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RESUMO

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

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

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



v
ABSTRACT

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

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

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

1.1 FUNGOS ENDOFITICOS

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

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

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

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

Z0U 2001), por exemplo, policetideos, isoprendides ou derivacdo de aminoacidos.



Introducdo

21

Figura 01. Diversidade estrutural dos metabolitos isolados dos fungos endofiticos
(SCHULZ, 2002).
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Como pode ser visto na Figura 01, os principais metabdlitos isolados foram.
esteroides, xantonas, fenois, isocumarinas, derivados de perileno, quinonas, furanodionas,
terpenodides, depsipeptideos, citocalasinas (KROHN et al., 1996, 1999a, b, 2001). Alguns
deles representam novos grupos estruturais, como por exemplo, os palmarumicinas

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

1.2 ESPECIE HOSPEDEIRA. Paepalanthus chiquitensis (ERIOCAULACEAE)

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

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

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

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

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

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

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

3

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

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

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

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

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

estrutural e também avaliagdo da atividade antimicrobiana dos metabolitos isolados.

1.3 GENERO Bipolaris

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

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

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

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

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

alérgica, ceratite, endoftalmite, onicomicose, peritonite peritoneal associada a dialise,
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infec¢des de pulmao e pele, e, menos frequente, as infecgdes do sistema nervoso central (DA
CUNHA et al., 2012).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.5 DIVERSIFICACAO METABOLICA E EPIGENETICA

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

sist€mica, o cancer, as doengas infecciosas entre outras (MEYER; SILVA, 1999).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais:

— Contribuir para o conhecimento quimico-farmacoldgico sobre fungos endofiticos
associados as espécies de Eriocaulaceae.
— Explorar a abordagem epigenética na avaliagcdo da produ¢do metabolica do fungos

endofitico P. chlamydosporia.

2.2 Objetivos especificos:

— Realizar o ensaio antimicrobiano, ¢ avaliar a atividade antibacteriana e antifingica
dos extratos brutos produzidos previamente (25 cepas) pela associacdo de endofiticos e
partes aéreas de P. chiquitensis,

— Realizar o cultivo em escala ampliada do fungo endofitico que apresentar a melhor
atividade antimicrobiana;

— Identificar os géneros dos endofiticos;

— Fracionar o extrato AcOEt por técnicas cromatograficas convencionais até o
isolamento dos metabodlitos secundarios;

— FElucidar e/ou identificar as estruturas das substancias isoladas por técnicas
espectrométricas e espectroscopicas (RMN 'H e *C uni e bidimensionais, UV, IV e MS).

— Avaliar a acdo de modificadores epigenéticos e metais pesados no extrato

produzido pelo fungo Pochonia chlamydosporia
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ETAPA QUIMICA E CULTIVO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

3.1.1 Solventes
v" Solventes PA: Acetona, AcOEt (Synthlab®), CHCIl; (Synthlab®), DCM, DMSO
(Sigma-Aldrich®) EtOH, MeOH (Synthlab®), n-BuOH (Synthlab®) e »n-PrOH
(Synthlab®);
v Solventes CLAE: ACN (Tedia®), MeOH (Baker®), 4gua purificada em sistema Milli
Q (Millipore®) e TFA (Mallinckrodt®);
v" Solventes deuterados. CDCl; (Sigma-Aldrich®) e DMSO-ds (CIL®).

3.1.2 Meios para cultivo dos micro-organismos
v PDA (meio de cultivo s6lido) - Potato dextrose agar (DIFCO® e Acumedia®). 39 g/L
de agua. [fécula de batata (4 g); dextrose (20 g), agar (15 g)];
v PDB (meio de cultivo liquido) - Potato dextrose broth (Himedia®). 24 g/L de 4gua.
[fécula de batata (4 g); dextrose (20 g)].

3.1.3 Modificadores epigenéticos e ions metalicos

Os efeitos na producao e diversificagdo dos metabolitos foram realizados na presenga
e auséncia de modificados quimicos epigenéticos. acido hidroxdmico suberoilanilida
(SAHA) e 5- azacitidina (AZA), de ions metalicos Cu?* e Mg?" e do composto fenolico
conhecido como 4cido anacardico (AA), encontrado no liquido da castanha de caju (LCC)

1solado da espécie Anacardium occidentale L.
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3.1.4 Esteriliza¢ao dos materiais e meios de cultura
A esterilizagao de todo material utilizado na manipulagdo dos micro-organismos, €
também dos meios de culturas preparados, foi realizada em autoclave do fabricante Quimis®,

sendo mantidos a temperatura de 121 °C por 15 minutos.

3.1.5 Manipulag¢ao dos micro-organismos

O procedimento de esterilizagdo do material vegetal e manipulagdo dos micro-

organismos foram realizados em capela de vazio laminar (Pachame®) PA 310-Serie 172-99.

3.1.6 Isolamento dos fungos endofiticos

Esta etapa do trabalho foi realizada em colaboracdo com Dra. Vanessa Mara

Chapla, orientada da Profa. Dra. Angela Regina de Araujo do Instituto de Quimica da Unesp

3.1.7 Identificagdo dos fungos endofiticos

A cepa codificada como Pg-CJ (8) foi enviada para a Genotyping incubadora,
localizada em Botucatu. A identificacao foi realizada através do sequenciamento automatico
por eletroforese capilar no equipamento ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®)
e alinhamento das sequéncias de nucleotideos produzidas com as sequéncias de referéncia
depositadas no GenBankSanger (MicroID™). Os dados da seqiiéncia obtidos para o
Fusarium sp. foram depositados no GenBank (nimero de acesso KF293373) e comparadas
com a pesquisa BLAST apresentando 99 % de similaridade com a sequéncia de Fusarium
sp. (Fs 027 TNPB-L1). A outra cepa estudada neste trabalho e codificada como Pg-FJ (5)

foi identificada como sendo pertencente ao género Bipolaris

3.1.8 Micro-organismo
Foi realizado o cultivo com modificadores quimicos epigenéticos de Pochonia

chlamydosporia (sin. Verticillium chlamydosporium) cepa ATCC.

3.1.9 Obtencao do extrato AcOEt em escala ampliada
Para a obtengao do EAcOEt em escala ampliada do fungo Bipolaris sp. (Pg-Fj (5)) e

Fusarium sp. (Pg-CJ(8)), as linhagens estudadas foram repicadas para placas de Petri
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contendo PDA para obten¢do de maior massa micelar e posterior cultivo em meio liquido
PDB. Apos o periodo de incubagdo, foram inoculadas em respectivamente, 6,3 L (21 frascos
erlernmeyer de 500 mL contendo 300 mL de meio liquido) e 8,1 L de meio de cultivo PDB
(27 frascos erlernmeyer de 500 mL contendo 300 mL de meio liquido), e mantidas em modo
estatico, sob temperatura controlada (25 °C) por 28 dias. Ao final do periodo de fermentacao
o meio de cultivo foi filtrado. O filtrado aquoso foi submetido a particao liquido/liquido com
AcOEt (3x volume total do filtrado), que ap6s a evaporacao do solvente resultou nos extratos

brutos.

4.1.10 Suspensao de hifas-esporos.

O fungo P. chlamydosporia foi repicado em placa de Petri contendo PDA e
incubados a 28 °C’ 160 rpm, por um periodo de 7 dias. Os micélios foram rasDADos e
colocados em agua estéril. Esta suspensao foi agitadas em vortex e filtradas em separador
celular (100 um). Em seguida, as suspensdes foram DADronizadas em espectrofotometro
(ODsoo = 0.40—0.60). A suspensao de hifas e esporos foi utilizada no cultivo em meio liquido

PDB (item 4.1.11).

4.1.11 Fermentacgao e extracdo em meio de cultivo liquido

A suspensao de hifas e esporos preparada como descrita no item 4.1.10 foi utilizada
para inocular o fungo P.chlamydosporia em meio de cultivo liquido. Este fungo foi cultivado
em escala reduzida e avaliados em sete diferentes condicdes de cultivo, em triplicata. O
volume de 750 pL da suspensdo de hifas-esporos (ODsoo = 0,3) foi adicionado em cada um
dos 21 frascos Erlenmeyer (250 mL) preparados com 50 m|L de PDB. As seguintes
condi¢des foram avaliadas. PDB (controle), PDB+SAHA; PDB+AZA PDB+ Cu?"; PDB+
Mg**, PDB+AA (Tabela 01). Os frascos foram agitados num agitador rotativo a 28 °C e 160
RPM.

No 14° dia foi verificado a auséncia de glicose (negativo) para os ensaios contendo
AA e SAHA. Os valores de pH foram medidos e a fermentacdo interrompida para todos os
21 frascos. Entdo, o meio liquido aquoso foi separado dos micélios por filtracdo a vacuo e
submetido a parti¢ao liquido/liquido com AcOEt (3x 1/3 volume filtrado). As fases organicas
foram reunidas e lavadas com 4gua destilada (3x 1/5 volume filtrado), sendo posteriormente

secas com MgSQO4, o qual foi removido por filtracdo simples. O solvente organico foi
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removido em evaporador rotativo para obtencdo dos extratos brutos. Os perfis

cromatograficos dos extratos foram registrados.

Tabela 01. Condigoes de cultivo em escala reduzida de P. chlamydosporia

[ ] final Vol. [ ] sol. soYIfléo
Codigo Ensaio meioem  PDBem estoque em ¢
estoque em
pm mL mM
uL

FH-198-93 1 PDB - 50 - -
FH-198-93 2 CuSO4 250 50 100 125
FH-198-93 3 MgSO4 250 50 100 125
FH-198-93 4 AA 100 50 100 50
FH-198-93 5 SAHA 100 50 100 50
FH-198-93 6 AZA 100 50 50 100
FH-198-93 7 PDB+ DMSO - 50 - 50

* Solugoes estoque deSAHA ¢ AA em 100 % DMSO

3.1.12 Preparo das amostras para as andlises por CLAE- DAD

Todos os extratos injetados no cromatdgrafo foram previamente submetidos ao
clean-up em cartucho de SPE de 1000 mg/6 mL (55 pm, Strata-X, Phenomenex®)
preenchidos com silica de fase reversa C18, (1 mg da amostra para 10 mg de fase estacionaria
silica C18). Os cartuchos foram primeiramente ativados com MeOH (100%, 2,0 mL, 3
vezes), 20 mg de cada um dos extrato foi solubilizado em 2,0 mL de MeOH a 100 %. Apos
1sso, o extrato foi aplicado no cartucho de SPE e eluido com o mesma fase movel utilizadas
nas etapas de ativacdo do cartucho e solubilizacdo da amostra. O eluato foi levado a capela
até a secura, solubilizado na concentragdo de 10 mg/mL (MeOH:HxO, 1:1, v/v) e, por fim,
filtrado em membrana de PTFE de 0,22 pm (Millex®, Merck Millipore), coletado em vial de
1,5 mL e analisado por CLAE- DAD.

3.1.13 Analises por CLAE- DAD no modo analitico

Para registrar os cromatogramas dos extratos e das substancias isoladas dos fungos
de P. chiquitensis, utilizou-se cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (analitico, gradiente
quaternario) modelo PU-2089 (Jasco®), acoplado a detector de arranjo de fotodiodos com
faixa de varredura de 195-650 nm e intervalo minimo de 1 nm, modelo MD-2010 (Jasco®).

Para a aquisi¢do e processamento dos dados cromatograficos foi utilizado o software



Material e Métodos 39

EZChrom Elite Client/Server versdo 3.1.7 (Chromatec®). As analises foram realizadas
utilizando uma coluna de fase reversa RP18, modelo Luna 2 (Phenomenex®) de 250 x 4,6
mm d.i., apresentando particulas com tamanho médio de 5 um protegida com uma coluna de
guarda (Phenomenex®) de 4 x 3 mm d.i. As substancias foram injetadas por de um injetor
Rheodyne® 7125 com um loop de 100 pL, volume de injecdo de 20 pl.

Para as andlises realizadas com o fungo P. chlamydosporia utilizou-se um CLAE
modelo HITACHI D-6000 acoplado a um detector de arranjo de foto diodos modelo
HITACHI L-4500, bomba quartenéria.

3.1.14 Fracionamento do extrato em coluna de permeagao em gel

O extrato AcOEt produzido a partir do cultivo do fungo endofitico foi fracionado
em coluna de vidro com 85 cm de altura por 2,5 cm de diametro interno, empacotada com
Sephadex® LH-20 (Pharmacia), acoplada a bomba peristaltica P1 18-1110-91 e a um coletor
automatico de fragdes RedFrac (Pharmacia®), com capacidade para 95 fragdes Para o
fracionamento, o extrato (1,3 g) foi solubilizado em MeOH (6,0 mL), ¢ em seguida
centrifugado por 10 minutos a 3500 rpm (centrifuga CELM®, COMBATE), separando-se o
precipitado do sobrenadante. O sobrenadante foi filtrado com algodao e aplicado na coluna
de sephadex LH-20, eluida com MeOH a 100%. Foram obtidas 45 fragdes de
aproximadamente 10 mL cada, as quais foram submetidas a trigem quimica por CCD.

O extrato AcOEt preparado a partir do cultivo de P. chlamydosporia (ATCC) foi
fracionado em coluna de vidro com 60 cm de altura por 1,0 cm de didmetro interno,
empacotada com Sephadex® LH-20 (Pharmacia), eluida com os sistemas de solventes Hex-
DCM (1:4, v/v), DCM-Acetona (3:4, v/v), DCM-Acetone (1:4, v/v), DCM-MeOH (1:1, v/v),
e finalmente MeOH, sendo utilizado 7,5 mL de cada um destes sistemas de solventes. Foram
coletadas 30 fracdes (1 mL) cada, analisadas por CCD e foram reunidas em conformidade

com os seus perfis quimicos sendo reunidas em 5 outras fragdes.

