brutos em MDB

2.7 Fracionamento do extrato bruto produzido por Phomopsis sp. em MDB

ApOs realizar uma triagem quimica dos extratos brutos AcOEt estes foram juntados e a
seguir o extrato bruto AcOEt foi submetido a cromatografia em coluna sob pressdo (Figura 8,
pag. 44).

A substancia 01 foi avaliada pelo comprimento de absor¢do maxima, utilizando
andlise em CLAE com coluna Phenomenex Luna C18 (5 pwm, 250 x 4,60 mm) e gradiente
exploratério de 5% B- 100% B (60 minutos) em um fluxo de 1 mL. min" e A=254 nm;
Solvente A: dgua acidificada com 0,05% 4cido trifluoroacético (TFA); Solvente B: metanol
0,05% TFA.

Paralelamente foi realizado o branco MDB seguindo a mesma metodologia sem a

inoculacdo do fungo endofitico no meio de cultivo.
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Extrato Bruto

Phomopsis sp.

Triagem

CLAE-DAD (grad. explorat.); col. anal. C18;
RMN de H

500,0 mg, CC (20 x 3 cm), C18
H,0:CH;0OH (10 a 100%) e CH,OH:AcOEL (50 & 100%)

9 Fragoes
{135 mL)

CCDC; RMIN de H; Ensaios hioldgicos;
CLAE-DAD (grad. explor) H,O:ACN ; 1,0 mL.min?, C18

Fracdo 02 Fracdo 05

Sub 04 Sub 05 5f4-5 SF17-19 Sf27-37

(5,3 mg) (4,4 mg) (14,4 mg)
CCDP (AcOEt:MeOH)
(9:1) UV 254 n™
v 2
subo4 Sub 05 Sub 09

Figura 8 - Metodologia de fracionamento do extrato bruto AcOEt produzido em MDB por Phomopsis sp.




Desenvolvimento

2.8 Cultivo de Phomopsis sp. em escala ampliada em milho e obtencao do

extrato bruto

O isolado fingico Phomopsis sp. foi repicado em placas de BDA para obtencdo de
massa micelar visando o cultivo em escala ampliada em milho (Figura 9).
O extrato Milho ACN foi submetido ao fracionamento para isolamento de metabolitos.

Os solventes organicos foram devidamente separados, rotulados e enviados para descarte.

Fungo
Cs-c(2)

3x

Cultivoem BDA por 7 dias

Erlen. (500 mL} contendo 90 g de
milho ¢ 75 mL de dgua, autoclavados
em 3 dias consecutivos

Mitho HEX

Mitho ACN

Figura 9 - Metodologia de obten¢do do extrato bruto para isolamento de metabdlitos
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2.9 Fracionamento do extrato bruto obtido apés cultivo de Phomopsis sp. em

milho

O extrato bruto Cs-c(2) Milho-ACN (2,90 g) foi submetido a uma coluna

cromatografica para obten¢do dos metabdlitos produzidos por Phomopsis sp. (Figura 10).

Figura 10 - Metodologia do fracionamento do extrato bruto Milho-ACN produzido por Phomopsis sp.

A fracdo M-(18-20) foi submetida a CLAE modo preparativo utilizando uma coluna
preparativa Phenyl (25 cm x 2 cm), sistema de eluicio H,O:CH3;OH (60:40 v/v até 0:100%
em 40 minutos ¢ mais 10 minutos em 0:100%) foram coletados 10 picos, resultando no
isolamento e identificacdo de 3 metabdlitos (Figura 10). O cromatograma indicando o tempo

de retencao de cada substancia estd apresentado na Figura 11.
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Figura 11- Cromatograma preparativo de Cs-c(2) Milho-ACN (18-20)

Todas as substancias identificadas/isoladas ou fragdes delas foram submetidas a
andlise em CLAE-DAD em coluna analitica do tipo Phenomenex de silica de fase reversa C18
utilizando um sistema de eluicao gradiente exploratério 5% MeOH até 100% em 40 minutos e
mais 10 minutos nesta condicdo, em comparagdo com os extratos Brancos obtidos, para
verificar a procedéncia das substincias, para provar que os metabdlitos identificados foram
realmente produzidos pelo fungo endofitico Phomopsis sp. ndo sendo extraidos do meio de

cultivo.
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2.10 Avaliacao da atividade antifingica*

A atividade antifiingica foi determinada pela técnica de bioautografia para deteccdo da
atividade fungitéxica, pela nebulizacdo dos fungos fitopatogénicos Cladosporium
cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum (concentracao de 5x10’ esporos.mL'l em
solug@o de glicose e sais) em placas do CCDC contendo 200 pg dos extratos de interesse,
previamente eluidos com CHCI;:CH3;OH (9:1). As placas foram incubadas a 25° C por 48
horas, verificando a presenca de halos de inibi¢do do crescimento dos fungos, em comparagao

com o padrdo positivo nistatina (10 pg).

2.11 Avaliacao da atividade anticolinesterasica*

Os extratos de interesse foram submetidos a constatacio da inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE), de acordo com a metodologia de Marston, Kissling e Hostettmann
(2002), utilizando cromatoplacas. Foram aplicados 100 pg dos extratos de interesse em uma
cromatoplaca de silica gel. A placa foi eluida com CHCI5:CH3OH (9:1) e, em seguida,
borrifada com a solu¢do da enzima acetilcolinesterase (Solugdo A), apds foi incubada em
camera umida fechada, a 37°C por 2 minutos, e em seguida borrifada com uma solu¢do D. foi
utilizado o padrdo fisostigmina.

As substancias que apresentaram atividade anticolinesterdsica sofreram uma reagdo
enzimadtica, onde foi observado o aparecimento de manchas brancas, em comparacdo com o
fundo de coloracdo roxa da placa; estas manchas brancas sdo proporcionais a inibicdo da
enzima acetilcolinesterase.

» Solucdo A: Acetilcolinesterase dissolvida em 150 mL do tampao Tris-HCI (0,05 M;
pH=7.9), a solugdo estoque foi armazenada a 4°C e no momento do uso foi adicionado

0,1% de albumina de soro bovino.

» Solugido B: 250 mg de acetato de 1-naftila em 100 mL de etanol;
» Solugdo C: 400 mg do sal “Fast Blue” B em 160 mL de 4dgua destilada;

» Solugdo D: mistura contendo 10 mL da solu¢ao B mais 40 mL da solugéo C.

*Ensaio bioldgico realizado pela Dr". Maria Claudia Marx Young do Instituto Boténico, SP.
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2.12 Avaliacao da atividade potencial antioxidante

Os extratos brutos foram avaliados quanto a reatividade com difenilpicrilhidrazina
(DPPH) utilizando o método por cromatoplaca (SIMOES-PIRES et al., 2005).

Esta atividade € observada quando ocorre reducio do DPPH com os compostos
antioxidantes presentes nos extratos. Os extratos foram aplicados em placa de silica (CCDC) e
eluidos com CHCl;:CH3;0H (9:1). As cromatoplacas foram borrifadas com uma solugdo
metanodlica 0,2% de DPPH, depois de deixadas sob a luz solar durante 1 hora. O potencial

antioxidante foi evidenciado pela presenca de manchas brancas, decorrentes da reducdo do

DPPH, contra a colorac¢ao roxa do fundo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacao da producao metabélica do fungo endofitico Phomopsis sp. em

diferentes meios de cultura

De todos o0s organismos vivos, Os micro-organismos sao OS mais versiteis e
diversificados em suas exigéncias nutricionais. Os homens e outros animais requerem certos
tipos de nutrientes complexos contendo carbono, enquanto os micro-organismos nem sempre.
Alguns micro-organismos podem crescer com poucos nutrientes inorganicos como sua tnica
exigéncia nutricional, enquanto outros se assemelham aos organismos superiores na sua
necessidade de nutrientes organicos complexos (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1996).

O cultivo de micro-organismos em laboratério requer meios de cultura apropriados, os
quais tém a fun¢do de simular ou até melhorar o ambiente natural destes.

E importante salientar que as caracteristicas fisiolégicas de um micro-organismo em
cultura, podem ndo ser as mesmas que as do seu crescimento na natureza. As culturas puras
em laboratdrio crescem muito bem, porque normalmente tém uma abundancia de nutrientes e
nio hd competicdo com outros micro-organismos pelo alimento em disponibilidade
(PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1996). A producido de metabodlitos secundarios pelos fungos
depende intrinsecamente das condic¢des utilizadas para seu crescimento e desenvolvimento.

O cultivo do fungo em placas de Petri foi realizado somente em BDA, pois este fungo
se desenvolve satisfatoriamente neste meio e, portanto, testes com outros meios de cultura
foram desnecessdrios.

Visando verificar a producdo de diferentes metabdlitos secundérios por Phomopsis sp.,
em diferentes meios de cultivo, foram selecionados cinco meios comerciais liquidos e dois
meios solidos (Cereais). De acordo com a defini¢do da literatura o meio liquido Czapek ¢é
classificado como ‘“quimicamente definido”, e os outros meios (Nutrient, MDB, YM, Extrato
de Malte, Arroz e Milho) podem ser classificados como “complexos”.

As condicdes para o cultivo dos endofiticos (meio de cultura liquido, tempo de
incubagdo de 28 dias em incubadora rotatéria e ambiente climatizado a 26 °C) foram adotadas
com base nos resultados obtidos com o estudo anteriormente realizado pelo nosso grupo de
pesquisa (SILVA, 2005).

Os cromatogramas dos extratos (obtidos via CLAE-DAD em gradiente exploratdrio)
foram estudados pela comparagdo do tempo de retencdo e espectros de UV de cada pico

cromatografico.
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3.1.1 Cultivo em MDB

Os cromatogramas em gradiente exploratério (Figura 12) para o extrato bruto em
MDB apresentou vérios picos com diferentes absorbancias e tempos de reten¢do (TR)
variados, sugerindo uma polaridade de média a alta para os metabdlitos produzidos pelo
fungo (devido aos solventes utilizados pag. 41), sugerindo a ocorréncia de diversidade
metabdlica para o fungo. As curvas de UV observadas na Figura 13 apresentam a diversidade

de metabdlitos produzidos pelo fungo Phomopsis sp.

Figura 12 - Cromatogramas em gradiente exploratério do extrato bruto em MDB produzido por Phomopsis sp.

Figura 13 - Curvas de UV dos metabdlitos produzidos por Phomopsis sp.

O espectro de RMN de 'H (Figura 34, pdg. 112) apresentou sinais em toda a largura
espectral (0,5 a 8 ppm) evidenciando a presenca de substiancias aromadticas por apresentar
sinais com deslocamento quimico em ~8 ppm, hidrogénios olefinicos, carbindlicos e

metilicos.
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3.1.2  Cultivo em YM
Comparando-se os cromatogramas obtidos do cultivo de Phomopsis sp. em MDB
(Figura 12, pag. 52) e YM (Figura 14) observou-se uma producido metabdlica semelhante,

apenas com alguns picos adicionais em YM.

280 nm

\ 253 nm
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Figura 14 - Cromatogramas em gradiente exploratério do extrato bruto em YM produzido por Phomopsis sp.

