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“O cientista ndo € o homem que fornece as
verdadeiras repostas; € quem faz as verdadeiras
perguntas’

(Claude Lévi-Strauss).

“A persisténcia € o menor caminho para o éxito”

(Charles Chapplin).

“All we need is just a little patience”

(Guns n’ Roses)
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RESUMO

A quimica de produtos naturais € uma estratégia de grande sucesso na descoberta
de compostos bioativos para o desenvolvimento de novos farmacos. Neste contexto
destacam-se os estudos com plantas, micro-organismos, e mais recentemente
organismos marinhos. Avangos recentes nos estudos com algas marinhas e de seus
fungos associados, com destaque para os fungos endofiticos, revelaram bioatividades
relevantes, como anti-inflamatdria, antioxidante antimicrobiana e antitumoral, além de
estruturas quimicas diversificadas, incluindo compostos halogenados.

Este trabalho explorou o potencial quimico e biolégico dos enddfitos associados as
algas A. spicifera, D. marginata e S. vulgare, permitindo o isolamento de 40 linhagens
fungicas e a identificacdo de doze géneros e espécies por taxonomia molecular e
morfologica. Apos isolados, preservados e cultivados no meio liquido extrato de Malte
preparado com agua do mar ou agua ultra pura, foram obtidos os extratos brutos em
acetato de etila, que foram avaliados quanto ao perfil quimico por RMN de 'H, CLAE-
DAD, CG-EM e CL-EM, além de triagem bioldgica em ensaios antimicrobianos contra
linhagens de bactérias super-resistentes e formadoras de biofilme, Doenga de Chagas,
Leishmaniose, bem como em ensaio anticolinesterasico, de inibicado da atividade de
protease de veneno de serpente e citotdxico frente as linhagens tumorais HCT-116 e MTT.

A analise quimica permitiu a identificagdo de 78 compostos por CG-EM e 26 por
CL-EM. A avaliagao bioldgica dos extratos brutos e fragées semipurificadas mostrou alto
porcentual de amostras bioativas, incluindo algumas com potenciais acima dos padroes
utilizados.

Apoés a prospeccéo inicial, linhagens de Hypoxylon monticulosum isoladas de A.
spicifera (AS 09 MQ) e de D. marginata (DM 02 MQ), foram selecionadas para
investigacao de sua produgao metabdlica para verificagdo de possiveis interagdes entre
hospedeiro e micro-organismos associados, bem como a descoberta de novos
compostos. O cultivo das duas linhagens de H. monticulosum, em agua ultrapura, levou
ao isolamento de dois compostos majoritarios para cada extrato, sendo
Diidroesporotriolideo (S02) comum aos dois extratos. Essa classe de compostos

pertence a familia das furofurandionas e sdo comumente relatadas para o género
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Hypoxylon. Do extrato de DM 02 MQ foi isolada uma Ciclohexadiona (S03) inédita na
literatura. Essas substancias apresentaram atividade antimicrobiana contra diferentes
linhagens de bactérias super-resistentes.

A linhagem de Annulohypoxylon stygium (AS 01 MQ) isolada da alga A. spicifera foi
cultivada nos meios liquido Czapek e Malte utilizando planejamento fatorial 223 com 5
réplicas no ponto central, afim de avaliar como as condi¢des de cultivo, variagao de pH,
tempo de crescimento e tipo de agua afetam sinergicamente a produ¢gdo em massa € a
diversidade quimica de seus componentes. Os resultados obtidos para o cultivo em Malte
mostrou que a variavel agua € o fator determinante para melhora do cultivo do enddfito,
enquanto para Czapek, a variavel tempo representou o fator determinante. A analise
quimica permitiu identificar 20 compostos por CG-EM. Esses dados confirmaram a
expectativa de que as condigdes de cultivo podem influenciar a produgcao de metabdlitos
secundarios, permitindo planejar e direcionar os experimentos de acordo com as
respostas desejadas.

Os dados gerados nesse trabalho demonstraram a importancia do estudo dos
organismos marinhos, como os fungos endofiticos, contribuindo para o conhecimento da
quimiodiversidade desses micro-organismos associados as algas A. spicifera, D.
marginata e S. vulgare, ainda sub-explorada do ponto de vista quimico, confirmando que
estes sao uma fonte prolifica de metabdlitos novos, bioativos e de elevada

quimiodiversidade.

Palavras-chave: micro-organismos marinhos, fungos endofiticos, algas marinhas,

quimiometria, Hypoxylon monticulosum, Annulohypoxylon stygium.
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ABSTRACT

The chemistry of natural products is a highly successful strategy in the discovery of
bioactive compounds for the development of new drugs. In this context studies with plants,
microorganisms and more recently marine organisms stand out. Recent advances in
marine algae studies, along with studies on their associated fungi, with emphasis on
endophytic fungi, disclosed relevant bioactivities such as anti-inflammatory,
antimicrobial,antitumor and antioxidant, as well as strong chemodiversity, including
halogenated compounds.

This work explored the chemical and biological potential of endophytes associated
to marine algae A. spicifera, D. marginata and S. vulgare andled to the identification of
twelve endophytic fungal strains by molecular and morphological taxonomy. After
isolation, preservation and cultivation in Malte liquid medium prepared with sea water or
ultra pure water, crude extracts were obtained in ethyl acetate, and were evaluated for
their chemical profile by 1H NMR, HPLC-DAD, GC-MS and LC-MS, in addition to
biological screening against multi-resistant bacterial strains and biofilm-forming bacteria,
against Chagas disease, Leishmaniasis, as well as anti-cholinesterase assay, inhibition
of snake venom protease activity and cytotoxic activity against human colon
adenocarcinoma (HCT-116).

Chemical analyses led to the identification of 78 compounds by GC-MS and 26 by
LC-MS. Biological evaluation of crude extracts and fractions disclosed a high rate of
bioactive samples, including some higher potentials than standard compounds.

After preliminary prospection, Hypoxylon monticulosum strains isolated from A.
spicifera (AS 09 MQ) and D. marginata (DM 02 MQ) were selected for their metabolic
production investigation and detection of possible host-microorganisms interactions as
well as the discovery of new compounds. Cultivation of H. monticulosum, in ultrapure
water, led to the isolation of two major compounds from each extract, with
dihydroesporotriolide (SO2) as a common constituent in both extracts. This class of
compounds belongs to the furofurandione family and are widely reported in genus
Hypoxylon. From DM 02 MQ extract, a novel Cyclohexadione (SO3) was isolated. These
substances showed antimicrobial activity against multi-resistant bacterial strains.

In addition, Annulohypoxylon stygium (AS 01 MQ) isolated from A. spicifera was
selected for chemometric studies and was grown in Czapek and Malte liquid media using

2 ~ 3 factorial design with 5 replicates at the central point in order to evaluate how the
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culture conditions, pH variation, growth time and type of water might synergistically affect
mass production yield and chemical diversity of its components. The results obtained for
the Malte cultivation evidenced that the variable water is the determining factor for the
improvement of the endophyte culture, whereas for Czapek, time was the determining
factor variable . Their chemical analysis allowed the identification of 20 compounds by
GC-MS.

These data confirm the expectation that the cultivation conditions can modify,
increase or direct the production of secondary metabolites, and it is possible to plan and
direct the experiments according to the desired responses.

The data generated in this study demonstrated the importance of marine organisms
studies, such as endophytic fungi, and contributed to the knowledge of the chemodiversity
of microorganisms associated with marine algae A. spicifera, D. marginata and S. vulgare,
which are still underexplored, and confirm that they represent a prolific source of novel,

bioactive and highly chemodiverse metabolites.

Key words: marine microorganisms, endophytic fungi, marine algae, chemometrics,

Hypoxylon monticulosum, Annulohypoxylon stygium.



Avaliagédo quimica e biolégica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Numero de publicagbes de compostos de origem marinha nos ultimos

= | 0 PP 29
Figura 2: Area de aplicacdo dos compostos marinhos estudados até 2016................... 30
Figura 3: Exemplos de farmacos de origem marinha aprovados pelo FDA e suas fontes
(o L= o] o= o o TR PUPPRRPO 31
Figura 4: Produtos naturais de origem marinha /filo..............coo oo 33
Figura 5: Metabdlitos secundarios bioativos oriundos de algas marinhas...................... 35
Figura 6: Algas em estudo (Espécies hosSpedeiras).........ccccoevviiiiiciiiiiiieeiee s 36
Figura 7: Metabolitos isolados de algas pardas............ccccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 37
Figura 8: Derivados oxigenados do desmosterol, presentes em extrato de D.
= Vo £ = L TR 39
Figura 9: Exemplos de metabdlitos isolados de A. spicifera...........ccccceeeeeeeiiiiiiiieineennnnn, 40

Figura 10: Variacdo no numero de publicagbes de novos produtos naturais de origem
marinha por pais de 2006-201T......cco o e e e e e e a e e e e e e e e e e e e e areaaene 42

Figura 11: Numero de artigos publicados no Brasil sobre PN marinho, entre Janeiro de
2004 € AQOSIO A 20717 ... et e et e e e aeea—aaae 43

Figura 12: Numero de compostos produzidos por fungos de origem marinha, por

Figura 13: A: Distribuicdo (por Filo) de compostos ativos contra MO resistentes. B: PN
marinhos ativos contra MO resistentes aos antibiéticos comerciais nos ultimos 20

= | 0 TP 46
Figura 14: Local de coleta das algas.............oeveeuiuiiiiiiiiii e e 55
Figura 15: Metodologia de esterilizacdo, isolamento e purificagdo dos
=T o (o) 101 0 56
Figura 16: Parte superior da placa de Petri, (B) Parte inferior, (C) Preservacdo em
5] =1 01 U SRURUPUUPRRPTSPR 57
Figura 17: Fungo associado aalga S. vulgare...........ccccccoeeieeiiiiii e 57
Figura 18: Fungos associados a alga D. marginata...............coocoiiiiiieiiiiiiiiieeeeee e 58
Figura 19: Fungos associados a alga A. SpiCifera............ccccccciiiiiiiiiieiee e 58
Figura 20: Série homodloga de hidrocarbonetos C8-C40..............oovvviriiviiiiieiiieeeeeeeeee, 61
Figura 21: Biorreator (A) e estocagem do biorreator (B)...........coovvviimiiiiiiiiiiiiiieiieeeei, 65
Figura 22: Catalise da acetiltiocolina e reagao de Ellman..............cccvvvviiiiiiiiiiiieiieeiens 65

Figura 23: Cromatograma ilustrando o decrescimento da atividade enzimatica do ICER-
AChEee na presenca de inibidor padrdo a 200 umolL™".........c..cooreiiiiiieee e, 66



Avaliagédo quimica e biolégica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Figura 24: Divisdo dos micélios cultivados em BDA para posterior repique em meio

10 1o o PSP 71
Figura 25: Fungos identificados e seus cédigos de isolamento..............cccceeeeeeeeiininenn, 75
Figura 26: Metodologia de estudo das linhagens isoladas...............ccccccviiiiiiiiiiiiiiieennnne. 77

Figura 27: Andlise por cromatografia em camada delgada comparativa dos
L2 =] (01 J PRSPPI 79

Figura 28: A. atroroseum isolado de D. marginata em agua do mar: A: Superficie e B:
parte inferior do eNAOfitO......... ..o e 80

Figura 29: Espectro de RMN de 'H do extrato de A. atroroseum em dgua do mar (DMSO-
B, 300 MHZ)....oeeeeeeeeeee et e e e e e e e aa e e e e e raaaaaaaaaaeaaeanan 81

Figura 30: Cromatograma da analise por CLAE-DAD — fase reversa do extrato bruto de
A. atroroseum em modo gradiente, com detecgcao em 254nm...........cccceeeiiiiiiieiiiieeenennn. 82

Figura 31: Exemplos de metabolitos secundarios bioativos isolados de C.
GIOBOSPOIIOIUES. ...ttt e e e e e e ettt e e e e ee e e e e e e e e e e e 83

Figura 32: C. gloeosporioides isolado de D. marginata em agua do mar: A: Superficie e
B: parte inferior do eNdOfitO.........ccooe oo e 83

Figura 33: Cromatograma da analise por CLAE-DAD - fase reversa do extrato bruto de
C. gloeosporioides em agua do mar (modo gradiente, com deteccdo em

Figura 34: Exemplos de metabdlitos secundarios isolados de F. Begoniae..................... 85

Figura 35: F. begoniae isolado de A. spicifera em agua do mar: A: Superficie e B: parte
91T (o] gfo [ =TaTo [o] ] (o TR 85

Figura 36: Espectro de RMN de 'H do extrato de F. begoniae em agua ultrapura (DMSO-
A6, 00 MHZ).....eeeee e e e e e e e e e e ae e e e e e e e e b 86
Figura 37: Cromatograma da andlise por CLAE-DAD — fase reversa do extrato bruto de
F. begoniae em &gua ultrapura (modo gradiente, com deteccdo em

Figura 38: P. microspora isolado de D. marginata em agua do mar: A: Superficie e B:
parte inferior do €NAOfitO......... ..o e 88

Figura 39: Espectro de RMN de "H do extrato de P. microspora em dgua do mar (DMSO-
Lo Z I 101 11 ) USSP 89
Figura 40: Cromatograma da analise por CLAE-DAD - fase reversa do extrato bruto de
P. microspora em &gua do mar (modo gradiente, com deteccdo em

Figura 41: X. coccophora isolado de A. spicifera em agua ultrapura (Superficie do
=T Lo (o) {10 SRR 91

Figura 42: Espectro de RMN de 'H do extrato de X. coccophora em agua ultrapura
(DMSO-dB, 300 MHZ).....ceeiieeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e eeees e s st neennnnesreeneeeas 92



Avaliagédo quimica e biolégica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Figura 43: Cromatograma da analise por CLAE-DAD — fase reversa do extrato bruto de
X. coccophora em agua ultrapura (modo gradiente, com deteccdo em

Figura 44: Cultivo de E. pallida isolado da alga parda S. vulgare em meio BDA e agua
ultrapura: Superficie e parte inferior da placa de Petri contendo o

L= o (o) 1o T 94
Figura 45: Espectro de RMN de 'H do extrato bruto de E. pallida (DMSO- d6, 300
11/ 4 PP PPUPRPT 95
Figura 46: Cromatograma da analise por CLAE-DAD - fase reversa do extrato bruto de
E. pallida em modo gradiente, com detecGao em 254Nm...........c.ueuiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeienes 96
Figura 47: Perfil quimico do extrato bruto de E. pallida por CG-EM...........cccccovvvvvennn.n. 97
Figura 48: Compostos identificados por CG-EM no extrato de E. pallida........................ 98

Figura 49: R. neopustulans isolado de D. marginata em agua ultrapura: Superficie e parte
] 1=T [ PSP PPPPRRR 99

Figura 50: Cromatograma da analise por CLAE-DAD — fase reversa do extrato bruto de
R. neopustulans em agua ultrapura (modo gradiente, com deteccdo em

P2 T o o ) TSP 100
Figura 51: Perfil do extrato bruto de R. neopustulans em CG-EM....................cceeeee. 101
Figura 52 A: Compostos identificados no extrato de R. neopustulans........................... 102
Figura 52 B: Compostos identificados no extrato de R. neopustulans........................... 103

Figura 53: F. solani isolado de D. marginata em agua do mar: Superficie, Parte inferior,
Superficie colorida pela mudanga de temperatura..............ccooeviiiiiiiie e, 105

Figura 54: Espectro de RMN de 'H do extrato de F. solani isolado de D. marginata em
agua do mar (DMSO-de, 300MHZ).........ooceeeeiei e e 106

Figura 55: Cromatograma da andlise por CLAE-DAD — fase reversa do extrato bruto de
F. solani em agua do mar (modo gradiente, com deteccdo em 254nm).

...................................................................................................................................... 107
Figura 56: Perfil do extrato bruto de F. solaniem CG-EM............ccccciiiiiiiiiiiiiiiin, 108
Figura 57: Compostos identificados no extrato de F. solani..............cccccoicieieenenann... 109
Figura 58: Local onde as algas foram coletadas (muito proximas uma da
(o101 (= ) T PP PP P PP 117
Figura 59: D. terebinthifolii isolado de A. spicifera em agua MQ: Superficie.................. 119

Figura 60: D. terebinthifolii isolado de A: D. marginata em agua MQ; B: D. marginata em
agua Mar (Superficie e parte inferior do endofito).........ccooeveiiiiiiiiiiiiiic 119

Figura 61: Espectro de RMN de 'H do extrato D. terebinthifolii isolado de D. marginata
em agua do Mar (DMSO-d6, 300 MHZ).........cooiiiiiiiiiieeeeee e 120



Avaliagédo quimica e biolégica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Figura 62: Comparacdo entre os cromatogramas das analises por CLAE-DAD - fase
reversa do extrato bruto de D. terebinthifolii (em modo gradiente, com deteccdo em

P42 o 4 ) TP P PO UPPPPRPTPI 121
Figura 63: Perfil do extrato bruto de D. terebinthifolii em CG-EM..............cccccciiiinnnnnns 121
Figura 64: Compostos identificados no extrato de D. terebinthifolii............................... 123

Figura 65: A. stygium isolado de A: A. spicifera em agua ultrapura; B: D. marginata em
agua ultrapura (Superficie e parte inferior do endoéfito).........vvceeeeieiieiii, 125

Figura 67: Comparagdo entre os cromatogramas das analises por CLAE-DAD - fase
reversa do extrato bruto de A. stygium (modo gradiente, com deteccdo em

P22 o ] 1 0 ) T PSPPI 127
Figura 68: Perfil do extrato bruto de A. stygium em CG-EM...........ouvviiiiiiiiiiiiiiniiiinnnns 128
Figura 69: Compostos identificados no extrato bruto de A. stygium...............c.ccc.......... 129

Figura 70: Cultivo de H. monticulosum isolado da alga vermelha A. spicifera em meio
BDA em A: agua ultrapura; B: agua do mar (Superficie e parte inferior da placa de Petri
(eo] ) (=T gTe [o T o TN =Y aTo [ 1 (o ) USSP 131

Figura 71: Comparagao dos espectros de RMN de 'H dos extratos de H. monticulosum
isolado de A. spicifera em agua do mar (A) e ultrapura (B) (DMSO- ds 300

Figura 72: Comparagao dos espectros de RMN de 'H dos extratos de H. monticulosum
isolado de A. spicifera em agua do mar (A) e ultrapura (B) (DMSO- d6, 300

Figura 74: Compostos identificados no extrato de H. monticulosum isolado de A.
RSy 0] [ = - TS 135

Figura 75: Cultivo de H. monticulosum isolado de D. marginata em meio BDA. A: agua
ultrapura; B: agua do mar (Superficie e parte inferior da placa de Petri contendo o

=TT [0} 11 o ) PSSP PPPPPRRPI 137
Figura 76: Comparagédo dos RMN de 'H Extrato de H. monticulosum isolado de D.
marginata em agua ultrapura (A) e do Mar (B) (DMSO- ds, 300 MHz)............c..vvveuneeneee. 138

Figura 77: Cromatograma da analise por CLAE-DAD - fase reversa do extrato bruto de
H. monticulosum isolado de D. marginata em modo gradiente, com detec¢cdo em

Figura 79: Compostos identificados no extrato de H. monticulosum isolado de D.
IMAFGINATA ..ottt et e e e e e e e e e e bbbt e teeaaa e e e e e e e e aaas 141

Figura 80: Atividade citotoxica dos extratos brutos dos fungos endofiticos em estudo
contra linhagens de células tumorais HCT-116..............ccoooiiiiiiiiiiiccccccce e, 142



Avaliagédo quimica e biolégica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Figura 81: Resultado dos ensaios anticolinesterasico realizado com os extratos

Figura 82: Atividade antimicrobiana dos extratos brutos contra linhagens
(7= To (=T F=T o F= 1 S PP 144

Figura 83 A: Quantidade de biofilme da S. epidermidis ATCC 35984 depois de tratado
com os extratos brutos AS 07 MQ B, AS 04 MQ e DM 06 M2 MQ a 512

Figura 83 B: Quantidade de biofilme da S. epidermidis ATCC 35984 depois de tratado
com os extratos DM 03 M1, AS 06 M2 MQ e DM 02 M1 MQ A a 512

8T 700 P PPPPRPPRRPR 146
Figura 83 C: Quantidade de biofilme da S. epidermidis ATCC 35984 depois de tratado
com o0s extratos AS 05/ AS 09 MQ @ 512 UG/ML...euvviiiiiiiiieiee e e 147
Figura 85: Comparacéo dos espectros de RMN de 'H do extrato de H. monticulosum
isolado de A. spicifera e D. marginata (DMSO-d6, 300MH2Z)............ccccuveviieieiieenieii, 152
Figura 86: Ampliagdes dos sinaisde RMN de "H..........c..oooorioiiiiiiiieeeeeeee e 153
Figura 87: Comparacéo dos resultados para atividade Antitumoral entre os extratos de
H. MONTICUIOSUM ... e e e e e e e e e e e e eeeee e eereaaeanees 154
Figura 88: Espectro de RMN de 'H da Substancia 2 (DMSO- ds, 600 MHz).................. 159
Figura 89: Espectro de DEPT da Substancia 2 (DMSO- ds, 150 MH2z).............ccvvvveerenn. 160
Figura 90: Espectro de HSQC da Substéancia 2 (DMSO- ds, 150 MH2z)............ccvvvieeee.n. 161
Figura 91: Espectro de HMBC da Substancia 2 (DMSO- ds, 150 MHZ)...........ccvvveeee.... 162
Figura 92: Espectro de TOCSY 1D da Substancia 2 (DMSO-dg).......cccccecuurrrrrrreerennen.. 163
Figura 93: Substancia 2 e as principais correlagbes em HMBC................ccooeviviininennnn, 164
Figura 94: Cromatograma substancia 2 em gradiente exploratério, modo analitico
25T o o 1) SO PRSPPI 165
Figura 95: Espectro de UV da substancia 2...........ccooooiiiiiiii e, 165
Figura 96 A: Espectro de Massas de baixa resolugdo da substancia 2, em modo
TS F= (Y o TSP 167
Figura 96B: Espectro de Massas de baixa resolugdo da substancia 2, em modo
0101511177 TSRS 167
Figura 97: Espectro de RMN de 'H da Substancia 3 (DMSO- ds, 600 MHz).................. 169
Figura 98: Espectro de '3C da Substancia 3 (DMSO- ds, 150 MHZ)........c..cccoveeecueeenne.. 170
Figura 99: Espectro de HSQC da Substancia 3 (DMSO- ds, 150 MHz)..............vvvvveeee.. 171
Figura 100:Espectro de HMBC da Substancia 3 (DMSO- d6, 150 MHz)....................... 172
Figura 101: Estrutura parcial Adasubstancia 3 ............cco i 173