3.1.15 Isolamento dos metabolitos secundarios por coluna cromatografica

Na cromatografia em coluna flash foi utilizada como fase estacionaria silica gel
(S10), tamanho da particula na faixa de 230 - 400 mesh (40-63 um) e tamanho do poro de
60 A (Fluka®). Empacotada em um suporte de vidro com 45 cm de altura por 2,0 cm de
diametro interno, na forma de suspensdo com cloroféormio a 100%. Antes do dar inicio ao

empacotamento, foi utilizado como agente filtrante algodao e sobre este, colocado uma fina
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camada de areia para cromatografia com tamanho de particula de 50-70 mesh (Sigma-
Aldrich®). A coluna foi condicionada com a fase inicial CHCl3.AcOEt (8.2, v/v), durante a
eluicdo foi aumentada a forca de eluigdo, eluindo entdo a coluna com os sistema
CHCIl3.AcOEt (7.3, v/v). O bombeamento foi realizado utilizando um aparato montado em
nosso laboratério, constituido por uma pera com valvula de metal, 30 cm de mangueira de
borracha e uma conexao de vidro com junta esmerilhada 24/40. Frac¢des de 10 ml foram

coletadas e analisadas por CCD, condi¢des experimentais descritas no item 3.1.17.

3.1.16 Isolamento dos metabdlitos secundarios por CLAE- DAD no modo semi-
preparativo

As analises preparativas por CLAE- DAD foram executadas usando cromatografo
liquido de alta eficiéncia modelo PU-2086 (Jasco®), acoplado a detector de arranjo de
fotodiodos, monitorado nos comprimentos de onda A=254 nm, A=280 nm, A=305 nm e
A=366 nm, modelo MD-2010 (Jasco®). Para a aquisi¢io e processamento dos dados
cromatograficos foi utilizado o software Chromnav (Jasco®). As analises foram realizadas
utilizando uma coluna de fase reversa RP18, modelo Luna 2 (Phenomenex®) de 250 x 10,0
mm d.i., apresentando particulas com tamanho médio de 10 pm protegida com uma coluna
de guarda (Phenomenex®) de 4,0 x 3,0 mm d.i. A fracdo estudada foi injetada através de um

injetor Rheodyne® 7125, com um loop de 500 puL, volume de injecdo de 200 pl.

3.1.17 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para a analise dos extratos, das fragdes obtidas do fracionamento por sephadex LH-20 e
da purificagdo por coluna cromatografica de silica e CLAE-DAD preparativo, foram utilizadas
placas de silica gel, UV 254, marca Sorbent Technologies®, base de aluminio 200 um. Cada
fragdo obtida das etapas de fracionamento e purificacao foi aplicada em uma placa de silica de
20x5cm. As placas foram eluidas com sistema de solvente quartenario (CHCls: MeOH: n-PrOH.
H>O0, 5:6:1:4 v/v/v/v) e com sistema de solvente binario (CHCIl3.AcOEt 1/1 v/v). Apo6s a eluigdo,
reveladas primeiro com a luz UV, e em seguida foi borrifada uma solug@o de anisaldeido/H2SOa.
As placas foram posteriormente levadas a uma estufa a 130 °C. Apods revelacdo das
cromatoplacas, as fracdes que apresentaram mesmos Rfs (fatores de retencao) e coloragdo foram
reunidas e transferidas para o mesmo frasco. As reunides foram concentradas até a secura em
evaporador rotativo, as massas medidas em balanca analitica e armazendas ao abrigo da luz e

umidade.
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3.1.18 Analises dos metabolitos secundarios por FIA-ESI-IT-MS"

As substancias isoladas dos fungos endofiticos de P. chiquitensis foram analisadas
on-line por FIA-ESI-IT-MS" em um espectrometro de massas LCQ Fleet daThermo
Scientific, equiDADo com um dispositivo de inser¢do direta da amostra via andlise por
inje¢do em vazao continuo (FIA). Cada composto foi dissolvido em MeOH:H>O (85:15) na
faixa de concentragao de 10 a 20 ppm e injetado na fonte de ionizacao por electrospray (ESI)
com vazdo de 5 pL min’! para a geracdo e analise dos espectros de massas em primeira-
ordem (MS), em modo positivo para as substancia B1, S1, S3, S4 ¢ S5 e modo negativo
para as substancias B4 e S2, assim como para as fragmenta¢des em multiplos estagios (MS").
As fragmentagdes foram realizadas em uma interface do tipo fon-trap (IT). As condigdes
experimentais utilizadas, sdo as seguintes. voltagem do spray 3 kV,voltagem do capilar 15
V, temperatura do capilar 275 °C, gés de arraste (N2) vazao 5 (unidades arbitrérias). A faixa
de aquisicdo foi m/z 100-2000, com dois ou mais eventos de varredura realizados
simultaneamente no espectrometro de massas LCQ. O primeiro evento foi uma varredura
completa (full-scan) do espectro de massas para adquirir os dados dos ions na faixa m/z
estabelecida. Os demais eventos foram experimentos MSn realizados a partir dos dados da
primeira varredura para ions precursores pré-selecionados com energia de colisdo entre 25 e
30% da energia total do instrumento. O software Xcalibur versdo 1.0 (Thermo Scientific®)

foi utilizado durante a aquisi¢ao e processamento dos dados espectrométricos.
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3.1.19 Andlise dos metabdlitos por ESI-qQTOF-MS

Para espectrometria em alta resolucdo, os espectros foram obtidos em um
espectrometro de massas Q-TOF MaXis ImpactTM, equiDADo com um dispositivo de
insercao direta da amostra via analise por injecao em fluxo continuo a 3 uLL/min. As amostras

foram solubilizadas em MeOH:H>O (1:1, v/v) e foram ionizadas por electrospray (ESI).

3.1.20 Identificacdo das substancias por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As anélises de RMN de 1D. 'H, *C e 2D. COSY, HMQC, HMBC e TOCSY foram
realizadas nos espectrofotometros de Ressondncia Magnética Nuclear Bruker Ascend III
600 MHz (14.1T) e Bruker Fourier 300 MHz (7.0 T). As substancias foram dissolvidas em
CDCI; (Aldrich) ou DMSO-ds (CIL), sendo empregado TMS como DADr3o interno.

As espectros das estruturas das substancias isoladas de P. chlamydosporia foram
registrados em um RMN Bruker Avance III de 400 MHz e o espectros de massas foram

gravadas em Shimadzu LCMS-QP8000c.

3.1.21 Outros equipamentos
v" Balangas analiticas (Marte®, AL 200; Shimatzu, AY220) com capacidade para 200g
e precisdo de 0,001g.
v" Evaporador rotativo (Heidolph®, Laborota 4001. efficient) equiDADo com bomba a
vacuo (Heidolph®, Rotavac valve control).
v" Polarimetro JASCO DIP-digitais 370
v IV. ThermoScientific Nicolete modelu iS5. FT-IR Spectrometer (KBr)
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3.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A avaliacao da atividade antimicrobiana e determina¢ao da concentragao inibitoria
minima foi realizada no laboratério de Fisiologia de Micro-organismos da FCFAr. Unesp

Araraquara sob a co-orientacdo da Profa. Dra. Tais Maria Bauab.

3.2.1 DADronizagao da suspensao bacteriana

Foram preparados cultivos das bactérias E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC
25923) e Salmonella (ATCC 19196) em caldo MH, e incubados a 37 °C por 24 horas. Apos
o tempo de incubagio, foi feita a DADronizagao das cepas bacterianas. Cada um dos cultivos
foi transferido para solugao tampao fosfato pH 7,2 e ajustada a turdidez até a escala 0,5 de
McFarland (1,0 x 108 UFC/mL). Em seguida realizou-se a leitura espectrofotométrica a 620
nm até obtencao de absorbancia de 0,10 a 0,15. Posteriormente, a suspensao foi diluida na
proporgdo 1.10 em caldo MH para atingir a concentragio de 1,0 x 107 UFC/mL, mantida em

banho de gelo até o momento de ser utilizada nos ensaios.

3.2.2 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima

A avaliacdo da atividade antibacteriana ¢ a determinacdo das Concentracoes
Inibitérias Minimas (CIM) dos extratos produzidos por fungos endofiticos isolados de P.
chiquitensis (Eriocaulaceae) foram realizados segundo a técnica de microdilui¢do em caldo
em conformidade com a norma M7-A6 do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2006).

Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos (colunas A-H, linhas 1-12) e cada
orificio foi preenchido com 80 pL de caldo MH, seguido de 100 pL de cada um dos extratos,
diluidos em DMSO 20% na concentracdo inicial de 2000 pug/mL. Apos a homogeneizagao,
uma aliquota de 100 pL da mistura foi retirada e tranferida para o proximo pogo, realizando
dilui¢des seriadas na razao 1.1 sucessivamente da coluna A até a coluna H . Um volume de
20 pL da suspensdo bacteriana DADronizada foi adicionada em cada pogo completando um
volume final de 100 pL, a concentragdo final no pogo A foi de 1000 pg/mL e no poco H de
7,8 ng/mL (Figura 05).
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Como controle positivo foi utilizada solugdo de ampicilina a 50 pg/mL para E. coli e
S. setubal e 5 ng/mL para S. aureus. Também foram realizados o controle de esterilidade do
meio, controle do crescimento do indculo, controles de turbidez dos extratos e controle

negativo (DMSO 20%).

Figura 05. Esquema da microplaca para a determinacao da CIM.
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Fonte: Adaptado de BONIFACIO, 20014.
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As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C durante 24 horas. Foi observado
a turbidez por meio da leitura visual sem uso de revelador, e posterior avaliacdo
colorimétrica utilizando 30 pL resazurina (100 pg/mL) como indicador (Figura 06). Apos 2
horas de incubacdo a 37 °C, os pogos que apresentam atividade antibacteriana permanecem
corados de azul, enquanto os pocos onde houve crescimento microbiano se coram em rosa.
Assim, a CIM foi determinada como a menor concentragao do extrato bruto onde nao foi

observado visualmente crescimento microbiano. Os testes foram realizados em triplicata.

Figura 06. Reacdo de oxirreducdo da resazurina (FUKUSHIMA et al., 2003)
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Fonte: Adaptada de FUKUSHIMA et al., 2003.
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3.2.3 Determinag¢ao da Concentra¢ao Bactericida Minima
Antes da adicao de resazurina, uma aliquota de cada pogo foi semeada em placas de
Petri contendo agar Miieller-Hinton (MHA), e incubadas durante 24 h em estufa a 37°C.
Apbs esse periodo foram observados os pontos onde ocorreu crescimento
microbiano, determinando assim a concentracao bactericida minima (CBM) que ¢ definida
como a menor concentragdo testada onde ndo ocorreu crescimento microbiano apds a

realizagdo da subcultura. Os testes foram realizados em triplicata.

3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

3.3.1 DADroniza¢do da suspensao fingica

Foi preparado cultivo de levedura C. albicans (ATCC 10231) em caldo sabouraud
dextrose (caldo SD), e incubados a 37 °C por 48 horas. Apods o tempo de incubagao, foi
feita a DADronizagao da levedura. O cultivo foi transferido para tampao fosfato (PBS) pH
7,2 e ajustada a turdidez até a escala 0,5 de McFarland (5 x 10® UFC/mL). Em seguida
realizou-se a leitura espectrofotométrica a 530 nm até obtengao de absorbancia de 0,12 a
0,15. Apds isso, a suspensdo foi diluida na propor¢ao 1.100, em tampao fosfato (PBS)
seguido de dilui¢do 1.20 em meio RPMI (Meio Roswell Park Memorial Institute) para atingir
a concentracdo de 1,0 x 10’7 UFC/mL, mantida em banho de gelo até o momento de ser

utilizada nos ensaios.

3.3.2 Determinagao da Concentragao Inibitoria Minima

A avaliagdo da atividade antifingica e a determina¢do das Concentracdes Inibitdrias
Minimas (CIM) dos extratos produzidos por fungos endofiticos isolados de P. chiquitensis
(Eriocaulaceae) foi realizadas segundo a técnica de microdiluicio em caldo em
conformidade com a norma M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2008) e Duarte et al., 2005, com modificagoes.

Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos (colunas A-H, linhas 1-12) e cada
orificio foi preenchido com 100 uL. de RPMI 1640, ajustado a pH 7,0 com tampao MOPS
(acido 3-[N-morfolino] propanossulfonico) e esterilizado por membrana filtrante. Seguido

de 100 pL de cada um dos extratos, diluidos em DMSO 20% (dimetilsulféxido) na

concentragao inicial de 2000 pg/mL. Apds a homogeneizacdo, uma aliquota de 100 pL da
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mistura foi retirada e tranferida para o préximo poco, realizando dilui¢des seriadas na razao
1.1 sucessivamente da coluna A até H (Figura 05). Um volume de 100 pL da suspensao de
levedura DADronizada foi adicionada em cada pogo completando um volume final de 200
uL, a concentragao final no pogo A foi de 1000 pg/mL e no pogo H foi de 7,8 ug/mL.

Como controle positivo foi utilizado solu¢do de anfotericina B na concentragdo de
16 ug/mL e fluconazol a 128 pg/mL. Também foram realizados o controle de esterilidade
do meio, controle do crescimento do indculo, controles de turbidez das substincias-testes e
controle negativo (DMSO 20 %).

As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C durante 48 horas. Foi observado
a turbidez por meio de leitura visual sem uso de revelador, e posterior avaliacao
colorimétrica utilizando 20 pL cloreto de 2,3,5- trifeniltetrazolio (TTC) (0,02 g/mL) como
indicador (Figura 07). Apds 2 horas de incubacao a 37 °C, os pogos que apresentam atividade
antifungica permanecem incolores, enquanto os pocos onde houve crescimento microbiano
se coram em rosa. Os pogos que apresentaram atividade permanecem incolores, enquanto os
pogos nos quais houve crescimento microbiano se coram de vermelho (Duarte et al., 2005).

Os testes foram realizados em triplicata.

Figura 07. Reac¢do de oxirreducdo do TTC (DUARTE et al, 2005).
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Fonte: Adaptada de DUARTE et al, 2005.