O espectro de RMN de 'H (Figura 35, pag. 113) evidenciou um extrato rico com
sinais por toda largura espectral (6y 0,5 a 8 ppm), indicando a presenca de hidrogé€nios
metilicos, metilénicos, metinicos, carbindlicos, olefinicos e aromdticos. Comparando-se este
espectro com o obtido em MDB, observaram-se poucos sinais diferentes, demonstrando um

perfil quimico bem semelhante.

3.1.3 Cultivo em Extrato de Malte (EM)

Os cromatogramas em gradiente exploratério do extrato bruto em EM (Figura 15)
apresentaram diversos picos com diferentes absorbancias e tempos de retengdo. Em
comparagdo aos cromatogramas do extrato bruto em MDB foram observados alguns picos

com o mesmo tempo de reten¢do, demonstrando um perfil quimico semelhante.
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Figura 15 - Cromatogramas em gradiente exploratério do extrato bruto em EM produzido por Phomopsis sp.

O espectro de RMN de 'H (Figura 36, pag. 114) do extrato bruto em EM produzido
pelo Phomopsis sp. apresentou sinais em uma ampla faixa espectral (0,7 a 8 ppm),
evidenciando uma rica producio metabélica. Em comparacdo com o espectro de RMN de 'H
do extrato bruto em MDB, foram observados apenas alguns sinais ndo compativeis,

demonstrando um perfil quimico semelhante.

3.1.4 Cultivo em Nutrient

As observacdes feitas para o extrato bruto em EM sdo equivalentes ao extrato bruto
em Nutrient (Figura 16), sendo esses dois diferentes. Comparando-se os cromatogramas em
Nutrient com o em MDB foram observados apenas alguns picos com o mesmo tempo de

reten¢do, demonstrando um perfil quimico similar.
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Figura 16 - Cromatogramas em grad. exploratdrio do extrato bruto em Nutrient produzido por Phomopsis sp.
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O espectro de RMN de 'H do extrato em Nutrient (Figura 37, pag. 115) apresentou
sinais em uma larga faixa do espectro (0,5 a 8 ppm) evidenciando a presenca de substancias
aromadticas por apresentar sinais com deslocamento quimico em ~8 ppm, sinais de hidrogénios
olefinicos, carbindlicos e metilicos. Comparando-se este com o espectro de RMN de 'H do

extrato em MDB (Figura 34, pdg. 112) apresentaram-se como perfil quimico semelhante.

3.1.5 Cultivo em Czapek:

A andlise prévia do espectro de RMN de 'H do extrato AcOEt (Figura 38, pig. 116)
produzido por Phomopsis sp. em Czapek revelou a producdo de graxas em grande quantidade
que impediram a visualizacdo dos demais constituintes do extrato, portanto submeteu-se este
extrato a uma particdo hexano/acetonitrila para retirada destes (pag. 41).

O espectro de RMN de 'H do extrato bruto da fracio ACN (Figura 39, pig. 117)
mostrou reducdo significativa dos sinais caracteristicos das graxas, indicando que a particao
hexanica foi eficiente. O espectro apresentou vérios sinais evidenciando uma rica producao de
metabolitos, foram observados sinais de hidrogénios metilicos, metilénicos, metinicos,
carbindlicos, olefinicos, aromaticos aldeidos e/ou fendlicos.

O cromatograma em gradiente exploratério do extrato bruto ACN (Figura 17)
apresentou poucos constituintes que absorvem radiagdo UV, pois sdo observados poucos
picos.

Comparando-se o cromatograma deste extrato com o extrato bruto obtido em MDB
(Figura 12, pag. 52), observa-se a ndo equivaléncia de sinais, evidenciando que o

metabolismo do fungo nestes dois meios seja diferente.

253 nm

220 nm

Figura 17 - Cromatogramas em gradiente exploratdrio do extrato bruto em Czapek produzido por Phomopsis sp.
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3.1.6 Cultivo em Milho

O cromatograma em gradiente exploratério do extrato em milho ACN (Figura 18)

apresentou poucos picos, evidenciando poucas substancias que absorvem radiacdo UV. Este

cromatograma apresentou também diferentes absor¢cdes em relacdo ao extrato bruto MDB e

aos demais meios comerciais liquidos.

Andlise das curvas de UV dos sinais presentes no cromatograma do extrato bruto ACN

revelou que a variedade dos sinais corresponde somente aos metabdlitos secretados pelo

fungo, uma vez que o cromatograma do extrato ACN (branco) apresentou picos nado

coincidentes com os do extrato bruto ACN.

280 nm

253 nm

Figura 18 - Cromatogramas em gradiente exploratério do extrato bruto em Milho ACN produzido por

Phomopsis sp.

O espectro de RMN de 'H (Figura 40, pag. 118) apresentou sinais em uma vasta

largura espectral (0,5 a 8 ppm) evidenciando a presenca de substancias arométicas, sinais de

hidrogénios olefinicos, carbindlicos e metilicos. Em comparacdo com o espectro de RMN de

'H do meio em MDB (Figura 34, pag. 112) foi observado que os meios apresentam diferenca

na producao metabdlica.
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3.1.7 Cultivo em Arroz
As observacgdes feitas para o crescimento em milho sdo equivalentes ao arroz, sendo

que estes dois meios apresentaram perfis quimicos semelhantes.

2= 280 nm

253 nm
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Figura 19 - Cromatogramas em gradiente exploratdrio do extrato bruto em Arroz ACN produzido por
Phomopsis sp.

O espectro de RMN de 'H de Arroz ACN (Figura 41, pig. 119) apresentou sinais em
toda a largura espectral (0,5 a 8 ppm) evidenciando a presenca de hidrogénios aromaticos,

olefinicos, carbindlicos e metilicos.

De modo geral, Phomopsis sp. desenvolveu-se rapidamente nos diferentes meios de
cultura, demonstrando facil adaptacdo (Fase Lag), uma vez que ndo foram usadas técnicas de
pré-crescimento.

Na andlise detalhada dos cromatogramas obtidos dos extratos brutos em MDB,
Czapek, EM, Nutrient, YM, Milho e Arroz foi possivel observar uma variacao na produgdo
metabolica, pois picos com diferentes tempos de reten¢ao nos diversos cromatogramas foram
detectados, uma vez que estes foram obtidos utilizando-se a mesma massa dos extratos brutos.
Esta observagdo nos permitiu concluir, que o perfil metabdlico € dependente da composicao
dos nutrientes disponiveis no meio de cultura.

Para efeito de comparagio, todos os espectros de RMN de 'H foram registrados com a
mesma massa de extrato bruto, cuidadosamente interpretados e corroboraram com os dados
obtidos da andlise em CLAE-DAD, evidenciando uma producdo metabdlica variada, com
sinais abrangendo toda largura espectral, no entanto algumas diferencas foram observadas,

como na intensidade e na sobreposi¢do de alguns sinais.
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Comparando-se o rendimento (em massa) na producdo de extratos em todos os
cultivos de Phomopsis sp., observou-se que, quando cultivado em cereais (arroz e milho), o
enddfito produz maior massa de extrato do que em meios liquido comerciais (Tabela 1, pag.
42). Entre os meios de cultura liquidos, YM proporcionou maior rendimento em massa de

extrato bruto.

3.2 Resultados dos ensaios biolégicos realizados com os extratos brutos dos

diferentes meios de cultivo

3.2.1 Atividade Antifiingica

Virias doencas que ocorrem em plantas, animais e humanos sio devidas ao ataque de
fungos fitopatogénicos e patogénicos, respectivamente. Tal fato tem incentivado pesquisas
que busquem novas substincias antifungicas de origem natural (CARDOSO, 2003).
Considerando esta necessidade e a ecologia quimica relacionada com os fungos endofiticos
que habitam ambientes propicios ao ataque de fitopatégenos, foi realizada uma triagem com
os extratos brutos produzidos por Phomopsis sp.

A atividade antiftingica foi determinada por bioautografia pela nebuliza¢do dos fungos
Cladosporium cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum. Apds a revelacdo da
cromatoplaca (contendo os extratos) com a solucido fungica, foi observada a inibi¢do do
crescimento do fungo em vdrios extratos, indicando a atividade antiftingica potencial. O
padrdo utilizado para comparagdo foi a nistatina (10 pg).

Os resultados obtidos deste bioensaios estdo presentes na Tabela 2.

Tabela 2- Resultados da avaliacdo antiftingica dos extratos produzidos por Phomopsis sp.

Extrato Bruto Cladosporium Cladosporium
cladosporioides sphaerospermum

MDB *ok ok *%

YM *k ok *%

EM T "
Nutrient * *
Czapek * *
Milho * .
Arroz Qe -

#*% Potencial forte/ ** Potencial médio/ * Potencial fraco
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Os resultados da avaliag@o deste bioensaio evidenciaram a maioria dos extratos brutos
como potencialmente antifingicos. Todos os extratos apresentaram inibi¢cdo do crescimento
do fungo C. cladosporioides, no entanto para C. sphaerospermum os extratos Milho ACN e
Arroz ACN ndo apresentaram atividade antiftingica.

Os dados podem estar diretamente relacionados a ecologia quimica, onde estes micro-
organismos produzem substincias bioativas para autodefesa contra outros micro-organismos
fitopatdgenos e em situacdes de ‘“stress’’ ambiental, confirmando, deste modo, que os fungos
associados a espécies vegetais sdo promissoras fontes na busca por novos metabdlitos

secundarios bioativos.

3.2.2 Atividade Anticolinesterdsica

O mal de Alzheimer ou doenca de Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa
progressiva do sistema nervoso central, que atinge principalmente a populagdo idosa. Como
0s principais sintomas sdo o comprometimento da memdria, da coordena¢do motora, além da
perda da capacidade cognitiva e deméncia. Os farmacos atualmente utilizados no tratamento
sdo principalmente inibidores da enzima acetilcolinesterase, por apresentarem melhores
resultados no controle da doenca (VIEGAS JUNIOR et al., 2004a). Alguns exemplos desses
farmacos s@o a tracina, fisistigmina e a galantamina, que € de origem natural (CARDOSO,
2003).

Estima-se que cerca de 4 milhdes de pessoas possuam essa doenga e que sua incidéncia
duplique a cada 5 anos, apds os 65 anos de idade. Estimativas sugerem que este grupo
aumente e possa atingir aproximadamente 19 milhdes de individuos no ano de 2050, dos
quais metade poderd desenvolver a doenca de Alzheimer (VIEGAS JUNIOR et al., 2004a).
Desta forma € de extrema necessidade a busca por novos farmacos para o tratamento desta
doenca.

A avaliagdo da atividade anticolinesterdsica em potencial dos extratos brutos foi
realizada segundo a metodologia de Marston, Kissling e Hostettmann (2002) por
cromatoplaca. Apds a eluicdo dos extratos e o borrifamento das solugdes, a coloracdo roxa
aparece em aproximadamente 2 minutos. O aparecimento de manchas brancas (indicagcdo de
inibicao da reacdo enzimdtica) em alguns extratos, sobre um fundo de coloracdo roxa, indicou

que houve inibi¢dao da enzima acetilcolinesterase.
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Legenda

1-YM

2-MDB

3-Czapek

4- Nutrient

5- Extrato de Malte
6- Milho

7-AIroz

P padrio

Figura 20 - Atividade anticolinesterdsica dos extratos brutos produzidos por Phomopsis sp.