Figura 102: Substancia 3 e as principais correlagdes em HMBC..............ccccvvvveveeveenenn. 174



Avaliagédo quimica e biolégica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Figura 103: Espectro de UV da substancia 3. e 174
Figura 104 A: Espectros de NOESY 1D da substancia 3 (irradiacdo de H-5, H-9 e H-
G PSP PPRRRP 176
Figura 104 B: Espectros de NOESY 1D da substancia 3 (irradiacdo de H-11, H-8, H-5 e
o RSP 177
Figura 105: Espectro de Massas de baixa resolugdo da substéncia 3, em modo
LT =1 (Y o T 178
Figura 106: Curva de crescimento microbiano teorico...........ccccovvvvvivciiciiiiee e, 179
Figura 107 A: Analise por CLAE-EM dos extratos obtidos com os experimentos para o
meio de cultivo Malte (EXp. 01 € EXP. 02).......uuiuiiiiiiiiiiiieiie i e 190
Figura 107 B: Analise por CLAE-EM dos extratos obtidos com os experimentos para o
meio de cultivo Malte (EXp. 03 € EXP. 04).....oooermeemiieieiicie e e 191
Figura 107 C: Analise por CLAE-EM dos extratos obtidos com os experimentos para o
meio de cultivo Malte (EXp. 05 € EXP. 06)........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 192
Figura 107 D: Analise por CLAE-EM dos extratos obtidos com os experimentos para o
meio de cultivo Malte (EXp. 07 @ EXP. 08)...ccoe e 193
Figura 107 E: Analise por CLAE-EM dos extratos obtidos com os experimentos para o
meio de cultivo Malte (EXP. 09)......cooiiiiiieeee e 194
Figura 108 A: Analise por CLAE-EM dos extratos obtidos com os experimentos para o
meio de cultivo CZAPEK (EXP.01 € EXP.02)......oeiiiiiiiiiiii e 195
Figura 108 B: Analise por CLAE-EM dos extratos obtidos com os experimentos para o
meio de cultivo CZAPEK (EXP.03 € EXP.04).....ooomereeiicieeeee e 196
Figura 108 C: Analise por CLAE-EM dos extratos obtidos com os experimentos para o
meio de cultivo CZAPEK (EXP.05 € EXP.06)......ceeiiiiiiiiiiiiiiiiiei e 197
Figura 108 D: Analise por CLAE-EM dos extratos obtidos com os experimentos para o
meio de cultivo CZAPEK (EXP.07 € EXP.08).....ooeeereeeieieeee e 198
Figura 108 E: Analise por CLAE-EM dos extratos obtidos com os experimentos para o
meio de cultivo CZAPEK (EXP.09)... .ot 199

Figura 109: Vista superior e inferior das placas de cultivo da linhagem AS-01: Variagéo
do aspecto do micélio nas placas de PDA com variacdo do tipo de

Figura 110; Variagio 4o aspects 4o mickio & na cooragh 4o meio s suive Niahe 2o
alterar 0 tiPO A AQUA.......coo et e e e e e ———————— 202
Figura 111: Variacdo da coloragdo dos extratos ao alterar o tipo de agua..................... 202
Figura 112: Variagdo da coloragcéo dos extratos ao alterar o pH..........ccccccoevieiiiiiinnnnnn, 202
Figura 113: Variacao da coloragdo dos extratos ao alterar o meio de cultivo................. 203

Figura 114: Respostas escolhidas para analise do planejamento.............cccccccooeeieenennn. 203



Avaliagédo quimica e biolégica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Figura 115: Grafico de Pareto para a resposta Massa, mostrando as variaveis da
regressdao em ordem de importancia para 0 modelo............ccouuiiiieiiiiiiieie e, 208

Figura 116: Superficie de resposta e grafico plano para a resposta Massa (mg) em
relacdo as variaveis pH, tempo de cultivo e tipo de agua utilizadas neste

L2153 (U o (o TSRS 211

Figura 117: Resumo dos resultados obtidos nos experimentos com Malte................... 212
Figura 118: Grafico de Pareto para a resposta Compostos polares, mostrando as
variaveis da regressao em ordem de importancia para o modelo.............ccccceevvvvirvrnnnnnn. 215
Figura 119: Superficie de resposta e grafico plano para a resposta #Picos 12 Metade
(Polares) em relag@o as variaveis €m eStUdO...........eeeeiiiiiiiiii e 217
Figura 120: Grafico de Pareto para a resposta compostos apolares, mostrando as
variaveis da regressao em ordem de importancia para o modelo...............cccccceeeiieenenns 218
Figura 121: Superficie de resposta e grafico plano para a resposta #Picos 22 Metade
(Apolares) em relacdo as variaveis €m eStUdO. ..........ooociiiiiiiiiiiie e 220
Figura 122: Resumo dos resultados obtidos nos experimentos com Czapek................ 221
Figura 123: Perfil do extrato Czapek Marem CG-EM..............oooiiiiiiiiiiiiieeeeeee 223
Figura 124: Compostos identificados no extrato Czapek Mar por
(o =TS Y o] [Te= To= Lo TR RSPRT 224
Figura 125: Perfil do extrato Malte torneira em CG-EM..............cccoiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee e 225
Figura 126: Compostos identificados no extrato Malte Torneira por
(o [=TS] (=T o) o= o= Lo T 226

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Produtos naturais de origem marinha aprovados para uso terapéutico ou em

fase de avaliaGao CliNICA...........ooeii i e e 32-33
Tabela 2: PNM com propriedade anti-infecciosas aprovados pela FDA e pela
U oot e e e — e e eeeae e e e e e e e e —a—————————ae aeeeaaeaaeaneaa e raarrrnees 46
Tabela 3: Massas dos extratos brutos obtidas nos experimentos de escala
1Yo [0 T b= TP PPROPRR 78
Tabela 4: Compostos propostos pelo programa GC-MS Data Analysis............ccccc....... 94
Tabela 5: Compostos propostos pelo GC-MS Data Analysis para R.
NEOPUSTUIANS. ...ttt e e e e e e e e e e aeeeeeesaaanns 102
Tabela 6: Compostos propostos pelo GC-MS Data Analysis para F. solani................... 108

Tabela 7: Compostos identificados no extrato DM 08 Mar B por CLAE-EM............ 110-116



Avaliagédo quimica e biolégica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Tabela 8: Compostos propostos pelo GC-MS Data Analysis para D.
EEIEDINENITONII. .......vveeeeeeeee et e e e e e e e e e e e e e e e eeeeee e e eae 122

Tabela 9: Compostos propostos pelo GC-MS Data Analysis para A. stygium.............. 128

Tabela 10: Compostos propostos pelo GC-MS Data Analysis para H.
IMONECUIOSUM. ... ettt e e et e e et e e e e e e et e e e eas aeeeenannns 134

Tabela 11: Compostos propostos pelo GC-MS Data Analysis para H.
IMONECUIOSUIM. ...t e et e e et e e e e e e e ae e saaeeeeannns 140

Tabela 12: Capacidade de erradicagdo do biofilme formado por Staphylococcus

epidermidis ATCC 35984....... ..o ettt e e e e e e e e e aeeeeaees 145
Tabela 13: % de inibicdo crescimento do Tripanossoma cruzi - 20ug/mL................... 147

Tabela 14: % de inibigcdo do crescimento de Leishmania infantum - 20ug/mL.............. 149
Tabela 15: Resultados dos ensaios com os extratos selecionados........................ 149-150
Tabela 16: Variagdo na produgdo de extrato bruto do fungo H.
IMONTICUIOSUIM. ...ttt e ettt e e e e et e e e e e e eeeaa e e e e s eesaaeeeaeeeens 151

Tabela 17: Dados de RMN de 'H (600 MHz) e '3C (150 MHz) da substancia 2 em DMSO-
o YRR 154

Tabela 18: Comparacédo dos resultados para atividade Anticolinesterasica entre os
extratos de H. MONTICUIOSUIM. .............uuuuuieiiiiiiie et et e e e e e e e 164

Tabela 19: Dados de RMN de 'H (600 MHz) e '3C (150 MHz) da substancia 3 em DMSO-
Lo YR 173
Tabela 20: Correlagdes observadas através do experimento de Noesy 1D................... 175
Tabela 21: Variaveis escolhidas para realizagao do planejamento.................ccceeeen 183
Tabela 22: Planejamento realizado para os meios de cultivo liquidos...............cccccunee.. 186
Tabela 23: CodificCagao dOS NIVEIS. .......uuuiiiiiii e 188
Tabela 24: Configuragéo dos experimentos com as variaveis
(oo T [ T07= T =< U 188
Tabela 25: Massas dos extratos brutos obtidos do Planejamento experimental realizado
com a linhagem do fungo endofiticoO AS-01.........uuiiiiiii e 189
Tabela 26: Porcentagem de inibicdo das enzimas ICER-AChEee e ICER-AChEhu dos
extratos do Plan€jameENtO.........cooii i 200

Tabela 27: Valores das respostas obtidas apds realizagdo dos experimentos com

Tabela 29: Compostos propostos pelo GC-MS Data Analysis a partir da analise por GC-
MS do extrato Czapek Mar do fungo A. StyGitim................cccoveveiemiieeiii e 223
Tabela 30: Compostos propostos pelo GC-MS Data Analysis para extrato Malte
100 L= = TR PRSP 225



Avaliagédo quimica e biolégica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

LISTA DE EQUAGOES

Equacao 1: Equacgao de Van Den Dool e Kratz.............coooiiiiiiiiiiiiiic e, 61

Equacgao 2: Equacéao de percentuais de inibigdo da atividade da enzima na presenga do
inibidor (Ai) com a area da atividade da enzima na auséncia de inibidor

X0 PSSP 66
Equacao 3: Interagdo entre as VariQveiS............uueeeieiiiiiiiiee et e 205
Equacgao 4: Soma do quadrado dos efeitos ........cccoeevieiiiiiiiiiiiiiee e 205

LISTA DE FLUXOGRAMAS

Fluxograma 1: Obtencdo e triagem quimica e biolégica dos extratos brutos

(o] 0] 1T [0 =T P OO UP PP 74
Fluxograma 2: Fracionamento do extrato AS 09 MQ por CC (fase reversa C-18) e
0obtengao das SUDSIANCIAS 1 €@ 2. i e s 156

Fluxograma 3: Fracionamento do extrato DM 02 MQ por CC (fase reversa C-18) e
obtencao das SUDSIANCIAS 2 € 3...... .o e 157

Fluxograma 4: Metodologia de obtengdo dos extratos brutos do Planejamento
experimental realizado com 0 fuNGO AS-01.......o e 187



Avaliagédo quimica e biolégica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

ABREVIATURAS E SiMBOLOS

AchE — Enzima acetilcolinesterase

AcOEt - Acetato de etila

AS - Acanthophora spicifera

MeOH — Metanol

BDA — Batata-dextrose-agar

CC - Cromatografia em coluna

CCDC - Cromatografia em camada delgada comparativa
C18 - Silica gel de fase reversa tipo octadecil silano
CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

CLAE-DAD - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de

Diodos

CIM- Concentracgao Inibitéria Minima

CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute

CPQBA - Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas
DEPT - Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
DM - Dichotomaria marginata

DMSO-d6 — Dimetilsulfoxido Deuterado

d — Dubleto

dd — Duplo - dubleto

ddd — Duplo — duplo — dubleto

dt — Duplo-tripleto

EM — Espectrometria de Massas

E. jambolana— Eugenia jambolana

Ejc — Eugenia jambolana caule

Extr- extrato bruto

Fr — Fracao



Avaliagédo quimica e biolégica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

8 — Deslocamento quimico
gCOSY — Gradient Correlated Spectroscopy

gHMBC - Gradient Heteronuclear Multiple Bond Correlation

gHMQC - Gradient Heteronuclear Multiple Quantum Correlation

Hex — Hexano

IC50 — Concentracao Inibitoria

IQAr — Instituto de Quimica de Araraquara

IV — Infravermelho

J — Constante de Acoplamento

m — Multipleto

MHz - Megahertz

min. — Minutos

MTT - sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium
m/z — Relagdo massa-carga

NaClO — Hipoclorito de sodio

nm — Nanémetro

NOESY 1D — Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy em uma dimensdes
NuBBE — Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais
pag. - Pagina

ppm — Parte por milhdo

q — Quarteto

RMN de 'H — Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

RMN de '3C - Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13

s — Simpleto

sl — Simpleto largo

SV - Sargassum vulgare

Subst- Substancia



Avaliagédo quimica e biolégica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

t— Tripleto

TMS - Tetrametilsilano
UV — Ultravioleta

vlv — Volume/volume

A — Comprimento de onda

Mm — Micrometro




Avaliagédo quimica e biolégica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Sumario
INLERI0] 516 107.Y0 TP 31
1.0 Produtos Naturais Marinhos como Fontes de Substancias Bioativas ............ccccceeuveee.. 31
1.1 Algas como fonte de Produtos BIiOativos ..., 37
1.2 Micro-0rganiSmMOS MATTNNOS .........viiieiiiiii e e e 43
1.3 ENSAIOS DIOIOGICOS ...ttt ettt e e 46
R B LT (=T o] oF= Yoz (o I PP PPPRP T OPPRPPON 51
IR T O 1] Y SRR 52
1.6 Quimiometria e Planejamento EXperimental.............cccooiieiiiiiiie e 52
O = N IV T 55
(O] [ 11V o R 1= - 1 PP U PP PUPPPTPPPPRN 55
ODJetiVOS ESPECITICOS .. uuuviiiiiiiiei it s e e e e e e e e e e e e e e e e s s e e bbb arereeaeeeeennnreees 55
3. MATERIAIS E METODOS......coooioteeeieteeeeteee ettt es sttt ae et ate s tensteneesetesnsaenssaesesnaseneas 57
3.1 Selegdo e coleta das ESPECIES VEGELAIS ........cueeiiieieiiiie ittt e e 57
3.2 Obtencao € CUltivO dO €NAOFILO .......ueiiiiieiiie e 57
3.3 Perfil Quimico e Biol0gico em escala redUZida. ...........cooviieieieiiiieie e 61
3.3.1 Perfil QUImMIco (iNStrumMeNtOS € tECNICAS) ....uvvvreiieeeiiiiiiiiiei e e e e s e e e e e e e e s e e e e e e e e e nneeees 61
T T2 == o 1 1 = o[ To [l TSR 64
3.3.2.1 Atividade Antibi6tica contra linhagens bacterianas resistentes............cccccvvvveeeeeeeeiecnnne, 64
3.3.2.2 ENS@I0 ANLICONNESIEIASICO. ....ceiiiiiiieiiiiiiie ettt st e e et e e e e e nreee e e snneeeeean 67
ICTRC T2 amC B =t o LT (o l e [= R od1 (0] (o) d (o [0 F= Vo = SR 69
3.3.2.4 ENsai0 LeiShMANICIHA. ... e e e e 69
G TG P N 1T V(o T I = U g [T T - 70

3.3.2.5 Triagem de inibidores de enzimas serino-proteases envolvidas em diferentes etiologias.

........................................................................................................................................................ 71
3.4 Cultivo dos fungos endofiticos em escala reduzida e obteng&o dos extratos brutos. ........... 74
3.4.1 Metodologia utilizada para realizagao doS CUIIVOS:..........cccooviiiiiiiiiiiee e, 74
3.4.2 Identificac@o dos fungos endofitiCOS ..........uuviiiiiii i 74
3.4.3 ESCOINa dO MEIO UE CUIIVO. ....eeeiiiiiiei ittt e s e e ee e e 79
3.4.4 Escolha das linhagens dos fungos endofitiCos. .........cccvveiiee e, 79
4.0 RESULTADOS E DISCUSSAQ ....ocooiieeietieeeeeeteteieee ettt essss et ess s essastesennesssnaesesnans 81
CAPITULO 1. Avaliac8o quimica doS eXtratos DIULOS ............c.ceeeevereieieeeieceeeeseeseeeessseeseenene s 81

4.1 Andlise quimica dos exXtratos DIULOS ..........cccuiiiiiiiie e e e e arees 81



Avaliagédo quimica e biolégica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

4.1.1 Quantidade dos extratos brutos produUzidoS ........ceeveveieiieiieiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeee e 81
4.1.2 Perfil Quimico por CCDC dos eXtratos DIULOS ..........ccuvveeiieeeeiiiiiiiieiee et 82
4.2 Andlise do perfil quImMIco dos eNAOfItOS..........c.eeeiiiiiiiiiiee e 82
4.2.1 Andlise quimica do enddéfito Annulohypoxylon atroroSEUM ..........ccccueeeeiiiiieeeiiiiee e siieeeens 83
4.2.2 Andlise quimica do endofito Colletotrichum gloeosporioides. ...........coocveeiiiieeiiieeiiiieenieene 86
4.2.3 Andlise quimica do endofito Fusarium begoniae. ............cooveiiiiiiiiec i 88
4.2.4 Andlise quimica do endofito PestalotiopsisS MICTOSPOra.........cevvveeiiieeiiieeiiiee e 91
4.2.5 Andlise quimica do endofito Xylaria COCCOPNOTa ........cocviiiiiiiiiiii i 94
4.2.6 Andlise quimica do endofito Entonoema pallida. ..........cceeeeiieiiiiei e 97
4.2.7 Andlise quimica do endofito Roussoella Neopustulans ... 102
4.2.8 Andlise quimica do endofito Fusarium SOlaNi .........cc.eoeieiiiiiie i 108

4.3 Comparagado do perfil quimico de fungos de mesmo género e espécie associados a algas

(0157 (] 7= TP OO PP 120
4.3.1 Andlise quimica do enddfito Diaporthe terebinthifolii...........c..ccooeiii 121
VG T2 AN o] 01U ] (o] Y7 o0 ) 4 Y (o] IE=1 1Y/ 0 |18 o P 127
4.3.3 Andlise quimica do endéfito Hypoxylum monticuloSUM..............cccoiiieiiee e 133
CAPITULO 2. PERFIL BIOLOGICO DOS EXTRATOS .....ocvoeeeteeeieeeeeeeeeeee et 145
4.4 Resultados dos ensaios biolOgiCOS teStATOS ..........eeiieiiiiiiiiiiie e 145
O N AN 1\ [0 F= To (oY ol [ (0 (0 ) (o= TR OOSPPREUT 145
4.4.2 Ensaio ANtiCONNESIEIrASICO......ccoviiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 146
R Rl Y e TS Y V(o I Y a1 i 4ol (0] o] = U Lo 146
4.4.4 Avaliacao da atividade tripanoCida............cccuuuiiiiieei i e a e 150
4.4.5 Avaliacao da atividade leishmaniCida ...........uevveiieeiiiiiic e 152

4.4.6 Avaliacdo das atividades antibidtica frente a E. coli, coagulacdo do sangue e inibicdo de

A Z=T oL g Tolo L= o0 o] = WU OSPPRPTRR 152
CAPITULO 3. Estudo Quimico e Biolégico de Hypoxylon monticulosSum ............cccceveveveevennann. 154
4.5 Perfil QUIMICO ..eiiiiiiiii ittt e e e e e e et e e e e e e e e e e s a bbb e e e e eaeaeeseasntabeseeeaaaeaans 154
4.5.1 Variagdo da massa d0S eXtratoS DIULOS ..........uviiiiiiiiieiiiei et 154
4.5.2 RMN de H dos extratos de H. MOoNtiCUIOSUM.............cccueiiiiiiieie e, 154
4.6 PErfil BIOIOGICO .ottt ettt et e e e e s nnb e e e e as 157

4.7 Cultivo em escala ampliada de H. monticulosum codificado AS 09 MQ (para o isolado de A.

spicifera) e DM 02 MQ (para o isolado de D. marginata). .......ccccceeeeeeieiiiiiiieece e 158



Avaliagédo quimica e biolégica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