3.3.3 Determinacdo da Concentra¢ao Fungicida Minima

Antes da adicao do indicador TTC nas microplacas, uma aliquota de cada pogo foi
semeada em placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose (SDA), e incubadas durante
48 horas em estufa a 37 °C. Apds esse periodo foi observado os pontos onde ocorreram
crescimento microbiano, determinando assim a concentragdo fungicida minima (CFM) que
¢ definida como a menor concentracao testada na qual ndo ocorreu crescimento microbiano

apos a realizagdo da subcultura. Os testes foram realizados em triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.1.1 Determinagdo da CIM dos 25 extratos estudados

A atividade antimicrobiana dos 25 extratos produzidos a partir do cultivo dos fungos
endofiticos isolados das partes aéreas de P. chiquitensis (capitulo, escapos e folhas) foi
avaliada, através da triagem bioldgica (conforme descrito no item 3.2) sendo possivel
identificar o extrato mais promissor, assim como os demais extratos ativos para as cepas de
bactérias Gram-negativas (E.coli e S. setubal), bactéria Gram-positiva (S. aureus) ¢ da
levedura C. albicans resistente ao fluconazol. A Tabela 02 apresenta os resultados de CIM
obtidos na avaliacdo da atividade antibacteriana e antifingica dos extratos, ap0ds a adi¢do do
revelador resazurina para atividade antibacteriana e do TTC para atividade antifingica.

Os resultados de CIM para as atividades antibacteriana e antifingica mostraram que
12 extratos apresentaram atividade bioldgica. Os extratos C8 foi o unico que apresentou
atividade para E. coli na concentragdo de 500 pg/mL. Outros 5 extratos apresentaram
atividade para Salmonella com destaque para C8 e C9 que apresentaram atividades nas
respectivas concentragoes de 250 pg/mL e 500 pg/mL. A cepa de S. aureus foi a que obteve
0 maior nimero de extratos ativos (total de 12 extratos). As cepas C8 e C9 apresentaram os
melhores resultados nas respectivas concentragdes de 250 pg/mL e 62,5 pg/mL. Apenas as
cepas C8 (1000 pg/mL) e C9 (500 pg/mL) apresentaram atividade antiflingica para C.
albicans, sendo este resultado muito interessante por se tratar de uma cepa resistente ao
antifungico fluconazol.

Os resultados de CBM e CFM estdo apresentados na Tabela 03 e mostram que apenas
a minoria dos extratos testados apresentaram efeitos bactericida e fungicida. Embora
inferiores quando comparados aos valores de CIM, o extrato C8 foi o inico que apresentou
atividade tanto de CBM quanto de CFM para todas as quatro cepas testadas.

Devido a sua excelente capacidade de inibir o crescimento para todos os micro-
organismos testados na triagem bioldgica, (C8) foi entdo o escolhido para dar continuidade

ao estudo quimico e avaliacdo da atividade antimicrobiana.
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Tabela 02. Atividade antibacteriana e antifungica dos extratos dos fungos endofiticos de
P. chiquitensis.

CIM®
Extratos Bactérias Bacteria Levedura
Avaliados Gram-negativa Gram-positiva
E. coli S. setubal S. aureus C. albicans

F1 - - - -
F2 - - - -
F3 - - - -
F4 - - 500 -
F5 - - 1000 -
Fé6 - - - -
F8 - 1000 - -
F9 - - 1000 -
F10 - - - -
F11 - - 1000 -
F12 - - - -
F13 - - - -
El - - - -
E2 - - - -
E3 - - - -
E4 - - - -
ES8 - - 1000 -
E9 - - 250 -
E10 - 1000 1000 -
E12 - - - -
C1 - - - -
C2 - 1000 - -
C4 - - 1000 -
C8 500 500 250 1000
C9 - 500 62,5 500

Amp. 6,25 12,6 0,15 -

Anf. B - - - 8,0
Fluc. - - - ND

?valores em pg/mL; (-) CIM > 1000 pug/mL; ND = ndo detectado; Amp = Ampicilina; Anf.
B = Anfotericina B; Fluc = Fluconazol.
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Tabela 03. CBM e CFM dos extratos dos fungos endofiticos de P. chiquitensis.

CBM* CFM?

Extratos Bactéria Bactéria
Avaliados Gram-negativa Gram-positiva

E. coli S. setubal S. aureus C. albicans
F1 - - - -
F2 - - - -
F3 - - - -
F4 - - - -
F5 - - - -
Fé6 - - - -
F8 - - - -
F9 - - - 1000
F10 - - - -
F11 - - 1000 -
F12 - - - -
F13 - - - -
El - - - -
E2 - - - -
E3 - - - -
E4 - - - -
ES8 - - - -
E9 - - 500 -
E10 - - - -
E12 - - - -
C1 - - - -
C2 - - - -
C4 - - 1000 -
C8 250 250 250 1000
C9 - - - 1000
Amp. 6,25 12,6 0,15 -
Anf. C - - - 8,0
Fluc - - - ND

# valores em pg/mL; (-) CIM > 1000 pg/mL; ? valores em pug/mL; (-) CIM > 1000 pg/mL;
ND = ndo detectado; Amp = Ampicilina; Anf. B = Anfotericina B; Fluc = Fluconazol.

Levedura
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4.1.2. Determinacao da CIM do Extrato C8, das fracoes e das substancias isoladas

O extrato C8 (Pg-Cj 8) preparado a partir do cultivo do fungo endofitico Fusarium
sp. foi 0 mais ativo e portanto foi o selecionado para prosseguir com os estudos quimicos e
bioldgicos. O extrato em escala ampliada de C8 forneceu massa suficiente para as etapas de
isolamento e elucidagdo estrutural. Este extrato foi fracionado em coluna de permeagdo em
gel, Sephadex LH-20, as fragdes foram reunidas em seis grupos denominados com as letras
de A aF (item 4.5.2).

Conforme demonstra as Tabelas 04 e 5 algumas fragdes e substancias purificadas
tiveram suas atividades antimicrobianas avaliadas.

Os resultados da CIM (Tabelas 04 e 05) mostraram que houve diferencas na atividade
entre os extratos produzidos em pequena e escala ampliada, sendo que este ultimo apresentou
relativamente menor atividade para todas as quatro cepas testadas quando comparado com o
extrato em pequena escala. As quatro fracdes do Sephadex tiveram na sua grande maioria
valores de CIM proximos de 1000 pug/mL, a reunido C foi a que apresentou o melhor
resultado pare a bactéria S. aureus (250 pg/mL).

As substancias purificadas e identificadas como S2e S3 foram as que apresentaram
os melhores valores para as cepas testadas. A substancia S2 apresentou o valor de CIM de
250 pg/mL para todas as quatro cepas testadas. A sustancia S3 apresentou os mesmos valores
da CIM para E. coli e S. aureus, diferenciando o CIM para a S. setubal que foi de 500 ng/mL,
apresentando o melhor resultado para a levedura C. albicans (125ug/mL). A Tabela 04
apresenta os resultados da CIM obtidos na avaliagdo da atividade antibacteriana e
antifingica das oito amostras testadas, apds a adi¢do do revelador resazurina e TTC,
respectivamente.

As CBM e CFM foram analisadas apenas para os po¢os que apresentaram atividade
frente a CIM, ou seja, apenas foi realizado o subcultivo dos pocos das microplacas que nao
houveram crescimento em placas de Petri preparadas com AMH (bactérias) ou ASD
(levedura). A substancia S3 ¢ bactericida para E. coli na concentragdo de 500 ug/mL, sendo
também a unica que apresentou CBM para a S. setubal e C. albicans na concentragdo de

1000 pg/mL. Os resultados da CBM e CFM estao apresentados na Tabela 05.
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Tabela 04. Atividade antibacteriana e antifingica dos extratos, fragdes e substancias de

Fusarium sp.

CIM?
Amostras Bactéria Bacteria Levedura
Avaliadas Gram-negativa Gram-positiva
E. coli S. setubal S. aureus C. albicans

A 1000 1000 1000 -

B 500 500 250 1000

C 1000 1000 250 -

D 1000 - 500 -

E 1000 1000 1000 250

F - 1000 500 -

S2 250 250 250 250

S3 250 500 250 125

 valores em pg/mL; (-) CIM > 1000 pg/mL

Tabela 05. Atividade bactericida e fungicida dos extratos, fragdes e substancias de

Fusarium sp.

CBM* CFM?
Amostras Bacteria Bacteria Levedura
Avaliadas Gram-negativa Gram-positiva
E. coli S. setubal S. aureus C. albicans

A - - 1000 -

B - - 1000 -

C - - 1000 -

D - - 1000 -

E - - - -

F - - - -

S2 - - - -

S3 500 1000 - 1000

#valores em pg/mL; ; (-) CIM > 1000 pg/mL
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4.2. OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO EM ESCALA AMPLIADA

O extrato produzido pelo fungo endofitico Pg-Cj(8), como apresentado na discussao
do ensaio bioldgico, foi o que apresentou melhor resultado na atividade antimicrobiana entre
todos os 25 extratos testados, e por isso foi o escolhido para o crescimento em escala
ampliada, seguindo a metodologia descrito no item 3.2.

Novos “slants” foram preparados (frascos ampola contendo dgua estéril) para a
preservacdo da cepa, sendo realizado repique do meio solido (placas de PDA) para o meio
liquido (27 enlenmeyer contendo 300 mL de meio PDB em cada um), e entdo foram
realizadas as etapas finais de preparo do extrato (filtracdo, particdo com AcOEt e

concentragdo em evaporador rotativo) fornecendo 1,7 g do EAcOEt.

4.3. ANALISES POR CLAE-DAD

Considerando a natureza de média a alta polaridade das substancias extraidas pela
particdo com AcOEt, os extratos em escala reduzida e ampliada, codificado como Pg-FJ(5)
e Pg-CJ(8) foram submetidos a andlises por CLAE-DAD. Os perfis cromatograficos dos
extratos foram comparados possibilitando verificar a reprodutibilidade e a variabilidade dos
metabolitos produzidos pelos endofiticos estudados, Bipolaris sp. e Fusarium sp.,

respectivamente.

4.3.1 Pg-FJ(5) — Bipolaris sp.

A avaliag¢do dos perfis cromatograficos obtidos mostrou semelhanca entre o extrato
preparado em escala reduzida com o preparado em escala ampliada. Os picos 1 (¢ =15,81
min), 2 (¢-= 19,37 min) e 3 (¢-= 20,33 min) apresentaram intensidades dos seus sinais com
valores muito proximos nos dois modos de crescimento, ndo havendo aparentemente
significativa diferenga no nimero de substancias produzidas pelo endofitico em ambos os
modos de crescimento, porém, o pico 4 (z- = 30,69 min) como mostrado no cromatograma
da Figura 05, apresentou-se como um pico intenso, sugerindo que o endofitico produziu em
escala ampliada (Figura 06) muito mais desse metabolico do que em escala reduzida.

Uma observacao pertinente com relagcdo as diferentes intesidades dos picos picos
foram observadas nos cromatogramas das Figuras 08 e 09, ¢ que durante o crescimento das
cepas, ocorreu o problema com o funcionamento do ar condicionado do laboratorio de

microbiologia.
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Com isso diferentes temperaturas no ambiente foram observadas, sendo esta uma
possivel justificativa para a produg¢ao diferenciada dos metabolitos produzidos por esta cepa.
A produgdo e concentragao produzidos pelos fungos de metabdlitos secundarios sdo
alterados pela temperatura, a composicao ¢ o grau de aeracao do meio (STROBEL et al.,
2004). Com isto observamos nos cromatogramas apresentados das Figuras 08 ¢ 09 que o
fungo pertencente ao género Bipolaris produz mais da substincia 4 em condi¢des de
temperatura mais elevada. Os picos numerados nos cromatogramas (1-4) sdo respectativos
aos das substancias isoladas neste trabalho.

Figura 08. Cromatograma representando o perfil do EAcOEt em pequena escala de Pg-Fj-
5 produzido pelo fungo Bipolaris sp. isolado das folhas de P. chiquitensis [Coluna
Analitica Phenomenex® Luna (2) C18, 250 x 4,60 mm d.i. x 5 um; Solvente A. H,0O +
0,01% TFA; Solvente B. MeOH + 0,01 % TFA. Gradiente de 5-100 % de B em 60 min;
vazdo de 1,00 mL min™'; A= 295 nm)].
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Figura 09. Cromatograma representando o perfil do EACOEt em escala ampliada
produzido pelo fungo Bipolaris sp. isolado das folhas de P. chiquitensis [Coluna Analitica
Phenomenex® Luna (2) C18, 250 x 4,60 mm d.i. x 5 um; Solvente A. H>O + 0,01% TFA;
Solvente B. MeOH + 0,01 % TFA. Gradiente de 5-100 % de B em 60 min; vazao de 1,00
mL min’'; A= 295 nm].
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Analise dos espectros no UV para o extrato de Pg-Fj(5), (Figura 10) mostra dois

padrdes distintos com maximos de absorg¢des. Os picos de 1 e 2 exibiram duas bandas, uma

com com Amax na faixa de 218-220 nm e uma segunda banda com Amax na faixa de 295-296

nm. Esse dado pode sugerir que os trés compostos fazem parte de uma mesma classe de

metabolitos, os quais possuem os mesmos grupos cromoforos e consequentemente perfis

bastante similares no espectro de UV.

O pico 4 apresentou DADrao distinto de absor¢do no espectro de UV, possuindo trés

bandas. uma primeira com Amax de 236 nm, uma segunda com Amax de 268 nm e uma terceira

com Amax de 303 nm, sugerindo asssim, pertencer a uma classe diferente de metabdlitos.

Figura 10. Espectros no UV dos picos 1-4 do EAcOEt de Pg-Fj(5)-2 produzido pelo fungo
Bipolaris sp isolado das folhas de P. chiquitensis; A= 295 nm.
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4.3.2. Pg-CJ (8) — Fusarium sp.