Este ensaio é qualitativo e € definido através do halo branco em fundo roxo, para
atividade inibitéria positiva. De acordo com o observado na Figura 20 todos os extratos
apresentaram atividade positiva neste ensaio. Este resultado evidencia a potencialidade dos

fungos endofiticos na producao de metabdlitos com atividade anticolinesterdsica.

3.2.3 Atividade Antioxidante

Nos ultimos anos, inimeras evidéncias tém indicado o papel chave dos radicais livres e
outros oxidantes como grandes responsdveis pelo envelhecimento e pelas doencas
degenerativas associadas ao envelhecimento, como cancer, doencgas cardiovasculares,
catarata, declinio do sistema imune e disfungdes cerebrais (SOUSA et al., 2007).

A producio de radicais livres é controlada nos seres vivos por diversos compostos
antioxidantes, os quais podem ter origem enddégena (por ex., superéxido dismutase, uma
enzima que catalisa a conversdo do superéxido em oxigénio molecular e peréxido de
hidrogénio), ou serem provenientes da dieta alimentar e outras fontes. Quando h4 limita¢do na
disponibilidade de antioxidantes podem ocorrer lesdes oxidativas de cardter cumulativo. Os
antioxidantes sdo capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres antes que ataquem 0s
alvos biol6gicos nas células (SOUSA et al., 2007).

Estudos clinicos e epidemioldgicos t€ém mostrado evidéncias de que antioxidantes de
cereais, frutas e vegetais s@o os principais fatores que contribuem para a baixa e significativa
reducdo da incidéncia de doencgas cronicas e degenerativas encontradas em populacdes cujas
dietas sdo ricas na ingestdo desses alimentos. Desta forma, a importancia da pesquisa por

antioxidantes naturais tem aumentado muito nos ultimos anos.
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Ensaios rdpidos e baratos utilizando f-caroteno e 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH)
foram desenvolvidos com intuito de detectar a presenca de substancias potencialmente
antioxidantes em extratos brutos.

A avaliagdo qualitativa dos extratos por cromatoplaca em silica gel, revelada com
solucdo metandlica do radical DPPH, sugeriu que para todos os extratos hd existéncia de
substancias com atividade antioxidante, evidenciadas pela presenca de manchas amarelas

sobre fundo purpuro, resultantes da reducao do radical DPPH.

Legenda

Figura 21 - Resultados da potencial antioxidante dos extratos brutos crescidos nos diferentes meios

Esta triagem foi realizada com o objetivo de, apds avaliar a potencialidade bioldgica e
o perfil quimico de cada extrato produzido pelo fungo Phomopsis sp., selecionar um extrato
para cultivo em escala ampliada. Desse modo, foram selecionados 2 meios de cultivo, um
liquido, o MDB, e um meio sélido, o milho. Estes extratos apresentaram espectros de RMN
de 'H com sinais por uma larga faixa espectral evidenciando uma alta e diversa producio

metabdlica, além de se mostrarem potencialmente bioativos nos ensaios realizados.
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3.3 Resultados dos ensaios bioldgicos realizados com as fracoes obtidos do

fracionamento do extrato bruto AcOEt cultivado em MDB

Todas as fracdes obtidas do fracionamento inicial do extrato bruto AcOEt (Figura 8,
pag. 44) foram monitoradas aos ensaios de atividade antifiingica, anticolinesterasica e

antioxidante, para monitorar a bioatividade inicialmente observada no extrato bruto.

3.3.1 Atividade antifiingica

A atividade antifingica foi determinada pela técnica de bioautografia, utilizando um
sistema de eluicio CH,Cl,:CH30H (9:1), ap6s a nebulizagdo dos esporos dos fungos
fitopatogénicos e incubagdo, os halos de inibi¢cdo foram determinados.

Os resultados (Tabela 3) sugerem um potencial antifingico para as fra¢des do extrato,
pois as fracoes 5, 6, 7 e 8 apresentaram fraca atividade contra os dois fungos, ja as fracoes 1,
2, 3 e 9 mostraram-se inativas contra os fungos C. cladosporioides e C. sphaerospermum, a

fragdo 4 apresentou uma fraca atividade contra o C. sphaerospermum

Tabela 3 -Resultado da atividade antifiingica das fragdes do extrato bruto

Amostra Cladosporium Rf Cladosporium Rf
cladosporioides phaerospermum

Fragao 01 - -

Fragao 02 - -

Fragao 03 - -

Fragdo 04 - * 0,52
Fragdo 05 S 0,85 & 0,87
Fracdo 06 * 0,84 * 0,82
Fragdo 07 & 0,78 & 0,72
Fragdo 08 * 0,83 * 0,82
Fracao 09 - -

*** Potencial forte/ ** Potencial médio/ * Potencial fraco

Esses resultados sdo promissores, pois evidenciam que o fungo endofitico isolado
possa exercer um papel ecolégico na espécie hospedeira, onde pode produzir substancias
bioativas para autodefesa contra outros micro-organismos fitopatégenos. Confirmando deste

modo que os enddfitos sdo promissoras fontes na busca por novos metabdlitos bioativos.
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3.3.2 Atividade Anticolinesterdsica

A avaliacdo da atividade anticolinesterdsica em potencial para as fra¢des foi realizada
seguindo-se a metodologia de Marston, Kissling e Hostettmann (2002) para cromatografia em
camada delgada fina, utilizando um sistema de eluicio de CH,Cl;:MeOH (9:1). O
aparecimento de mancha branca (indicacdo de inibi¢do da reag¢do enzimética) indicou hd
inibicdo da enzima acetilcolinesterase.

Os resultados mostraram prolificos (Figura 22, Tabela 4), pois excecao feita a fracdo

1, todas as fracdes apresentaram atividade anticolinesterdsica.

Figura 22 - Resultado da atividade anticolinesterdsica para as fragdes do extrato bruto MDB

Tabela 4 - Resultado da atividade anticolinesterdsica para as fragdes do extrato bruto MDB

Amostra Rf
Fragao 01 -
Fracdo 02 0,64/0,52/0,40
Fracdo 03 0,64/0,46
Fragdo 04 0,71/0,48
Fragdao 05 0,96
Fragdao 06 0,91
Fragao 07 0,90
Fragao 08 0,92
Fragdao 09 0,92

Padrdo 0,35
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Esta atividade evidencia a capacidade de este fungo produzir metabdlitos com
atividade anticolinesterdsica, demonstrando a importancia da procura de substincias bioativas

em fontes promissoras como os fungos endofiticos.

3.3.3 Potencial antioxidante

Este ensaio consiste em um método fécil e rdpido para avaliar a atividade antiradicalar
de diversos antioxidantes presentes nos extratos.

A avaliacdo qualitativa das fragdes por cromatoplaca em silica gel, revelada com
solucdo metandlica do radical DPPH, sugeriu para todos as fracdes com excecao das Fracoes
6 ¢ 9, a existéncia de substancias com atividade antioxidante, evidenciadas pela presenca de
manchas amarelas sobre fundo purpuro, resultantes da reducio do radical DPPH (Tabela 5),
isso evidencia a grande capacidade deste fungo em produzir metabdlitos com propriedades

antioxidantes.

Tabela S - Resultados obtidos para as fracdes, Rf obtido das manchas amarelas

Amostra Rf

Fragdo 01 0,53/0,48/0,34

Fragdo 02 0,53/0,48/0,20/0,06
Fragdo 03 0,53/0,48/0,24/0,16/0,09/0,06
Fragao 04 0,04

Fragao 05 0,23

Fragao 06 -

Fragao 07 0,64

Fragdo 08 0,09/0,92

Fragao 09 -
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3.4 Determinacio estrutural das substancias isoladas

Substancias produzidas pelo fungo Phomopsis sp. cultivado em MDB.
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3.4.1 Identificacdo estrutural da substdncia 01 (Uracila)

0]
H
HN ‘
(0] N H
H

Mesmo esta substancia estando em mistura, optou-se pela determinacdo estrutural. A
identificacdo da substancia 01 foi realizada com base na anélise do espectro de RMN de 'He
comparacdo com a literatura (LEPTOKARYDIS, 2008; BLICHARSKA; KUPKA, 2002).

O espectro de RMN de 'H (Figura 42, pig. 120) apresentou sinais com grande
diferenca no deslocamento quimico em dy 5,45 (d, J=7,5 Hz, 1H) e 7,37 (d, J=7,5 Hz, 1H),
sendo estes atribuidos a uma posi¢do a e f de uma carbonila ¢, f-insaturada, com constantes
de acoplamento caracteristicos de uma ligagcdo cis. Foram observados ainda os sinais em oy
10,8 € 10,9 (s, 1H), atribuidos aos hidrogénios ligados aos nitrogénios.

O cromatograma e as curvas de UV da substancia 01 (Figura 23 e¢ Figura 24) foram
comparados com a literatura e os valores encontrados foram compativeis com a estrutura

proposta.
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Figura 23 - Cromatograma analitico da Fracdo 01 para obtengdo dos espectros UV da substancia 01
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Figura 24 - Curvas de absor¢@o no ultravioleta para a substancia 01
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Pela analise dos dados espectrais com as curvas de UV comparando-se estes com a
literatura (LEPTOKARYDIS, 2008; BLICHARSKA; KUPKA, 2002) foi possivel identificar
a substancia 01 como sendo a Uracila.

Existe uma vasta literatura sobre atividades bioldgicas da uracila, mas sempre

associada a outras moléculas como acticares, aminodcidos, proteinas etc.

3.4.2 Identificacdo estrutural da substancia 02 (Acido nitropropandico)

HOMNO

2 2

A identificacdo estrutural de 02 foi realizada em mistura, pelas técnicas de RMN de 'H
13C uni e bidimensionais e comparacdo com a literatura (CHOMCHEOM et al., 2005).

O espectro de RMN de 'H (Tabela 6, ¢ Figura 43, pig. 121) apresentou sinais em 8y
4,70 (¢, 2H, J=6,0 Hz, ¢ 70,2) e um sinal em 6y 2,88 (¢, 2H, J=6,0 Hz, 6¢ 30,4). A anélise do
experimento em COSY demonstrou a correlacdo entre esses dois sinais de hidrogénios
(Figura 44, pag. 122).

O espectro de HMBC (Figura 45, pag. 123) mostrou a presenca dos carbonos d¢ 70,2
e 30,4 ppm, que foram correlacionados com os respectivos hidrogénios em HMQC, e um
carbono de um grupo carboxilico 6¢ 171,4.

Analisando os dados espectrais e comparando-os com a literatura foi possivel
identificar a substancia 02 como o dcido nitropropandico.