4.7.1 Crescimento em escala ampliada ..........cooovvviviiiiiiiiiiiiiiccceeeeeeeeeeeeeeeee e 158
4.7.2 Fracionamento do extrato AS 09 MQ.......ooiiiiiiiiiiii et eaanas 158
4.7.3 Fracionamento dos extratos de DM 02 MQ .......uoiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee et eennes 158
4.8 Determinacao Estrutural das Substancias majoritarias .........ccooovveeeeiiiiiee e 161
4.8.1 Determinagao Estrutural da SUDSTANCIA 2 .........ocoiiiiiiiiiieeec e 161
4.8.2 Determinagao Estrutural da SUDSTANCIA 3 .........oooiiiiiiiiii e 171
4.9 Atividade biolégica das fragBes e substancias isoladas..........ccccceeeviiiieeeiiiiie e 182
4.9.1 Resultado da atividade CILOTOXICA. ........ccuueieiiiiiiie et 182
4.9.2 Resultado da atividade antimiCrobiana .............coooiiiiiiiiiiie e 183
CAPITULO 4. Utilizacdo de planejamento experimental no cultivo de A. stygium. ................... 185
4.10 Escolha das VariQveiS € rESPOSIAS ........ccoiiiiiuiiiiiee e e e eeccte e e e e e e e e s ee e e e e e e s e e sstrrereeeaaeeeaas 185
4.10.1 MEIO 08 CUIIVO ...ttt e s e e e es 186
4.10.2 VaNAVE] PH oot e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaas 187
4.10.3 VarAVEl TEMIPO.. ...ttt e e e e e e e et re e e e e e e e e e s stbb e e e e eeeeessaaasabeseeeaaeeaaans 187
4.10.4 VarAvel TIPO 08 AQUA ......cvvcveeceeeeeeieeetceee ettt ettt es e s e st seeeas 188
4.11 Cultivo do enddfito e obtencao dos extratos Drutos..........coooeeviiiiiiiee e 189
4.12 RESULTADOS E DISCUSSAO PLANEJAMENTO ......ooviiiiieecesieecees et 190
4.12.1 Andlise Quimica dos Extratos brutos Planejamento..........ccocueeveiiiiiiiiiiiiee e 192
4.12.2 Perfil Biol0gico dos extratos Planejamento. ............eueiiiirieiiiiiieee e 203
4.12.3 Variagles A0 CUIIVO. ......eiieiiiiiiiieiei et e e e e e e r e e e e e s s et baa e e e aaaeeeaaas 204
4.12.4 Influéncia dos efeitos NAS rESPOSLAS .......cc.uvviiiiiiee i a e e e 206
O I ST i (1 (0 1 PP 207
4.12.6 InteracBes das variaveis SeleCionadas ..........ccccveeevviiiiiiiiiee e 207
4.12.7 Discusséo dos efeitos sobre as respostas para experimentos com MALTE. ................. 209
4.12.8 Discusséo dos efeitos sobre as respostas para experimentos com CZAPEK................ 216
4.12.8.3 Interpretacao dos resultados geraiS:..........uuuururuiuiuiuimiiiiiiieiiiniiinr———————————— 225
4.13 Andlise por CG-EM de extratos oriundos do planejamento ...........cccccceveeeeeiiiiiciiiieeeee e, 225
4.13.1 Identificacado de metabdlitos por Desreplicacao utilizando CG-EM..........cccccovcvveeeeinnnnn. 226
4.13.2 Identificacdo de metabdlitos por Desreplicacao utilizando CG-EM..........cccccevcvvevernnnenn. 228
(070N [0 I 1S7:Y0 1RO 230

BIBLIOGRAFIA ...ttt e e e e s e e bbb e e e e e e e e e s s nb bbb e et e e e e e s e e nnrrreeeeeeas 233



Avaliagédo quimica e biolégica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

ANEXO | Respostas para experimentos COmM MALTE ..., 242
)] Efeitdo Na RESPOSIA MASSA........eeeiiiiiii ettt e e e e e e e e et eeeeeeaaeeaanns 242
) Efeito na Resposta %INibIGA0 ACNEEE ........ocoiiiiiiiiiiieeceee e 243
1) Efeito na Resposta %InibIGA0 ACNERNU .........cooiiiiiiiiii e 244
V) Efeito na Resposta NUmero de picos N0 CLAE-EM.......c.c.cccoviiiiiiiiee e 245
V) Efeito na Resposta Area dos picos observados por CLAE-EM. ..........c.ccccevvveeenennne. 246
VI) Efeito na Resposta Area dos picos (Acima da média) observados por CLAE-EM. ....247
VII) Efeito na Resposta Area dos picos (Abaixo da Média) no CLAE-EM. ............cccuv.... 248
VIIT) Efeito na Resposta Numero de picos na 12 metade (Polares) CLAE-EM. .............. 249
IX) Efeito na Resposta NUmero de picos na 22 metade (Apolares) observados no CLAE-EM.

..................................................................................................................................... 250
X) Efeito na Resposta Intensidade dos picos N0 CLAE-EM ... 251
X1) Efeito na Resposta Intensidade de picos (Abaixo da média) no CLAE-EM. ............... 252
XII) Efeito na Resposta Intensidade dos picos (Acima da média) no CLAE-EM............... 253
ANEXO Il Discussao dos efeitos sobre as respostas para experimentos com CZAPEK .......... 254
)] Efeito NA RESPOSIA MASSA........uuuuuiiiiiiiiiiiiiii e aan e nrasaannasasnrnnnsnnnnnnns 254
) Efeito na Resposta %Inibicdo AChEee N0 CLAE-EM........ccccviiiiiiiiiiiieeee e 255
1) Efeito na Resposta % Inibicdo de AChEhu no CLAE-EM.........cccooiiiiiiiiiiii, 256
V) Efeito na Resposta Numero de picos observados no CLAE-EM...........ccccoovieeeiinnenn. 257
V) Efeito na Resposta Area dos picos observados por CLAE-EM. ..........c.ccccevvevvenennne. 258
VI) Efeito na Resposta Area dos picos (Abaixo da Média) no CLAE-EM. ........c..ccce..... 259
VII) Efeito na Resposta Area dos picos (Acima da média) observados por CLAE-EM. ....260
VIIT) Efeito na Resposta Numero de picos na 12 metade (Polares) CLAE-EM. .............. 261
IX) Efeito na Resposta NUmero de picos na 22 metade (Apolares) observados no CLAE-EM.

..................................................................................................................................... 262
X) Efeito na Resposta Intensidade dos picos N0 CLAE-EM.........ccccooviininininininininnnnnnnnn, 263
X1) Efeito na Resposta Intensidade de picos (Abaixo da média) no CLAE-EM. ............... 264

XIl) Efeito na Resposta Intensidade dos picos (Acima da média) no CLAE-EM............... 266



Avaliagédo quimica e biolégica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

INTRODUGAO
1.0 Produtos Naturais Marinhos como Fontes de Substancias Bioativas

Estudos acerca da quimica de produtos naturais apresentam-se como uma das
estratégias de maior sucesso para a descoberta de substancias bioativas para o
desenvolvimento de novos farmacos. Essa linha de pesquisa € uma das areas mais
tradicionais da Quimica no Brasil, principalmente devido a ampla biodiversidade existente
€m Nosso pais, aos grandes avangos obtidos ao longo dos séculos através da descoberta
e a utilizacdo de metabdlitos secundarios com importantes aplicagcdes na medicina,
agricultura, industrias alimenticias entre outros (PUPO, M. T, et al. 2007).

Neste contexto destacam-se os estudos com plantas, micro-organismos, e mais
recentemente organismos marinhos. Este ecossistema € um nicho ainda subexplorado
de compostos com estruturas quimicas diferenciadas, que s&o consideradas fontes
potenciais para descoberta de novos farmacos (TORRES, V. R, et al. 2017).

O avango em técnicas de mergulho ou prospeccédo maritima, juntamente com o
desenvolvimento de novas tecnologias analiticas, espectroscopia e métodos de triagem
de alto rendimento, contribuiram para um aumento no interesse em se estudar esse
ambiente. Estudos envolvendo organismos marinhos e seus compostos bioativos tiveram
maior destaque nos ultimos trinta anos, especialmente no que se refere ao estudo do
cancer (Figura 1), sendo que mais de 60% dos metabdlitos descritos até o momento
apresentam aplicagcdo em areas da Bioquimica, Farmacologia e Medicina (Figura 2)
(TORRES, V. R, et al. 2017).

Figura 1: Numero de publicagbes de compostos de origem marinha nos ultimos anos.

Compostos marinhos na saude
2007 mm Cancer
®W Outras doencas

1504
1004 l I\
(JIIIIIIIIIIIIIIIII

f&eﬂfl’#"d’l‘\ff‘f@pé’@@fO6’&;0‘.919.9,9 e‘

Ano

Numero de publicacdes para
)

compostos de origem marinha

FONTE: Adaptado de TORRES, V. R, et al. 2017.

Figura 2: Area de aplicacdo dos compostos marinhos estudados até 2016.
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Compostos de origem marinha em estudo, por area
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FONTE: Adaptado de TORRES, V. R, et al. 2017.

Nas ultimas décadas, metabdlitos secundarios provenientes de organismos
marinhos produziram um grande numero de candidatos a farmacos. Apesar disso,
apenas em 2004 foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration, EUA) o primeiro
medicamento produzido diretamente a partir de um produto natural marinho. O peptideo
ziconotideo, isolado do molusco Conus magus, é utilizado no tratamento de dores
cronicas, sendo comercializado sob o nome de Prialt® (1). Este fato representa um marco
histérico para os estudos com organismos marinhos. Poucos anos depois, em 2007, foi
aprovado o antitumoral Ecteinascidina 743, um alcaloide tetraidroquinolinico isolado da
ascidia Ecteinascidia turbinata, comercializado sob o nome de Yondelis® (2) (MOLINSKI,
2009). Além dos exemplos citados acima, nos quais o farmaco mantém a estrutura
original do metabdlito natural, atualmente existem cinco farmacos disponiveis no
mercado que sdo produtos de sintese inspirados no esqueleto quimico de produtos
naturais marinhos. Como exemplos podemos citar a Ecteinascidina 743, produzida por
semi-sintese a partir da cianosafracina B (3), um produto natural obtido da fermentagao
da bactéria Pseudomonas fluorescens. Ja a citarabina ou Ara-C (4), comercialmente
conhecida como Cytosar-U® ou Depocyt®, € utilizada no tratamento de cancer, enquanto
avidarabina ou Ara-A (5), comercializada como Vira-A®, é utilizada como antiviral. Ambas
sdo derivados sintéticos dos nucleosideos espongouridina (6) e espongotimidina (7),
isolados da esponja caribenha Tethya cripta (MAYER et al., 2010). (GERWICK & MOORE,
2012) (Figura 3).
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Figura 3: Exemplos de farmacos de origem marinha aprovados pelo FDA e suas fontes de origem.
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Outras substancias, derivadas direta ou indiretamente de metabdlitos secundarios,

encontram-se em fase clinica de avaliagcédo, conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1: Produtos naturais de origem marinha aprovados para uso terapéutico ou em

fase de avaliagao clinica.

Situagao

Composto

Organismo Marinho

Atividade Biolégica

Aprovado FDA

Trabectedina

Tunicato

Sarcoma de tecido mole
e cancer de ovario

Aprovado FDA

Brentuximab vedotina

Molusco /
Cianobactéria

Linfoma sistémico

Aprovado FDA

Mesilato de eribulina

Esponja

Cancer de mama

Aprovado FDA Omega-3 Peixe / Microalga  Anti hipertrigleceridemia
Aprovado FDA Ziconotideo Molusco Dores neuropaticas
Aprovado FDA Vidarabina (Ara-A) Esponja Antiviral
Aprovado FDA Citarabina (Ara-C) Esponja Leucemia
FASE Il Plinabulina Fungo Cancer de pulmdo,
tumor cerebral
FASE Ill Plitidepsina Tunicato Mieloma muiltiplo,
leucemia, linfoma
FASE llI Esqualamina e Lactato Tubarao Doengas vasculares
FASE llI Tetrodotoxina Peixe bolha Dores crbnicas
FASE Ill Glembatumumab Molusco / Cancer de mama
vedotina Cianobactéria
FASE Il Lurbinectedina Tunicato Cancer de ovario,
cancer de mama
Depatuxizumab Molusco / Glioblastoma, tumores
FASE lI : . . . e
mafodotina Cianobactéria cerebrais pediatricos
Esquizofrenia, Doenca
FASE Il GTS-21 (DMXBA) Minhoca de Alzheimer e outros
transtornos mentais.
Denintuzumab Molusco / A
FASE Il mafodotina Cianobactéria Cancer
FASE || AGS-16C3F .Molusco’/_ Carcinoma dg células
Cianobactéria renais
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Molusco /

FASE I Polatuzumab vedotina , . Linfoma, leucemia
Cianobactéria

FASE lI PM 184 Esponja Tumores sélidos

FASE I Tisotumab vedotina .MO|USCO,/. Dlversqs tipos de
Cianobactéria Cancer

FASE I Enfortumab vedotina .Molusco’/' Cancer
Cianobactéria

FASE | GSK 2857916 Molusco /. Micloma multiplo
Cianobactéria

FASE | ABBV-085 Molusco /. Tumores sélidos
Cianobactéria

FASE | ABBV-399 Molusco /. Tumores sélidos
Cianobactéria

FASE | ABBV-221 Molusco / Tumores sélidos
Cianobactéria

FASE | ASG-67E Molusco / Cancer
Cianobactéria

FASE | ASG-15ME Molusco / Cancer
Cianobactéria

FASE | _ Marizomip Bactéria Qéncer de Qulméo,

(Salinosporamida A) cancer de pancreas

FONTE: Adaptado de http://marinepharmacology.midwestern.edu/clinPipeline.htm

(Acesso em Margo/2018)

Em relacdo ao ambiente marinho tem destaque os estudos com esponjas, que
apresentam as maiores quantidades de compostos descritos na literatura, incluindo o
relato de novas substancias bioativas (WANG, 2006). Embora haja descricdo de estudos
quimicos e biolégicos envolvendo algas marinhas, de acordo com o grafico a seguir
(Figura 4) (BLUNT et al. 2017), pode-se observar que esta fonte promissora de
metabdlitos secundarios ainda € pouco explorada, sendo as algas vermelhas as que

apresentam um maior numero de publicagdes nos ultimos anos.
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Figura 4: Produtos naturais de origem marinha / filo
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Fonte: Adaptado de BLUNT, et al.; 2017.
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1.1 Algas como fonte de Produtos Bioativos
As algas estao entre os primeiros organismos marinhos a serem investigados por

quimicos de produtos naturais, na busca por substancias bioativas com potencial para o
desenvolvimento de novos farmacos (FOLMER et al., 2010).

Dentre os metabdlitos secundarios isolados com maior frequéncia destacam-se:
sesquiterpenos, policetideos, esterois, terpendides, acidos graxos, carotenoides,
polissacarideos, aminoacidos, peptideos e proteinas (OLIVEIRA, A. L., 2013).

Os estudos com algas marinhas tém crescido nos ultimos anos, juntamente com o
estudo dos seus micro-organismos associados, motivado principalmente pelos
resultados obtidos até o momento, que demonstraram relevantes bioatividades, como
antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana e antitumoral, além de estruturas quimicas
extremamente diversificadas, incluindo compostos halogenados, como pode-se observar
na Figura 5.

Figura 5: Metabdlitos secundarios bioativos oriundos de algas marinhas.
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Do ponto de vista biologico, as macroalgas sao algas multicelulares, autotrofas e
fotossintetizantes. De acordo com o banco de dados AlgaeBase, é estimada a existéncia
de 72.500 espécies de algas, agrupadas em Algas Verdes (Filo Chlorophyta), Pardas
(Filo Phaeophyta) e as vermelhas (Filo Rhodophyta) (LIU et al., 2009).

Um dos fatores mais importantes no trabalho com micro-organismos de algas
marinhas € a selecado da espécie hospedeira, pois além do estudo quimico e biolégico
destas, ha oportunidade de isolamento de linhagens de fungos associados de novos
géneros e/ou espécies, possibilitando um estudo mais aprofundado das interagdes
existentes entre hospedeiro e micro-organismos associados, bem como a descoberta de
novos compostos com diferentes estruturas e aplicagoes.

Com base no exposto, para a realizacdo deste trabalho foram escolhidas as
espécies Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare (Figura
6). As duas primeiras pertencem ao filo das algas vermelhas (Rhodophyta), enquanto a

ultima € uma alga parda (Phaeophyta).

Pk

Sargassum vulgare Dichotomaria marginata Acanthophora spicifera

1.1.1 Algas Pardas

S&o as algas que apresentam tamanhos e diferenciagao estrutural mais elaborado,
aproximando-se das plantas vasculares. Estas algas formam grandes macicos que,
quando ancorados fora da costa, oferecem abrigo para uma extensa diversidade de
organismos (RAVEN; EVERT, EICHHORN, 1996).

E frequentemente encontrada nas aguas rasas do litoral tropical e subtropical,
sendo uma espécie abundante em grande extensdo da costa Brasileira (PAULA &
OLIVEIRA FILHO, 1980) e o pigmento responsavel pela coloragdo marrom é a

fucoxantina.
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Essas algas s&o conhecidas por suas diversas atividades bioldgicas, como
antibidtica, citotoxica, anti-tuberculose, associadas a metabdlitos secundarios, de
diversas classes como esteroides, quinonas e acidos quindnicos, cromonas, terpenoides

e alginatos, (LIU et al., 2009) como mostrado na Figura 7.

Figura 7: Metabdlitos isolados de algas pardas.
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Fonte: Elaborac&o propria.

1.1.1.1 Caracteristicas quimicas e biolégicas da alga parda Sargassum vulgare.
A familia de algas pardas Sargassaceae € constituida de 12 géneros nos quais
estado distribuidas cerca de 480 espécies.

Sargassum vulgare apresenta a filogenia abaixo.

Filo Classe Ordem Familia Género Espécie
Phaeophyta Phaeophyceae Fucales Sargassaceae  Sargassum vulgare

Fonte: Elaboracg&o propria.

Sargassum vulgare pertence a familia de maior distribuicdo, sendo encontrada em
regides tropicais e subtropicais em quase todos os oceanos. Costuma se adaptar bem
em costdes rochosos, podendo atingir dezenas de centimetros de comprimento, e se

assemelham a folhas, denominadas filéides por ndo possuirem sistema condutor. Uma
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caracteristica notéria € a presenca de vesiculas esféricas ocas em seu talo que auxiliam
na sua livre flutuagcdo. Essa espécie € conhecida, principalmente, pela presenca de
alginatos que conferem diversas atividades bioldgicas a esta alga, como antitumoral,
anticoagulante, antitrombética, antioxidante e anti-inflamatéria (PLOUGUERNE, E., et al.,
2013).

1.1.2 Algas Vermelhas

Também conhecidas como Rodoficeas, sdo quase exclusivamente pluricelulares,
marinhas e vivem fixadas em substratos no nivel da mare baixa de aguas quentes e
tropicais (LEE, 1989) e o pigmento responsavel pela coloracdo avermelhada é a
ficoeritrina, uma proteina da familia das ficobiliproteinas.

Essas algas sao produtoras de substancias halogenadas com diferentes esqueletos
quimicos, tais como terpenos, policetideos, fendis e hidrocarbonetos volateis (CABRITA
et al., 2010).

Diversas atividades biolégicas estdo relacionadas aos produtos do metabolismo
secundarios de algas vermelhas. Como exemplo, podemos citar o extrato aquoso de
Digenea simplex, que foi usado como vermifugo durante séculos na medicina tradicional
de paises asiaticos. Estudos quimicos posteriores resultaram no isolamento do acido
cainico, considerado o principal metabdlito ativo deste extrato. Este aminoacido tem
recebido grande atengdo nos ultimos anos, uma vez que lhe foram atribuidas
propriedades neuroativas, culminando em sua utilizagdo como reagente padrdo em
estudos de disturbios neurofisioldgicos como a doenga de Alzheimer, Parkinson e
epilepsia (SAKAI, et al., 2005; SMIT, 2004).

1.1.2.1 Caracteristicas quimicas e biolégicas da alga vermelha Dichotomaria
marginata.

Dichotomaria marginata apresenta a filogenia abaixo.
Filo Classe Ordem Familia Género Espécie

Rhodophyta Florideophyceae Nemaliales Galaxauraceae Dichotomaria marginata

Fonte: Elaboracgao propria.
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Existem poucos estudos quimicos e bioldgicos para esta espécie, geralmente
limitados a estudos taxonémicos.

Diversas atividades biologicas estdo relacionadas aos produtos do metabolismo
secundario das algas vermelhas. No que diz respeito a D. marginata as atividades mais
relatadas sao antitumoral e anti-inflamatéria, reportadas a presenca de derivados
oxigenados do desmosterol (SHEU, 1997) conforme Figura 8.

Figura 8: Derivados oxigenados do desmosterol, presentes em extrato de D.
marginata.
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Fonte: Elaborac&o propria.

1.1.2.2 Caracteristicas quimicas e biolégicas da alga vermelha Acanthofora
spicifera.
A. spicifera € uma das espécies de algas vermelhas mais abundantes em regides

de recifes, e geralmente encontra-se fixada a substratos duros como rochas, regides de
mar calmo, raso € em bancos rochosos. Sua estrutura tem a forma de touceiras verticais
de ramos espinhosos, com 1-2 mm de didmetro (MUTHURAMAN, et al; 2014).

As algas dessa classe sao eucariotas, com clorofila a e d, ficobilinas, ficoeritina,
aloficocianina e ficocianina, além de xantofilas e amido, denominado “amido das
florideas”, como substancia de reserva.

A. spicifera apresenta a filogenia abaixo.
Filo Classe Ordem Familia Género Espécie

Rhodophyta Rhodophyceae Ceramiales Rhodomelaceae Acanthophora spicifera
Fonte: Elaboracgao propria.
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Trabalhos com A. spicifera mostraram substancias com diferentes esqueletos
quimicos, tais como flavonoides, glicosideos, acidos graxos e esteroides (Figura 9), que
podem estar associados as propriedades bioldgicas relatadas para esta espécie:
antitumoral, antiviral, antibidtica, antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e
Escherichia coli (MUTHURAMAN, et al; 2014). ZENG e colaboradores (2001), além do
flavondide tilirosideo, descreveram a presenca dos flavondides quercetina e catequina e
dos glicosideos acanthophorina A (canferol 3-O-a-L-fucopiranosideo) e acanthophorina
B (quercetina 3-O-a-L-- fucopiranosideo) no extrato etandlico de A. spicifera (Figura 9).

Figura 9: Exemplos de metabdlitos isolados de A. spicifera.
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Fonte: Elaborag&o propria.