A avaliagdo dos perfis cromatograficos obtidos de Pg-Cj(8), apresentou
qualitativamente semelhanga entre o extrato AcOEt preparado em pequena escala com o
extrato preparado em escala ampliada, porém houve diferengas significativas com relacao a
quantidade de substancias produzidas por esses extratos. Na figura 11 ¢ apresentado os perfis
cromatograficos do crescimento em pequena escala (A), em escala ampliada (B) ¢ a
sobreposi¢cdo dos cromatogramas em ambas escalas de crescimento (C). Os picos numerados
nos cromatogramas (1-6) sdo respectativos aos das substancias isoladas neste trabalho.

Figura 11. Cromatograma representando o perfil do EAcOEt de C8 realizado em pequena
escala (A); escala ampliada (B); e da sobreposi¢ao de ambas escalas de crescimento (C),
produzido pelo fungo endofitico Fusarium sp Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ®
C18, 250 x 4,60 mm d.i. x 5 um; Solvente A. H,O + 0,01 % TFA; Solvente B. ACN + 0,01
% TFA. Gradiente de 5-100 % de B em 60 min; vazdo de 1,00 mL min™'; A= 270 nm].
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Como pode ser visto no cromatograma C da Figura 11, a intensidade dos picos do
cromatograma do crescimento em pequena escala, com tempos de retengao inferiores a 13,00
min estdo mais intensos do que os mesmos picos correspondentes ao da escala ampliada. No
crescimento em escala ampliada € evidente a produ¢do pelo Fusarium sp de um metabolito

nao produzido em pequena escala, pico com #- = 21,95 min.

4.4 FRACIONAMENTO DO EAcOEt EM SEPHADEX E ANALISE POR CCD

Os EAcOEt de Pg-Fj(5) e Pg-Cj(8) foram fracionados por cromatografia de
permeagdo em gel Sephadex LH-20 usando MeOH como eluente. Neste tipo de
cromatografia, os compostos sdo separados de acordo com o seu peso molecular
(GELLERSTEDT, 1992; STEFFECK et al., 2002), ou seja, moléculas maiores sdo eluidas
mais rapidamente pelo gel enquanto que as moléculas menores movem-se mais lentamente
por terem um longo caminho a percorrer. As fragdes foram analisadas por CCD e as que
apresentaram  mesmos valores de Rr e semelhante coloracdo apds reveladas com

anisaldeido/H>SO4 foram reunidas.

4.5.1 Pg-Fj(5)

O EAcOEt de Pg-Fj(5) forneceu 80 fracdes que foram reunidas nos seguintes grupos.
1-17, 18-23, 24-29, 30-38 ¢ 39-43. Na Figura 12 ¢ apresentada a CCD do extrato e também
das reunides das fragdes provenientes do fracionamento do Sephadex LH-20. O

fracionamento e purificagdo do E AcOEt esta representado na figura 13.

Figura 12. Analise por CCD das fragdes obtidas do fracionamento por Sephadex LH-20;
Sistema de solventes. CHCI3/MeOH/n-PrOH/H>0 (5.6.1.4,v/v/v/v); 1) Fr. 1-17; 2) Fr. 18-
23; 3) Fr. 24-29; 4) Fr. 30-38 e 5) Fr. 39-43.
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Figura 13. Fluxograma do fracionamento e purificacdo do EACOEt C8 (Bipolaris sp.).
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4.5.2. PG-CJ(S)

O EAcOEt de Pg-Cj(8) foi fracionado e forneceu 79 fracdes as quais foram
submetidas a analise por CCD (Figura 14). As fragdes que apresentaram mesmos valores de
Rr e semelhante coloragdo apds reveladas com anisaldeido/H2SO4 (A) e UV 254 nm (B)
foram reunidas, e entdo essas reunides denominadas de A-G, na Figura 011 ¢ apresentada a

CCD dos extratos e das reunides obtidas do fracionamento por Sephadex LH-20.

Figura 14. Analise por CCD dos extratos, fracdes obtidas do fracionamento por sephadex
LH-20 e substancias isoladas; Sistema de solventes. CHCI3/AcOEt (7:3,v/v); C8) Extrato
em pequena escala; C8-2) Extrato em escala ampliada; A-F) reunides das fracdes obtidas
do fracionamento por Spdx. A) Fr.1-23; B) Fr. 24-29; C) Fr. 30-32; D) Fr. 33-39; E) Fr.
40-49 ¢ F) Fr. 50-79.

C8C82 A B CDE F C8C82 A B CDE F

4.5 ISOLAMENTO DAS SUBSTANCIAS POR CLAE- DAD

4.5.1. Pg-Fj (5)- Bipolaris sp.

O cromatograma da Figura 15 ¢ referente a reunido das fragdes 18-23, provenientes
do fracionamento por Sephadex LH-20. Essa fracdo foi purificada por CLAE- DAD
preparativo, onde as condi¢des experimentais estdo apresentadas no item 3.1.16. As
substancias B1 (1,4 mg), B2 (3,0 mg) e B3 (2,1 mg) foram isoladas. As analises dos espectros
no UV, RMN e EM possibilitaram sugerir uma proposta estrutural para a substancia B1.
Para as susbtancias B2 e B3 foram registrados os RMN de 'H e estdo discutidos nos itens

4.7.1 e 4.7.2, respectivamente.
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Figura 15. Cromatograma da Fr.18-23 proveniente do sephadex LH-20 [Coluna Analitica
Phenomenex® Luna (2) C18, 250 x 4,60 mm d.i. x 5 um; Solvente A. H>O + 0,01% TFA;
Solvente B. MeOH + 0,01 % TFA. Gradiente exploratério de 5-100 % de B em 60 min;
vazao de 1,00 mL min-1; A=295 nm)].
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4.5.2. Pg-Cj(8) - Fusarium sp.

Os cromatogramas por CLAE- DAD das Figuras 17 e 18, Tabela 06 representam as
substancias isoladas S1-S6 provenientes das fragdes reunidas A (1-23), B ( 24-29) ¢ E (40-
56). Da fragdo A foram isoladas as substancias S1 (1,0 mg) e S2 (12,0 mg. Da fracdo B
foram isoladas as s substancias S3 (24,0 mg), S5 (3,0 mg) e S6 (1,5 mg). E finalmente a
fracdo E .forneceu a substancia S4 (0,5 mg). O fracionamento e purificagdo do EAcOEt

estao representados na figura 16.

Tabela 06. Substancias isoladas do EAcOEt C8 do Fusarium sp.
Substincia Reuniio do Sephadex t.(min) Massa (mg)

S1 A 13,00 1,0
S2 A 15,93 12,0
S3 B 21,93 24,0
S4 E 26,80 0,5
S5 B 35,80 3,0
S6 B 41,50 1,5




Resultados e Discussido 61

Figura 16. Fluxograma do fracionamento e purificagdo do EACOEt C8 (Fusarium sp.).
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Figura 17. Cromatogramas A, B e C das substancias S1-S3 isoladas por CLAE- DAD
semipreparativo. [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ® C18, 250 x 4,60 mm d.i. x

5 um; Solvente A. H,O + 0,01% TFA; Solvente B. ACN + 0,01 % TFA. Gradiente

exploratério de 5-100 % de B em 60 min; vazio de 1,00 mL min!; A=270 nm].
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Figura 18. Cromatogramas A, B e C das substancias S4-S6 isoladas por CLAE- DAD
semi-preparativo. [Coluna Analitica Thermo Hypersil Gold aQ® C18, 250 x 4,60 mm d.i. x
5 um; Solvente A. H,O + 0,01% TFA; Solvente B. ACN + 0,01 % TFA. Gradiente

exploratério de 5-100 % de B em 60 min; vazdo de 1,00 mL min™'; A= 270 nm].
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4.6. ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA B4 POR COLUNA CROMATOGRAFICA

A reunido das fracdes 24-29 obtidas do fracionamento por Sephadex de Pg-Fj(5) foi
purificada por cromatografia em coluna, utilizando silica gel como fase estacionaria. Foram
necessarias duas etapas de purificagdes para obter a substancia isolada B4 (16,0 mg). Essa
substancia foi injetada no CLAE- DAD analitico, a purificagdo por coluna cromatografica
com a fase estacionaria silica foi eficiente, como pode ser visto no cromatograma ilustrado
na Figura 19. A substancia B4 apresentou ¢ = 30,69 min. nas condigdes experimentais

utilizadas.

Figura 19. Cromatograma mostrando o pico da substancia B4, isolada por CC [Coluna
Analitica Phenomenex® Luna (2) C18, 250 x 4,60 mm d.i. x 5 um; Solvente A. H,0O +
0,01% TFA; Solvente B. MeOH + 0,01 % TFA. Gradiente exploratorio de 5-100 % de B
em 60 min; vazdo de 1,00 mL min™'; A= 295 nm].
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Na Figura 20 ¢ apresentada a andlise por CCD, eluida com CHCIl3/AcOEt (7.3,v/v)

A 13

erevelada com iodo, os trés “spots” representam as reunides das fragdes da primeira tentativa
de purificacdo (Fr), a substancia isolada 4 obtida da purificagdo de Fr (C1) e das impurezas

de Fr (C2).

Figura 20. Analise por CCD da substancia B4 purificada por cromatografia em coluna de
silica; Sistema de solventes. CHCls/AcOEt (7:3,v/v).
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4.7 ELUCIDACAO ESTRUTURAL

4.7.1 Substancia B1

No espectro de hidrogénio da substancia B1 (Figuras 21 e 22) foram observados
sinais de hidrogénios olefinicos em & 5,74; 5,76; 7,04 a o 7,08 além de sinais de
deslocamentos quimicos de hidrogénios alifaticos na regido (6 0,90 a 6 2,20) referentes a
hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos. Analise das integrais sugere a presenca 33

hidrogénios na molécula.

Os seis sinais de deslocamentos quimicos dos hidrogénios em. ¢ 7,04 ¢ 6 7,08 (1H
cada, d, J=9,6 Hz ), atribuidos para os hidrogénios H6 e H24; 66,05 ¢ 6 6,15 (1H cada, ¢,
J=17,8 Hz) correspondentes aos hidrogénios H34 ¢ H31'e 65,74 ¢ 65,76 (1H cada, d, J/=9,6
Hz), para os hidrogénios H25¢ H7'. Os deslocamentos de hidrogénios metilénicos foram
observados em 62,12 (2H, m); 2,02 (2H, m), ¢ 61,99 (2H, m) correspondentes a H32, H35
e H29, respectivamente. O espectro apresentou também sinais de hidrogénios metilicos em
01,44 3H)e 61,33 (3H cada, s5). H37 e H38', e também em 60,92 (3 H) ¢ 60,91 (6H , td,
J= 7,4 Hz) atribuidas a H33, H36 e H30 respectivam,ente.

O espectro de RMN '*C (Figura 23) evidenciou a presenca de 27 sinais de carbonos,
incluindo deslocamentos quimicos de carbonila ligada a nitrogénio 6 167,2; 151,9 (C12,
Cl4 e C17, C13), e de duas carbonilas de grupo cetona em 6197,8 ( C8) e 6 196,9 (C26).
Os sinais de carbonos metinicos foram observados em ¢ 57,0 (C4), 6 56,3 (C22), 6 86,3
(C19), além de sinais de carbono carbindlico & 90,3 (C20). Os carbonos sp?> foram
confirmados com deslocamentos quimicos em ¢ 152,2 (C6), 0 151,9 (C24), 6 148,6 (C34),
0 147,7 (C31"), 6 130,4 (CS), 6 129,9 (C23), 6 121,4 (C28), 6 121,0 (C25). Os carbonos
correspondentes as cinco metilas apresentaram os seguintes deslocamentos: ¢22,7 (C38), o
22,9 (C37), 6 13,3 (C33 e C36) e 0 13,3 (C30). E finalmente, foi possivel observar os
carbonos de grupos metilénicos em 622,7 (C29 e C35) e 19,5 (C32).

No experimento COSY (Figura 24) ¢ evidente a correlacdo entre os hidrogénios
olefinicos em 67,04 (H6) com o hidrogénio em 65,74 (H25); assim como dos hidrogénios
olefinicos em ¢ 7,08 (H24) e 6 5,76 (H7), confirmando a parte olefinica. O hidrogénio
olefinico em 66,05 (H34) apresentou correlagdo com os hidrogénios metilénicos em 61,99
(H35) e 60,92 (H33), respectivamente. Também foram observadas as correlagdes de 06,15
(H24) com 62,12 (H32 ) e 60,92 (H30), respectivamente.
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Os deslocamentos quimicos observados no experimento de mapa de contorno HSQC
(Figura 25) possibilitou atribuir a '/ os hidrogénios com seus respectivos carbonos (Tabela
07).

Os experimentos de mapa de contorno HMBC (Figura 26) possibilitou verificar as
correlagdes a °J existentes entre o hidrogénio olefinico em &7,04 (H6) com os carbonos &
57,0 (C4), 6130,4 (C5),e 6197,8 (Cl); e também do hidrogénio olefinico em 7,08 (H24)
com os carbonos J 56,3 (C22), 6 129,9 (C23), o 147,7 (C24), e 6 196,9 (C26). Para
estabelecer a posi¢do do carbono da carbonila com o deslocamento quimico em 6 167,2
(C13) obsevou-se no experimento HMBC a correlagdes a °J dos hidrogénios em & 4,43
(H9), (Figura 23).

Os experimentos de mapa de contorno HMBC 'H-'>N (Figura 22) possibilitou
verificar as correlagdes a °J existentes entre os hidrogénios metilicos em & 1,33 (H38) e
também dos hidrogenios metinico oxigenado 61,43 (H37) com o deslocamento quimico do
nitrogénio em 6 208,9 (NO).

Com estas informagdes, aliados a informacao do deslocamento quimico dos carbonos
C-5e C-7 (0 57,0 e o 63,9) foi possivel propor a existéncia de um epoxido e as posigdes
das metilas nesta parte da estrutura (Figura 25).