Este metabdlito ja foi isolado de fungo endofitico Phomopsis sp. associado as espécies
vegetais Urobotrya siamensis e a Mesua ferrea, tendo apresentado alta atividade
antimicobacteriana contra Mycobacterium tuberculosis, ¢ também conhecido como um
potente agente neurotéxico (CHOMCHEON et al., 2005; ELSASSER et al., 2005). Schwarz
et al. (2004) relatou que este metabolito possui propriedades nematicidas, pois apresentou
atividade contra o parasita nematéide Meloidogyne incognita com valores de DLsy de 12,5-15

-1 .. L e .. .
png.mL™, e atividade contra o sapréfita Caenorhabditis elegans, sendo esta cinco vezes menor.
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Tabela 6 - Dados de RMN de "°C (DMSO-d;) e 'H (DMSO-dj, 500 MHz) de 02 (8 em ppm)

6C 5H
1 171,4
2 30,4 2,88 (t, J=6,0 Hz)
3 70,2 4,70 (t, 1=6,0 Hz)

3.4.3 Identificacdo estrutural da substincia 03 (Citocalasina H)

12

CH,

A substancia 03 foi submetida a RMN de 'H, “C (uni e bidimensionais) e
espectrometria de massas. O espectro de massas (Figura 46, pig. 124) obtido em alta
resolu¢do (ESI-EM) foi observado o fon m/z 494,2861 ([M+H]") e o pico indicando a
formacgdo do aduto ((M+Na]") em m/z 516,2759. Estes dados aliados a literatura (IZAWA et
al., 1989) e ao experimento de RMN de >C, permitiram sugerir para 03 a férmula molecular
C30H39NO:s.

A andlise dos espectros de RMN de 'H e °C (Figura 47 a Figura 49, pig. 125)
indicou a presenca de duas carbonilas sendo uma de éster e a outra de amida (3¢ 170,0 e
173,9) um anel benzénico monossubstituido, quatro metilas (dy 0,40; 0,96; 1,16; e 2,24)
sendo dois dubletos, um singleto atribuido a um -CHj carbindlico e um -CHj3 acetato. Foram
observados ainda trés carbonos carbindlicos em 8¢ 70,5; 72,2 e 76,6. Qs atomos de
hidrogénio foram atribuidos aos seus respectivos carbonos com base na andlise do
experimento de HMQC (Figura 50, pag. 128). Os sinais em 5,54 (dd, J=15,0 e 5,0 Hz, o¢
128,7; 1H) e 5,10 (m, dc 134,5; 1H), 5,39 (d, J=16,0 Hz, 6c 138,0; 1H) e 5,68 (dd, J=16,0 e
1,5 Hz, &¢ 125,3; 1H), caracteristicos de hidrogénios olefinicos foram atribuidos a H-13 e H-

14, H-19 e H-20, respectivamente. A geometria das ligagdes duplas A'*'* e A2 foi definida
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como frans pela andlise da constante de acoplamento de 15,0 Hz e 16,0 Hz respectivamente,
entre os hidrogénios.

O espectro de RMN de 'H apresentou sinais em oy 3,63 (d, 1H, J=10 Hz) e 5,31 (s,
1H) atribuidos aos hidrogénios carbindlicos H-7 e H-21, respectivamente. A constante de
acoplamento de 10 Hz sugere um angulo de aproximadamente 180° entre H-7 e H-8.

Os hidrogénios oy 4,81 (s) e 5,06 (s) foram atribuidos a um metileno terminal. A
andlise dos espectros de HMBC mostrou as correlacdes de longa distancia de H-11 «» C-6 e

H-12 < C-7, permitindo fixar a posi¢ao desta ligacao dupla em A2,

Figura 25 - Principais correlagdes observadas em RMN - 2D para 03 (Figura 51, pag. 129)

A configuragdo relativa e absoluta de 03 foi determinada por comparagdo dos valores
dos deslocamentos em RMN de 1H, 13C e constantes de acoplamentos com dados da literatura
(IZAWA et al., 1989), os espectros de NOESY — 1D e 2D foram também analisados e a
rotacao Optica apresentou um valor de [a]p + 16, coerente com a literatura.

A andlise dos dados espectrométricos e em comparacdo com a literatura (IZAWA et
al., 1989, ONDEYKA et al., 1992, TAO et al., 2008) nos permitiu identificar a substancia 03
como a Citocalasina H.

Esse metabdlito é bastante conhecido por apresentar atividade fitotéxica, tendo
inibindo o crescimento e floracdo de plantas de tabaco. Bottalico et al. (1990) relatam a
inibicao do crescimento de mudas de tomate e a toxicidade da citocalasina H contra larvas de

Artemia salina.
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Tabela 7 - Dados de RMN de "°C (125 MHz) e 'H (500 MHz) em DMSO-d;, de 03 (5 em ppm e J em Hz)

8¢ 6y
1 173,9 -
2 NH 7,99 (s, 1H)
3 52,7 3,11 (s, 1H)
4 47,7 2,00 (t, 2,5; 1H)
5 31,6 2,51 (m, 1H)
6 151,0 -
7 70,5 3,63 (d, 10,0; 1H)
8 46,1 2,76 (t, 10,0; 1H)
9 51,8 -
10 43,9 2,57 (m, 1H)
2,83 (dd, 5,0; 13,0; 1H)
11 12,9 0,40 (d, 6,5; 3H)
12 111,3 4,81 (s, 1H)
5,06 (s, 1H)
13 128,7 5,54 (dd,5,0; 15,0; 1H )
14 134,5 5,10 (m, 1H)
15 42,9 1,9 (m, 2H)
16 27,7 1,71 (m, 1H)
17 53,8 1,63 (m)
1,41 (dd, 2,0; 13,0; 1H)
18 72,2 -
19 138,0 5,39 (dd, 1,5; 16; 1H)
20 125,3 5,68 (dd, 1,5; 16; 1H)
21 76,6 5,31 (s, 1H)
22 26,1 0,96 (d, 6,5; 3H)
23 30,8 1,16 (s, 3H)
24 170,0 .
25 20,5 2,24 (s, 3H)
26 137,3 -
27/31 129,6 7,16 (d, 2H)
28/30 128,3 7,30 (dd, 2H)

29 126,4 7,24 (t, 1H)
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As citocalasinas exibem um amplo espectro de atividades bioldgicas,
incluindo, atividade antibidtica, antitumoral, inibicdo da protease HIV-1, e atividade
fitotoxica. As citocalasinas sio amplamente utilizadas como sondas bioldgicas, mas a sua
aplicacdo terapéutica tem sido limitada devido a sua alta toxicidade (WAGENAAR et al.,
2000).

3.4.4 Identificacdo estrutural da substdncia 04 (Tirosol)

HO

A substincia 04 foi identificada por técnicas de RMN de 'H e "“C uni e
bidimensionais; essas técnicas evidenciaram que esta substancia encontrava-se em mistura
com outros metabdlitos, no entanto com identificacdo viavel.

O espectro de RMN de 'H (Tabela 8, e Figura 43, pig. 121) apresentou dois dubletos
em oy 6,97 (d, 2H, J=8,0 Hz) e 6,64 (d, 2H, J=8,0 Hz), evidenciando um sistema aromatico
com um acoplamento orto, o que sugeriu a presenc¢a de anel aromético para-dissubstituido. O
espectro de HMBC (Figura 45, pag. 123) demonstrou um carbono oxiquaterndrio (6¢ 155,9)
indicando um dos substituintes como sendo o -OH.

No espectro de RMN de "H foram observados sinais em &y 2,60 (0c 38,2; t, 2H,
J=7,5Hz, H-2) e 3,50 (&¢ 62,6; t, 2H, J=7,5 Hz, H-1), que mostraram correlacdo por COSY
(Figura 44, pag. 122), e que associados aos valores dos deslocamentos quimicos em RMN
sugeriram um grupo -CH,CH,OH benzilico. Estes dados sugeriram este grupo como o outro
substituinte do anel aromatico.

A andlise dos dados espectroscopicos e comparagdo com a literatura
(CHRISTOPHORIDOU; DAIS, 2009) permitiram identificar a substancia 04 como o dlcool
p-hidroxi-fenil-etilico (tirosol), um sinalizador (quorum-sensing) (GUIMARAES et al., 2009)
produzido por uma variedade de micro-organismos, incluindo o fungo Xylaria longipes

isolado do estomato de Epichloe typhina (SUMARAH et al., 2008).
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Tabela 8 - Dados de RMN de "°C (DMSO-d;, 125MHz) e 'H (DMSO-d;, 5S00MHz) de 04 (3 em ppm e J)

6¢ 6y
1 62,6 3,50 (t, 7,5 Hz)
2 38,2 2,60 (t, 7,5 Hz)
1 130,0
2’eb®’ 129,6 6,97 (d, 8,0 Hz)
3'e5’ 115,0 6,64 (d, 8,0 Hz)
4 155,9

O tirosol é um conhecido composto fendlico com propriedades antioxidantes, presente
no vinho e azeite, é produzido por fungos terrestres, apresenta atividade antifiingica contra
Lagenidium callinectes, um fungo que contamina embrides de Homarus americanus,
dificultando ou até mesmo impedindo seu crescimento, e contra Gibberella pulicaris

(GUIMARAES et al., 2009; GIL-TURNES; FENICAL, 1992).

3.4.5 Identificacdo estrutural da substancia 05 (Ciclo-L-Pro-L-Leu)

A substinica 05 foi identificada por RMN de 'H uni e bidimensionais e por
espectrometria de massas. Esta substancia foi identificada nas fragcdes 02 e 03.

No espectro de RMN de 'H (Figura 52, pag. 130) pode-se observar a presenga de dois
dubletos em oy 0,86 (d, 3H, J=6,5 Hz, ¢ 22,0) e oy 0,85 (d, 3H, J=6,5 Hz, 6c21,2), indicando
a presenca de duas metilas. As correlagdes observadas em COSY (Figura 53, pag. 131) de du
0,86 (H-12)/ 61 0,85 (Me-11) <> 851,84 (H-11) <> d» 1,35 e 1,74 (H-10a e H-10b) <> 8y 3,99
(H-9) permitiram sugerir uma unidade do aminodcido Leucina (Leu) como um dos
componentes de 05. Os dois dubletes em oy 0,86 e 0,85 permitiram distinguir entre leucina e
Isoleucina, uma vez que o dltimo apresentaria um dubleto e um tripleto.

A presencga de trés sinais na forma de multipletos (dy 1,80, 2,20, 3,34) referentes a
hidrogénios metilénicos indicaram a presenca de residuo do aminodcido Prolina na estrutura

de 05 (FDHILA et al., 2003). As correlagdes observadas por COSY entre H-3 (dy 3,33/3,36)
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<> H-4 (dy 1,80-1,93) <> H-5 (dy 2,22-1,80) confirmaram essa sugestdo. O tripleto observado
em oy 4,17 (¢, H-6, 1H, J=8,0 Hz, 3¢ 58.,5) foi atribuido ao H-6. Este hidrogénio mostrou
correlagdo °J visualizada nos mapas de contornos do experimento HMBC (Figura 26 e
Figura 54, pag. 132) com C-5 (oc¢ 28,0).

O hidrogénio com dy 7,95 (s) foi atribuido ao NH-8, pois ndo apresentou correlacdo
direta em HMQC (Figura 56, pag. 134) e foram observadas correlagdes 3] em HMBC com C-
6 (Oc 58,5) e C-1 (8¢ 166,2).

O sinal em oc 166,2 foi atribuido ao C-1 devido as correlacdes observadas no
experimento de HMBC com H-10/H-9.

A configuracdo relativa de 05 foi atribuida com base nas interacdes observadas em
NOESY-1D (Figura 57, pag. 135) pela interacao especial entre H-6 <« H-9, sugerindo que

estes hidrogénios encontrem-se no mesmo plano da molécula.