Embora haja uma grande diversidade de algas ainda a serem exploradas, na ultima
década as pesquisas tem-se concentrado no estudo dos micro-organismos associados
as algas, como por exemplo, os fungos endofiticos. Estes apresentam marcante
diversidade bioldgica e quimica, e representam uma das mais relevantes fontes de
substancias bioativas, cujas aplicagdes tem auxiliado no desenvolvimento de novos

agentes terapéuticos.
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1.2 Micro-organismos Marinhos
A definicAo mais atual de enddfitos diz que sdo aqueles micro-organismos

cultivaveis ou ndo, que habitam de forma sistémica o interior das células sem causar
prejuizos aos hospedeiros (AZEVEDO et al.,, 2003; MARTINEZ-KLIMOVA, 2017). A
associacdo endofito-hospedeiro ainda nao é bem compreendida e, do ponto de vista
ecoldgico, tal descoberta é de extrema importancia, por exemplo, para melhor
compreensao da funcédo que os fungos podem desempenhar para adaptacdo ao meio,
protecdo contra pragas e patdgenos, aumento do crescimento, resisténcia a estresses
bidticos e abidticos, protecdo solar, além da producdo de compostos quimicos como
enzimas, hormdnios e antibiéticos (PEIXOTO NETO et al., 2002).

Existem na literatura diversos relatos acerca da associagdo entre algas e fungos.
Entretanto, o estudo quimico de fungos endofiticos associados as algas marinhas é
relativamente recente, sendo que as primeiras publicagdes datam de aproximadamente
15 anos (OLIVEIRA, A. L.; 2013)

A melhor definicdo de fungos marinhos foi proposta por KOHLMEYER e
KOHLMEYER (1979): “fungos marinhos obrigatoriamente s&o aqueles que se
desenvolvem e esporulam exclusivamente em um habitat marinho ou de estuario; fungos
marinhos facultativos sdo aqueles provenientes de ambiente de agua doce ou terrestres
€ que sdo capazes de crescer e até mesmo esporular no ambiente marinho”.

O meio marinho é um habitat para muitos micro-organismos unicos, que produzem
compostos biologicamente ativos para se adaptarem a condigcbes ambientais especificas
a que estao submetidos. Estas substancias geralmente sao intermediarios dos produtos
do seu metabolismo, formadas a partir de reagdes enzimaticas, que incluem os
processos envolvidos no anabolismo, catabolismo e excrecdo. Estas biomoléculas sao
classificadas em dois tipos: metabdlitos primarios, que estdo envolvidos no nivel celular
€ sdo essenciais para a vida (divisao celular, proliferagao, crescimento, desenvolvimento
e reproducdo) e metabdlitos secundarios, que participam da homeostase e defesa natural
desses organismos (TORRES, V. R, et al. 2017).

Werner Bergmann foi um dos primeiros pesquisadores, na década de 50, a
investigar a quimica de produtos naturais de micro-organismos marinhos (COSTA-
LOTUFO et al., 2009). Nas ultimas duas décadas, esses estudos ganharam destaque,
sendo descritos na literatura 1378 novos compostos em 2014, 1340 em 2015 e 1277 em

2016 (BLUNT et al., 2018).
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Os fungos associados as macroalgas apresentam grande importancia na pesquisa
de PN, ndo apenas pela ampla gama de metabdlitos secundarios produzidos, mas
também, pela sustentabilidade associada a produg&o de matéria prima em larga escala
através de processos fermentativos (COSTA-LOTUFO et al., 2009) e principalmente,
pelos efeitos bioldgicos, tais como fungicida, antimicrobiano, antimalarico, antibacteriano,
citotoxico e antiviral, das substancias produzidas (ZHANG, 2014).

Apesar do relato de mais de 20.000 substéncias isoladas, estima-se que menos de
3% do total estimado de organismos marinhos ja tenha sido estudado (COSTA-LOTUFO
et al., 2009; BLUNT, et al.; 2012).

Nos ultimos anos houve um crescente avango nessa linha de pesquisa,
principalmente na China, Japao e EUA, e embora o Brasil seja a 162 nacdo com a maior
costa maritima do mundo (aproximadamente 7,5 mil quildmetros), grande parte de sua
diversidade de organismos permanece subexplorada e com poucos trabalhos na
literatura, como pode ser observado nas Figura 10 e Figura 11.

Figura 10: Variacdo no numero de publicagdes de novos produtos naturais de origem
marinha por pais de 2006-2011.

| h“l
I B l ' I |.<‘. land
‘ l Ne */'lznl

Japan
ltaly

“J,

- India
Greece
Germany
France
I"' Eg m
Ching <ee—
J

] I‘H‘ i ”‘—

Australia

Iseac]

Fonte: (BLUNT, et al.; 2013).
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Figura 11: Numero de artigos publicados no Brasil sobre PN marinho, entre Janeiro de
2004 e Agosto de 2017.
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Fonte: (BERLINCK, et al. 2018)

Nesse sentido, a classificacao e o entendimento do comportamento bioquimico de
algas e os micro-organismos associados a elas, com destaque para os fungos endofiticos,
sdao fundamentais para a compreensado dos ciclos autotroficos e as subsequentes
associagoes resultantes de interagdes ecoldgicas (LEAL et al., 2013; KILDGAARD et al.,
2014).

Existem na literatura diversos relatos sobre a associagédo de fungos com
organismos marinhos, entretanto, o numero de trabalho relacionados a fungos
associados a algas marinhas ainda é escasso (Figura 12), constituindo assim, uma

importante fonte para busca de novas substancias.
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Figura 12: Numero de compostos produzidos por fungos de origem marinha, por ano.
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U Compostos derivados de fungos associados a organismos marinhos.

U Compostos derivados de fungos isolados de algas marinhas.

Fonte: Adaptado de ZHANG, et al. 2016.

Considerando esse grande potencial que 0S micro-organismos apresentam na
producdo de metabolitos bioativos, extratos, fracdes e substancias puras tém sido
testados em diferentes ensaios biol6gicos para a busca de compostos com aplicacdes

diversificadas.

1.3 Ensaios bioldgicos

Bioensaio ou ensaio biologico sdo experimentos realizados a fim de se investigar
os efeitos de uma substancia em um 6rgao isolado ou em um organismo vivo, ou ainda
em sistemas ex-vivo ou enzimaticos in vitro, sendo essencial para o processo de
desenvolvimento de novos farmacos. Existem diversos tipos de ensaios quali e
quantitativos aos quais podemos submeter um extrato ou compostos puros, como
Antifungico, Anti-inflamatdrio, Antimicrobiano, Anticolinesterasico, Antitumoral, entre

outros.
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1.3.1 Antimicrobiano

Os primeiros relatos do uso de antibidticos pelo homem s&o muito antigos, como a
descricdo do uso de sapatos mofados por chineses para curar feridas infeccionadas nos
pés (3000 anos a.C.), porém, o primeiro metabdlito fungico de notéria eficacia foi, sem
duvida, a penicilina, substancia produzida pelo fungo Penicillium chrysogenun, cuja
capacidade de inibir o crescimento bacteriano foi descoberta acidentalmente por Fleming,
em 1928. Seu emprego em larga escala no inicio da década de 40, fruto dos esforgcos
dos pesquisadores ingleses Forey e Chain, levou a redugéo do indice de mortandade de
soldados de 39% durante a Primeira Guerra Mundial para 3,9%, na Segunda Guerra. O
grande impacto do uso penicilina motivou sua produgéo industrial, sendo este o primeiro
medicamento produzido em grande escala, originando, portanto, a industria farmacéutica.
Deu-se inicio, com esta descoberta, a exploragdo dos micro-organismos como fonte de
substancias biologicamente ativas, com uma grande énfase, ainda vigente, na busca de
novas substancias com atividade antibiotica (TAKAHASHI, J.A.; 2008).

Os antibidticos revolucionaram a medicina em muitos aspectos, e sua descoberta é
considerada um marco na histéria da humanidade. No entanto, a consequéncia mais
grave do uso de antibiéticos € o desenvolvimento de resisténcia contra eles, ou seja,
capacidade dos micrébios para persistirem e se multiplicar, apesar da administracéo de
drogas anti-infecciosas (ABDELMOHSEN, U. R., et al., 2017).

Com isso, existe uma grande e urgente necessidade de descoberta de novos
compostos para tratamento de pacientes infectados por essas cepas resistentes aos
medicamentos convencionais.

O ambiente marinho tem apresentado um crescente avango nos estudos em busca
de compostos bioativos e tem provado ser uma fonte rica de substancias com relevantes
atividades biolégicas, como antibacteriana, antifungica, antiviral, antiparasitaria,
antitumoral, anti-inflamatéria, antioxidante e imunomoduladora (Figura 13). Muitos
produtos naturais marinhos, por exemplo, a Neoecinulina B, foram descritos como
promissores para diminuir as taxas de mortalidade causadas por infec¢des bacterianas
(ABDELMOHSEN, U. R,, et al., 2017).
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Figura 13: A: Distribui¢ao (por Filo) de compostos ativos contra MO resistentes. B: PN

marinhos ativos contra MO resistentes aos antibiéticos comerciais nos ultimos 20 anos.
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Fonte: Adaptado de ABDELMOHSEN, U. R, et al., 2017.
Atualmente, diversos compostos de origem marinha com potencial anti-infeccioso

encontram-se em fase 1, 2 e 3 de ensaios clinicos, com seis aprovados para uso pela
agencia norte-americana Food and Drug Administration (FDA) e um pela Uniao Europeia
(UE) (Tabela 2) (ABDELMOHSEN, U. R., et al., 2017).

Tabela 2: PNM com propriedade anti-infecciosas aprovados pela FDA e pela UE.

Organismo Marinho Composto Doenga

Eurotium rubrum Neocinulina B Antiviral contra H1N1

Antiviral contra

Aspergillus terreus Asperterrestide A
Influenza A/ H1N1
Stachybotrys chartarum Enilspirodrimane stachybotrin D Antiviral contra HIV-1
Symphyocladia 2,3,6-tribromo-4,5- Antiviral contra HSV-1
latiuscula dihidroxibenzil-éter metilico resistente
Haliclona spp Haliclonacyclamina A Antimalaria
Haliclona spp Sitsikammamina C Antimalaria

Fonte: Adaptado de ABDELMOHSEN, et al.; 2017.
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1.3.2 Doenga de Alzheimer

A doenca de Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa progressiva, que resulta
em prejuizo da memodria e mudancas comportamentais. E o tipo mais comum de
deméncia entre os idosos e afeta mais de 36 milhées de pessoas no mundo (da SILVA,
J. I; etal., 2015).

Uma das abordagens mais promissoras para tratar a doenga é aumentar o nivel de
acetilcolina no cérebro usando inibidores da acetilcolinesterase. Os anticolinesterasicos
sao os farmacos que mostraram melhora mais significativa nos sintomas cognitivos da
doenca. De fato, dentre os cinco medicamentos comercialmente disponiveis para tratar
a doencga, quatro deles, Tacrina, Donepezil, Rivastigmina, e Galantamina, sdo inibidores
de AChE (AchEl). Infelizmente, todos estes medicamentos sdo apenas paliativos,
causando efeitos colaterais indesejados, além da perda de eficacia apds o tratamento
prolongado (Y.-W. LIU et al., 2014).

Diversos estudos de bioprospeccéo voltados a busca por novas substancias com
atividade anticolinesterasica tém sido realizados e varios compostos de origem marinha
se destacam, apresentado resultados relevantes e com potencial para o desenvolvimento

de novos agentes terapéuticos para o tratamento dessa doenca.

1.3.3 Cancer

Cancer € um conjunto de doengas causadas pela proliferagdo anormal das células
defeituosas, formando tumores. Foram descritos mais de cem tipos de cancer, sendo
responsaveis anualmente pela morte de mais de 4 milhdes de pessoas em todo mundo
(SOUZA, M. V., 2004).

A medicina moderna tem encontrado no oceano uma vasta fonte de compostos com
importante potencial terapéutico. Como exemplo podem-se citar os produtos naturais
marinhos: discodermolida, eleuterobina, sarcodictina e laulimalida, que apresentam
potente atividade antitumoral e possuem mecanismo de acgéo similar ao do paclitaxel,
sendo compostos promissores na luta contra o cancer (SOUZA, M. V., 2004).

O ambiente marinho tem se mostrado uma fonte promissora de agente antitumorais.
Prova disto € o numero de compostos em estudo para esta finalidade sendo 4 ja

aprovados para uso pelo FDA, 4 na Fase Ill, 7 na Fase Il e 7 na Fase | de testes clinicos.
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1.3.4 Doengas tropicais negligenciadas

Malaria, doenga de Chagas e Leishmaniose sao trés doencas infecciosas tropicais,
causadas por protozodrios. Causam graves problemas de saude publica, sendo
responsaveis por milhdes de novas infeccdes e mortes por ano, em paises endémicos.
Com isso, ha uma urgente necessidade de novos medicamentos contra estas doengas,
uma vez que os medicamentos existentes apresentam problemas com a resisténcia
desenvolvida pelos parasitas, além da toxicidade e as maneiras pelas quais eles sao
administrados (ANNANG, et al.; 2016).

1.3.4.1 Doencga de Chagas

Doenca de Chagas ou tripanossomiase € uma doenga protozoaria parasitica,
causada pelo Trypanosoma cruzi, que afeta cerca de 10 milhdes de pessoas e é
endémico na América do Sul e Central (PARKER and SETHI; 2011) Estima-se que 30 a
40% dos individuos afetados irdo desenvolver cardiomiopatias, levando a 12.500 mortes
por ano (BRANQUINHO et al.; 2014). A doenga se manifesta em duas formas, uma fase
aguda curta assintomatica e uma parasitemia patente que, quando n&o tratada,
desenvolve-se ainda mais em uma fase crbénica, décadas mais tarde.

N&o existem vacinas disponiveis para a prevencdo de Chagas portanto, seu
tratamento esta limitado aos dois compostos nitro-heterociclicos benzonidazol e
nifurtimox, ambos requerendo longos periodos de tratamento, frequentes efeitos
adversos, baixa atividade contra o estagio cronico e recorrentes problemas de resisténcia
(BRANQUINHO et al.; 2014).

1.3.4.2 Leishmaniose

A leishmaniose € uma doenca que afeta, principalmente, populacfes de paises em
desenvolvimento. Em humanos, Leishmania spp. causa uma variedade de doencas
clinicas, devido a capacidade do micro-organismos de se proliferar em tecidos profundos
ou a superficie da pele. Segundo a OMS, a leishmaniose podem ser classificados em
quatro formas principais: leishmaniose visceral (mortal), cutanea leishmaniose (forma
comum, lesdes cutaneas), leishmaniose mucocutanea (tecido destruicao) e leishmaniose

cutanea difusa (lesbes cutaneas de dificil cura) (ANNANG, et al.; 2016).
50



Avaliagédo quimica e bioldgica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Historicamente, o tratamento da leishmaniose tem sido realizado com base no uso
de metais pesados toxicos, particularmente compostos de antiménio como
estibogluconato e antimoniato de meglumina. Quando estes compostos perdem a
eficniencia, outros sdo usados, incluindo pentamidina e anfotericina B. Esses produtos
quimicos devem ser injetados, o que requere atendimento clinico ou hospitalizacao
durante o tratamento, devido a possiveis efeitos colaterais (CROFT and YARDLEY;
2002).

Acredita-se que, aproximadamente, 600.000 infec¢gdes séo oficialmente relatadas a
cada ano, evidenciando a urgente necessidade na busca por novos medicamentos e

tratamentos.

1.4 Desreplicacao
A desreplicacgao (do inglés, dereplication) € uma abordagem metodoldgica utilizada

para diferenciar, a partir de extratos de alta complexidade molecular oriundos de produtos
naturais, os compostos ja conhecidos daqueles possiveis compostos desconhecidos e
com algum potencial de interesse (LANG et al., 2008). Para tanto, varias técnicas
combinadas de separagdo e deteccdo tem sido utilizadas, sendo elas CL-RMN
(cromatografia liquida acoplada com ressonancia magnética nuclear); CG-EM
(cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas) e CL-EM (cromatografia
liqguida acoplada a espectrometria de massas), além de bioensaios e analises, por
exemplo quimiométricas, que permitam a comparagao dos conjuntos de dados obtidos
através do uso de base de dados (CORDELL et al., 2009; LANG et al., 2008, NG et al.,
2009). Isso tudo auxilia na elucidagdo de moléculas bioativas sem precisar re-isolar
compostos ja conhecidos descritos na literatura, acelerando a descoberta de moléculas
com potencial de interesse.

Estas técnicas estdo atualmente bem estabelecidas no ambito da pesquisa em
produtos naturais, devido a sua versatilidade, rapidez, confiabilidade e reprodutibilidade
na analise de extratos brutos ou amostras semi-purificadas, de maneira a prover uma
rapida priorizagao de extratos e fracoes para estudo, bem como das substancias a serem
isoladas (LANG et al., 2008; WOLFENDER, 2009).

51



Avaliagédo quimica e bioldgica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

1.5 OSMAC
OSMAC (One Strain Many Compounds) € uma abordagem que envolve altera¢des

sistematicas nas condi¢cdes de cultivo, a fim de expandir a diversidade estrutural dos
metabdlitos produzidos a partir de uma unica cepa fungica (CHRISTIAN et al.; 2005).

Parametros fisico-quimicos tais como pH, substratos (meios de cultivo),
temperatura, agitagéo, luz, sdo alterados durante a cultura da linhagem fungica. Ha
relatos que tais variagbes podem provocar alteragées no perfil metabdlico de muitos
micro-organismos, induzindo vias metabdlicas antes silenciadas. Esta ativagdo pode
levar a uma grande variabilidade de metabdlitos, que podem ser obtidos ou terem sua
producgao potencializada utilizando tal abordagem.

De tal forma, OSMAC apresenta-se como uma ferramenta com grande potencial
para explorar a capacidade de alteragdo metabdlica nas linhagens em estudo,
promovendo maior diversidade quimica dos metabdlitos secundarios de diversos géneros
de fungos.

A escolha do parametro a ser alterado, geralmente, é aleatoria. Por esse motivo,
tais variacbes sdo conhecidas como indugdes randémicas. Em geral, realiza-se uma
grande quantidade de experimentos fazendo diversas alteragcbes, de maneira
sistematizada, a fim de verificar 0 aumento da variabilidade metabdlica de determinado
micro-organismo.

Visando otimizar as condigdes experimentais, pretende-se realizar indugdes nao
randémicas, mas sim, indugdes planejadas, com respaldo de ferramentas quimiométricas
que possibilitem criar um desenho experimental em forma de planejamento fatorial
visando maximizar a obtencéo de resultados considerados positivos, como o aumento na
producdo metabdlica acompanhado de maior variabilidade quimica dos metabdlitos

produzidos.

1.6 Quimiometria e Planejamento Experimental

Um dos grandes desafios da atualidade € dar continuidade ao desenvolvimento
cientifico de forma que se possa diminuir ou extinguir os danos causados ao meio
ambiente. Tal fato requer uma nova conduta com relagdo aos procedimentos quimicos
visando o aprimoramento e otimizagdo dos processos, com o objetivo fundamental da

geracédo cada vez menor de residuos e efluentes toxicos dentre outros procedimentos
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considerados ambientalmente amigaveis (CLARK, 1999). De forma global, este é o
caminho a ser prioritariamente percorrido pela quimica, e € denominado como quimica
sustentavel ou quimica verde.

Sabe-se que 0s micro-organismos apresentam grande importancia na pesquisa de
produtos naturais, ndo apenas pela ampla gama de metabdlitos secundarios produzidos,
mas também, pela sustentabilidade associada a produgdo de matéria prima em larga
escala através de processos fermentativos (COSTA-LOTUFO et al.,, 2009) e a
manipulagéo de suas condi¢des de cultivo (tempo, pH, nutrientes, temperatura e aeragéo)
que podem ser modificadas, a fim de aumentar ou direcionar a producdo de metabdlitos
de interesse (ALY et al., 2011).

Afim de explorar essa maquinaria genética diversos métodos tem sido aplicados
aos estudos dos perfis metabdlicos de micro-organismos, como por exemplo, o uso de
ferramentas quimiométricas, como o planejamento experimental (do inglés DOE, Design
of Experiments), que torna possivel extrair, com alta reprodutibilidade, uma grande
quantidade de informagdes usando um numero minimo de experimentos, permitindo,
assim, estimar a totalidade das possiveis interagdes entre os parametros eleitos para a
analise, bem como predizer condicbes otimizadas para condugao dos experimentos
através de modelos de regressao (PILON et al., 2016).

Dentre os diversos tipos de planejamento experimental, destacam-se os sistemas
de planejamento fatorial, pois permitem avaliar simultaneamente o efeito de um grande
numero de variaveis a partir de um numero reduzido de ensaios experimentais quando
comparados aos processos univariados. Esta estratégia permite a obtencdo de varias
respostas de interesse, que eventualmente precisem ser consideradas simultaneamente
(PERALTA-ZAMORA et al., 2005).

O planejamento fatorial é a primeira etapa a ser realizada quando o experimentador
deseja identificar, dentre um elevado numero de variaveis, aquelas que possuem maior
influéncia ou efeito sobre a resposta esperada (GUARDIA, et al., 1999).

Na triagem inicial é preciso identificar quais variaveis serao testadas e quantos
niveis sao indicados, baseando as escolhas em dados da literatura, por exemplo (ORTIZ,
et al., 2007).

Com o planejamento é possivel:

) Observar interagdes sinérgicas ou antagdnicas entre as variaveis escolhidas;
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1) Prever, antecipadamente, quantos experimentos deverao ser realizados para

alcancar determinado obijetivo;

1) Gerar menos residuos quimicos, em alinhamento com os principios da

Quimica Verde.

Esta metodologia constitui uma poderosa ferramenta estatistica e tem sido
amplamente utilizada para a otimizagao de variaveis de bioprocessos, empregando o
planejamento experimental como estratégia para resolugdo de problemas e otimizagao
das condi¢bes. Adicionalmente, esta metodologia permite proporcionar uma abordagem

promissora para aplicagcdes industriais e comerciais.