O experimento HSQC-TOCSY (Figura 23) possibilitou atribuir os hidrogénios
ligados diretamente aos seus respectivos carbonos a ’J (C-H) além da informacido da
sequéncia dos carbonos ligados aos hidrogénios do mesmo sistema de spins. Quatro
sequéncias foram estabelecidas, sendo o hidrogénio da posi¢do H-6 com deslocamento
quimico em ¢ 7,04 que apresentaram correlagdo com o carbono ¢ 120,9 (C-7) e a outra
sequéncia sendo 66,15 com o carbono 121, 0 (C-25). O hidrogéncio com deslocamento
quimico 6,05 faz correlagdo com C35 e C36 respectivamente. Os hidrogénios da outra parte
da molécula 6,15 faz correlagdo com os C32 e 33, estabelecendo portanto a sequencia desta
parte da molécula. Na Figura 23 esta sendo apresentada as correlagdes HSQC TOCSY para
a estrutura da substancia B1.

Para atribuir outros sinais observados no espectro de RMN de 'H, nfio pertencentes a esta
molécula, foi realizado o experimento de RMN de DOSY (Figura 24). Esta técnica permite
a detec¢ao de impurezas, podendo ser utilizada até mesmo para analisar misturas complexas
e baseia-se no coeficiente de difusdo das substancias presentes em mistura, sendo possivel

determinar quais sdo os sinais do espectro de 'H que pertencem a cada uma das substancias
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quando apresentam diferentes valores de difusdo (Vizzotto, 2004). Portanto, o experimento
de RMN de DOSY (Figura 24) confirmou que os sinais do espectro de RMN de 'H com
deslocamento quimico em ¢ 1,05 (2H, ¢) e ¢ 3,44 (1H, quadrupleto) nao pertencem a
substancia B1.

A Figura 26 mostra as correlagdes entre os hidrogénios e os carbonos ja estabelecidos
pelos experimentos COSY, HMBC e HMBC 'H-!°N discutidos e apresentados na Tabela 07.

O espectro de massas foi registrado no modo positivo, sendo estabelecido a formula
da molécula como sendo C33H36N4Os, com 0 ion da molécula protonada em [M + H]" em
m/z 617, na figura 32. A figura 30 apresenta uma proposta estrutural para esta molécula.

Na literatura existem poucos artigos que apresentam dados de substancias isoladas
do fungo do género Bipolaris. O trabalho de Siriwach e colaboradores (2014) apresenta a
elucidagdo estrutural da Bipolamida A e B, isoladas de Bipolaris sp; uma outra Bipolaramida
isolada da espécie B. sorokiniana por Maes e colaboradores (1982), foi identificada como
dioxopiperazina, um alcaldide indélico (SOMEI E KAWASAKI, 1996). Os alcaloides sdo

produzidos por fungos e apresentam diversas atividades bioldgicas (Xu et al., 2014).
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Tabela 07. Dados de RMN de 'H *C (600 e 150 MHz, em DMSO-ds)da substincia B1.

POSICAO s13C S5'H (Hz) COSY HMBC
1 - - - -
2 73,2 (Cq) -
3 129,0 (Cq) -
4 57,0 CH 3,43 - -
5 1304 (Cq) - - -
6 152,2 CH 7,04 (d,J9,6) 5,6 57,0; 130,4; 148,6; 197,8
7 120,9 CH 576 (d,J9,6) 7,04 73,5, 130,4
8 197,8 - - -
9 73,5 (Cq) 4,43 (s) - -
10 - - - -
11 - - - -
12 167,2 -
13 151,9 -
14 167,2 -
15 57,1 (Cq) - - -
16 - -
17 151,9 -
18 - -
19 86,3 (Cq) -
20 90,3 (CH) 2,22
21 48,8 (CH2)  3,16¢3,10
22 56,3 (Cq) 3,43
23 1299 (Cq) -
24 151,9(CH)  7,08(d,J9,6) 5,74 13,3; 56,3; 1477
25 121,4 (CH) 5,74 (d,J=9,6) 17,08 73,4;129.9
26 196,9 . - -
27 29,3 (CHz) 2,30 (m)
28 121,0 (CH) 5,84 (t,J 7,8)
29 22,7(CHz) 1,99 (m)
30 13,3(CH3) 0,92 (dt,J 9,6)
31 147,7(CH)  6,15(d,J 9,6) 2,12 13,3; 56,3; 147,7
32 19,5(CHz) 2,12 (m) 0,92 13,3; 129,9; 1477
33 13,3 (CHs) 092 (dt, J9,6) - 19,5; 147,7
34 148,6 (CH) 6,05 (1, J7.,8) 2,02 13,5; 57,0; 152,2
35 22,7(CHy) 2,02 (m) 6,05 13,5; 130,4; 148,6
36 13,3(CH;) 0,92 (dt,J9,6) - 22,7, 148,6
37 22,9 (CHs) 1,44 (s) - 73,2
38 22,7(CHs) 1,33 (s) - 86,3; 90,3
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Figura 21. Espectro de RMN 'H (600 MHz, DMSO-d;) da substancia B1.
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Figura 22. Ampliacdo do espectro de RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) da substancia B1.
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Figura 24. Espectro de COSY (600 MHz, DMSO-ds) da substancia B1.
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Figura 25. Mapa de contorno HSQC (600 MHz, DMSO-ds) da substancia B1.
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Figura 26. Mapa de contorno HMBC (600 MHz, DMSO-ds) da substancia B1.
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Figura 27. Mapa de contorno HMBC 'H-'°N (600 MHz, DMSO-de) da substancia B1.
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Figura 28. Mapa e contorno HSQC-TOCSY (600 MHz, DMSO-ds) da substancia B1
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Figura 29. Espectro de RMN de DOSY (600 MHz, DMSO-ds) da substancia B1.
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Figura 30. Correlacdes HSQC-TOCSY da substancia B1.
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Figura 32. Espectro de massas full scan ESI-IT-MS (modo positivo) substancia B1
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4.7.2 Substancia B4

O espectro de RMN de 'H da substancia B4 (Tabela 08, Figura 34) apresentou dois
sinais de hidrogénios aromaticos meta-acoplados (d,J =2,5 Hz) § 6,32 ¢ 6 6,28, que foram
atribuidos a H-3 e H-5 respectivamente. E também evidente um tripleto em 61,26 (3H, ¢, J=
7,0 Hz), correspondente a uma metila CH3-14. Os deslocamentos quimicos de hidrogénios
metilénicos foram observados em 64,18 (2H, q, J= 7,2 Hz), 63,87 (2H, s), correspondentes
aos H9 e H7, respectivamente. Ainda foi observado um singleto em ¢ 2,60 (3H, s)
correspondente a uma outra metila, que foi atribuida CHz-12.

No experimento COSY (Figura 35) observa-se a correlagdo entre os hidrogénios o
4,18 CH2-9 com os hidogénios em ¢ 1,26 CH3-10.

Os experimentos HSQC (Figura 36) possibilitaram atribuir os hidrogénios a seus
respectivos carbonos e estdo demonstrados na Tabela 08.

No espectro de HMBC (Figura 37) pode-se observar sinais de carbonos referentes
a carbonila de cetona em & 203,4 e de éster em 0 170,9. Estes deslocamentos quimicos
puderam ser observados pela correlacdo a 2/ e a >J existente entre os hidrogénios 63,87 ¢ &
4,18 com o carbono do grupo éster em o 170,9 (COO-8). Também foi observado a correlagao
a 2J entre os hidrogénios em & 2,60 com a carbonila do grupo cetona em § 203,4 (C=0-11).
A correlagdo dos hidrogénios aromdticos foram observados respectivamente entre 6 6,32 (H-
5) com os carbonos em o 112,3 (C-3) e entre o hidrogénio em ¢ 6,28 (H-3) com os carbonos
0(102,4, C-5;115,7, C-1; 41,6, C-7).

O espectro de ESI-IT-MS (full scan - modo negativo), (Figura 38) evidenciou o ion
da molécula desprotonada em m/z 237 [M-H]’, confirmando que esta molécula possui a
formula molecular C12H140s. O espectro MS? (Figura 39) mostra a perda de [M. 46. HJ-
formando o ion em m/z 191. Portando esta molécula foi identificada como sendo Etanoato

de etila-2-(2-acetil-4,6-diidroxifenil), Figura 40.
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Tabela 08 . 'H *C (300 e 75 MHz, em CHCI3) mono e bi-dimensionais da
substancia B4.

POSICAO *§ 13C S'H COSY HMBC

1 115,7 - - -

2 137,4 - - -

3 112,4 6,28 (dd, J=2.5 Hz) - 41,6;102,9; 115,7

4 sk - - -

5 103,1 6,32 (dd, J=2.5 Hz) - 112,3

6 kk _ _ _

7 41,5 (CH2) 3,87 (s) - 112,3; 115,7; 137,4; 170,9
8 170,9 (Cq) - - -

9 61,4 (CHy) 4,17 (q,J=72Hz) - -

10 13,9 (CHs) 1,26 (t,J=7.0Hz) 4,17 612
11 203,4 (Cq) - ] B}
12 31.91 (CH3) 2.60(s) - 203.59

*Sinais atribuidos pela analise HSQC e HMBC
** n.d. sinas nao detectados
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. Figura 34. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl5) da substancia B4
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Figura 35. Espectro de RMN de COSY (300 MHz, CDCI5) da substancia B4.
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Figura 36. Mapa de contorno HSQC (300 MHz, CDCl3) da substancia B4.
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Figura 37. Mapa de contorno HMBC (300 MHz, CDCI3) da substancia B4.
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Figura 39. Espectro ESI-IT-MS (modo negativo) da substancia B4.
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4.7.3 SUBSTANCIA S1 — Fusarium sp.

O espectro de RMN de 'H da substancia S1 (Tabela 09, Figura 41) apresentou dois
sinais de hidrogénios aromaticos com deslocamentos quimicos em ¢ 8,13 (sL) e 6 7,69 (sL),
que foram atribuidos a H-2 ¢ H-6, respectivamente. E também evidente um singleto largo
em 02,69 (3H, sL), correspondente a uma metila CH3-12. Os deslocamentos quimicos de
hidrogénios metilénicos foram observados em o6 2,36 (2H, sL), 62,79 (2H, sL) e ¢ 5,01
(2H, d, J=11,7 Hz), correspondentes aos HS8, H7 e H10, respectivamente. Ainda foi
observado um singleto largo em 6 8,36 (1H, sL) caracteristico de hidrogénio ligado a
nitrogénio, que foi atribuido ao hidrogénio na posi¢do 5’ ligados ao nitrogénio.

No experimento COSY (Figura 42) ¢ evidente a correlagdo entre os hidrogénios o
2,36 CHz-2' com os hidrogénios em 62,79 CH-1', e também entre os hidrogénios ¢ 5,76
CH-3' com os hidrogénios em 6 5,01 CHz-4' e 6 2,36 CH»-2".

Os experimentos HSQC (Figura 43) possibilitaram atribuir os hidrogénios a seus
respectivos carbonos e estdo demonstrados na Tabela 08.

No espectro de HMBC (Figura 44) pode-se observar a correlacdo dos hidrogénios
aromaticos que foram observados respectivamente entre ¢ 8,37 (H-6) com os carbonos o
137,6 (C-4), 6 142,1 (C-5) e 6 147,0 (C-2), entre os hidrogénios em ¢ 8,01 (H-6) com o
carbono ¢ 142,1 (C-5) e também entre o hidrogénio em ¢ 7,60 (H-4) com o carbono em o

148,6 (C-6).

Portando os dados apresentados sugerem que esta substincia seja a 3,4-
Piridinadiamina, N*-1-metil-5-(3-buten-1-il), o espectro de messas de segunda ordem esta

apresentado na figura 45 e a respectiva estruturura quimica na Figura 46.
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Tabela 09 . 'H ¢ '*C (600 MHz, em CDCl3) mono e bidimensionais da substancia S1.

POSICAO RS o'H COSY HMBC
1 - - - -
2 124,1 (CH) 8,13 (sL) - -
3 119.,6 (Cq) - - -
4 137.,6 (Cq) - -
5 130,9 (Cq) - -
6 138,3 (CH) 7,69 (sL) -
7 34,6 (CH3) 2,69 (sL) -
1 32,3 (CHa) 2,79 (s) -
2' 34,3 (CHa) 2,36 (sL) 2,79 -
3 138,6 (CH) 5,76 (sL) 2,36; 5,01 -
4 116,4 (CHa) 5,01 (dd, J=7,2 Hz) -
5' - 8,36 (sL) -

6' - - - -
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Figura 41. Espectro de RMN 'H (600 MHz, CDCl;3) da substancia S1.
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Figura 42.Espectro de RMN de COSY (600 MHz, CDCl3) da substancia S1.
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Figura 44. Mapa de contorno HMBC (600 MHz, CDCI3) da substancia S1.
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4.7.4 SUBSTANCIA S2 - Fusarium sp.

O espectro de RMN de 'H da substancia S2 (Tabela 10, Figura 47) apresentou trés
sinais de hidrogénios aromaticos com deslocamentos quimicos em ¢ 8,57 (d, J=1,8 Hz)
meta-acoplado com o hidrogénio 67,89 (dd, J=2,1), sendo este orto-acoplado com 6 8,01
(d, J=17,8 Hz), que foram atribuidos a H-6, H-4 e H-3 respectivamente. E também evidente
um tripleto em ¢ 0,90 (3H, ¢, J= 7,2 Hz), correspondente a uma metila CH3z-11. Os
deslocamentos quimicos de hidrogénios metilénicos foram observados em o 2,68 (2H, ¢,
J=7,8 Hz), e o 1,58 (2H, quinteto, J=7,2 Hz) e 6 1,30 (2H, sexteto, J=7,2 Hz),
correspondentes aos H8, H9 e H10, respectivamente. A multiplicidade dos hidrogénios H-
9 ¢ H-10 demonstradas como quinteto e sexteto, justifica a atribui¢ao destes hidrogénios
metilénicos. Ainda foi observado um singleto largo em 64,92 (2H, sL) sugerindo a presenca
de um hidrogénio ligado a nitrogénio, que foi atribuido aos hidrogénios na posi¢ao 12 ligado
ao nitrogénio. O espectro de RMN 3C (Figura 48) mostrou a presenca de sinais de 10
atomos de carbono, sendo em ¢ 165,6 o de uma carbonila.