Figura 26 - Principais correlagdes observadas em RMN 1D e 2D para 05

O espectro de massas de alta resolu¢do (ESI-EM, modo positivo) (Figura 58, pag.
136) apresentou o fon molecular precursor da molécula protonada em m/z 211,1477 (IM+H]")
e do fon produto em m/z 233,1296 ([M+Na]"), sendo esses coerentes com a estrutura proposta,
confirmando a férmula molecular C;;H;30,N>.

A configuracdo absoluta da substancia foi determinada pela compara¢do da rotacao
Optica que apresentou um valor de [a]p — 60,0° com a literatura (JAYATILAKE et al., 1996;
SETO et al., 2005).

A andlise espectrométrica e a comparagdo com os dados da literatura (FURTADO et
al., 2005; CAFEU, 2007) permitiram identificar a estrutura proposta como ciclo(L-Pro-L-
Leu).
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Este metabdlito foi isolado do fungo Aspergillus fumigatus, e também de uma bactéria
associada ao molusco Pecten maximus, apresentando potente atividade antibidtica contra o
Vibrio anguillarum (FDHILA et al., 2003), e atividade antifingica contra Cladosporium phlei

(SETO et al., 2005), o que evidenciou a potencialidade bioldgica desta substancia.

Tabela 9 - Dados de RMN de "°C (125 MHz) e 'H (500MHz) em DMSO-d;, de 05 (8 em ppm e J em Hz)
1 13

H C
1 - 166,2
3 3,33/3,36 (m) 44,5
4 1,80 (m) 23,0
5 2,22/1,80 (m) 28,0
6 4,17 (t, 8,0) 58,5
7 ) *
8 7,95 (s) N
9 3,99 (t, 6,5) 53,0
10 1,35 (m) 37,5

1,74 (m)

11 1,86 (m) 24,0
12 0,85 (d, 6,5) 21,2
13 0,86 (d, 6,5) 22,0

*ndo identificado

3.4.6 Identificacdo estrutural da substancia 06 (Ciclo-L-Pro-L-1le)

A principal diferenca desta substincia quando comparada com a anterior (05) foi
observada no espectro de RMN de 'H, na regido de hidrogénio metilicos (Figura 52, pag.
130). Sinais em oy 0,81 (¢, 3H, J=7,0 Hz) e 04 0,96 (d, 3H, J=7,0 Hz) indicaram a presenca de
um residuo aminodcido Isoleucina (Ile), ao invés de Leucina como na substincia 05. A
presenca do residuo prolina (Pro) foi identificada pela presengca dos sinais na forma de
multipletos (dy 1,7-3,40) referentes aos hidrogénios metilénicos (FDHILA et al., 2003), e

através das correlacdes por COSY entre estes sinais. Pela andlise detalhada dos mapas de
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contorno em HMQC (Figura 56, pidg. 134) e HMBC (Figura 54, pag. 132) foi possivel
atribuir a estrutura planar para 06.

A andlise do espectro de massas (Figura 60, pdg. 138) de alta resolucdo (ESI-EM,
modo positivo) evidenciou o fon precursor da molécula protonada em m/z 211,1494
(IM+H]"), e dos fon produto m/z 233,1316 ([M+Na]") e m/z 249,1249 (IM+K]") que estdo
coerentes com a estrutura proposta, o que associado aos dados de RMN evidenciou a férmula
molecular de C;;H;30,N5.

A determinacdo da configuragcdo relativa foi realizada pela andlise do espectro de
NOESY-1D (Figura 59, pag. 137) onde foi observada a intera¢do espacial entre H-6 e H-9,
colocando-0s no mesmo plano da molécula.

A comparacdo destes dados espectrais com os descritos na literatura (FDHILA et al.,
2003; ADAMCZESKI; REED; CREWS, 1995; JAYATILAKE et al., 1996), confirmam a
estrutura proposta para a substancia 06 como sendo ciclo (L-Pro-L-Ile), a configurag¢do L foi
atribuida pois, os aminodcidos mais comuns na natureza produzidos por micro-organismos
sdo os aminodcidos de configuracdo L.

Este metabolito ja foi relatado dos micro-organismos Calyx cf. podatypa (esponja
marinha) (ADAMCZESKI; REED; CREWS, 1995) e de bactérias marinhas associadas a
Pecten maximus (molusco) (FDHILA et al., 2003) tendo apresentado potente atividade
antibidtica contra o Vibrio anguillarum. Também ja foi isolada de plantas como a Portulaca

oleracea e encontrada em alimentos (XING et al., 2008; CHEN et al., 2009).

Tabela 10 - Dados de RMN de "*C (125MHz) e 'H (500MHz) em DMSO-d; de 06 (6 em ppm e J em Hz)

8u 8¢
1 165,0
3 3,30 (m) 44,5
4 1,80 (m) 22,6
5 1,83 (m)/2,22 (m) 27,8
6 4,09 (t, 7,5) 58,3

7 *

8 7,90 (s) N
9 3,94 (sl) 59,0
10 2,10 (m) 34,6
11 1,32 (m) 23,6
12 0,81 (t, 7,0) 12,4
Me-10 0,96 (d, 7,0) 15,0

* Nao identificado
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3.4.7 Identificacdo estrutural da substdancia 07 (Ciclo-L-Pro-L-Val)

A substancia 07 foi submetida a andlise detalhada dos espectros de RMN de 'H uni e
bidimensionais, € os hidrogénios foram atribuidos aos respectivos dtomos de carbonos pela
andlise de HMQC (Figura 61, pag. 139) e HMBC (Figura 62, pag. 140).

A andlise dos espectros de RMN de 'H (Figura 63, pig. 141) uni e bidimensionais
permitiu notar a presenca dos hidrogénios em oy 4,10 (8¢ 58,2; t, J=7,5Hz, H-6) &y 3,90 (d¢
59,2; sl, H-9) e uma carbonila em d¢ 165,2, que sdo caracteristicos de anel dicetopiperazinico.

Os multipletos (dy 1,8-3,5) foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos observados
nos experimentos de RMN de 'H, o que aliados aos deslocamentos quimicos em RMN de °C
e as correlacdes em COSY entre H-3 < H-4 < H-5, indicaram a presenca do residuo do
aminodacido Prolina na estrutura (FDHILA et al., 2003).

O espectro de RMN de 'H apresentou dois dubletos em dy 0,85 (d, 3H, J=6,5Hz) e oy
1,01 (d, 3H, J=7,5Hz) e um duplo quinteto em Oy 2,33 (dquint, 1H) que foram atribuidos aos
hidrogénios H-11, H-12 e H-10, respectivamente. No espectro de COSY (Figura 69, pag.
147) foram observadas correlacdes entre os hidrogénios metilicos (H-11 e H-12) com o
hidrogénio metinico oy 2,33 (H-10, d¢c 27,2), evidenciando uma unidade isopropila e
indicando o aminodcido Valina como uma das unidades da substancia 07.

A auséncia de correlacio em HMQC para o sinal em &y 7,91 sugeriu que este estivesse
ligado ao dtomo de nitrogénio. As correlacdes de longa distancia observadas em HMBC de oy
7,91 com os carbonos em 0c.¢ 58,2 e 0c.; 165,2 permitiram atribuir este sinal ao NH-8.

Baseando-se nos dados espectroscOpicos e nas correlagdes observadas nos
experimentos uni e bidimensionais, foi proposto para a substancia 07 uma dicetopiperazina
constituida pelos aminoédcidos Prolina (Pro) e Valina (Val).

A configuracdo relativa de 07 foi realizada pela anélise do espectro de NOESY-1D
(Figura 64, pag. 142) onde foi observada interacdo especial entre os hidrogénios H-6 (dy
4,10) e H-9 (64 3,90), colocando-os no mesmo plano espacial da molécula. A configuracio
absoluta foi atribuida comparando-se o valor de [a]p — 45,6° obtido com a literatura

(TAKAYA etal., 2007).
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Os valores espectroscopicos obtidos em comparagdo com a literatura (JAYATILAKE
et al., 1996; TAKAYA et al., 2007) confirmaram a proposta indicando ser a substancia
ciclo(L-Pro-L-Val).

Tabela 11- Dados de RMN de °C (125MHz) e 'H (500MHz) em DMSO-d; de 07 (8 em ppm e J em Hz)

6y 6¢
1 - 165,2
3 3,40/3,30 (m) 44,6
4 1,83 (m) 21,9
5 2,12 (m) 27,6
6 4,10 (t) 58,2
7 *
8 7,91 N
9 3,90 (s/) 59,2
10 2,33 (dquint, 3,0 e 7,0) 27,2
11 0,85 (d, 6,5) 16,6
12 1,01 (d, 7,5) 18,4

O espectro de massas de alta resolucdo (ESI-EM, modo positivo) (Figura 65, pag.
143) foi obtido para confirmagdo da estrutura proposta. Picos do ion precursor da molécula
protonada em m/z 197,1302 ([IM+H]") e do fon produto em m/z 219,1121 ([M+Na]") estdo
coerentes com a estrutura proposta, confirmando a férmula molecular C;oH;cN,O».

Esta substancia é descrita na literatura como fitotéxica e bio-herbicida em potencial.
Apresentou atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase, moderada atividade contra os
fungos fitopatogénicos  Cladosporium  cladosporioides e C.  sphaerospermum
(LEPTOKARYDIS, 2008), e atividade antioxidante (TAKAYA et al., 2007). H4 relatos da
producdo deste metabdlito pelos fungos Colletotrichum gloesporioides e por outros fungos
deste género (COLLADO; GARCIA-PAJON, 2003). Este metabdlito ja foi isolado de micro-
organismos como Pseudomonas aeroginosa (JAYATILAKE et al., 1996), Halobacillus
litoralis (YANG et al., 2002), Aspergillus fumigatus (FURTADO et al., 2005), Chromocleista
sp., entre outros (PARK et al., 2006).
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3.4.8 Identificacdo estrutural da substdncia 08 (Ciclo-L-Pro-L-Tyr)

A andlise dos espectros de HMQC de 08 permitiu atribuir os hidrogénios aos
respectivos dtomos de carbono (Figura 66, pag. 144).

O espectro de RMN de 13C onde foi visualizados deslocamentos em oc 165,1 e 168,8,
sugerindo duas unidades de amidas CONH (Figura 67, pag. 145), o que aliado aos
deslocamentos quimicos de RMN de '"Hem ou 4,04 (dd, J=8,0 e 7,0 Hz, 1H; o¢c 58,4) ¢ 4,24
(t, J=5,0 Hz, 1H; oc 55,9) conduziram a presenca de um anel dicetopiperazinico
(JAYATILAKE et al., 1996).

O espectro de RMN de 'H de 08 (Figura 68, pig. 146) apresentou dois dubletos em &y
7,04 (d; J=8,5 Hz) e oy 6,63 (d; J=8,5 Hz) indicando um sistema tipico de anel aromético
para- dissubstituido. Foram observados ainda a presenca de trés multipletos em oy 3,40 (m, d¢
45,5, 2H), 8y 1,70 (m, 8¢ 21,8, 2H) e ou 2,0 (m, 8¢ 27,8, 2H).