Baseado no exposto, este trabalho visa a avaliagdo quimica e bioldgica de fungos
associados as algas Sargassum vulgare, Dichotomaria marginata e Acanthophora
spicifera na busca por compostos com atividades Antimicrobiana, Anticolinesterasico,
Antitumorais e frente as doengas tropicais Leishmaniose e doenga de Chagas. Além de
utilizacao de planejamento experimental para avaliar as variagdes quimicas e biolégicas

obtidas em diferentes condigdes de cultivo de fungos endofiticos.
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2. OBJETIVOS

Objetivos Gerais

Esse projeto tem como objetivo o isolamento dos fungos endofiticos associados as
algas Sargassum vulgare, Dichotomaria marginata e Acanthophora spicifera para estudo
e avaliacado dos perfis quimicos e biolégicos dos metabdlitos secundarios produzidos,
afim de encontrar substancias com bioatividades relevantes e contribuir para uma melhor
compreensao da relagédo ecoldgica entre os fungos endofiticos e as espécies de algas

marinhas hospedeiras usadas neste estudo.

Objetivos Especificos

* [solar, preservar e cultivar os fungos endofiticos associados as algas A. spicifera,
D. marginata e S. vulgare no meio de cultivo liquido Malte e obter os respectivos extratos
brutos.

* |[dentificacdo de todos os fungos isolados por taxonomia molecular e morfoldgica.

* Avaliagdo quimica dos extratos brutos obtidos através de analises de RMN de 'H
e CLAE-DAD, juntamente com triagem biolégica frente aos ensaios Antimicrobiano,
Anticolinesterasica, Antibiético, Anticoagulante, Leishmanicida, Tripanocida, Citotéxico e
Antidoto para veneno de cobras;

* |[dentificar os metabdlitos produzidos pelos fungos isolados por desreplicagao,
através de analises do indice de retengdo e comparagdo com padrdées usando
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

* [dentificar metabdlitos por analise qualitativa do espectro de RMN de 1H,
cromatografia liquida acoplada a espectroscopia de massas (CLAE-EM) e busca nas
MarinLit®, ChemSpider®, Antimarin® e na literatura usando as ferramentas SciFinder
Scholar®.

* Cultivar o fungo endofitico Hypoxylon monticulosum (AS 09 MQ e DM 02 MQ) em
escala ampliada e realizar o isolamento, identificacdo e/ou determinacao estrutural das
substancias majoritarias, utilizando RMN de 'H e de '3C, UV, EM e CLAE.

* Checar os dados obtidos dos dois extratos citados acima na busca pelas
semelhancas e diferengas apresentadas em sua producdo metabdlica, para tentar

compreender a relacao que apresentam com cada hospedeiro.
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* Analisar as substancias puras através dos ensaios bioldgicos, para verificar seu
potencial de bioatividade isoladamente;

* Cultivar o fungo endofitico Annulohypoxylon stygium (AS 01 MQ) isolados da alga
A. spicifera nos meios de cultivo liquido Czapek e Malte utilizando planejamento fatorial
273 com 5 réplicas no ponto central e obter os respectivos extratos brutos, afim de avaliar
como as condi¢des de cultivo, variagao de pH, tempo de crescimento e tipo de agua
afetam sinergicamente a producdo em massa e a diversidade quimica de seus

componentes.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Selecao e coleta das espécies vegetais
Partes saudaveis das algas foram coletadas no costao direito da Praia da Fortaleza,
Ubatuba-SP (Figura 14), no dia 22/04/2015 por A. E. Hondrio. O material foi identificado
pela Dra. Nair Yokoya e depositado no herbario do Instituto de Botanica de Sdo Paulo.

Figura 14: Local de coleta das algas
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Fonte: Google Maps
3.2 Obtencao e cultivo do endéfito

Para o isolamento dos fungos associados, foram utilizados os seguintes
procedimentos:

Método 1: a superficie do material vegetal foi esterilizada por imersdo em etanol
70% por 10 segundos.

Método 2: imersao em solugéo de NaOCI 1% por 6 segundos e em etanol 70% por
2 segundos.

Ambos os procedimentos foram seguidos de uma dupla lavagem em agua estéril
por 10 minutos (SILVA, 2005).

As algas foram seccionadas com ajuda de um bisturi e inseridas em meio de cultura
soélido PDA, ao qual foi adicionado, apds ser auto-clavado, antibiético (Gentamicina) para

evitar o crescimento bacteriano (Figura 15). O crescimento dos fungos foi monitorado
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até observacgao de pequenas coldnias, sendo entado retirada uma parte de cada linhagem,
e inoculada separadamente em outra placa.

O crescimento dos fungos foi monitorado e repiques sucessivos foram realizados
até a obtencéo das 40 linhagens, que foram depositadas na micoteca do Departamento
de Quimica Organica, IQ-UNESP.

Figura 15: Metodologia de esterilizagao, isolamento e purificacdo dos endéfitos.

PDA (+ Gentamicina
(100 pg mL")

Algas coletadas Esterilizagao Inoculagao

Endoéfitos Linhagens

Crescimento
preservados puras

Fonte: Elaboragao prépria
A avaliacao da pureza das linhagens foi realizada morfologicamente (pela aparéncia

uniforme das placas), sendo posteriormente preservadas em frascos com agua
esterilizada (LANDECKER, E. M., 1996) (Figura 16).
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Figura 16: Parte superior da placa de Petri, (B) Parte inferior, (C) Preservacdo em
slants.

Fonte: Elaboragao proépria

Ao todo foram isolados 01 linhagem de fungo da alga S. vulgare (Figura 17), 22
linhagens de fungos de D. marginata (Figura 18) e 17 linhagens de fungos de A. spicifera

(Figura 19) através de analise visual das placas com os cultivos.

Figura 17: Fungo associado a alga S. vulgare

.

SV 01 M1 MQ

Fonte: Elaboragao propria
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Figura 18: Fungos associados a alga D. marginata

Fonte: Elaboragao prépria.
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3.3 Perfil Quimico e Biolégico em escala reduzida.

3.3.1 Perfil Quimico (instrumentos e técnicas)

3.3.1.1 Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)

Nas analises por CCDC utilizaram-se placas comerciais com fase estacionaria silica
gel e fase mével CHCI3:MeOH em diferentes proporgdes. As placas foram reveladas em
camara de UV nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm, seguido de nebulizagdo com

anisaldeido e aquecimento.

3.3.1.2 Cromatografia em coluna (CC)

Foram utilizadas colunas de vidro, empregando como fase estacionaria silica Fase
reversa do tipo octadesil silano (C-18), da marca Sorbent Technologies, porosidade 60 A,
tamanho das particulas 40-75 ym (200-400 mesh); ou Silica gel comum da marca Sigma
Aldrich porosidade 60 A, tamanho das particulas 40-63 um. Como fase modvel foram
utilizadas misturas dos solventes AcCOEt/MeOH ou MeOH/H20 (quando utilizada fase

estacionaria C-18).

3.3.1.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos
(CLAE-DAD)

Para analises por CLAE-DAD foi utilizado o equipamento modelo Shimadzu® com
duas bombas LC-6AD, comunicadora CBM-20A, injetor automatico SIL-10AF e detector
de arranjos de diodos SPD-M20A.

O sistema utilizado para analise em CLAE foi coluna analitica Luna Phenomenex
tipo octadecil silano (C-18) e eluicdo em gradiente H2O/MeOH (95:05—0:100) por 40 min.,
permanecendo nesta condicdo por mais 10 min., com fluxo de 1,0 mL/min. e comparado

em diferentes comprimentos de onda.

3.3.1.4 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e de Carbono (RMN de 'H e
RMN de 3C)
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Os espectros de RMN uni e bidimensionais foram obtidos em dois espectrometros,
Bruker Fourier 300 com campo magnético de 7,0 T e Bruker Ascend Ill 600 com campo
magnético de 14,1 T. O TMS foi utilizado como referéncia interna. As amostras foram

solubilizadas nos solventes dimetilsulféxido-(DMSO-ds) ou metanol-da.

3.3.1.5 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Os extratos foram submetidos a analises por cromatografia gasosa acoplada a
detector de ionizagdo em chama (CG-DIC) para analise preliminar e conhecimento da
complexidade da amostra, e subsequentemente foi utilizado um cromatégrafo a gas
acoplado a espectrometro de massas (CG-EM) para identificagdo das substancias por
desreplicacao.

Inicialmente o extrato foi submetido as reacdes de derivatizagao:

Metoximacao: 5-10 mg da amostra foram solubilizados em 80 pl de uma solugéo
de metoxiamina em piridina (20 mg/ml) e em seguida adicionou-se mais 100 ul de piridina
e aqueceu-se em banho-maria a 30 °C por 90 min.

Sillagdo: Na amostra metoximada adicionou-se 200 pl de MSTFA [N-metil-N
(trimetilsilil) trifluoroacetamida], homogeneizou-se bem e aqueceu-se a 37°C por 30 min.

Apos esses procedimentos, a amostra foi filtrada com microfiltro de 0,22 ym e
transferida para vial com insert de 350 l.

Estas reacdes sao necessarias para que as substancias desconhecidas presentes
se tornassem mais volateis e com maior estabilidade térmica, permitindo a analise por
CG-EM. Essa técnica consiste na substituicdo dos hidrogénios ativos presentes nos
grupamentos —OH, -SH, -NH e —COOH por unidades de trimetilsilano (TMS) ou tert-
butildimetilsilano (TBDMS).

Para as analises por CG-EM foi utilizado um cromatografo Shimadzu CGMS-
QP2020 equipado com injetor automatico AOC-20i, com coluna capilar Restek® SH-RTx-
5MS (5% difenil / 95% dimetil polisiloxano) de 30m x 0,25 mm x 0,25 ym, GCMS solution
version 4.41.

A temperatura do forno foi ajustada da seguinte forma:

5 °C / min
60 °C (1 min) ——— = 320 °C (10 min)
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A temperatura do injetor foi de 270 °C em modo splitless, gas de arraste He
(99,999%) com fluxo constante de 1 mL/min e volume de amostra injetado de 1 uL. A
pressao foi de 57,4 KPa, velocidade linear de 36,5 cm/seg e fluxo total de 104 mL/min.
Para as condi¢cdes de deteccdo por EM, foi utilizada temperatura da fonte de ions de
270 °C, temperatura de interface de 280 °C e faixa da massa de aquisicao de m/z 35-700
Daltons. A aquisicao dos dados foi obtida e analisada pelo software CG-MS Analysis.

Para a identificacdo das substancias presentes nas amostras, utilizaram-se duas
metodologias para assegurar a confiabilidade dos resultados. Foram comparados os
espectros de fragmentagao dos extratos testados com a base de dados NIST 69™ Library
utilizando apenas os valores encontrados acima de 80% de similaridade.

Em seguida as substancias tiveram seus indices de retengdo calculados pela
equacgao de Van Den Dool e Kratz (Equagao 1), através da interpolagado do tempo de
retencdo da banda cromatograficas de interesse com as bandas imediatamente anterior
e posterior da série homoéloga de alcanos (Cs-Cao) (Figura 20).

Equacao 1: Equacao de Van Den Dool e Kratz

tRx — tRn )
tRn+ 1 — tRn

onde n é o numero de carbonos do hidrocarboneto anterior ao pico de interesse,

IR =100.n + 100.(

tRx € o tempo de retengdo da substancia de interesse, tRn € o tempo de retengéo do n-
alcano eluido antes do analito e tRn+1 o tempo de reten¢édo do n-alcano posterior ao pico
de interesse.

Figura 20: Série homdloga de hidrocarbonetos C8-C40.
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Fonte: Elaboragao propria.
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Os indices de retencado encontrados foram comparados com os dados de indice de
retencao tedrico, encontrados na literatura, confirmando ou ndo a presenga dos

compostos sugeridos pelo banco de dados.

3.3.1.6 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (CLAE-EM)
Espectrometria de Massas com lonizagao por Eletrospray (EM-IES)

Na ionizacdo pelo método IES, a solugdo da amostra (substancia) € pulverizada
através de um capilar para uma camara, goticulas carregadas sao produzidas por um
potencial aplicado de alguns kV, e sob o campo elétrico aplicado, sdo direcionadas para
a regiao de pré-analisador. EM-IES € um método analitico versatil quando comparado ao
impacto por elétrons, por exemplo, porque permite que se analisem os ions moleculares
de compostos moleculares polares e massas elevadas em solu¢géo aquosa (CREWS et
al., 2009).

O extrato bruto foi analisado em modo positivo. A condicdo de elui¢do aplicada aos
experimentos foi gradiente exploratério H2O/MeOH (95:05—0:100), acidificada com 0,1%
CH3COOH, por 40 min. Para aquisicao dos dados foi utilizado o software Bruker Data
Analysis 3.2.

Os dados adquiridos foram comparados com os bancos de dados ChemFinder®,
Antimarin® e Marinlit® e em seguida foi realizada comparacao dos hits sugeridos com

dados da literatura.

3.3.2 Perfil Bioldgico

3.3.2.1 Atividade Antibidtica contra linhagens bacterianas resistentes
Esses testes foram realizados em parceira com a Profa. Dra. llana Camargo

(LEMiMo) da USP-Séo Carlos.

3.3.2.1.1 Determinagao da CIM e CBM

Todos os extratos foram submetidos ao ensaio antibidtico para determinagao de
CIM frente as linhagens resistentes S. epidermidis ATCC35984, S. aureus ATCC25923,
E. faecalis ATCC29212, E. faecium VRE16, K. pneumoniae ATCC700603 e E. coli
ATCC25922. Os compostos foram diluidos em DMSO, e foi preparada uma solugcao

estoque 100x concentrada. Posteriormente, a solugao estoque foi diluida 1:100 em caldo
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Mueller Hinton Cation Ajustado (MHCA) (BD Lot. 3322206) segundo o CLSI (2013). A
partir disso cada composto foi testado a 512 yg/mL em 1% DMSO, ou na maior
concentragao em que foi possivel dissolver o composto sem que houvesse precipitagao.
Para o controle negativo e positivo foram adicionados caldo Mueller Hinton Céation
Ajustado 1% DMSO.

Aincubacéo foi mantida a 37°C e a leitura visual dos resultados foi realizada apos
24 horas. A triagem da atividade das amostras foi definida como: Apresentou ou nao
atividade na concentracio testada. Quando a CIM é maior que a concentracao testada
esta é considerada sem atividade.

As amostras que apresentarem atividade foram testadas para avaliar a
concentracao inibitéria minima (CIM) e a concentragao bactericida minima (CBM), sendo

que os testes foram realizados em duplicata.

3.3.2.1.2 Determinacao da concentragao inibitéria minima

Para se determinar a CIM, utilizaram-se todas as linhagens da espécie bacteriana
que se mostraram sensiveis as amostras. Dos pog¢os do composto a 512 ug/ml partiram
as diluicdes seriadas (1:2) até a concentragao de 0,06 ug/ml. A incubacéo foi feita a 37°C
e a leitura visual dos resultados apds 24 horas, na qual observou-se até qual

concentragdo o composto conseguia inibir o crescimento do micro-organismos.

3.3.2.1.3 Determinagao da Concentragao Bactericida Minima

Apos a leitura visual da CIM, inoculou-se 100 uL do conteudo do pogo equivalente
a CIM, uma diluicdo acima e duas abaixo, em placa de MHCA-Agar por técnica de
microgota, sem estriar. A placa foi incubada em estufa a 37°C por 24 horas, quando foi
feita a leitura visual para observar em qual concentragdo ndao houve o crescimento
bacteriano. Para a determinacdo da atividade como bactericida ou bacteriostatica, os
compostos que tiveram a razdo CBM/CIM menor ou igual a quatro foram considerados
bactericidas, acima disso sendo consideradas bacteriostaticas (PANKEY AND SABATH,
2004).
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3.3.2.1.4 Determinagao da capacidade de erradicagcao do biofilme

Inoculou-se S. epidermidis ATCC 12228 (Controle negativo, ma formadora de
biofilme) e S. epidermidis ATCC 35984 (controle positivo, boa formadora de biofiime) em
Caldo BHI 0,75% glicose em diversas replicatas em microplaca de 96 pogos. A incubacéao
foi feita a 37°C por 24 horas para a formagao do biofilme. A capacidade de erradicagéao
do biofilme formado foi testada apdés a formagao do biofiime da S. epidermidis ATCC
35984.

Apobs 24 horas a 37°C, retirou-se o meio de cultura com as bactérias plancténicas
e lavou-se com solugéo fisioldgica 0,85% para que permanecesse na microplaca apenas
o biofilme. Adicionou-se cada composto na maior concentragdao possivel, diluido em
DMSO a 1% quando necessario, em meio BHI 0.75% glicose fresco nos pogos onde
houve formacdo de biofilme pela S. epidermidis ATCC 34984. Como controle do
crescimento do biofilme, 6 pogos com o controle positivo e 6 com negativo receberam
apenas caldo BHI 0.75% glicose, acrescido de 1% DMSO quando necessario. Incubou-
se a 37°C por mais 24 horas. Essa segunda etapa permitiu a erradicagao do biofilme pelo
composto teste.

Apoés 24 horas, para quantificagdo do biofilme, os pogos foram lavados diversas
vezes e corados com cristal violeta. Apds etapas de lavagens e retirada do cristal violeta
em excesso, foi feita a remocgao do cristal violeta com etanol:acetona (80:20), que foi
transferido para uma outra microplaca para quantificacdo indireta do biofilme a 595 nm.
O controle do ensaio foi baseado na comparagao da média das absorbancias do biofilme
de S. epidermidis ATCC 34984 e da média das absorbancias do biofiime de S.
epidermidis ATCC 12228, ambos sem composto. A comparagao das médias foi realizada
pelo Teste-T Student, cujo valor P <0.05 prova a diferencga significativa entre duas médias
de duas amostras diferentes. Quanto a capacidade do composto em erradicar o biofilme,
a analise dos dados foi feita com base na comparacédo da producio de biofilme de S.
epidermidis ATCC 34984 sem composto com aquela de S. epidermidis ATCC 34984 com
composto. Para isso utilizou-se a média das replicatas e o desvio padrao foi feito para
analise da coeréncia entre as replicatas. Para a analise estatistica foram realizadas
analises de variancia (ANOVA) da média de absorbancia da produc¢ao de biofilme pela

linhagem S. epidermidis ATCC 34984 sem composto e das médias de absorbéncia das
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producdes de biofilme pela S. epidermidis ATCC 34984 com cada composto teste. A
analise de variancia com valor de P < 0.05 indica uma diferenca significativa entre as

duas amostras.

3.3.2.2 Ensaio Anticolinesteréasico

Este ensaio foi realizado em parceria com Profa. Dra. Carmen Lucia Cardoso
(GCBPN) da USP-Ribeirao Preto.

As amostras foram submetidas ao ensaio anticolinesterasico com as enzimas
acetilcolinesterase humana e de enguia elétrica (AChE-hu e AChE-ee) imobilizadas em
dois biorreatores denominados ICERs de 30 cm x 0,01 mm em capilar de silica fundida
(Figura 21).

Figura 21: Biorreator (A) e estocagem do biorreator (B).

A & B E 2

As amostras foram solubilizadas em metanol/agua (1:1) e preparadas nas de acordo
com o método modificado de Ellmann. Tal método baseia-se na medida da velocidade de
producgao da tiocolina formada através da hidrélise do analogo do substrato da AChE, a
acetiltiocolina. A tiocolina formada reage com o chamado Reagente de Ellman (acido 5,5-
ditiobis[2-nitrobenzdico]) formando uma mistura de dissulfetos e um anion amarelo com

intensa absor¢cao em 412 nm, (Figura 22).
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Figura 22: Catalise da acetiltiocolina e reac&o de Ellman.
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A diminuigdo da banda cromatografica referente ao produto na presenga e auséncia
do inibidor padrao pode ser observada na Figura 23.

Figura 23: Cromatograma ilustrando o decrescimento da atividade enzimatica do ICER-
AChEee na presenca de inibidor padrdo a 200 ymolL-'.
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Os percentuais de inibicao foram obtidos comparando-se a area da atividade da

enzima na presencga do inibidor (Ai) com a area da atividade da enzima na auséncia de
inibidor (Ao), de acordo com a Equagao 2:
T R "le'
% de inibicio = |1 — R x 100
o
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As amostras de extratos foram preparadas na concentragédo de 1,5 mg mL-', e as
fragbes e substancias puras na concentragdo de 1,0 mg mL™" solubilizadas em 100%
metanol.

A partir da diluigdo das solugdes estoque dos extratos (1,5 mg mL") e fragdes puras
(1,0 mg mL™") foram preparadas solugdes de 300 ug mL-' e 200 ug mL-' contendo: 60 L
da solugao de tampéo trabalho, 20 pL da solugao do extrato e fragéo e 20 pL da solugao
de ATChl. O volume final foi de 100 uL. As solucdes foram preparadas em duplicatas e

aliquotas de 10 pL foram injetadas no ICER.

3.3.2.3 Ensaio de citotoxicidade

Estes ensaios foram realizados em parceria com Prof. Dr. Diego Wilke (LBBM-
NPDM) UFC-CE.

O ensaio baseia-se na medida da absorbancia da formazana, que se forma apds a
metabolizagao do sal de MTT pelas células tumorais viaveis (MOSMANN, 1983).

Células tumorais de adenocarcinoma de colon (HCT-116) cultivadas em meio de
cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino foram inoculadas em
placas de 96 pocos e expostas as amostras por 72 horas. Trés horas antes do término
do tempo de incubagéo, o sal de MTT (0,5 mg/mL) foi adicionado e a absorbancia, medida
a 595 nm. A triagem inicial foi realizada utilizando 2 concentragdes das amostras para
avaliar a porcentagem de inibicdo do crescimento da célula tumoral (%Gl). Para amostras
que demonstraram inibigado maior que 75%, o valor de Clso foi calculado por regressao

nao linear utilizando o GraphPad Prism 4.0 (Intuitive Software for Science).