No experimento COSY (Figura 49) ¢ evidente a correlagdo entre os hidrogénios o
1,30 CH»-10 com os hidogénios em ¢ 0,90 CH3z-11, e também entre os hidrogénios o 8,01
CH-3 com os hidogénios em o6 7,89 CH-4.

Os experimentos HSQC (Figura 50) possibilitaram atribuir os hidrogénios a seus
respectivos carbonos e estdo demonstrados na Tabela 10.

No espectro de HMBC (Figura 51) pode-se observar sinais de carbonos referentes
a carbonila de amida em & 165,6 (C7). Estes deslocamentos quimicos puderam ser
observados pela correlagdo a *J existente entre os hidrogénios & 8,01. A correlagio dos
hidrogénios aromaticos foram observados respectivamente entre & 8,01 (H-3) com os
carbonos 0 31,7 (C-8), 8 145,6 (C-2) e 5 148,8 (C-6).

O espectro ESI-QOtrap-MS (Figura 51) apresentou ion da molécula protonada em
180.1019, confirmando entdo formula molecular desta substancia ¢ a CioH14NOz, sendo

esta este o acido fusarico (Figura 52).
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Tabela 10 . 'H e '3C (300 e 75 MHz, em DMSO-ds) mono e bidimensionais da
substancia S2.

POSICAO  *§ 13C o'H COSY HMBC
1 - - - -
2 145,6 (Cq) - - -
3 124,1 (CH) 8,01 (d, J=7.,8 Hz) 7,89 142,1
4 137,7(CH) 7,89 (dd,J=2,1e8,1 Hz) - 31,7; 145,6;148,8
5 142,1 (Cq) - - -
6 148,8 (CH) 8,57 (d,J=1,8 Hz) 7,89; 8,01 31,7; 137,7; 145,3
7 165,6 (C=0) - - 124,1
8 31,7(CH2) 2,68 (t, J=7,8 Hz) 1,58 32,5; 137,7; 142.1
9 32,5(CH2) 1,58 (g, J=7,2 Hz) 1,30 13,7; 31,7; 142,1
10  21,7(CHz) 1,30 (sext, J=7,2 Hz) 0,90 -
11 13,7 (CHs) 0,90 (¢, J=7,2 Hz) - 21,7;32,5
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Figura 47. Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) da substancia S2.
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Figura 48. Espectro de RMN '3C (75 MHz, DMSO-ds) da substancia S2.
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Figura 50 Mapa de contorno HSQC (300 MHz, DMSO-ds) da substancia S2.
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Figura 52. Espectro ESI-Qtrap-MS (modo negativo) da substancia S2.
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4.7.5 SUBSTANCIA S3 — Fusarium sp.

O espectro de RMN de 'H da substancia S3 (Tabela 11, Figura 54) apresentou sinais
caracteristicos de hidrogénios inddlicos, sendo trés sinais de hidrogénios aroméaticos com
deslocamentos quimicos em 067,23 (d, J=2,5 Hz) meta-acoplado com o hidrogénio 67,10
(ddd, J=1,2 ¢ 7,5 Hz), sendo este orto-acoplado ao hidrogénio com deslocamento quimico
em 07,48 (dd, J=7,5 Hz). Estes sinais foram atribuidos aos hidrogénios H-3, H-5 e H-6,
respectivamente. Os sinais com deslocamento H-8 e H-9 pertencente ao anel indolico,
atribuido ao hidrogénio H-8, ¢ meta-acoplado com o hidrogénio com deslocamento quimico
em 06,98 (ddd, J=17,5Hz)e 7,36 (dd, J=8,1 Hz), sendo atribuidos portanto ao hidrogénio
aromatico H-6. O deslocamento quimico do hidrogénio metilénico foi observado em 6 3,63
(2H, s). E também evidente um singleto em & 10,89 correspondente a0 NH-1 do anel
indolico.

No experimento COSY (Figura 55) foram observados as correlagdes entre os
hidrogénios com deslocamento quimico em 67,23 CH-3 ¢ 67,10 CH-5, e também entre os
hidrogénios 67,10 CH-4 com o 67,48 CH-6.

Os experimentos HSQC (Figura 56) possibilitaram atribuir os hidrogénios a seus
respectivos carbonos e estdo demonstrados na Tabela O1.

No espectro de HMBC (Figura 57) pode-se observar sinais de carbonos referentes
a carbonila da funcdo acido carboxilico em 6 173,2 (C-11). Este deslocamento apresentou
correlagdo a>Jcom o hidrogénio em 63,63 (CHz-10), possibilitando atribui-lo na estrutura.
As correlagdes dos hidrogénios aroméaticos foram observados respectivamente entre 6 7,23
(H-3) com os carbonos 6 107,7 (C-4), 6 127,2 (C-5) e 6 136,1 (C-7), e entre & 7,48 (H-6)
com os carbonos & 121,0 (C-2) e § 127,2 (C-5). As correlagdes a °J dos hidrogénios do anel
indodlico foram observadas entre 6 6,98 (H-8) com o carbono & 127,2 (C-5), e entre & 7,36
(H-9) com os carbonos 6 118,4 (C-8) e 6 127,2 (C-5).

O espectro de ESI-MS no modo negativo (Figura 58) evidenciou o ion com baixa
intensidade da molécula desprotonada [M - H] em m/z 174.0. Espectro de MS/MS (Figura
59) forneceu o ion produto em m/z 129.9, referente a perda de CO> [M. 44. H]", confirmando
que esta molécula possui a formula molecular CiopH9oNO,. Portando esta molécula foi

identificada como sendo Acido 2-(1H-indol-6-il)-acético (Figura 60).
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Tabela 11. Dados de RMN de 'H e 3C (300 e 75 MHz, em DMSO-ds) mono e
bidimensionais da substancia S3.

POSICAO *§BC 0'H COSY HMBC
1 - 10,89 (s) - -
2 121,0 (Cq) - - -
3 123,9 (CH) 7,23, (d,J=2,5 Hz) 7,10; 6,98 107,7; 127,2; 136,1
4 107,7 (Cq) - - -
5 127,2 (CH) 7,10 (ddd,J=1,2¢7,5 Hz) 723;748 118,5; 136,1
6 118,5 (CH) 7,48 (dd,J=7,5 Hz) 6.98; 7,36 121,0; 127,2
7 136,1 (Cq) - - -
8 118,4 (CH) 6,98 (ddd, J=7,5¢7,5 Hz) 7,36 127,2
9 111,4 (CH) 7,36 (dd, J=8,0 Hz) 6,98 118,4; 127,2
10 31,0(CHz) 3,63 (s) - 107,7; 127,2; 1732
11 173,2 (C=0) - - -
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Figura 54. Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) da substancia S3.
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Figura 55. Espectro de RMN '3C (75 MHz, DMSO-ds) da substancia S3.
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Figura 57. Mapa de contorno HSQC (300 MHz, DMSO-ds) da substancia S3.
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Figura 59. Espectro ESI-MS (modo negativo) da substancia S3.
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4.7.6 SUBSTANCIA S4 - Fusarium sp.

O espectro de RMN de 'H da substincia S4 (Tabela 12, Figura 62) apresentou trés
sinais de hidrogénios aromaticos com deslocamentos quimicos em & 8,37 (sL), 0 8,00 (sL)
e 0 7,60 (sL), que foram atribuidos a H-6, H-3 e H-4 respectivamente. E também evidente
um tripleto em 60,86 (3H, ¢, J= 7,2 Hz), correspondente a uma metila CH3-16. Os
deslocamentos quimicos de hidrogénios metilénicos foram observados em o 2,58 (2H, ¢,
J=7,8 Hz), 61,58 (2H, sL), 6 1,53 (2H, sL) e 061,28 (2H, sL, J=7,2), correspondentes aos
HI12, H13, H14 e H15, respectivamente. A multiplicidade dos hidrogénios H-9 e H-10
demonstradas como quinteto e sexteto, justifica a atribuicao destes hidrogénios metilénicos.
Ainda foi observado um singleto largo em 68,50 (1H, sL) caracteristico de hidrogénio ligado
a nitrogénio, que foi atribuido ao hidrogénio na posi¢ao 12 ligados ao nitrogénio.

No experimento COSY (Figura 63) ¢ evidente a correlagdo entre os hidrogénios o
1,28 CH2-10 com os hidrogénios em 60,86 CH3z-11, e também entre os hidrogénios ¢ 8,01
CH-3 com os hidrogénios em 6 7,60 CH-4.

Os experimentos HSQC (Figura 64) possibilitaram atribuir os hidrogénios a seus
respectivos carbonos e estdo demonstrados na Tabela 13.

No espectro de HMBC (Figura 65) pode-se observar a correlagdo dos hidrogénios
aromaticos que foram observados respectivamente entre 6 8,37 (H-6) com os carbonos o
137,6 (C-4), 6 142,1 (C-5) e 6 147,0 (C-2), entre os hidrogénios em ¢ 8,01 (H-6) com o
carbono ¢ 142,1 (C-5) e também entre o hidrogénio em ¢ 7,60 (H-4) com o carbono em o
148,6 (C-6).

O espectro de ESI-MS no modo positivo (Figura 58) evidenciou o ion da molécula
protonada com alta intensidade [M + H]" em m/z 237, confirmando que esta molécula possui
a formula molecular C13H20N20:. Portando esta molécula foi identificada como sendo 2-

Piridinametilamina-N®-metil-5-hexanoato (Figura 67).
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Tabela 12 . 'H ¢ '3C (600 MHz, em CDCls) mono e bidimensionais da substancia S4.

POSICAO *513C S'H COSY HMBC
1 - - - -
2 147,0 (Cq) - - -
3 122,2 (CH) 8,01 (d, J=5,5 Hz) 7,60 142,1
4 137,6 (CH) 7,60 (d, J=5,2 Hz) 8,01 148.6
5 1421 (Cq) - - -
6 148.,6 (CH) 8,37 (sL) - 147,0; 142,1; 137,6
7 42,6 (CHa) 4,09 (s) - 124,1
8 - 8,30 - -
9 34,9 (CH3) 2,58 (sL) - -
10 - - - -
11 171,2 - - -
12 32,5 (CHa) 2,62 (sL) 1,53 142,1
13 27,2 (CHa) 1,53 (sL) - -
14 21,7 (CHy) 1,28 )sL) - -
15 21,7 (CHy) 1,29 (sL) - 13,7
16 13,7 (CHa) 1,26 (t, J=7,2 Hz) 1,29 21,7;32,5
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Figura 62. Espectro de RMN 'H (600 MHz, CDCls) da substancia S4.
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Figura 63.Espectro de RMN de COSY (600 MHz, CDCl3) da substancia S4.
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Figura 65. Mapa de contorno HMBC (600 MHz, CDCl3) da substancia S4.
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Figura 67. Estrutura quimica da substancia S4.
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4.7.7 SUBSTANCIA S5 — Fusarium sp.

A substancia S5 apresentou no espectro de RMN de 'H (Figuras 68 e 69, Tabela 13)
sinais de deslocamentos quimicos caracteristicos de um sesterterpeno, derivado de cinco
unidades isoprénica (SANTINI et al., 1996). Foram observados cinco sinais de hidrogénios
metilicos 60,85 (3H, s); 01,16 (3H, d=7,2 Hz); 1,46 (3H, s) e 1,58 (6H, s); trés hidrogénios
olefinicos 65,10 (1H, m), 5,23 (1H, m) e 5,26 (1H, m), e sinais de hidrogénios metilénicos
entre 0 1,48 e & 2,24. Sinais de hidrogénios metinicos foram observados em ¢ 2,62 (1H,
quadrupleto, J=9,6 Hz) ¢ 2,50 (1H, m).

O espectro de RMN de '*C (Figura 70) evidenciou 25 sinais de carbonos sendo que
em 06207,5 observou-se o sinal de um carbono carbonilico de cetona. Os demais sinais
puderam ser distinguidos como CH, CH> e CHj3 pela anélise criteriosa do DEPT 135 (Figura
70). Neste experimento observou-se sinais de carbonos de grupos metilas em 6(10,5; 14,4;
15,8; 16,2 ¢ 16,2). Os carbonos carbinolicos foram observados em 6 (74,4 ¢ 64,0). Além de
oito carbonos olefinicos que presentaram deslocamentos quimicos entre ¢ 122,4 e 150,6.

O experimento COSY (Figura 71) apresenta as correlacdes entre hidrogénios e a
Figura 72 mostra as correlagdes a 'J entre 'He !°C, resumidas na tabela 13.

O experimento HSQC-TOCSY (Figura 74) possibilitou atribuir os hidrogénios
ligados diretamente aos seus respectivos carbonos a ’J (C-H) além da informacdo da
sequéncia dos hidrogénios ligados no mesmo sistema de spins; quatro sequéncias foram
estabelecidas. Com estas informacdes pdde-se atribuir o hidrogénio da posi¢do H-10 com
deslocamento quimico em ¢ 3,81 ao carbono 6 74,4 (C-10). Este mesmo hidrogénio
apresentou correlagdes com os carbonos 6 34,7 (C-8) e 30,4 (C-9). Outra sequéncia de spins

observada neste experimento foi com o hidrogénio com deslocamento quimico em & 5,10
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(H-6) que apresentou correlacdo a J com o carbono em & 123,5 (C-6) e na sequéncia com
os carbonos em 6 40,0 (C-4) e 23,5 (C-5). O hidrogénio em ¢ 5,23 (H-12) apresentou
correlagdo a 'J com o carbono & 126,7 (C-12) e na sequencia com os carbonos em & 28,7
(C-13) e o 48,8 (C-14). Ainda foi possivel observar a correlacdo dos hidrogénios
diasterotopicos em §3,60 e 3,48 (H-24) a 'J com o carbono em 6 64,0 e com os carbonos
0144 (C-25)e o6 37,5 (C-19).