A presenca do deslocamento quimico em d¢ 155,8 indicou a presenca de um grupo —
OH ligado ao anel aromatico evidenciando a presenca de residuo do aminodcido Tirosina
(Tyr). Por andlise dos espectros obtidos em COSY (Figura 69, piag. 147) foi possivel
observar correlagdes entre os hidrogénios benzilicos H-10 <~ H-9 (dy 2,92 e 4,24),
corroborando para a presenca da unidade Tyr.

Considerando que os H-10a e H-11b sdo diastereotdpicos, a multiplicidade esperada
seria dois duplos dubletos, no entanto, no espectro de RMN de 'H foi observado apenas um
tripleto (#), evidenciando que hd livre rotacdo do residuo tirosina, ou seja, o valor de
deslocamento quimico refere-se a média de H-10a e H-10b. Tal fato é suportado pela
observacao em HMQC de apenas um sinal de hidrogénio para H-10a e H-10b.

Andlise detalhada dos experimentos de RMN de 1H, 13C, HMQC, COSY e HMBC
(Figuras 66-71) evidenciaram, assim como em 05, 06 e 07, a presenca de residuo do
aminoacido Prolina (Pro) nesta substancia.

O sinal em 6y 7,83 no experimento de RMN de 'H foi atribuido ao NH-8, uma vez que
ndo apresentou correlacdo direta com atomo de carbono em HMQC e mostrou correlagdo a

longa distdncia em HMBC com C-6 (o¢ 58,4) e C-1 (¢ 165,1) (Figura 27).
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A configuragdo relativa de 08 foi atribuida com base na interacdo espacial observada
no experimento NOESY-1D (Figura 70, pag. 148) entre H-6 (0y 4,04) e H-9 (oy 4,24),
colocando-0s no mesmo plano da molécula. Esta observacao foi corroborada por comparacao

com a literatura (CAFEU, 2007).

—— Interacdes observadas no experimento HMBC

Interacdes observadas no experimento COSY
imontn NOEQY

n nheervada nn

Figura 27- Principais correlacdes observadas em RMN para 08

O espectro de massas de alta resolucdo (ESI-MS, modo positivo) foi obtido para
confirmacio da estrutura proposta (Figura 72, pag. 150). fons em m/z 261,1300 ((M+H]") e
m/z 283,1128 ([M+Na]") estdo coerentes com a estrutura proposta, confirmando a férmula
molecular C14HgN>Os.

Os dados espectrais foram comparados com a literatura (JAYATILAKE et al., 1996;
CAFEU, 2005; KAMIKAWA et al., 1980) e permitiram identificar a substancia 08 como
ciclo(L-Pro-L-Tyr). Os aminodcidos mais comuns na natureza sdo os de configuracio L,
contudo WANG; MUELLER; CLARDY (1999) e FDHILA et al. (2003) relatam
dicetopiperazinas derivados de aminodcidos de configuracdo D.

Esta substincia € relatada como metabdlito de diversos fungos e bactérias, como
Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria associada a esponja marinha Isodictya seteira
(JAYATILAKE, et al.,, 1996), e também foi isolada por nosso grupo, de Colletotrichum

crassipes um fungo endofitico isolado de Casearia sylvestris, uma espécie endémica de

regides de Cerrado e Mata Atlantica brasileira (CAFEU, 2007).
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Tabela 12 - Dados de RMN de "°C (125MHz) e 'H (500MHz) em DMSO-d;, de 08 (5 em ppm e J em Hz)

6y 6¢
1 g 165,1
3 3,40 (m) 45,5
4 1,70 (m) 21,8
> 2,0 (m) 27,8
6 4,04 (dd, 8,0 e 7,0) 58,4
7 168,8

8 7,83 (s) N
9 4,24 (t, 5,0) 55,9
10 2,92 (t, 5,0) 34,7
1 - 127,1
2e6 7,04 (d, 8,5) 130,8
3es’ 6,63 (d, 8,5) 114,7
4§ g 155,8

3.4.9 Identificagdo estrutural da substancia 09 (Ciclo-L-Pro-L-Phe)

A substancia 09 foi submetida a andlise detalhada dos espectros de RMN de IH, 13 C,e
espectrometria de massas.

No espectro de RMN de 'H foram observados sinais em On 4,06 (6¢c 58,4;dd,7,5¢e 5,0
Hz, 1H) e oy 4,34 (¢ 55,7; t, 5,0 Hz, 1H), que aliados aos deslocamentos quimicos
observados em RMN de °C em Oc 168,9 e 165,0, indicaram grupos CONH, sugerindo a
presenca de um anel dicetopiperazinico.

O espectro de RMN de 'H (Figura 73, pag. 151) apresentou na regido de alifiticos,
multipletos em dy 3,39, oy 3,25, oy 1,72 e oy 1,42 os dois ultimos integrando para dois
hidrogénios cada, sugerindo uma unidade Prolina (Pro) na estrutura da substancia 09. Na
regido de aromadticos, foram visualizados sinais em oy 7,26 (d; 1H; 6¢ 129,7), 7,24 (dd; 2H; d¢
127,9) e 6y 7,25 (dd; 2H; ¢ 126,3) evidenciando um sistema benzilico com o anel aromatico

monossubstituido, e dois duplos dubletos em 3,02 (1H, dd, 15,2; 5,5 Hz) e 3,05 (1H, dd, 15,2;
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5,5 Hz), sugerindo uma unidade Fenilalanina (Phe) como o outro aminoicido presente na
estrutura de 09.

Nos espectros ¢ RMN de "°C (Figura 74, pag. 152) foram observados quatro carbonos
metilénicos, sendo um benzilico, cinco metinicos, um quaterndrio aromético, corroborando
com a estrutura proposta.

A configuracdo relativa de 09 foi realizada com base nas interacdes espaciais
observadas no experimento de NOESY-1D, (Figura 75, piag. 153) entre H-6 e H-9,
posicionado-os no mesmo plano da molécula, como ja relatado por CHEN et al. (2009).

Os dados espectrais foram comparados com a literatura (SETO et al., 2005; CAFEU,
2007; ADAMCZESKI; REED; CREWS, 1995) e permitiram identificar a substancia 09 como
ciclo(L-Pro-L-Phe), a configuracdo absoluta foi atribuida comparando-se o valor de [a]p —
40,5° com a literatura.

O espectro de massas de alta resolu¢do (ESI-MS, modo positivo) foi obtido para
confirmacdo da estrutura proposta (Figura 76, pag. 154). fons em m/z 245,1323 (IM+H]),
m/z 267,1150 (IM+Na]*) e m/z 283,1098 (IM+K]") estdo coerentes com a estrutura proposta,

confirmando a férmula molecular C4HsN>O».

Tabela 13 - Dados de RMN de "*C (125MHz) e 'H (500MHz) em DMSO-d, de 09 ( em ppm e J em Hz)

8u 8¢

1 - 168,9

3 3,25/3,39 (m) 44,5

4 1,72 (m) 21,8

5 1,42 (m) 27,7

6 4,06 (dd, 5,0 e 7,0) 58,4

7 - 165,0

8 7,93 (s) N

9 4,34 (t, 5,0) 55,7

10 3,02 (dd, 5,5 e 15,2) 35,3

3,05 (dd, 5,5 e 15,2)

1’ - 137,2
2e6 7,26 (d) 129,7
3es 7,24 (dd) 127,9

q 7,25 (dd) 126,3

Este metabolito foi isolando do fungo marinho Cladosporium sp. associado a um

esponja, tendo apresentado atividade antibacteriana contra as bactérias Loktanella
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hongkongensis, Micrococcus lutes e Ruegeria sp. (QI et al., 2009), inibiu o crescimento do
fungo patogénico Cladosporium phlei e da bactéria Vibrio anguillarum (SETO et al., 2005,
FDHILA et al., 2003).

As dicetopiperazinas sdo substancias bioativas comumente produzidos por fungos
deuteromicetos, ascomicetos e basidiomicetos (WANG; MUELLER; CLARDY, 1999) tais
como Penicillium sp., P. verrucosum, P. griseofulvum, P. janczewskii, Aspergillus fumigatus,
A. flavus, Fusarium chlamydosporum, Gliocladium virens, Rhodotorula pilimanae, Phoma
lingan, Streptomyces sp., Thielavia minor, Emericella striata, entre outros (GUIMARAES,
2006). Fungos do género Colletotrichum, como C. gloesporioides, também sao produtores de
dicetopiperazinas (COLLADO; GARCIA-PAJON, 2003).

Dicetopiperazinas constituem uma importante classe de produtos naturais com diversas
e interessantes atividades bioldgicas, incluindo antibidticos, imunossupressores, antitumorais,
modulador de enzimas, receptores e mediadores bioquimicos (MEHDI-BEN AMEUR et al.,
2004; CAMPO et al. 2009). Na literatura as atividades bioldgicas mais encontradas para esta
classe sdo as propriedades antifingicas e citotoxicas. Estas sdo associadas a defesa contra
fungos competidores ou fitopatégenos (WANG; MUELLER; CLARDY, 1999).

Mais de 40 substancias dicetopiperazinicas estdo listadas como metabdlitos de fungos
e a mais frequente biossintese envolve a condensagcdo de dois ou trés aminoacidos como
precursores (GUIMARAES, 2006). Os aminodcidos se ligam por ligacdes peptidicas
estabelecidas entre o grupo a-carboxila de um aminoécido e o grupo a-amino do aminoécido
subsequente, formando a cadeia.

Na Figura 28 podem ser observados os aminodcidos precursores das dicetopiperazinas

identificadas neste trabalho.
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Figura 28 - Aminodcidos precursores das dicetopiperazinas

H4 relatos da producdo de alcaldides dicetopiperazinicos por fungos terrestres,
marinhos (LI et al., 2004) e recentemente por fungos endofiticos (SETO et al., 2005). O fungo
endofitico Epichloe typhina produziu ciclo(L-Pro-L-Leu) e ciclo(L-Pro-L-Phe); estas
substancias demonstraram atividade antifungica contra Cladosporium phlei, consistentes com
dados previamente relatados (SETO et al., 2005).

Desse modo, as dicetopiperazinas sdo de grande interesse devido ao amplo espectro de
atividades farmacolégicas (CAMPO et al., 2009; LI et al., 2004), neste trabalho foram
identificadas 5 substancias desta classe produzidas pelo fungo endofitico Phomopsis sp. Este

€ o primeiro relato da producao de substancias desta classe em fungos do género Phomopsis.
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Substéncias produzidas pelo fungo Phomopsis sp. cultivado em Milho.

g 1‘1\ 28

=

30

A substancia 10 foi submetida a anélise do espectro de massas e andlise detalhada dos
espectros de RMN de 'H e "*C uni e bidimensionais, e foi possivel notar semelhanca do perfil
espectral com a substancia 03 (Citocalasina H).

O espectro de massas (Figura 77, pag. 155) apresentou o pico em m/z 474,2676,
indicando a formacdo do aduto [M+Na]*, além do pico em m/z 452,2851 (IM+H]"). Estes
dados aliados ao espectro de RMN de BC e a literatura (IZAWA et al., 1989) permitiram
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sugerir que 10 trata-se de uma substancia da classe das citocalasinas com férmula molecular
CagH37NOg.