3.3.2.4 Ensaio Leishmanicida

Ensaio realizado em parceria com Prof. Dr. Adriano D. Andricopulo (LQMC) USP-
Sao Carlos.

As linhagens de Leishmania, donovani e infantum (MHOM / MA / 67 / ITMAP-263)
foram mantidas em meio M199 (pH 7,4) suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativado pelo calor e crescido a 28 ° C (GUPTA, S.; 2011) Os extratos foram diluidos em
meio de cultura e testados a 20 yg / mL. Ensaios fluorimétricos foram realizados em

placas de microtitulacdo de 96 pogos de fundo plano, com cada pogo contendo 100 pL
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de meio de cultura com uma populagéo inicial de 1.105 células de L. infantum obtidas de
culturas axénicas de crescimento logaritmico. Nos poc¢os de controlo negativo (100% de
crescimento de parasitas), todos os componentes do ensaio foram adicionados exceto
nos extratos. Como controle positivo, utilizou-se o medicamento de referéncia miltefosina
(50uM). Apéds 72 horas de incubacéo, 10 ul de Alamar Blue® (LOSET, J. R.; 2009) foram
adicionados a cada poco e as placas foram incubadas por 3 horas. Este indicador
permeia parasitas viaveis, onde é reduzido pelas enzimas NADPH e NADH ao composto
resorufin altamente fluorescente (SHIMONY, O.; 2008). Posteriormente, as placas foram
lidas com um fluorémetro de microplaca sob um comprimento de onda de excitacdo de
536 nm e comprimento de onda de anemisséo de 588 nm (MIKUS, J., & STEVERDING,
D.; 2000). A inibicdo do crescimento foi expressa como uma porcentagem da

fluorescéncia dos pocos de controle negativo (100% de crescimento do parasita).

3.3.2.4 Ensaio Tripanocida

Ensaio realizado em parceria com Prof. Dr. Adriano D. Andricopulo (LQMC) USP-
Sao Carlos.

Para a realizagcdo do ensaio de inibicdo do crescimento de Trypanosoma cruzi ,
fibroblastos humanos (HFF-1) s&o cultivados em meio DMEM suplementado com 10%
de FCS (5% de CO2 a 37 ° C). Cultura in vitro de T. cruzi e culturas axénicas de
epimastigotas de T. cruzi sdo mantidas a 28°C em meio LIT (10% FCS).

As epimastigotas em crescimento exponencial s&o coletadas, centrifugadas (10 min,
250 RCF) e ressuspensas em 1 mL de Grace's Insect Medium (10% FCS). A
diferenciagao de epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos € monitorada de 5 a 14
dias. Em seguida, os parasitas sao coletados e utilizados para infectar células HFF-1 em
meio DMEM, sem vermelho de fenol (10% de FCS, 5% de CO2 a 37°C).

Para realizagdo do ensaio antiparasitario, a triagem de metabdlitos contra T. cruzi é
realizada em placas de cultura de tecidos de 96 pocos. Os fibroblastos humanos HFF-1
sd0 adicionados a 5 x 10* células / pogo em 80 mL de DMEM, sem vermelho de fenol e
incubados de um dia para o outro.

No dia seguinte, os tripomastigotas em Grace’s Medium s&o adicionados a 5 x 10°

células / pogo. Apds 24 horas, o meio € removido para limpar os parasitas néo infectantes,
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substituindo os pogos por 100 pL de meio fresco. Em seguida, os extratos sado
adicionados a 20 ug / mL e as placas sao incubadas durante 120 h (5% de CO2 a 37°C).

Todas as placas incluem controles negativos e benzonidazol como controle positivo.
Em seguida, 50 yL de CPRG (1mM) e Igepal CA-630 (concentragao final de 0,1%) s&o
adicionados a cada pogo. Em pogos com atividade de [-galactosidase, a cor do meio
muda de amarelo para vermelho, e a mudanga de cor € medida a 570 nm em um leitor
de microplaca de absorbancia. Os dados sao transferidos para uma planilha do Excel e
avaliados para determinar a porcentagem de inibicdo em relagédo aos controles nao
tratados. A inibicdo do crescimento é expressa como uma percentagem da absorbancia

dos pogos de controlo negativos (100% de crescimento do parasita).

3.3.2.5 Triagem de inibidores de enzimas serino-proteases envolvidas em

diferentes etiologias.

Este ensaio foi realizado em parceria com Profa. Dra. Carmen Lucia Cardoso
(GCBPN) da USP-Ribeiréo Preto.

Foi aplicado a metodologia de nanofracionamento on-line e varios ensaios (ensaio
luminescente bacteriano, ensaios anticoagulantes baseados na enzima plasmina,
ensaios fluorescentes baseados na enzima calicreina e bioensaios de detecgao de
absorbancia para monitorar a inibicdo de proteases no plasma) para rastrear a
bioafinidade do extrato, visando suas propriedades antibidticas, bem como a atividade
de inibigcdo de proteases obtidas a partir de venenos de cobras.

Os ensaios foram realizados apds uma etapa de separagcdo cromatografica em
sistema otimizado em gradiente em CL, por nano-fracionamento em placas de 384 pogos.
As placas foram secas em um sistema a vacuo e baixa temperatura (SpeedDryer plate)
e armazenadas a —80°C até realizagao do ensaio. Os substratos e reagentes em cada
ensaio sdo aplicados na placa com as amostras utilizando um robd de pipetagem e
analisados em leitores de placas de alta sensibilidade, por medidas de absorbancia ou

fluorescéncia ou luminescéncia.

A) Plasma coagulation assay: busca por compostos inibidores da enzima
envolvida no processo de coagulagao do sangue.
B) Plasmin enzyme assay: busca por compostos inibidores da enzima plasmin,

envolvida na fibrindlise e na cascata de coagulagdo do sangue.
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C) Snake Venoms assay: triagem de inibidores de proteases presentes na
composigao dos venenos, nesse estudo 6 diferentes venenos foram utilizados na triagem.
Os ensaios sao colorimétricos (Plasma assay) e fluorimétricos (Plasmin e Snake Venoms

assay).

3.3.2.5.1 Protocolo para Triagem de atividade de protease
Ensaio realizado em parceria com a estudante de graduacdo Coleen Neumann

(Holanda), sob co-orientacdo da profa. Dra. Carmem Lucia Cardoso.

Os extratos foram dissolvidos em 90% de metanol e 10% de agua MilliQ® a uma
concentracdo de 10 mg.mL-1. Esta solucéo foi diluida a 1/2 e 1/25, de modo que um total
de trés concentragdes do extrato poderia ser triado: 10, 5 e 0,4 mg.mL-1.

Em seguida, adicionaram-se 5 pL de cada concentragao (10, 5 ou 0,4 mg.mL-1) do
extrato bruto de metanol / agua a uma placa. Em seguida, as concentracdes finais do
extrato bruto por poco foram de 1, 0,5 ou 0,04 mg.mL-1. Utilizou-se a leupeptina 5 como
controlo positivo para o rastreio da inibio. Para este fim, 5 pl de leupeptina 50 pM em
agua MilliQ® foram adicionados aos pocos de controlo apropriados. Nesta fase, a placa
continha leupeptina juntamente com o0s extratos e podia ser evaporada. As amostras
testadas foram AS 01 MQ, SV 01 MQ, DM 02 MAR, DM 03 MAR e os venenos de
serpente analisados foram: E. carinatus, D. R. russelli, C. rhodostoma, E. Ocellatus.

3.3.2.6 Triagem para Antibidticos
A) Triagem para atividade antibidtica contra E. colli modificada K12 (ensaio
luminescente).

B) Atividade anti-inflamatdria seletiva na presenga de COX-1 e COX-2.

3.3.2.6.1 Protocolo para Bioensaio bacteriano

Preparacédo de meio LB: O caldo Lysogeny (LB), um meio nutricionalmente rico, é
usado principalmente para cultivar bactérias.

Preparacao de 1 litro de meio LB: foram medidos em um cilindro de medigéo de 1
L: 10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura e 10 g de NaCl. Os sdlidos foram suspensos
em 1 L de 4gua MilliQ®. A mistura foi deixada na placa de agitacao até que tudo estivesse

misturado e nenhum dos ingredientes solidos estivesse preso as paredes do cilindro de
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medi¢do. Os ingredientes sdlidos ndo se dissolveram completamente no liquido.
Aliguotas do meio foram adicionadas em cinco frascos diferentes, que foram
autoclavados a 121°C durante 20 min. O meio foi deixado esfriando a temperatura

ambiente e depois o balédo foi agitado para manter a mistura.

3.3.2.7 Triagem para Bioensaio de Plasma:
Este protocolo utilizou as seguintes solugdes: substrato HD-Val-Leu-Lys-AMC (20
mM em DMSO), enzima plasmina (435 ug.m~L-1 em agua / glicerol (50:50, v / v), tampéao
( Tris-HCI 100 mM, 0,1% BSA, pH 7,5) e inibidor padrao leupeptina (20 mM em agua)
As condi¢cbes de bioensaio foram HD-Val-Leu-Lys-AMC 5, plasmina 100 ng.mL-1,
tamp Tris-HCI 100 mM e 0,1% de BSA (pH 7,5), leupeptina 5M, volume final do bioensaio

de 50mL , leitura de fluorescéncia (Exc / Em) a 380/460 nm e temperatura de 37 °C.

3.3.2.7.1 Protocolo para Bioensaio de Plasma

Trés tubos Grainier foram preparados e rotulados S (para substrato), E (para
enzima) e W (para lavagem). Os tubos S e E foram preenchidos com 15 mL do tampéo
e, posteriormente, foi adicionado 7,5 uL do substrato-H-D-Val-Leu-Lys-AMC ao tubo S,
seguido de leve agitacao. Posteriormente, foram adicionados 6,88 uL da enzima ao tubo
E seguido de leve agitacdo. O conteudo dos tubos S e E foram misturados e, utilizando
o robd de pipetagem, a mistura do bioensaio foi pipetada sobre a placa (50 yL) que foi

inserida no leitor de placas para medida de sua fluorescéncia.

Nesta abordagem de selecdo de bioafinidade, as solucbes estoque dos extratos
foram preparadas a 10 mg.mL-1 em ACN/H20 1: 1v /v ou MeOH/H20 1: 1v/v. Os
ensaios de inibicao foram realizados em placas de microtitulacédo de 384 pocgos utilizando
o método de microdiluicdo em série para concentrac¢des de 0,5, 1,0, 3,0, 5 e 10 mg.mL-
1 para os bioensaios enzimaticos e de 25 a 800 ug.mL-1. para o ensaio bacteriano.

Para otimizar a separagao cromatografica das amostras, gradientes lineares foram
obtidos usando Solvente A (H20 / ACN 98: 2 e 0,1% FA ou H20 / MeOH 98: 2 e 0,1%
FA) e Solvente B (ACN / H20 98: 2 e 0,1% de FA ou MeOH / H20 98: 2 e 0,1% de FA).
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3.4 Cultivo dos fungos endofiticos em escala reduzida e obtengao dos extratos

brutos.

3.4.1 Metodologia utilizada para realizacdo dos cultivos:

Todas as linhagens de fungos endofiticos isolados das algas em estudo foram
repicadas para placas de Petri contendo PDA e incubadas por 7-14 dias, dependendo da
espécie. A seguir cada placa foi dividida em trés partes iguais (Figura 24) e,
aproximadamente 1/3 do micélio de cada linhagem foi inoculada em 3 frascos de
Erlenmeyer (500 mL) de boca larga contendo 200 mL de meio de cultivo liquido Extrato
de Malte, preparado na concentragdo de 20 g L', os quais foram mantidos em modo

estatico a 25°C por 28 dias.

Figura 24: Divisdo dos micélios cultivados em BDA para posterior repique em meio
liquido.

Fonte: Elaboragao propria

Apos esse periodo, o caldo fermentado foi separado do micélio por filtragao a vacuo.
O caldo foi submetido a particao liquido/liquido com AcOEt (3 x 300 mL) e posteriormente
lavado com agua (2 x 450 ml) para melhor remog¢ao dos compostos provenientes do meio
de cultura. A fragdo AcOEt foi entdo concentrada em rota-evaporador, fornecendo o
extrato bruto AcOEt de cada linhagem fungica (Fluxograma 1).

Estes foram submetidos a avaliagdo quimica por CCDC sobre silica gel e fase mével
CHCI3:MeOH (87:13 v/v), CLAE-DAD e RMN de 'H, conforme metodologias descritas

anteriormente.

3.4.2 Identificacdo dos fungos endofiticos
Os micro-organismos isolados apresentavam grande variacdo morfologica entre si.

Por esse motivo, foram cultivados isoladamente até que fossem identificados

corretamente.
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A identificagc&o por taxonomia molecular e morfologia, foi realizada em parceria com
o Prof. Dr. Marcos Antbnio Soares (UFMT, Cuiaba/MT). As cepas fungicas foram
agrupadas morfologicamente e o agrupamento foi confirmado pela andlise de tracos em
microscépios utilizando laminas de microcultura e posteriormente comparados com
dados taxonGmicos.

Os endofitos foram armazenados sob refrigeracdo em meio PDA e em tubos com
arroz esterilizado. O DNA de cada cepa foi extraido utilizando o Kit de Isolamento de
DNA Gendmico (Norgen Biotek Corporation, Thorold, ON, Canada), de acordo com o
protocolo do fabricante. As sequéncias obtidas foram analisadas com o Editor de
Alinhamento de Sequéncia BioEdit (versdo 7.2.5) e comparado com sequéncias
depositadas no banco de dados do NCBI GenBank (Centro Nacional de Informacdes
sobre Biotecnologia).

A PCR para amplificacdo da regido de codificagdo ITS (Internal Transcribed
Sequence), que € a regido mais utilizada mundialmente para identificagdo de fungos, foi
realizada com auxilio dos primers ITS1 e ITS4 na concentragao de 10 picomols. O volume
final de cada amostra foi de 25 microlitros, posteriormente inserida no termociclador
usando a programacao abaixo:

)] Inicializag&o: 94°C por 3 min.

1)) 35 ciclos: 94°C por 0:45s, 49°C por 0:45s, 72°C por 0:50s

1) Extencao final 72°C por 10 min.

Para avaliar a eficiéncia do PCR, foi preparado um gel de agarose 0.85% corado
com brometo de etideo, onde foi aplicado, em cada pogo, 5 microlitros da amostra junto
com tampao. O gel foi submetido a eletroforese com intensidade de 90 volts durante 40
min. Em seguida, o gel foi analisado por fotodocumentador UV, para observar a formagéo
de bandas no gel, indicando que a metodologia para o PCR foi eficiente. Com isso, esta
foi submetida a sequenciamento usando os reagentes big dye, agua ultrapura e big dye
terminator, nas concentracdes indicadas pelo fabricante, sendo entdo inseridas no
sequenciador de Sanger modelo ABI 3500 por 12h.

O resultado da etapa anterior € uma sequéncia de nucleotideos, com cerca de 500
pares de base (pb) por amostra. As sequéncias foram visualizadas no software Bioedit e

cada sequéncia foi comparada com o banco de dados GenBank (ferramenta Blast), que
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fornece o resultado da similaridade em forma de porcentagem, sendo considerado

satisfatério as similaridades acima de 96%.

As espécies foram classificadas nas categorias fitopatégeno, saprofito, micotréfico,
entomopatdgeno coprofilos, de acordo com os critérios estabelecidos pelos relatorios da
literatura e os Servico de Pesquisa Agricola do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA-ARS) banco de dados.

Posteriormente, as linhagens foram depositados na micoteca do NuBBE com os
codigos AS=Acanthophora spicifera, DM=Dichotomaria marginata e SV=Sargassum
vulgare, de acordo com as algas a que estavam associados, seguido de numeros de

acordo com a ordem de isolamento (Figura 25).
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Fluxograma 1: Obtencéo e triagem quimica e bioldgica dos extratos brutos obtidos.
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Fonte: Elaboragao prépria
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Figura 25: Fungos identificados e seus cddigos de isolamento.

| Annulohypoxylon atroroseum DM 05 M2 MAR |
| Annulohypoxylon stygium ASOIMZMQ  DMO3M2ZMQ DM 06 M2 MQ |
| Colletotrichum gloeosporioides DM 03 M1 MAR |
Diaporthe terebinthifoli AS02M2MQ DM O3 M1 MQA DM 04 M1 MAR

Entonoema pallida SV 01 MQ
! Fusanum begoniae ASOEMQM2B l
 Fusarium solani DM 08 MAR B |
I I

Hypoxylon monticulosum AS 02 MAR AS 03 MAR ASO4MQ  ASD05MQ ASOEMQ  ASOTMIMQB ASO08MZMQ AS09M2MQ
DM 0T M MQ  DMO0Z2M1MQ DM 02 M1 MAR DM 06 MAR DM 07 MARM2B DM 08 Mar A
Neopestalotiopsis natalensis ~ AS 01 M2 MAR DM 04 M1 MAR
Pestalotiopsis microspora DM 01 M1 MAR
Roussoella neopustulans DM 04 M2 MQ
i Xylaria coccophora AS 03 MQ M1 |

Fonte: Elaboragao proépria

78



Avaliagéo quimica e bioldgica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

3.4.3 Escolha do meio de cultivo.

Inicialmente planejou-se que os fungos seriam inoculados em diferentes meios de
cultivos para verificar a variagao metabdlica em diferentes meios, mas, tendo em vista a
grande quantidade de linhagens isoladas, optou-se por pré-definir apenas um meio de
cultivo visando reduzir o numero de experimentos. Foi entdo selecionado o meio liquido
Extrato de Malte por ser um meio de facil obtencao no laboratério, apresentar facilidade em
ser trabalhado e por ter demostrado resultados muito satisfatérios com relagao a producéao

metabodlica em trabalhos realizados anteriormente.

3.4.4 Escolha das linhagens dos fungos endofiticos.

Todas as linhagens foram cultivadas em escala reduzida e tiveram seu perfil quimico
e bioldgico analisados. Apds, foram derivatizados para identificagcdo de seus metabdlitos
por CG-EM. Para prosseguir o estudo em escala ampliada, os enddfitos foram avaliados e
selecionados de acordo com as massas de extratos obtidas nos experimentos em escala
reduzida, a quantidade de substancias produzidas por comparacao dos seus perfis
quimicos, bem como por apresentarem resultados promissores nos ensaios bioldgicos

testados (Figura 26).
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Figura 26: Metodologia de estudo das linhagens isoladas.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO
Para melhor discusséo, os diferentes topicos foram separados em capitulos.
CAPITULO 1. Avaliagao quimica dos extratos brutos
4.1 Analise quimica dos extratos brutos
Todos os extratos produzidos foram avaliados pela quantidade de massa produzida
(Tabela 3), perfil quimico por CCDC, RMN de 'H, CLAE-DAD e CG-EM. Em seguida, os

dados foram comparados para escolha dos mais promissores para continuidade do estudo.

4.1.1 Quantidade dos extratos brutos produzidos

Tabela 3: Massas dos extratos brutos obtidas nos experimentos de escala reduzida

Extratos A. spicifera Massa (mg) Extratos D. marginata Massa (mg)

AS 01 MQ 100 DM 01 MQ 136
AS 01 MQ Plane;. 77 DM 01 MAR 60
AS 02 MQ 116 DM 01 MAR B 112
AS 02 MAR 158 DM 02 MQ A 294
AS 03 MQ 135 DM 02 MQ B 286
AS 03 MAR 120 DM 02 MAR A 120
AS 04 MQ 246 DM 02 MAR B 85
AS 04 MQ B 95 DM 03 MQ A 138
AS 05 MQ 703 DM 03 MAR A 78
AS 05 MQ A 30 DM 03 MAR B 140
AS 06 MQ 302 DM 04 MAR 100

AS 07 MQ B 297 DM 05 MAR 53
AS 08 MQ 255 DM 06 MQ A 64

AS 09 MQ A 712 DM 06 MQ B 51
AS 09 MQ B 698 DM 06 MAR A 262
DM 06 MAR B 161

Extratos S. vulgare Massa (mg) DM 07 MAR A 40
SV 01 MQ 290 DM 07 MAR B 202
DM 08 MAR A 86

DM 08 MAR B 36

Fonte: Elaboragao prépria
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Pode-se observar na Tabela 3 uma grande variagdo na quantidade de extrato
produzido quando comparamos os diferentes fungos presentes em uma mesma alga

hospedeira, assim como quando comparada entre as diferentes espécies de algas.

4.1.2 Perfil Quimico por CCDC dos extratos brutos
Apds eluigcdo dos extratos por CCDC estes foram analisados em 254 e 360 nm,

seguido de revelagdo com anisaldeido, respectivamente (Figura 27).

Figura 27' Analise por cromatografia em camada delgada comparativa dos extratos.

-
' . . |
L 3t s |

“Iﬂﬂmn.hﬂd

Fonte: Elaboragéo propria.

Foi possivel notar uma grande variedade de metabdlitos produzidos pelas linhagens
fungicas em estudo, apresentando compostos com alta, média e baixa polaridade.

De modo geral, os espectros de RMN de 'H evidenciaram sinais em uma ampla faixa
espectral demonstrando a presenca de substancias aromaticas, sinais de hidrogénios
carbindlicos, metilicos, metilénicos, metinicos, dentre outros. A diversidade de sinais
ressalta a grande variabilidade quimica dos extratos produzidos pelos fungos em estudo. A
analise comparativa dos dados evidenciou que todos os extratos apresentaram perfil
quimico muito diferenciado entre si, sugerindo que cada linhagem produz compostos que

podem eventualmente contribuir de diferentes formas para os hospedeiros.
4.2 Analise do perfil quimico dos endéfitos

Apds obtengdo dos extratos brutos, estes foram analisados por RMN de 'H, CLAE-
DAD e derivatizados para identificagcdo de compostos presentes no extrato, conforme

demonstrados a seguir.
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4.2.1 Analise quimica do enddéfito Annulohypoxylon atroroseum

A familia Xylareaceae é uma das maiores dentre as familias dos Ascomicotas. Ela é
amplamente estudada e compreende cerca de 85 géneros (KIRK et al., 2008), com
representantes distribuidos por todo o globo terrestre, embora sua maior concentracao seja
em regides tropicais (ROGERS, 2000, STADLER et al., 2013).