Com o experimento HMBC (Figura 73) pdde-se observar correlagdes a >J e a 2J.
Observou-se o deslocamento quimico dos hidrogénios da metila em 6 0,85 (CH3-23) e do
hidrogénio em 62,62 (H-14) com a carbonila em 6207,5 (C-16). Os carbonos olefinicos (C-
17 e C-18) em 0 147,4 e 6 150,6 respectivamente, também foram atribuidos mediante a
correlacdo com o hidrogénio (H-14) em 62,62. Para atribui¢do dos carbonos olefinicos (C-
6 e C-3) em 6123,5 e 136,9 respectivamente, observou-se a correlagdo com os hidrogénios
em 0 2,06 ¢ 2,24 (H-5). Para a atribuicdo dos carbonos carbindlicos, observou-se a
correlacdo dos hidrogénios diasterotopicos 03,60 e 3,48 (H-24) com os carbonos 6 14,4 (C-
25)e o 150,6 (C-18). As principais correlagdes observadas nos experimento de COSY
HMQC e COSY - HMBC estdo apresentadas nas Figuras 77 e 78 respectivamente.

O espectro de ESI-MS no modo negativo (Figura 76) evidenciou o ion da molécula
desprotonada [M - H]" em m/z 401, confirmando que esta molécula possui a formula
molecular C2sH3304. Com estas informagdes foi possivel propor a estrutura do sesterterpeno
conhecida na literatura como terpestacina (Figura 79).

Na literatura existem dados de uma substancia semelhante ao da S5 , denominada
Fusaproliferina, isolado de Fusarium proliferatum por Santini et al. (1996), sendo uma das
principais toxinas produzidas pelo fungo Fusarium. A diferenca da estrutura isolada por
Santini et al (1966) com SS isolada do fungo endofitico dos capitulos de P. chiquitensis,

encontra-se fundamentalmente no grupo acetoxi.



Tabela 13. Dados de RMN de 'H '3C (600 e 150 MHz, em DMSO-ds)da substancia S5.
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POSICAO 5 13C 5 H COSY HMBC HSQC TOCSY
1 392 (CHy)  2,16; 1,62 - 48.8:122,4; 136,9 122,4
2 122,4 (CH) 5,26 (m) 2,16:1,62  15,2;39,2 39,2
3 136,9 (Cq) - - - -
4 40,0 (CH)  2,23;1,98 1,80 123,5; 136,9 23,5; 123,5
5 23,5(CHz)  2,24;2,06 - 122,4; 136,2 -
6 123,5(CH) 5,10 (m) 2,24:2,06  15,8;34,7 23,5; 40,0
7 136,2(Cq) - - - -
8 34,7(CHz)  1,98; 1,69 - 16,2; 74,4; 123,5 132,5 -
9 30,4 (CHy)  1,58;1,48 - 74.4: 123,5; 132,5 -
10 744 (CH) 3,81 (dd, J=9,6 Hz) 1,58; 1,48 10,5; 126,7 34,7; 30,4
11 132,5(Cq) - - - -
12 126,7 (CH) 5,23 (m) 2,32: 1,79  10,5; 74,4; 48,3 28,7; 48,8
13 28,7 (CHy)  2,32; 1,79 2,62 48.3; 126,7; 132,5 48.3; 126,7
14 488 (CH) 2,62 (dd, J=1,8¢ J=11,4 Hz) 1,79 39,2; 126,7; 147,4; 150,6;207,5  28,6; 126,7
15 483(Cq) - - - -
16 207,5(C=0) - - - -
17 147,4 (Cq) - . . .
18 150,6 (Cq) - - - -
19 37,5(CH) 2,50 . 14,4; 48 3; 64,0; 147,4; 150,6  14,4; 64,0
20 16,2 (CHs) 1,58 (s) . 40,0; 122,4; 136,9 .
21 15,8 (CHs) 1,58 (s) - 123,5; 132,5 .
22 10,5 (CHs) 1,46 (s) . 74,4; 126,7; 136,9 -
23 16,2 (CHs) 0,85 (s) - 39,2; 48.8; 207,5 -
24 64,0 (CHy) 3,60 (dd, J=7,6 Hz) 3,48 (dd, J=102 Hz) 2,50 14,4; 39,2; 150,6 14,4, 37,5

14,4 (CHs)

1,16 (d, J=7,2 Hz)

37,5; 64,0; 150,6
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C8_Spdx 24229 _P5

Figura 67. Espectro de RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) da substancia S5.
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Figura 68. Ampliacio do espectro de RMN 'H (600 MHz, DMSO-d;) da substancia S5.
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Figura 69. Espectro de RMN '3C (150 MHz, DMSO-ds) da substancia S5.
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Figura 71. Espectro de RMN DEPT 135 (150 MHz, DMSO-ds) da substancia S5.
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Figura 72. Espectro de RMN de COSY (600 MHz, DMSO-ds) das substancia SS.
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Figura 73. Mapa de contorno HSQC (600 MHz, DMSO-ds) da substancia S5.
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Figura 74. Mapa de contorno HMBC (600 MHz, DMSO-d5s) da substancia SS.
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Figura 75. Mapa de contorno HSQC TOCSY (600 MHz, DMSO-ds) da substancia SS.
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Figura 76. Espectro ESI-MS (modo negativo) da substancia S5
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Figura 77. Correlagdes HSQC TOCSY da substancia S5.
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Figura 78. Correlagdes HMBC e COSY da substancia S5.
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Figura 79. Estrutura quimica da substancia SS.
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5. ESTUDO COM MODIFICADORES QUIMICO EPIGENETICOS

Os resultados apresentados a seguir fazem parte do estdgio BEPE (realizado na
Universidade do Arizona, Tucson - Estados Unidos) sob a supervisdo do Prof. Dr. Leslie
Gunatilaka durante o periodo de 08/03/2015 a 31/08/2015. Foram estudados os efeitos de
modificadores epigenéticos, ions metalicos e do acido anacardico no cultivo do fungo P.
chlamydosporia (ATCC).

Este estudo foi realizado para explorar a técnica epigenética, por este motivo, foi
escolhido a cepa P. chlamydosporia (ATCC) que ja estava sendo estudada pelo Grupo de

Pesquisa da Universidade do Arizona.

5.1. Cultivo em escala reduzida de P. chlamydosporia

O fungo P. chlamydosporia foi cultivado em sete diferentes condigdes de cultivo
com o objetivo de investigar os efeitos na producdo de metabolitos secundarios pelo fungo
de modificadores quimicos e epigenéticos (ZAHA e AZA), ions de cobre e magnésio e o
composto organico AA. Conforme descrito em material e métodos, a extragdo dos
metabolitos foi realizada apoés ter sido verificado no meio de cultivo a auséncia de glicose.
Apds um periodo de 14 dias os ensaios contendo AA e SAHA foi verificado a auséncia de
glicose nos meios de cultivo, e entdo foi realizada a extracdo dos metabolitos de todos os
ensaios. Antes da extragdo foi verificado o pH do meio em cada frasco Erlenmeyer, e os
valores de pH foram na faixa de 6,75-7,80 indicando pH quase neutro (Tabela 14).

A massa e o rendimento obtidos para os extratos AcOEt sao apresentados na Tabela
14, devido ter sido visualizado diferentes DADrdes de crescimento para os ensaios. FH-198-
93 1*, FH-198-93 2* e FH-198-93 5* que foram extraidos separadamente. Os melhores
rendimentos foram vistos para os ensaios contendo AA, seguido por MgSO4 e AZA, o
rendimento relativo quando comparado com o controle foi de 262, 217 e 200%,

respectivamente.
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Tabela 14. Cultivo em escala reduzida de P. chlamydosporia.

Rendimento em mg Rendimento relativo

Vol. PDB glicose Massa em mg do

Codigo Experimento em mL (14 dias) pH extrato AcOEt de Acog]t;;() mL de 12)1]0) l(;m::'lo:/i

FH-198-93 1 PDB 100 +++ 6,75 3,5 1,75 -
FH-198-93 1* PDB 50 +++ 7,88 9,7 9,70 550
FH-198-93 2 CuSOq4 100 ++ 6,48 2,9 1,45 82
FH-198-93 2* CuSOg4 50 +++ 7,55 7,2 7,20 410
FH-198-93 3 MgSO4 150 +++ 7,37 11,4 3,80 217
FH-198-93 4 AA 150 - 7,72 13,9 4,60 262
FH-198-93 § SAHA 100 - 7,73 9,1 3,30 188
FH-198-93 §* SAHA 50 + 7,68 43,1 43,1 2462
FH-198-93 6 AZA 100 ++ 7,05 4,6 3,5 200
FH-198-93 6* AZA 50 ++ 7,80 5,9 5,90 337
FH-198-93 7 ]1;]13[]5;8 150 ++ 7,06 7,5 2,5 142

* Solugdes estoques de SAHA e AA em 100% DMSO.
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5.2 Perfil quimico por CCD

O perfil quimico de cada um cada um dos extratos preparados foi analisado por CCD
em fase normal e foi utilizado como DADrao o radicicol (Figura 80), conhecido como
metabolito secundario majoritdrio de P. chlamydosporia isolados previamente por

pesquisadores do NPC.

Figure 80. Avaliagao dos perfis cromatograficos por CCD em silica gel dos extratos
AcOEt preparados em escala reduzida (PDB); Sistema de solventes. MeOH/DCM
(96.4,v/v); anisaldeido HSO4; R = radicicol; 1) PDB; 2) PDB + Cu?'; 3) PDB + Mg?"; 4)
PDB + AA; 5) PDB + SAHA; 6) PDB + AZA; 7) PDB + DMSO.

.-
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R +1 R+ 1* R+2 R+2* R+3 R+4 R+5 R+ 5% R+6 R+ 6" R+7

5.3. Perfil cromatograficopor CLAE analitico.

Os compostos presentes nos extratos AcOEt preparados em escala reduzida. PDB,
PDB + Cu?" + PDB e AA foram analisados por me CLAE analitico. Os perfis quimicos estio
apresentados na Figura 78. Para todos os trés extratos AcOEt, o composto majoritario ¢ o
radicicol (Rt = 19,0 min).

Embora seja evidenciado nos cromatogramas que o radicicol é o composto
majoritario presente em todos os extratos AcOEt analisados, os cromatogramas
apresentaram diferencgas visiveis quanto aos compostos minoritarios produzidos pelo fungo.
O controle (PDB) quando comparado com PDB + Cu?* indicou a presenca de um segundo
composto principal (¢- = 14,9 min.), e outros componentes minoritarios mais polares do que
o radicicol.

Finalmente, o perfil quimico de PDB + AA ¢ muito semelhante ao do controle, no
entanto, o cromatograma mostra que o pico do radicicol é mais intenso, indicando que nesse
extrato AcOEt ¢ maior a quantidade de radicicol. Para confirmar em qual extrato AcOEt
foi produzido a maior quantidade de radicicol pelo fungo P. chlamydosporia foi realziada a

quantificagdo por CLAE analitico (item 5.4).
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Figure 81. Chromatograma representativo dos perfis quimicos dos extratos preparados em
escala reduzida produzidos pelo fungo P.chlamydosporia ATCC [Coluna analitica Luna
(2) C18-Phenomenex® 250 x 4.60 mm id x 5 um; Solvente B. H>O; Solvente C. MeOH.
Gradient 70-100% B em 30 min; vazdo 0.80 ml min''; A =250 nm
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5.4 Quantificagao do radicicol nos extractos AcOEt por CLAE analitico.

A quantificagdo do radicicol foi realizada usando o método do DADrao externo, a
curva de calibragdo do radicicol foi representada graficamente, a partir da area do pico para
as diferentes concentragdes, nas mesmas condi¢gdes cromatograficas foi utilizado para os
extractos de EtOAc estudadas. PDB (controle), PDB + Cu?* e AA + PDB. A linearidade foi
utilizado na faixa de 1,0 - 0,32 ng. A tabela 15 apresenta os resultados de quantificacao por

CLAE, e a Figura 82 apresenta a curva de calibragdo do radicicol.

Figure 82. Curva de calibragdo do radicicol.
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Na Tabela 15 ¢ mostrado que a presenga de AA aumentou o rendimento mais de 4,5
vezes a quantidade de radicicol de PDB (controle). Por outro lado, a presenga do metal

pesado cobre diminuiu a producao deste metabolito majoritario.

Tabela 15. Rendimento dos extratos AcOEt e rendimento e concentracao de Radicicol
(Rad.) presente nos trés experimentos.

Cédico Experimento Quantidade de Rad. em Rendimento

g P PDB (pg/mL) relative (%)
FH-189-95-1 PDB 9,89 100,00
FH-189-95-2 PDB + Cu®" 6,35 64,23

FH-189-95-4 PDB + AA 45,87 464,01




Resultados e Discussdo 118

5.5 Fracionamento do extrato AcOEt (PDB+ MgS04) por coluna cromatografica

O cultivo em escala ampliada do fungo P. chlamydosporia em meio liquido PDB
com MgSO4 (250 pg/mL) assim como a extragdo e isolamento do composto majoritario
radicicol foram realizadas pelo Dr. Kithsiri Wijeratne (pesquisador do NPC). A mesma
coluna cromatografica utilizada no isolamento do radicicol foi utilizada para o isolamento
dos metabdlitos minoritarios e mais polares presentes no extrato AcOEt.

Comparado ao controle (PDB), a presenca de MgSO4 em meio PDB resultou na
producao de uma variedade de metabolitos minoritarios, o volume e a percentagem de
solventes utilizados no fracionamento estdo apresentados na Tabela 16. As fragdes foram
analisadas por CCD (Figura 83), o cddigo, massa e o rendimento relativo (%) das fragdes

reunidas sdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 16. Porcentagem e volume dos solventes utilizados coluna cromatografica em silica

gel de fase normal.