Os espectros de RMN de °C (Figura 78, pig. 156) evidenciam a presenca de 28
atomos de carbono, sendo uma carbonila (amida), seis carbonos aromaticos, trés carbonos
carbindlicos, seis carbonos metilénicos, trés carbonos metilicos, entre outros. Quando
comparado ao espectro de RMN de BC de 03 (Citocalasina H) foi possivel notar que esta
substancia possui uma metila e uma carbonila a menos.

No espectro de RMN de 'H (Figura 79 e 80, pag. 157), a auséncia de um singleto na
regido de oy 2,10-2,30, evidencia a auséncia de um acetato, no entanto o singleto em oy 5,48
(0c 76,7) sugere tratar-se de uma citocalasina hidroxilada em C-21.

O espectro de RMN de '"H apresentou sinais metilicos em oy 1,06 (d, 6,5Hz), oy 1,13
(d, 6,5Hz) e 6y 1,38 (s), sinais de carbonos olefinicos e sinais caracteristicos de um anel
aromadtico monossubstituido.

Os hidrogénios em &y 5,74, dy 5,34, oy 5,75 e oy 6,06 foram atribuidos aos carbonos
olefinicos C-13, C-14, C-19 e C-20, respectivamente. A geometria trans foi definida para a

2122 hela andlise da constante de acoplamento de 16,5 Hz entre estes

ligacdo dupla A
hidrogénios. O espectro de RMN de 'H também apresentou sinal em oy 2,93 e 2,60 (dd, 3,5
13,0Hz) atribuido aos hidrogénios benzilicos H-10a e H-10b.

O hidrogénio na posicao 8 foi observado pelas correlagdes observadas em COSY de
Oy 2,90 <> 61 3,80 (H-7)/ 0y 5,74 (H-13), evidenciando a ligagado entre os ciclos.

Ap6s andlise dos dados espectrométricos e comparacdo com a literatura (IZAWA et
al., 1989) foi possivel identificar a substancia 10 como a Citocalasina J. O valor de [a]p + 49,1
corrobora com a estrutura proposta. Este metabdlito ja foi isolado do fungo endofitico
Endothia gyrosa (XU et al., 2009) e também isolado do género Phomopsis sp. (IZAWA et al.,

1989). Bottalico et al. (1990) relatou a toxicidade da citocalasina J contra as larvas de Artemia

salina, e inibicdo do crescimento de mudas de tomate.
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Tabela 14 - Dados de RMN de 'H (500Mz) e "°C (125Mz) de 10 (DMSO-d;, 8 em ppm e J em Hz)

8y 8¢ HMBC
1 - 175,6 -
2 - N -
3 3,30 (m) 53,8 )
4 2,63 (m) 50,3 c-1
5 2,92 (m) 32,9 -
6 - 148,5 -
7 3,80 (d, 10,5) 69,9 -
8 2,92 (m) 45,9 c-1
9 - 52,9 -
10 2,93 (dd, 3,5 e 13,0) 45,6 C-26/C-27
2,60 (dd, 3,5 e 13,0) C-26/C-27
11 1,13 (d, 6,5) 14,0 C-4/C-5/C-6
12 5,35 (s) 113,7 C-5/C-7
5,13 (s) C-5/C-7
13 5,74 (m) 127,8 -
14 5,34 (m) 137,9 -
15 2,02 (d, 3,5) 42,7 C-14
2,03 (d, 5,0) .
16 1,80 (m) 28,5 -
17 1,92 (dd, 3,0 e 14,5) 53,8 -
1,58 (dd, 3,0 e 14,5) -
18 - 74,5 -
19 5,75 (dd) 137,0 -
20 6,06 (dd, 3,0 e 16,5) 131,2 C-13/C-21
21 5,48 (s) 76,7 C-4/C-9
22 1,06 (d, 6,5) 26,5 C-15/C-16/C-17
23 1,38 (s) 31,2 C-17/C-18/C-19
24 - 137,6 -
25/27 7,09 (d, 7,5) 129,1 C-10
26/28 7,60 (t, 12,0) 128,8 -
29 7,19 (m) 127,1 -

As citocalasinas sdo estruturalmente complexas e potentes biologicamente, sendo
produzidas por diversos géneros de fungos, como Ascochyta sp., Aspergillus sp.,

Hymenoscyphus sp., Hypoxylon sp., Phomopsis sp., Turbercularia sp., Xylaria sp.,
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Zygosporium sp., entre outros. Essas substancias foram consideradas promissoras fontes de
drogas para o tratamento de diversos tipos de cancer, pois ja foram relatados inumeros efeitos
citotoxicos dessa classe (XU et al., 2009). Esse efeito estd associado a inibicdo de
movimentos celulares como a mobilidade e divisdo celular, causando mudancas na forma
celular (IZAWA et al., 1989).

Estruturalmente, as citocalasinas sdo caracterizadas pela presenca de um anel biciclo
isoindolona (caracteristica invaridvel), fundido a um macrociclo de 11 a 14 membros, e pela
presenca de uma unidade fenil na posicdo 10. Podem conter diferentes grupos substituidos,
geralmente metilas, metilenos, hidroxilas, e epdxidos sdo os mais comuns (BENO et al.,
1977).

A proposta biossintética mostra que a citocalasina B € formada a partir de uma unidade
de fenilalanina, ligada a nove unidades de acetato, e a duas unidades de metionina e que as
citocalasinas C e D apresentam uma unidade adicional de metionina (ROBERT; TAMM,
1975). Assim sendo, trata-se de uma via biossintética do acetato mista, uma vez que a
fenilalanina é proveniente do metabolismo primério e, sendo este aminodcido um derivado do
acido shikimico, esta via pode ser chamada de acetato/shikimato.

Na proposta de mecanismo, o derivado de policetideo (nonacetideo para a citocalasina
B; octacetideo para as citocalasinas D H e J) liga-se a fenilalanina através de uma conexado
com a amida para formar o intermediario I que, por processo de redugdo, de-hidrogenagdo e
condensacdo, resulta no intermedidrio II. O intermedidrio II pode sofrer uma reacdo de
cicloadicao para formar III. A epoxidacdo da ligacdo dupla no intermedidrio III resulta no
sistema de anel presente nas citocalasinas E, F, G, K, L e M e em Chaetoglobosinas A, C, Fe
K. Em condi¢des levemente acidicas, o epoxido € transformado em dlcool alilico (V) e resulta
no tipo de anel presente nos outros tipos de citocalasinas (TURNER; ALDRIDGE, 1983). No
caso da citocalasina B, sugere-se que a inser¢cdo do oxigénio entre os carbonos C-9 e C-23
ocorra por uma via enzimdtica do tipo Baeyer-Villiger ¢ que o deoxafomina (V) seja um
precursor direto, uma vez que este possui 0 mesmo esqueleto carbdnico e mesma
configuragcdo absoluta que a citocalasina B. A reducao na posi¢cdo 17 da citocalasina D resulta
na Citocalasina H (ROBERT; TAMM, 1975). A proposta de rota biossintética para as

citocalasinas B D e H estd ilustrada na Figura 29, onde R corresponde ao benzeno.
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3.4.11 Identificagdo estrutural da substancia 11 (Alternariol monometil éter)
CH 0

A substancia 11 foi submetida a andlise detalhada dos espectros de RMN de 'H, "°C e
espectrometria de massas.

O espectro de RMN de 'H (Figura 83, pig. 161) apresentou sinais em 8y 6,62 (d,
2,0Hz), oy 7,23 (d, 2,0Hz), 6y 6,65 (d, 2,5 Hz) e 6y 6,72 (d, 2,5 Hz), evidenciando dois
sistemas aromadticos de acoplamento meta, sugerindo dois anéis aromdticos tetrassubstituidos.
Foi observado também um sinal em oy 2,75 (s), atribuido a uma metila benzilica, um sinal em
0n 3,92 (s) a uma metoxila aromatica.

O espectro de RMN de °C (Figura 84, pig. 162) apresentou sinais de doze carbonos,
e incluindo uma metila aromatica, além de um sinal em 6c 166,6 caracteristicos de uma
carbonila de éster conjugado.

O espectro de massas obtido em alta resolu¢do (ESI-EM, modo negativo) (Figura 85,
pag. 163) apresentou o ion em m/z 271,0497 ([M-H]') o que, associado aos dados de RMN de
13C, permitiu estabelecer a formula molecular C;5sH;,0s.

A posicdo da metoxila foi atribuida pela andlise dos espectros de NOESY-1D (Figura
86, pag. 164), onde foi observado a correlacdo entre oy 3,92 « oy 6,62/7,23 evidenciando que
a metoxila esta ligada em C-9. Esses dados associados a um detalhado levantamento
bibliogréifico, permitiram atribuir a substincia 11 a estrutura do alternariol monometil éter
(AME) (TAN et al., 2008; GU, 2009).

Esse metabdlito estd associado principalmente a fungos patogénicos, sendo conhecido
por ser toxico a muitas espécies de animais e apresentar propriedades mutagé€nicas e

genotoxicas (OSTRY, 2008).
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Tabela 15 - Dados de RMN de 'H, "°C, e HMBC (DMSO-d;) de 11 (3 em ppm e J em Hz)

8y 6¢

1 - 138,4

2 6,72 (d, 2,5) 101,6

3 - 158,6

4 6,65 (d, 2,5) 117,6

5 - 152,6

6 - 166,6
6a - 98,5

7 - 164,1

8 6,62 (d, 2,0) 99,2

9 - 164,6
10 7,23 (d, 2,0) 103,4
10a - 137,8
10b - 108,8
Me-C1 2,75 (s) 24,9
OMe-C9 3,92 (s) 55,8

3.4.12 Identificacdo estrutural da substdncia 12 (Alternariol)

OH o

A substancia 12 apresentou um perfil espectral praticamente idéntico a 11, diferente
apenas na auséncia da metoxila aromadtica, sugerindo a mesma classe de substancias e, foi
identificada pelas andlises de RMN de 1H, 3C uni e bidimensionais e espectrometria de
massas.

O espectro de massas de alta resolucao (ESI-EM, modo negativo) (Figura 91, pag.
169) apresentou fon molecular em m/z 257,0206 ([M-H]'), que permitiu estabelecer a férmula
molecular C4H¢Os.

O espectro de RMN de 'H (Figura 87, pag. 165) apresentou sinais em oy 6,35 (d,
J=2,5Hz; &¢ 100,9); 6,62 (d, J=2,5Hz, 3¢ 101,6); 6,70 (d, J=2,5Hz, ¢ 117,5) e 7,22 (d,

J=2,5Hz, d¢ 104,4), evidenciando um acoplamento meta, o que sugeriu a presenga de dois
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anéis aromadticos tetrassubstituidos. Foi observado ainda um singleto em 2,70 (s, 6¢ 25,2,
3H), sugerindo a presenca de uma metila aromatica.

O espectro de RMN de °C (Figura 88, pdg. 166) apresentou 12 sinais na regido de
aromaticos, sugerindo dois anéis benzilicos, uma metila benzilica, e um sinal em 6¢ 164,7 que

foi atribuido a uma carbonila pela comparagdo com a literatura (GU, 2009).

Os hidrogénios foram atribuidos aos seus respectivos carbonos pelos mapas de
contorno do experimento HMQC.