Annulohypoxylon foi considerado por algum tempo como uma parte do género
Hypoxylon, entretanto, devido a diferengas nas caracteristicas morfoldgicas, taxondmicas
e quimiotaxonémicas, percebeu-se que se tratava de um novo género (FOURNIER et al.,
2010; MACIEL et al., 2018).

Pesquisas em bases de dados demostraram que o fungo A. atroroseum nao apresenta
estudos quimicos e biolégicos.

O enddfito foi isolado de D. marginata (Figura 28) e repicado em placas de Petri
contendo meio de cultivo BDA preparado com agua do mar de acordo com a metodologia
utilizada no seu isolamento. Posteriormente foi cultivado em escala reduzida conforme
Fluxograma 1 fornecendo 53 mg de extrato bruto. A analise por RMN de 'H (Figura 29)
evidenciou sinais entre 0,5 e 12,0 ppm, referentes a hidrogénios metilicos, metilénicos,
metinicos, olefinicos, carbindlicos, aromaticos, fendlicos, aldeidos e acidos carboxilicos. A
analise por CLAE-DAD em 254 nm (Figura 30) apresentou bandas por todo cromatograma,

referentes a uma ampla diversidade de compostos de alta, média e baixa polaridade.

Figura 28: A. atroroseum isolado de D. marginata em agua do mar: A: Superficie e B:
parte inferior do enddfito.

Fonte: Elaboragao prépria
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Figura 29: Espectro de RMN de 'H do extrato de A. atroroseum em agua do mar (DMSO-ds, 300 MHz).
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Figura 30: Cromatograma da analise por CLAE-DAD - fase reversa do extrato bruto de A. atroroseum em modo gradiente, com
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Fonte: Elaboragao propria
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4.2.2 Andlise quimica do endéfito Colletotrichum gloeosporioides.

O género Colletotrichum é membro da familia Philacoraceae e apresenta similaridade
genética com taxons que compreendem endofiticos, saprofiticos e fungos patogénicos de
plantas. Se apresentam na maioria das vezes como fitopatégenos em regides tropicais e
subtropicais do mundo e s&o os causadores de uma ampla diversidade de doengas,
conhecidas como antracnose (KUMAR et al., 2004; PHOTITA et al., 2004).

C. gloeosporioides € um endofito comumente isolado de uma grande variedade de
espécies de plantas e, apesar de sua alta fitopatogenicidade, este enddfito apresenta
grande quantidade de metabolitos secundarios bioativos de estruturas diversas e com alta
atividade antimicrobiana (Figura 31), tais como acido colletotrico (1), gloeosporona (2),
acido 6-isopropenilindol-3-carboxilico (3), aspergillomarasmina A (4) e B (5) entre outros.

Figura 31: Exemplos de metabolitos secundarios bioativos isolados de C.

gloeosporioides.
~, Hy
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O enddfito foi isolado de D. marginata (Figura 32) e repicado em placas de Petri
contendo meio de cultivo BDA preparado com agua do mar. Posteriormente foi cultivado
em escala reduzida conforme Fluxograma 1 fornecendo 140 mg de extrato bruto. Aanalise
por CLAE-DAD em 254 nm (Figura 33) evidenciou bandas por todo cromatograma, a
maioria concentrado entre 15 e 30 minutos, referentes a compostos de média polaridade.

Figura 32: C. gloeosporioides isolado de D. marginata em agua do mar: A: Superficie e

B: parte inferior do enddfito.
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Figura 33: Cromatograma da analise por CLAE-DAD — fase reversa do extrato bruto de C. gloeosporioides em agua do mar (modo
gradiente, com deteccdo em 254nm).
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4.2.3 Andlise quimica do endofito Fusarium begoniae.

Fungos do género Fusarium destacam-se pela capacidade de produzir uma variedade
de micotoxinas, sendo as mais importantes os tricotecenos (vomitoxina e T-2 entre outras),
as fumonisinas, a zearalenona, a moniliformina e o acido fusarico.

F. begoniae apresenta poucos estudo quimico e biologico. Em termos estruturais, sao
conhecidos compostos como (3S, 6R) -3,6-diisopropil-4-metil-2,5-morfolinodiona, (3S, 6R)
-3-sec-butil-6-isopropil-4-metil-2,5-morfolinodiona apresentados na Figura 34.

Figura 34: Exemplos de metabdlitos secundarios isolados de F. Begoniae.
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O enddfito foi isolado de A. spicifera (Figura 35) e repicado em placas de Petri
contendo meio de cultivo BDA preparado com agua ultrapura. Posteriormente foi cultivado
em escala reduzida conforme Fluxograma 1 fornecendo 30 mg de extrato bruto. A analise
por RMN de 'H (Figura 36) evidenciou sinais entre 0,5 e 8,0 ppm, referentes a hidrogénios
metilicos, metilénicos, metinicos, olefinicos, carbindlicos, aromaticos e fendlicos. A andlise
por CLAE-DAD em 254 nm (Figura 37) apresentou bandas por todo cromatograma,
principalmente com tempos de retengao entre 20 e 30 minutos referentes a compostos de
média polaridade.

Figura 35: . begoniae isolado de A. spicifera em agua do mar: A: Superficie e B: parte
inferior do enddfito.

Fonte: Elaboracéao proépria
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Figura 36: Espectro de RMN de 'H do extrato de F. begoniae em agua ultrapura (DMSO-ds, 300 MHz).
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Figura 37: Cromatograma da andlise por CLAE-DAD — fase reversa do extrato bruto de F. begoniae em agua ultrapura (modo gradiente,

com detecgdo em 254nm).
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4.2.4 Andlise quimica do endofito Pestalotiopsis microspora

Espécies de Pestalotiopsis sdo encontradas como parasitas ou enddfitos, presentes
no solo ou em ramos, folhas e sementes. Sdo anamorficos pertencentes a ordem
Melaconiales, familia Amphisphariaceae.

Esse género apresenta grande potencial biotecnolégico devido a produgdo de
importantes metabdlitos secundarios, como o diterpendide taxol, uma importante droga
anticancerigena produzida por P. guepinii. Estes fungos também apresentam metabolitos
com atividades antifungica e antioxidante (Strobel et al., 2002).

O enddfito foi isolado de D. marginata (Figura 38) e repicado em placas de Petri
contendo meio de cultivo BDA preparado com agua do mar. Posteriormente foi cultivado
em escala reduzida conforme Fluxograma 1 fornecendo 60 mg de extrato bruto. A analise
por RMN de 'H (Figura 39) apresentou sinais entre 0,5 e 7,0 ppm, referentes a hidrogénios
metilicos, metilénicos, metinicos, olefinicos, carbindlicos e aromaticos. A analise por CLAE-
DAD em 254 nm (Figura 40) evidenciou bandas por todo cromatograma, principalmente

com tempos de retencgao entre 30 e 40 minutos referentes a compostos de baixa polaridade.

Figura 38: P. microspora isolado de D. marginata em agua do mar: A: Superficie e B:

parte inferior do enddfito

Fonte: Elaboragao prépria
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Figura 39: Espectro de RMN de 'H do extrato de P. microspora em agua do mar (DMSO-ds, 300 MHz).
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Figura 40: Cromatograma da analise por CLAE-DAD - fase reversa do extrato bruto de P. microspora em agua do mar (modo gradiente,

com detecgdo em 254nm).
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4.2.5 Andlise quimica do endéfito Xylaria coccophora

O género Xylaria pertence a ordem Xylariales e familia Xylariaceae. Esta familia
possui cerca de 40 géneros, encontrados como saprdfitas, fitoparasitas e endofiticos. Os
membros da familia Xylariaceae constituem o grupo taxonédmico com maior frequéncia de
isolamento entre as espécies endofiticas isoladas de plantas tropicais (RODRIGUES, 1994).

Uma ampla diversidade de metabdlitos secundarios ja foram descritos para fungos
deste género, tais como: sesquiterpendides eremofilanos, xylarenal A, xylocetal A,
multiploide A, citocalasinas, epoxicitocalasinas, entre outros. Todos estes metabdlitos
apresentam algum tipo de bioatividade tais como, antifungica, anticolinesterasica e
citotoxica, evidenciando a potencialidade destes fungos na producdo de substancias
bioativas (CAFEU, M. C.; 2013).

O enddfito foi isolado de A. spicifera (Figura 41) e repicado em placas de Petri
contendo meio de cultivo BDA preparado com agua ultrapura de acordo com a metodologia
utilizada no seu isolamento. Posteriormente foi cultivado em escala reduzida conforme
Fluxograma 1 fornecendo 135 mg de extrato bruto. A analise por RMN de 'H (Figura 42)
apresentou sinais entre 0,5 e 7,0 ppm, referentes a hidrogénios metilicos, metilénicos,
metinicos, olefinicos, carbindlicos e aromaticos. A analise por CLAE-DAD em 254 nm
(Figura 43) demonstrou bandas por todo cromatograma, principalmente com tempos de
retencdo entre 15 e 40 minutos referentes a compostos de média e baixa polaridade.

Figura 41: X. coccophora isolado de A. spicifera em agua ultrapura (Superficie do

endofito).

Fonte: Elaboracgéo propria
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Figura 42: Espectro de RMN de 'H do extrato de X. coccophora em agua ultrapura (DMSO-ds, 300 MHz).
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Figura 43: Cromatograma da analise por CLAE-DAD - fase reversa do extrato bruto de X. coccophora em agua ultrapura (modo

mAU

gradiente, com detecgcdo em 254nm).
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4.2.6 Analise quimica do endéfito Entonoema pallida.

Pesquisas em bases de dados evidenciaram que ainda nao foram descritos estudos
quimicos e biolégicos realizados com este enddfito.

O fungo E. pallida foi repicado em placas de Petri contendo meio de cultivo BDA
(Figura 44) e posteriormente cultivado em escala reduzida conforme Fluxograma 1
fornecendo 290 mg de extrato bruto. Este teve seu perfil quimico avaliado através de RMN
de 'H (Figura 45), que mostrou sinais entre 0,5 e 8,5 ppm, referentes a hidrogénios
metilicos, metilénicos, metinicos, olefinicos, carbindlicos, aromaticos e fendlicos, com sinais
mais intensos na regido entre 0,5 e 2,8 ppm. A analise por CLAE-DAD com detec¢ao em
254 nm (Figura 46) apresentou alguns picos com tempo de retencéo entre 19 e 37 minutos,
referentes a compostos de média a baixa polaridade. O perfil deste extrato por CG-EM
apresentou uma grande variedade de picos distribuidos por todo o cromatograma (Figura
47), sendo possivel, considerando a similaridade e IR (Tabela 4), a identificacdo de 08

metabdlitos (Figura 48).

Figura 44: Cultivo de E. pallida isolado da alga parda S. vulgare em meio BDA e agua

ultrapura: Superficie e parte inferior da placa de Petri contendo o enddfito.

Fonte: Elaboragéao prépria
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Figura 45: Espectro de RMN de 'H do extrato bruto de E. pallida (DMSO- ds, 300 MHz).
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Figura 46: Cromatograma da analise por CLAE-DAD - fase reversa do extrato bruto de E. pallida em modo gradiente, com detec¢do em
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4.2.6.1 Identificacao de metabdlitos produzidos por E. pallida

Figura 47: Perfil quimico do extrato bruto de E. pallida por CG-EM.
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Tabela 4: Compostos propostos pelo programa GC-MS Data Analysis.

Tempos de retengdo

Nome Tr IRteorico IR Similaridade (%) Referéncia
Mandelic acid 6,22 1468 1438 84 Tret'yakov, 2008
5-Hydroxymethyl-2-furoic acid 8,85 1561 1555 88 Tuchman, et al., 1984
4-Hydroxybenzeneacetic acid 11,26 1648 1646 95 Isidorov, et al., 2005
Protocatechoic acid 16,91 1836 1834 94 Jaroszynska, 2003
Butanoic acid, 3,4-bis[(TMS)oxy] 6,14 1439 1434 91 Kimura, et al., 1999
3-Phenyllactic acid 9,87 1600 1596 93 Kimura, et al., 1999
Triethanolamine 11,03 1645 1638 83 Kostiainen, 2000
Citric acid 17,28 1838 1846 80 Kimura, et al_, 1999
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Figura 48: Compostos identificados por CG-EM no extrato de E. pallida.
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4.2.7 Andlise quimica do enddéfito Roussoella neopustulans

O género Roussoella, pertencente a familia Roussoellaceae, apresenta uma
caracteristica diferenciada frente a outros fungos, pois &tomos de cloro sdo comumente
encontrada em seus metabdlitos secundarios, como por exemplo, a produgdo 3,5-
diclorociclopent-2- ene-1-carboxilico e grupos de policetideos clorados. Estes compostos
sao descritos por sua potente atividade antibacteriana, antifingica e citotoxica.

Roussoella neopustulans foi isolado de D. marginata e repicado em placas de Petri
contendo meio de cultivo BDA preparado com agua ultrapura (Figura 49). Posteriormente
foi cultivado em escala reduzida conforme Fluxograma 1 fornecendo 83 mg de extrato
bruto.

A analise por CLAE-DAD com detecgao em 254 nm (Figura 50) evidenciou poucas
bandas, sendo dois mais intensos na regiao de 20 minutos, caracteristico de compostos de
média polaridade.

O perfil deste extrato por CG-EM apresentou uma grande variedade de picos por todo
cromatograma (Figura 51), sendo possivel, de acordo com a similaridade e IR (Tabela 5),
a identificacéo de 23 metabdlitos (Figura 52).

Figura 49: R. neopustulans isolado de D. marginata em agua ultrapura: Superficie e parte

inferior.

Fonte: Elaboragao prépria
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Figura 50: Cromatograma da analise por CLAE-DAD - fase reversa do extrato bruto de R. neopustulans em agua ultrapura (modo

gradiente, com deteccdo em 254nm).
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4.2.7.1 Identificacao dos constituintes de R. neopustulans isolado de D. marginata por CG-EM

Figura 51: Perfil do extrato bruto de R. neopustulans em CG-EM.
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Tabela 5: Compostos propostos pelo GC-MS Data Analysis para R. neopustulans.

COMPOSTO #CAS Tr IRteérico IR  Similaridade (%) Referéncia

1 Hydroquinone 2117-24-0 558 1409 1406 83 Jaroszynska and Ligor, 2005
2 2-Methylglutaric acid 55530-53-5 578 1423 1416 81 Isidorov, et al., 2005

3 Hexanedioic acid 18105-31-2 768 1510 1508 90 Ohie, etal., 2000

4 5-Hydroxymethyl-2-furoicacid ~ 55517-40-3 8,85 1560 1555 85 Lefevere, etal., 1989

5 3-Hydroxybenzoic acid 3782-84-1 924 1573 1571 90 Todua, 2011

6 2-Hydroxybenzeneaceticacid ~ 27750-52-3 939 15634 1577 90 Tret'yakov, 2007

7 3-Phenyllactic acid 27750-45-4 988 1600 1597 92 Kimura, et al., 1999

8 Pimelic acid 55530-58-0 1021  1604. 1609 85 Kimura, etal., 1999

9 3-Hydroxyphenylacetic acid 27750-55-6 1044 1616 1617 91 Kimura, et al., 1999
10 4-Hydroxybenzoic acid 2078-13-9 1092 1637 1634 91 Kimura, et al., 1999
11 4-Hydroxybenzeneaceticacid ~ 27750-57-8 1128 1648 1646 95

12 Suberic acid 43199-48-0 1298 1702 1706 87 Ohie, et al.,, 2000

13 Vanillic Acid 2078-15-1 1509 1779 1775 88 Jaroszynska and Ligor, 2005
14 1 2-Benzenedicarboxylic acid 84-69-5 1813 18718 1873 83 Zeng, etal., 2007
15 4-Hydroxyphenyllactic acid 27750-67-0 1958 1919 1920 86 Ohie, et al., 2000
16 Palmitic Acid 55520-89-3 2362 2047 2050 91 Kimura, et al., 1999
17 Linoleic acid ethyl ester 544-35-4 2705 21629 2164 94 Andriamaharavo, 2014
18 (E)-9-Octadecencic acid ethyl ester 6114-18-7 2722 21742 2170 89 Andriamaharavo, 2014
19 9 12-Octadecadienoic acid (ZZ) 56259-07-5 2857 22085 2216 92 Tretyakov, 2007
20 9-Octadecenoic acid, (E) 96851-47-7 2873 2217.7 2221 92 Tretyakov, 2007
21 Stearic acid 18748-91-9 2949 2234 2248 91 Tret'yakov, 2007
22 Bis(2-ethylhexyl) phthalate 117-81-7 3783 2550 2553 95 Xian, etal., 2006
23 Behenic acid 74367-36-5 4013 2644 2644 85 Isidorov, etal., 2008

Fonte: Elaboragao prépria

105



Avaliagédo quimica e bioldgica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Figura 52 A: Compostos identificados no extrato de R. neopustulans.
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Figura 52 B: Compostos identificados no extrato de R. neopustulans.
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4.2.8 Analise quimica do endoéfito Fusarium solani

Fusarium é um género de fungo comumente encontrado no solo, sendo conhecido
por ser patégeno a varias plantas, causando doencas de podriddo de raizes em uma ampla
variedade de culturas, aléem de ser patégeno também para o ser humano (ANTEQUERA et
al., 2014). Apesar dessa caracteristica, espécies de Fusarium produzem compostos de
interesse farmacéutico e medicinal como anticolinesterasicos (SOLFRIZZO et al., 1994),
anti-alérgicos, anti-inflamatérios (MAHAPATRA et al., 2013) entre outros. Por isso sao
fungos filamentosos interessantes para estudo de seus constituintes quimicos na busca por
moléculas bioativas.

F. solani foi isolado de D. marginata, repicado em placas de Petri contendo meio
de cultivo BDA preparado com agua do mar (Figura 53) de acordo com a metodologia
utilizada no seu isolamento. Este fungo apresenta uma caracteristica marcante, que é a
producao de pigmentos vermelho/rosa dependendo da temperatura em que se realiza o
cultivo. Posteriormente foi cultivado em escala reduzida conforme o Fluxograma 1
fornecendo 36 mg de extrato. A andlise por RMN de 'H (Figura 54) apresentou sinais entre
0,5 e 8,0 ppm e a analise por CLAE-DAD com detec¢cao em 254 nm (Figura 55) mostrou
picos por todo cromatograma, referentes a compostos de alta, média e baixa polaridade.

O perfil deste extrato por CG-EM apresentou uma grande variedade de picos por
todo cromatograma (Figura 56), sendo possivel, de acordo com a similaridade e IR
(Tabela 6), a identificacdo de 06 metabdlitos (Figura 57). As massas obtidas para cada
pico por CLAE-EM foram comparadas com as bases de dados MarinLit®, ChemSpider®,
Antimarin® e na analise da literatura usando as ferramentas SciFinder Scholar®, gerando
algumas propostas de estruturas moleculares apresentadas na Tabela 7.

Figura 53: F. solani isolado de D. marginata em agua do mar: Superficie, Parte inferior,
Superficie colorida pela mudanga de temperatura.

Fonte: Elaboragao prépria
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Figura 54: Espectro de RMN de 'H do extrato de F. solani isolado de D. marginata em agua do mar (DMSO-ds, 300MHz).
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Figura 55: Cromatograma da andlise por CLAE-DAD - fase reversa do extrato bruto de F. solani em agua do mar (modo gradiente, com

detecc&do em 254nm).
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4.2.8.1 Identificacao dos constituintes de F. solani por CG-EM
Figura 56: Perfil do extrato bruto de F. solani em CG-EM
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Tabela 6: Compostos propostos pelo GC-MS Data Analysis para F. solani.

Composto Tr |IR teorico| IR | Similaridade Referencia
1 5-Hydroxymethyl-2-furoic acid, 2TMS denvative | 8,86 1560 1556 87 Lefevere, et al., 1989
2 3-Phenyllactic acid, 2TMS dernvative 9,88 1600 1597 93 Kimura, et al, 1999
3 4-Hydroxybenzoic acid, 2TMS derivative 1092| 1629 | 4634 92 Jonsson, et al, 2005
4 4-Hydroxybenzeneacetic acid, 2TMS dernvative | 11,28| 1648 1646 95 Kimura, et al., 1999
5 3 4-Dihydroxyphenylacetic Acid, 3TMS derivative| 17,28 | 1832 1846 87 Mattsson and Petersson, 1977
6  5-Hydroxyindoleacetic acid, 3TMS derivative |28,16| 2199 | 2201 84 Hoffmann, et al, 1989
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Figura 57: Compostos identificados no extrato de F. solani.
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Tabela 3: Compostos identificados no extrato DM 08 Mar B por CLAE-EM.