Fracoes MeOH (%) DCM (%)  Volume (mL)

1-7 3 97 50
8-20 4 96 100
21-27 6 94 50
28-34 8 92 50
35-40 10 90 50
41-56 20 80 100

Figura 83. CCD (silica gel), Sistema de solventes MeOH/DCM (6.94; v/v); A)
anisaldeido; B) UV 254 nm e C) UV 365 nm.
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Tabela 17. Codigo, Massa e rendimento relativo em % das fragdes reunidas apds a analise

da CCD.

Codigo Massa (mg) i‘;:filv'z‘zﬂ/i‘;
FH-198-103 1-8 1,9 0,63
FH-198-103 9-10 15,8 5,26
FH-198-103 11-14 42,5 14,16
FH-198-103 15-18 52,9 17,63
FH-198-103 19-20 28,8 9,60
FH-198-103 21-24 21,4 7,13
FH-198-103 25-29 36,2 12,06
FH-198-103 30-34 29,2 9,73
FH-198-103 35-36 8,9 2,97
FH-198-103 37-42 19,2 6,40
FH-198-103 43-45 7,8 2,60
FH-198-103 46-56 35,5 11,83
> =300,1 100
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5.6 Isolamento do composto minoritario Poconina B
A reunido das fracdes 10-20 (5.0 mg) foi purificada por CCD preparativa em fase
reversa (MeOH/H20O; 8.2, v/v) permitindo o isolamento da Poconina B (2,6 mg), Figura 84.

Figura 84. Purificacdo da reunido das fragdes 19-20 por CCD preparativa.
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5.7. Isolamento da Poconina E e da Poconina L
As fragdes 15-18 (25,0 mg) foram reunidas e purificadas por coluna de silica flash,
por coluna preparativa de fase reversa e por CLAE semipreparativo fornecendo Poconina E

(2,6 mg) e Poconina L (0,8 mg) conforme Figura 85.

Figura 85. Esquema de purificagdo das fragdes 15-18 por métodos cromatograficos.
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5.8 Isolamento do Mixostiol.
As fragdes 11-14 (42,5 mg) foram reunidas e purificadas por coluna de sephadex LH-
20, por coluna contendo fase estacionaria silica de fase reversa fornecendo ixostiol (4,4 mg)

Figura 86.

Figura 86. Purificacdo da reunido das fragdes 11-14 por métodos cromatograficos.
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5.9 ELUCIDACAO ESTRUTURAL

5.9.1 SUBSTANCIA P1. P. chlamydosporia

A analise dos espectros de RMN 'H e '*C bem como comparagio com os dados
espectroscopicos da literatura, (Tabela 22) Hellwig et al (2002), permitiu identificar a
estrutura quimica dessa substancia como sendo a Poconina B (Figura 89).

No espectro de RMN 'H e *C (Figuras 87 e 88, Tabela 18) é evidenciado sinais
caracteristicos da funcdo alcool secundario em du 4,26 (dc 68,0; OH. on 5,3). Além disso,
observa-se também um grupo metileno diastereotopico em ou 1,15, 2,36 (dc 39,98) na
posicdo 6 entre a fungdo alcool secundéario e o anel epoxido. Os sinais de hidrogénio

olefinicos conjugados com carbonila s3o observados em du 6,06 e dn 6,92 respectivamente.
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Figura 87. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) da substancia P1.
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Tabela 18. Dados de RMN 'H e '3C NMR da Poconin a comparados com os dados da
literatura.

Dados RMN 'H e '3C [500 ¢ 125 MHz] [Dados RMN 'H e '*C [400 and 100 MHz]
Poconina B (Hellwig et al.,2003) Poconina B isolada
pos dOc[ppm] Ju[ppm] Jun [Hz] oc [ppm] ou [ppm] Jun [Hz]
Me-1| 17,5 1,31 d 6,4 17,8 1,42 d 64
2 71,0 5,13 m 71,8 523 m
3 36,3 1,77 m 36,1 1,8 m
4 54,6 2,80 m 55,6 2,74 m
5 53,7 2,60 dm 10,2 53,4 2,62 m
6 40,0 a.1,15  ddd 12’16121’4’ 39,8 a.l2l m
B.2,36  dm 12,1 B.2,50 m
7 68,0 426 m 69,7 433 m
OH:5.34* d 3,5
8 149,7 6,77 dd 15,9, 8,1 147.8 6,73 dd 15.6,8.8
9 127,1 6,10 d 15,9 127.9 6,08 d 16,0
195.9 195.8
43,8 H..4,18 d 17,7 45,3 H.435 d 18,0
Hbv. 4,07 d 17,7 Hv4,30 d 18,0
12 134,1 135,4
13 | 113.4° 115,5°
14 | 1584* OH.10,81 s 157,5°
15 102,8 6,52 s 103,7 6,55
16 | 156,9° OH.10,81 s 157,5°
17 | 111,1° 106,9°
18 167,9 167.8

Figura 89. Estrutura quimica da Poconina B.
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5.9.2 Substancia P2. P. chlamydosporia

A analise dos dados obtidos nos espectros de RMN 'H e '*C (Tabela 19) bem como
comparagdo com os dados espectroscopicos da literatura, Hellwig et al (2002), permitiu
identificar a estrutura quimica da substancia P2 como sendo a Poconina E (Figura 91),

Analise do espectro de RMN 'H (Figura 90) pode-se observar a presenca de sinais
relativos aos hidrogénios de funcao alcool secundario (du 4,00 e 5,03 (OH)) na posigao 6.

O RMN 'H (Tabela 19) evidenciou a presenca de 18 hidrogénios, na estrutura do anel
da lactona, Além disso foram observados sinais caracteristicos de hidrogénios olefinicos
com estereoquimica em £ (J=2> 15,0 Hz) para os hidrogénios das posigdes 5,6 ¢ 7e 8

respectivamente.

Tabela 19. Dados RMN 'H da Poconina E isolada e comparacdo com dados da literatura.

Dados RMN 'H [500 MHz] Dados RMN 'H [400 MHz]
Poconina E (Hellwig et al,,2003) Poconina E isolada
pos ou [ppm] Jun [Hz] on [ppm] Jun [Hz]
Me-1 1,23 d 6,1 1,32 d 6,1
2 4,98 m 5,37 m
3 H.. 2,33-2,40 m Ha. 2,69 m
Hp. 2,10-2,23% m Hp. 2,29 m
5,30 ddd  15,6;8,9; 89 5,53 ddd 15,6; 8,9;89
5 5,23 dd 15,6; 6,5 5,33 dd 15,6; 6,5
4,00 m 4,49 m
OH: 5,03 d 4,1
7 H..2,33-2,40 m H..2,42 m
H,.2,06—-2,1° m H,.2,37 m
8 6,60 ddd  15,8;7,9; 7,9 6,78 ddd  15,8;7,9;7,9
5,78 d 15,8 5,85 d 15,8
11 H.. 3,87 d 17,2 Ha. 4,17 d 17,2
Hp. 3,71 d 17,2 Hp. 4,36 d 17,2
14 OH. 10,63¢ s
15 6,52 s 6,57 S
16 OH. 10,23°¢ s

®Sinais podem estar trocados
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Figura 90. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) da substancia P2.
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Figura 91. Estrutura quimica da Poconina E.
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5.9.3 SUBSTANCIA P3 P. chlamydosporia

A analise dos dados obtidos nos espectros de RMN de 'H (Figura 92) e '*C (Figura
93) da substancia P3 em comparacao com os dados espectroscopicos da literatura, Shinonaga
et al. (2009), permitiu confirmar a estrutura quimica desse composto como sendo a Poconina
L (Figura 94). As informagdes estruturais obtidas nos espectros d¢ RMN 'H e "*C sio

apresentados na Tabela 20.
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Figura 92. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) da substancia P3
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Tabela 20. Dados RMN 'H da Poconina L isolada e comparagdo com dados da literatura

Dados RMN 'H [500 MHz]
Poconinal (Shinonaga et al,, 2009)

Dados RMN 'H [400 MHz]
Poconina L isolada

pos o [ppm] Jun [Hz] ou [ppm] Jun [Hz]
Me-1 1,34 d 6,1 1,36 d 6,4
2 5,03 m 5,03 m
3 Ha. 2,20 ddd 14,0; 11,6; 5,5 Ha. 2,25  ddd 14,0, 12,0, 5,2
Hy. 1,73 ddd 14,0;94; 3,4 Hy. 1,80  ddd 14,0;100; 6,8
4 4,14 td 94;5,5 4,25 td 9,4;5,5
5 5,64 m 5,60 m
6 6,10 dd 14,9; 10,7 6,10 dd 14,9; 10,7
7 6,18 t 10,7 6,18 t 10,8
8 5,65 m 5,63 m
9 H.. 3,19 dd 15,5; 6,7 H.. 3,12 dd 15,6; 7,0
Hs. 3,06 dd 15,5; 8,2 H,. 3,05  dd 15,6; 8,0
11 H.. 4,48 d 18,3 H.. 4,49 d 18,4
Hy. 3,91 d 18,3 Hy. 3,92 d 18,4
15 6,47 s 6,50 s

Figure 94. Estrutura quimica da Poconina L
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5.9.4 SUBSTANCIA P4 P. Chlamydosporia

A analise dos dados obtidos nos espectros de RMN de 'H (Figura 95) e '*C (Figura
96) da substancia P4 em comparagdo com os dados espectroscopicos da literatura, Kimura
et al (2009), permitiu confirmar a estrutura quimica desse composto como sendo o Mixostiol
(Figura 95). As informagdes estruturais obtidas nos espectros de RMN 'H e "*C sio
apresentados na Tabela 21.

O Mixostiol apresentou [a]*p —165,18° (CDCl3), enquanto que no trabalho de
Kimura et al (2002) foi reportado o valor de [a]*’p —137,4°( MeOH),

O sinal de carbono em &c 200,0 indicou a presenca de um ¢, f3, y, 6 — carbono
carbonilico insaturado. Os espectros de RMN 'H e !*C evidenciou a presenca de trés grupos
metilicos, um grupo metilénico, um grupo metinico alifatico, um metino alifatico O-
substituido, um metino olefinico, um quartenario O-substituido, uma carbonila, trés atomos
de carbono sp?. Os experimentos HSQC (Figura 98) possibilitaram atribuir os hidrogénios a
seus respectivos carbonos e estdo demonstrados na Tabela 21, HMBC (Figura 99).

A constante de acoplamento (J) no valor de 2,4 Hz foi averiguada entre os
hidrogénios H-5 ¢ H-8a ¢ H>-1 em 2 (J) 9,0 ¢ 11,2 Hz indicou que H-8a em pseudoaxial com
Hb-1, e o os valores das constantes de acoplamento entre H-8a e H-8 (J) 3,4 Hz) indicou que
OH-8 em pseudoaxial com H-8a, A partir dos resultados, foi estabelecido que o composto
P4 como sendo. (7R*8R*, 8aR*)-7,8-diidroxi-3,4,7-trimetil-1H,8aH-6-oxo0-ciclohexa-
[4,3-c] pirano, e entdo nomeado de mixostiol. A substincia identificada por (KIMURA et
al., 2002) foi nomeada como (7R* 8R*, 8aS*)-7,8-diidroxi-3,4,7-trimetil-1H,8aH-6-0x0-
ciclohexa- [4,3-c] pirano (Figura 100).



Resultados e Discussdo 132

Tabela 21. Dados de RMN 'H e 13C do Mixostiol isolado e da literatura.

RMN 'H e 3C [500 ¢ 125 MH RMN 'H e '3 [400 e 100 MHZ]
Mixostiol (Kimura et al,, 2002) Mixostiol isolado
pos éc [ppm]  ou[ppm] Jun[Hz] oc [ppm]  du[ppm]  Jun[Hz]
1 1678(CH,) H.433 dd 10.2;5,1 | 64,9 (CH,) H.. 3,64 dd 10,2;5,1
Hp. 4,15 dd 13,5; 10,5 Hp. 4,64 dd 13,5;10,5
2 O - O -
160,3 (Cq) - 153,9 (Cq) -
4 | 105,6 (Cq) - 104,9 (Cq) -
4a | 152,1 (Cq) - 161,4 (Cq) -
5 1110,8 (CH) 5,80 d 2,0 111,8(CH) 5,73 d 2,0
6 |200,0 (C=0) - 200,3 (C=0) -
7 | 76,1 (Cq) - 75,5 (Cq) -
8 | 74,7 (CH) 4,09 d 10,2 75,2 (CH) 3,67 d 10,2
8a | 36,6 (CH) 2,95 dddd 11,2;4,9;3,4,2,4| 384(CH) 2,777 m
9 | 18,6 (CH3s) 1,67 s 18,9 (CH3) 1,95 s
10 | 12,7 (CH3) 1,80 s 12,7(CH;) 1,77 s
11 | 23,1 (CH3) 1,34 s 18,8 (CH;) 1,22 s
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Figura 95. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) da substancia P4.
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Figura 97. Espectro de RMN de COSY (400 MHz, CDCI3) da substancia S4.
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Figura 99. Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CDCIls) da substancia S4.

o & : + e A
5 i i T Bml
= | Ll T
B | . 2 4 I 20
‘ FH-198-122-6-1
{ HMBC
—de | -} ' 40 e meiserirese
2 EXENO
e
<] a ® e
s ) oy e 5 4
/
1)
= 100 w
- —1. { 4 e e
o i ! S el
6 120 w5 HEXTH -
ot o L) oy
& L &
= 4
- “E
180 4a8.1403018 10ie
- i n
it a0
i Lap
i i L
.%' i 200 i: 0. 132e3E e
| | i
5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figura 100. Estrutura Quimica do Mixostiol (Azul 'H e '*C RMN literaratura).

10
CH,

18.8 x 23.1

H;C

122x13¢ g OH
3.67 x 4.09

64.8 x 67.8
H 3.64x4.63

H

4.64 x 4.15




CONSIDERACOES FINAIS



Consideracoes Finais 137

6. CONSIDERACOES FINAIS

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

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

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

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

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

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

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

uma importante abordagem para a descoberta de novos compostos.
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