As correlacOes observadas a longa distancia em HMBC (Figura 89 e Figura 90, pag.
167) entre H-8 < C-10/C-6a e H-10 <> C-6a/C-8/C-9 /C-10b permitiram atribuir a estrutura

A para a substancia 12, e as correlagdes entre H-2 <> C-10b/C-4/C-Me o H-4 < C-2/C-3/C-5
e H-Me < C-1/C-2/C10b permitiram atribuir a estrutura B para a substancia 12.
OH

Com essas correlagdes observadas foi atribuida a esta substincia a estrutura do

alternariol. A presenga de um grupo carboxila localizada no carbono 6 foi sugerida pelo

espectro de massas e consulta a literatura (GU, 2009; ALY et al., 2008).

O alternariol € uma micotoxina conhecida, frequentemente encontrado em produtos

alimentares contaminados com Alternaria alternata. O consumo destes alimentos foi

associado a uma maior incidéncia de cancer de es6fago (PFEIFFER et al., 2007).




Resultados e Discussio 92

Tabela 16 - Dados de RMN de 'H (500MZ) ¢ °C (125MZ) em DMSO-d,, de 12 (8 em ppm)

6u 6¢

1 - 138,3
2 6,70 (d, 2,5Hz) 117,5
3 - 158,4
4 6,62 (d, 2,5Hz) 101,6
5 - 152,6
6 - 164,1
6a - 97,3
7 - 164,7
8 6,35 (d, 2,5Hz) 100,9
9 - 165,6
10 7,22 (d, 2,5Hz) 104,4
10a - 138,1
10b - 108,9
Me-C1 2,70 (s) 25,2

Essas duas ultimas substancias sdo descritas como micotoxinas da classe do alternariol.
A presenga destas micotoxinas em ambientes naturais, bem como em géneros alimenticios, é
descrito como um problema na agricultura. De acordo com FAO (Food and Agriculture
Organization), aproximadamente 25% dos alimentos colhidos no mundo sdo contaminados
com micotoxinas. Nos ultimos anos tem se dado maior aten¢do a presenca de micotoxinas da
espécie Alternaria, principalmente porque alguns desses metabdlitos secundarios como o
alternariol (AOH) e alternariol monometil éter (AME) sdo téxicos a humanos e animais
(MAGNANI et al.,, 2007) e sdo responsdveis por estragarem grdos, frutas e vegetais
(WATANABE et al., 2007).

As micotoxinas AOH e AME sao mutagénicas em bactérias e células de mamiferos. O
AME causa mudangas na mucosa do esdfago de ratos. Suspeita-se que esses metabdlitos
estejam associados ao cancer de esofago humano (WATANABE et al., 2007).

Essas micotoxinas ja foram isoladas do género Phomopsis (DAI et al., 2005), sendo o
isolamento dessas bastante interessante, pois sugerem que devam estar exercendo um papel

ecoldgico na espécie hospedeira, possivelmente protegendo-a contra possiveis predadores.
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3.4.13 Identificacdo estrutural da substdncia 13 (2-hidroxi-Alternariol)

A substancia 13 foi submetida a anilise de RMN de 'H uni e bidimensionais e
espectrometria de massas.

A diferenca do espectro de RMN de 'H (Figura 92, pag. 170) desta substincia para o
da substancia 12 (Figura 87, pag. 165) foi apenas o desaparecimento de um sinal na regido
aromdtica, evidenciando tratar-se de um derivado do alternariol.

O espectro de RMN de 'H apresentou sinais de hidrogénios aromdticos com
deslocamentos em 7,26 (d, J=2,0Hz;) e 6,34 (d, J=2,0Hz;) evidenciando um sistema aromatico
com acoplamento meta, sugerindo um anel tetrassubstituido. A andlise do espectro em COSY
(Figura 93, pdg. 171) demonstrou correlacdo entre esses dois hidrogénios.

No espectro de RMN de 'H foi observado ainda um singleto em &y 6,68 sugerindo um
segundo anel aromdtico na estrutura da substancia 13, e uma metila em oy 2,58 (s, d¢ 18,8),
que, pelo deslocamento quimico, foi atribuida a uma metila aromatica.

As correlagdes observadas no experimento de HMBC (Figura 94, pag. 172) entre H-8
< C-6a/C-7/C-10; H-10 <> C-6a/C-8/C-9 e H-4 «» C-2/C-3/C-10b reforcam a substancia 13
como sendo um derivado do alternariol.

O espectro de massas de alta resolu¢do (ESI-MS, modo negativo) (Figura 96, pag.
174) apresentou o fon em m/z 273,0363 ([M-H]') que, em conjunto com os dados de RMN de
B¢ permitiu estabelecer a férmula molecular C14H;0Os. Com estas observacdes e através da
comparagdo dos dados com a literatura sugeriu-se tratar-se de um produto de oxidacdo do
alternariol (PFEIFFER et al., 2007; ALY et al., 2008).

A posicdo da oxidagdo foi atribuida pela anélise dos espectros em NOESY (Figura 95,
pag. 173) onde foi observada apenas a correlagdo do hidrogénio oy 7,26 com a metila em oy
2,58.

Essa substincia é relatada apenas como produto de oxidacdo do alternariol, o 2-
hidroxi-alternariol (PFEIFFER et al., 2007). Tanahashi et al. (2003) isolou de Graphis
cognata derivados oxidados do alternariol (grafislactonas), tendo ele sugerindo que esses

derivados possam ser biossintetizados a partir do alternariol ou do alternariol monometil éter,




Resultados e Discussio 94

uma vez que estes foram isolados da mesma fragdo. Nao foram encontrados relatos do
metabolito 13 como produto de micro-organismos, e nem dados de RMN disponiveis foram

encontrados. Este € o primeiro relato de 13 como produto natural.

Tabela 17 - Dados de RMN de 'H e "°C (DMSO-d;) de 13 (8 em ppm e J em Hz)

&y 6¢
1 - 122,0
2 - 148,2
3 - 144,8
4 6,68 (s) 110,6
5 i *
6 } *
6a - 97,4
7 - 164,4
8 6,34 (d, 2,5Hz) 100,5
9 - 165,0
10 7,26 (d, 2,5Hz) 104,1
10a - *
10b - 1414
Me-C1 2,58 (s) 18,8

* Carbonos ndo identificados.

As curvas no UV das substancias identificadas neste trabalho foram comparadas com
0s seus respectivos extratos brutos branco, evidenciando que as mesmas foram produzidas

pelo fungo endofitico e nao isoladas do préprio meio de cultivo.

A biossintese de compostos fendlicos produzidos por micro-organismos € derivada de
condensacoes de unidades de acetato, envolvendo oxidacdes, redugdes, descarboxilagdes etc.
(ABELL et al., 1982). A sintese do alternariol ja é bastante conhecida, a rota biossintética
(Figura 30) mostra a condensacao de sete unidades de acetato (THOMAS, 1961; ZHANG, et
al., 2007).
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Figura 30 - Rota biossintética do alternariol

3.5 Resultados obtidos dos ensaios bioldgicos realizados com as substiancias
puras

3.5.1 Atividade antifiingica

As substancias que apresentaram massa suficiente e ndo estavam em mistura com
outros metabolitos, foram submetidas aos bioensaios por bioautografia contra os fungos
fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum (item 2.10, pag. 48).

Na figura 31 estdo ilustrados as cromatoplacas onde foram realizados os bioensaios
com as substancias puras e os dois fungos fitopatogénicos.

Apenas a Citocalasina H apresentou atividade antifiingica contra o fungo C.
cladosporioides com limite de deteccdo de 25 pg.

Essa atividade pode estar associada a uma simbiose entre o fungo endofitico e a
espécie hospedeira, onde esses micro-organismos possam produzir metabdlitos antifingicos

para sua autodefesa e para defesa da planta contra outros micro-organismos fitopatogénicos.
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Figura 31 — Bioensaio por bioautografia para as substancias puras

3.5.2 Atividade anticolinesterdsica

As mesmas substancias que foram enviadas ao bioensaio antifingico também foram
submetidas para avaliacdo da atividade anticolinesterdsica.

O método utilizado estd descrito no item 2.11 pdg. 48. Manchas brancas na
cromatoplaca sdo evidencias de atividade anticolinesterdsica em potencial.

Na figura 32 estd ilustrada a cromatoplaca obtida do ensaio anticolinesterdsico.

Figura 32 — Cromatoplaca do ensaio anticolinesterdsico
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Para as substancias que apresentaram atividade positiva para 100 pg foi realizado o

ensaio de limite de deteccdo (Figura 33).

Figura 33 - Limite de detec¢do no ensaio anticolinesterdsico para a Citocalasina H e Ciclo(L-Pro-L-Leu)

O limite de detec¢ao obtido para a Citocalasina H foi de 25 pg e para a
dicetopiperazina ciclo(L-Pro-L-Leu) foi de 12,5ug. Essas foram as tnicas substancias testadas
que apresentaram atividade anticolinesterasica, evidenciando a potencialidade bioativa desses

metabolitos produzidos pelo fungo Phomopsis sp.
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4 CONCLUSAO

Este trabalho permitiu dar continuidade aos estudos com fungos endofiticos de
espécies vegetais de Cerrado e Mata Atlantica. Os dados quimicos e bioldgicos desta
linhagem, cultivada em pequena escala, evidenciaram este micro-organismo como uma fonte
promissora de substancias potencialmente bioativas.

Com o cultivo e obtencdo dos extratos brutos nos diferentes meios de cultivo e pela
andlise dos espectros de RMN de 'H e dos cromatogramas por CLAE-DAD, notou-se uma
variacdo na producdo metabdlica de Phomopsis sp., quando mudou-se o meio de cultivo,
confirmando a dependéncia da producao dos metabdlitos com a composi¢do dos nutrientes no
meio. Os extratos obtidos dos meios sdlidos apresentaram um rendimento em massa maior
que os meios liquidos comerciais.

Observamos também que o fungo endofitico Phomopsis sp. € um excelente produtor
de metabdlitos potencialmente bioativos. Os estudos da producdo e isolamento dos
metabolitos produzidos por Phomopsis sp, conduziu ao isolamento/identificacdo de 13
substancias. As substancias identificadas da classe de dicetopiperazinas nao sdo descritas
neste género, sendo este o primeiro relato. No entanto, apresentam uma grande variedade de
bioatividade, principalmente antimicrobiana, o que pode estar envolvido com a ecologia
quimica da espécie vegetal, na protecdo desta contra possiveis patdgenos.

As micotoxinas identificadas da classe do alternariol ja foram relatadas no género
Phomopsis e sdo descritas por apresentarem atividade mutagénica e genotdxica. O isolamento
dessas micotoxinas € bastante interessante, pois sugerem que exer¢cam um papel ecoldgico na
espécie hospedeira, possivelmente protegendo-a contra possiveis predadores.

As demais substancias identificadas sdo conhecidas e descritas por apresentarem
potencialidades bioldgicas, como antifliingicas, antitumorais, antibacterianas, entre outras.

Os resultados encontrados até o momento reforcam a suposicdo das interacdes
ecoldgicas entre estes micro-organismos e as espécies vegetais, devido a potencialidade

bioldgica descrita para as substancias isoladas/identificadas.
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