Pico Substancia Nome FM MM (g/mol)

2 Xanthotoxol C11HeO4 202,1613

a o
A
5 Anhydrojavanicin; C15H1205 273,1083
H\ OH
Ty YT . 7-Acetonyl-5-hydroxy-6-methyl
8 | [ CuH20s 2442051

1,4-naphthoquinone

[ —
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9 C15H2405  284,3461
10 N-Demethylsambutoxi Ca2sH3904N 453,6121
12 Agistatin-D C11H1304 209,2170

(0]
(0] OH
Ho 5-Acetyl-2-methoxy-1,4,6-trihydroxy-
13 . C17H1207 328,2702
anthraquinone
O/
(0] OH
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2,3-Dihydro-5,8-dihydroxy-
6-methoxy-2-hydroxymethyl-

14 C14H1607 296,2698
3-(2 hydroxypropyl)
1naphthalenedione
=] MH, 0
Ho S 2,2-Dimethyl-5-amino6-(2'E-ene
16 C15H1704N 275,2982
4'-hydroxylbutyryl) 4-chromone
£l T4
e fuh 2,2-Dimethyl-5-amino6-(4'-
19 - - = ™ C15H1904N 277,3141
| P hydroxylbutyryl)-4-chromone
ﬁ"::*q,f’; h“h.::-*‘fﬂ“ -
23 C20H2803N2 344,4476
24 Fusarin A C24H3105N 413,5902
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AT

(2oxopropyl)
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25 Ho)}\/\m/\/\/\/\(" 4-Oxododecandioic Acid C12H200s5 2442822
(0] OH
7-Acetonyl-5-hydroxy 6-methyl-1,4-
25 C14H1204 2442411
0 naphthoquinone
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OH o}
~
26 Solaniol; F-3 C15H1606 292,2815
OH
OH O
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27 (-)-Fusarielin E C2sH4604 446,6608
0 NH, o)
HO 2,2-Dimethyl-5-amino 6-(4'-
29 C15H1904N 277,3141
hydroxylbutyryl) 4-chromone
o
31 Mangicol B C27H460s5 450,6491

117



Avaliagédo quimica e bioldgica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

N-Dihydrojasmony

32 . . C1gH3104N 325,4414
Lisoleucine
(@)
N-[9,10-Dihydro-7-isojasmonoyl]-
32 o _ _ C18H3104N 325,4414
N (S)-isoleucine
° OH
35 o oH Neofusapyrone C34Hs507 575,7935
o AN
OH
38 Y\/\K\/W Farnesoic acid CisHzsO2  238,3649
(@]
OH (0] (0]
2-Acetyl-3,8-dihydroxy 6-methoxy
40 . C17H1206 312,2712
. o anthraquinone
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e
y o
41 Fusaperazine A C16H2203N2  290,3563
N “hy
(o] OH (o]
44 Norbikaverin C19H120s 368,2906
\0 (6) OH
OH [¢]

Fonte: Elaboragao proépria
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Grande parte destas substancias apresentam atividades biolégicas promissoras,
como citotdxica, antifungica, anti-inflamatéria, dentre outras, demonstrando a importancia
em prosseguir com o isolamento de metabdlitos para busca de novas estruturas

moleculares e novas aplicagoes.

4.3 Comparagao do perfil quimico de fungos de mesmo género e espécie associados
a algas distintas.

Para este estudo foram selecionadas as algas vermelhas (Rhodophyta) A. spicifera A
(Rhodomelaceae) e D. marginata B (Galaxauraceae), que ocorrem em regides rochosas
costeiras e ambientes préximos (Figura 58), motivo que nos despertou o interesse em
analisar seus micro-organismos associados e eventualmente observar a ocorréncia de
fungos em comum.

Figura 58: Local onde as algas foram coletadas (muito préximas uma da outra).

Fonte: Elaboragao proépria

Ap0s identificagdo dos fungos por morfologia e taxonomia molecular em parceria com
o Prof. Dr. Marco Antbnio Soares da UFMT, pudemos comprovar a suposi¢cao de que fungos
do mesmo género e espécie se associam as diferentes espécies de algas em estudo.

O intuito desse estudo era verificar se a mudanca no hospedeiro influenciaria
significativamente a producdo metabdlica, tendo em vista que ambas as algas foram
coletadas muito proximas uma da outra, ndo havendo, portanto, variagdo nos fatores
externos que pudessem interferir apenas em uma espécie hospedeira.

Ja é amplamente relatado que variagbes na metodologia de cultivo de um micro-
organismo podem afetar sua producdo biologica. Este fato pode ser observado ao
analisarmos as caracteristicas de seus micélios, a diferenca na quantidade de extrato

produzido, bem como na variagao de seu perfil quimico.
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4.3.1 Analise quimica do endéfito Diaporthe terebinthifolii

As espécies de Diaporthe, pertencentes a familia Diaporthaceae, séo frequentemente
relatadas como patdégenos de plantas, enddfitos ou ndo-patogénicos, comumente isolados
de uma ampla gama de hospedeiros (MURALI et al., 2006; BOTELLA e DIEZ, 2011).

Fungos deste género sao reconhecidos por atuarem como bons produtores de varios
compostos bioativos (ELSAESSER et al., 2005; ZANG et al., 2012). GOMES et al. (2013)
descreveu duas novas espécies, D. terebinthifolii e D. endophytica, como enddfitos isolados
das plantas medicinais Schinus terebinthifolius e Maytenus ilicifolia, respectivamente. Estes
endofitos sdo capazes de produzir metabolitos secundarios de interesse em varias areas
do conhecimento, como na agricultura, através da producdo de compostos que atuam
diretamente contra P. citricarpa, responsavel por causar diversas diversas doencas em
frutos citricos, no setor farmacéutico através da formacdo de acido diapdlico A-B, por
exemplo, que apresenta excelente atividade antimicrobiana e citotoxica, entre outros.

D. terebinthifolii foi repicado em placas de Petri contendo meio de cultivo BDA
preparado com agua ultrapura MilliQ para o enddfito isolado de A. spicifera (Figura 59),
enquanto o isolado de D. marginata foi preparado com agua ultrapura MilliQ (Figura 60) e
com agua do mar (Figura 61), de acordo com a metodologia utilizada no seu isolamento.
Posteriormente foi cultivado em escala reduzida conforme o Fluxograma 1 fornecendo 116
mg para o extrato com agua ultrapura de A. spicifera, 138 mg para o extrato com agua
ultrapura de D. marginata e 100 mg para o cultivo em agua do mar.

A analise por RMN de 'H (Figura 62) demonstrou que o fungo cultivado com agua do
mar apresentou sinais entre 0,5 e 8,0 ppm, referentes a hidrogénios metilicos, metilénicos,
metinicos, olefinicos, carbindlicos e aromaticos. A analise por CLAE-DAD com deteccdo em
254 nm (Figura 63) apresentou picos entre 19 e 37 minutos, evidenciando uma maior
produgao de compostos de média e baixa polaridade.

Para este fungo foi possivel observar que a mudanga de hospedeiro e da agua usada
no cultivo ndo influenciaram na variagao da quantidade de extrato produzido. Entretanto,
ao analisarmos os perfis quimicos, verificamos que houve uma grande diversidade de
compostos produzidos, com poucos metabdlitos em comum, mas em concentragdes

diferentes.
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O perfil deste extrato por CG-EM apresentou uma grande variedade de picos por todo
cromatograma (Figura 64), sendo possivel, de acordo com a similaridade e IR (Tabela 8),
a identificacdo de 11 metabdlitos (Figura 64).

Figura 59: D. terebinthifolii isolado de A. spicifera em agua MQ: Superficie

Fonte: Elaboracgéao prépria

Figura 60: D. terebinthifolii isolado de A: D. marginata em agua MQ; B: D. marginata em

agua Mar (Superficie e parte inferior do endofito).

Fonte: Elaboragao prépria
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Figura 61: Espectro de RMN de 'H do extrato D. terebinthifolii isolado de D. marginata em agua do Mar (DMSO-ds, 300 MHz)
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Fonte: Elaboragao propria

123



Avaliagédo quimica e bioldgica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Figura 62: Comparacédo entre os cromatogramas das analises por CLAE-DAD - fase reversa do extrato bruto de D. terebinthifolii (em

modo gradiente, com deteccdo em 254nm).
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4.3.1.1 Identificacao dos constituintes de D. terebinthifolii isolado de D. marginata por CG-EM
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Figura 63: Perfil do extrato bruto de D. terebinthifolii em CG-EM
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Tabela 8: Compostos propostos pelo GC-MS Data Analysis para D. terebinthifolii.

COMPOSTO #CAS Tr IRtedrico IR Similaridade (%) Referéncia

1 Pyrogallol 17864 -23-2 882 1560 1554 91 Jaroszynska and Ligor, 2005
2 | Tyrosol 321884-10-0 94 1568 1578 89 Andriamaharavo, 2014
3 3-Phenyllactic acid 27750-45-4 987 1600 1596 89 Kimura, et al., 1999
4 1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-methylpropyl) ester ~ 84-69-5 17,19 18718 1843 84 Zeng, etal., 2007

5 [1,2-a]pyrazine-1 4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl) 5654 - 86 - 4 18,4 1908 1882 92 Xu, etal, 2012

6 n-Hexadecanoic acid 506-30-9 20,02 1958 1934 90 Wu, et al., 2005

7 Hexadecanoic acid, ethyl ester 628-97-7 21,05 1975 1967 95 Andrade, et al., 1998
8 Linoelaidic acid 506-21-8 2523 2104 2103 87 Saroglou, et al., 2006
9 cis-Vaccenic acid 506-17-2 254 2116 2109 94 Tret'yakov, 2007
10 Ethyl 9-hexadecenoate 54546-22-4 2628 2174 2138 93 Andriamaharavo, 2014
11 Phthalic acid, bis(6-methylheptyl) esteR 117-84-0 3682 2540 2514 96 Kotowska, et al., 2012
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Figura 64: Compostos identificados no extrato de D. terebinthifolii.
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4.3.2 Annulohypoxylon stygium

Annulohypoxylon € um género de fungos da familia Xylariaceae. Este género foi
criado em 2005 e contém espécies anteriormente incluidas no género Hypoxylon.
Existem, cerca de 27 espécies com uma distribuicdo amplamente disseminada.

A. stygium foi isolado do ambiente marinho, apenas recentemente, como por
exemplo, associado a alga Bostrychia radicans. Relatos acerca deste fungo evidenciaram
seu potencial em produzir metabdlitos secundarios com propriedades citotoxicas,
antibacterianas e antioxidantes.

O enddfito foi repicado em placas de Petri contendo meio de cultivo BDA preparado
com agua ultrapura MilliQ tanto para o endofito isolado de A. spicifera (Figura 65 A)
quanto para o isolado de D. marginata (Figura 65 B) de acordo com a metodologia
utilizada no seu isolamento. Posteriormente foi cultivado em escala reduzida conforme o
Fluxograma 1 fornecendo 100 mg para o extrato de A. spicifera e 138 mg para o extrato
de D. marginata.

A andlise por RMN de 'H (Figura 66) demonstrou que os dois apresentaram sinais
entre 0,5 e 12,0 ppm, referentes a hidrogénios metilicos, metilénicos, metinicos,
olefinicos, carbindlicos, aromaticos, fendlicos, aldeidos e acidos carboxilicos, sendo que
0s sinais nao apresentam os mesmos deslocamentos quimicos, evidenciando a producao
de metabdlitos diferentes em cada cultivo e em diferentes quantidades, tendo em vista
que foram preparados com a mesma concentragdes.

Na analise por CLAE-DAD em 254 nm (Figura 67) é possivel observar que as
bandas se concentram entre 20 e 30 minutos para o extrato de A. spicifera, evidenciando
uma maior producao de compostos de meédia polaridade. Ja o extrato de D. marginata
apresentou bandas entre 20 e 35 minutos caracteristicos de compostos de média e baixa
polaridade.

Para este fungo foi possivel observar que a mudanga de hospedeiro n&o influenciou
significativamente na variagdo da quantidade de extrato produzido. Entretanto, ao
analisarmos os perfis quimicos, verificamos que houve uma grande diversidade de
compostos produzidos, com poucos metabdlitos em comum, mas em concentragcdes

diferentes.
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Foi possivel verificar que a producdo foi bem diversificada entre eles, além de
aumento e diminuicdo de alguns compostos com mesmo tempo de reteng&o, presentes
em ambos os cromatogramas.

O perfil deste extrato por CG-EM apresentou uma grande variedade de picos por
todo cromatograma (Figura 68), sendo possivel, de acordo com a similaridade e IR

(Tabela 9), a identificagéo de 10 metabdlitos (Figura 69).

Figura 65: A. stygium isolado de A: A. spicifera em agua ultrapura; B: D. marginata em

agua ultrapura (Superficie e parte inferior do enddfito).

Fonte: Elaboragao prépria
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ultrapura (DMSO-ds, 300 MHZz).

Figura 66: Comparacgédo dos espectros de RMN de 'H do extrato A. stygium isolado de D. marginata (A) e A. spicifera (B) em agua
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Figura 67: Comparacao entre os cromatogramas das analises por CLAE-DAD — fase reversa do extrato bruto de A. stygium (modo

gradiente, com deteccdo em 254nm).
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4.3.2.1 Identificagao dos constituintes de Annulohypoxylon stygium isolado de D. marginata por CG-EM

Figura 68: Perfil do extrato bruto de A. stygium em CG-EM.
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Tabela 9: Compostos propostos pelo GC-MS Data Analysis para A. stygium.

COMPOSTO #CAS Tr IR tedrico IR Similaridade (%) Referéncia
1 Pentanedioic acid 55494-07-0 553 1404 1403 88 ‘ Kimura, etal., 1999
Hexanedioic acid 18105-31-2 7.7 1510 1509 85 Ohie, etal., 2000
2 3-Methyladipic acid 55520-93-9 844 1539 1534 82 Kimura, et al., 1999
3 2-Hydroxybenzeneacetic acid 27750-52-3 94 1564 1578 85 Tret'yakov, 2007
4 3-Phenyliactic acid 27750-45-4 983 1579 1595 93 Tret'yakov, 2008
5 Vanillic Acid 2078-15-1 1509 1779 1775 89 Jaroszynska and Ligor, 2005
6 Azelaic acid 17906 -08-0 16,03 1800 1806 90 Kimura, et al,, 1999
7 Protocatechoic acid 2347 -40-2 16,93 1836 1835 89 Jaroszynska, 2003
8 Homogentisic acid 55334-62-8 175 1860 1859 83 Jaroszynska and Ligor, 2005
9 4-Hydroxyphenyllacticacid 27750-67-0 1958 1919 1920 84 Ohie, et al., 2000
10 Ferulic acid 10517-09-6 2528 2104 2105 81 Jaroszynska and Ligor, 2005
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Figura 69: Compostos identificados no extrato bruto de A. stygium.
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4.3.3 Analise quimica do endéfito Hypoxylum monticulosum.

Fungos do género Hypoxylon sdo ascomicetos pertencentes a familia Xylariaceae,
uma das familias fungicas mais prolificas em metabdlitos secundarios, com mais de 130
espécies relatadas até o momento. Micro-organismos pertencentes a este genéro
colonizam vérios habitats marinhos e terrestres. Até momento, cerca de 500 metabdlitos
secundarios foram descritos para este género, a maioria deles exibindo relevantes atividade
biolégicas.

H. monticulosum foi repicado em placas de Petri contendo meio de cultivo BDA
preparado com agua ultrapura (Figura 70 A) e com agua do mar (Figura 70 B), de acordo
com a metodologia utilizada no seu isolamento (pag. 35). Posteriormente foi cultivado em
escala reduzida conforme o Fluxograma 1 fornecendo 712 mg para o extrato obtido do
cultivo com agua ultrapura e 158 mg para o extrato obtido do cultivo em agua do mar.

Ja foi amplamente relatado que variagdes na metodologia de cultivo de um micro-
organismo afetam sua producao bioldgica. Este fato pode ser observado também neste
estudo, pelas caracteristicas de seus micélios, pela grande diferenga de quantidade de
extrato produzido, bem como pela variagao de seu perfil quimico.

A analise por RMN de "H (Figura 71) demonstrou que o fungo cultivado com agua do
mar (A) apresentou poucos sinais entre 0,5 e 4,0 ppm, referentes a hidrogénios metilicos,
metilénicos e olefinicos, enquanto o fungo cultivado com agua ultrapura (B) apresentou
producdo metabdlica com maior diversidade quimica, com sinais entre 0,5 e 8,0 ppm,
referentes a hidrogénios metilicos, metilénicos, metinicos, olefinicos, carbindlicos e
aromaticos. As diferencas observadas podem ser consequéncia de um subconjunto mais
restrito de vias biossintéticas que codificam a produ¢ao de metabdlitos secundarios terem
sido ativadas no cultivo com agua do mar, ou alguns desses compostos terem sido
produzidos em quantidades nao detectadas, devido as condi¢gdes de cultivo utilizadas, que
nao estimularam sua biossintese, através de sinais quimicos ou ambientais propicios para
a sua producéo.

A analise por CLAE-DAD com detecgdo em 254 nm (Figura 72) apresentou diversos
picos por todo cromatograma, evidenciando a produgdo de compostos de alta, média e

baixa polaridade.
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O perfil deste extrato por CG-EM apresentou uma grande variedade de picos por todo
cromatograma (Figura 73), sendo possivel, de acordo com a similaridade e IR (Tabela 10),

a identificacéo de 11 metabodlitos (Figura 74).

Figura 70: Cultivo de H. monticulosum isolado da alga vermelha A. spicifera em meio
BDA em A: agua ultrapura; B: agua do mar (Superficie e parte inferior da placa de Petri

contendo o endofito).

Fonte: Elaboracgéao prépria
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Figura 71: Comparacgéao dos espectros de RMN de 'H dos extratos de H. monticulosum isolado de A. spicifera em agua do mar (A) e

ultrapura (B) (DMSO- ds, 300 MHz).
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Figura 72: Cromatograma da analise por CLAE-DAD - fase reversa do extrato bruto de A. stygium (modo gradiente, com detecgdo em

mAU

254 nm).
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4.3.3.1 Identificagao dos constituintes de H. monticulosum isolado de A. spicifera por CG-EM

Figura 73: Perfil do extrato bruto de H. monticulosum isolado de A. spicifera por CG-EM
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Tabela 10: Compostos propostos pelo GC-MS Data Analysis para H. monticulosum.

Composto #CAS Tr  IRtedrico IR Similaridade (%) Referéncia
Pentanedioic acid 55494 -07-0 553 1407 1403 88 Ohie, Fu, et al, 2000
Decanoic acid 55494-15-0 654 1450 1454 92 Tretyakov, 2007
Malic acid 38166-11-9 743 1498 93
3-Methyladipic acid 55520-93-9 843 1523 1539 87 Tret'yakov, 2007
Tartaric acid 18602-86-3 10,13 1665 1606 90 Lefevere, etal,, 1989
Ethanol, (2-(3 4-dihydroxyphenyl) 68595-80-2 1523 1756 1780 91 Andriamaharavo, 2014
1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-methylpropyl) ester 84-69-5 18,12 1872 1873 91 Zeng, et al., 2007
Hexadecanoic acid, methyl ester 112-39-0 19,81 1926 1927 88 Quijano, et al., 2007
Palmitic Acid 55520-89-3 2362 2047 2050 91 Kimura, etal, 1999
9-Qctadecenoic acid, methyl ester, (E) 1937-62-8 25,39 2110 2108 84 Tret'yakov, 2007
Xanthurenic acid 55319-89-6 3061 2255 2286 82 Tret'yakov, 2007

Fonte: Elaboragao prépria
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Figura 74: Compostos identificados no extrato de H. monticulosum isolado de A. spicifera.
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A espécie fangica H. monticulosum também foi isolada da alga vermelha D.
marginata, repicada em placas de Petri contendo meio de cultivo BDA preparado com
agua ultrapura (Figura 75 A) e com agua do mar (Figura 75 B), de acordo com a
metodologia utilizada no seu isolamento. Posteriormente foi cultivado em escala reduzida
conforme Fluxograma 1 fornecendo 240 mg do extrato obtido a partir do cultivo com
agua ultrapura e 156 mg para o extrato do cultivo em agua do mar.

A analise por RMN de 'H (Figura 76) demonstrou que o fungo cultivado com agua
ultrapura (A) apresentou uma maior diversidade quimica, com sinais entre 0,5 e 11,5 ppm,
referentes hidrogénios metilicos, metilénicos, metinicos, olefinicos, carbindlicos,
aromaticos, fendlicos, aldeidos e acidos carboxilicos, enquanto o fungo cultivado com
agua do mar (B), apresentou menor variedade de sinais, concentrados entre 0,5 e 5,0
ppm e referentes a hidrogénios metilicos, metilénicos, metinicos e olefinicos.

A andlise por CLAE-DAD em 254 nm (Figura 77) apresentou diversas bandas por
todo cromatograma, evidenciando a produgcdo de compostos de alta, média e baixa
polaridade. E possivel notar a producdo de alguns compostos semelhantes, mas em

diferentes concentragdes, com aumento ou diminui¢do das bandas cromatograficas.

Para este fungo foi possivel observar que a mudanga de hospedeiro e da agua
usada no cultivo influenciaram significativamente na variagdo da quantidade de extrato
produzido, bem como na diversidade de metabdlitos produzidos. Essa diferenga pode ser
uma consequéncia de apenas um subconjunto de vias biossintéticas que codificam a
produgdo de metabdlitos secundarios terem sido ativadas ou alguns desses compostos
terem sido produzidos em baixas quantidades devido as condi¢des de cultivo utilizadas,
que nao estimularam a biossintese destes, através de sinais quimicos ou ambientais

propicio para a sua produgao.

Adicionalmente, o perfil deste extrato por CG-EM apresentou uma grande variedade
de picos por todo cromatograma, bem distribuidos entre 19 e 30 minutos (Figura 78),
sendo possivel, de acordo com a similaridade e IR (Tabela 11), a identificacdo de 11

metabdlitos (Figura 79).
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Figura 75: Cultivo de H. monticulosum isolado de D. marginata em meio BDA. A: agua

ultrapura; B: 4gua do mar (Superficie e parte inferior da placa de Petri contendo o

endofito).

Fonte: Elaboragao propria
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Figura 76: Comparagao dos RMN de 'H Extrato de H. monticulosum isolado de D. marginata em agua ultrapura (A) e do Mar (B)
(DMSO- ds, 300 MHz).
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Fonte: Elaboragao prépria

141



Avaliagédo quimica e bioldgica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Figura 77: Cromatograma da analise por CLAE-DAD — fase reversa do extrato bruto de H. monticulosum isolado de D. marginata em

modo gradiente, com detec¢gdo em 254nm.
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Fonte: Elaboragao prépria
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4.3.3.2 Identificagao dos constituintes de H. monticulosum isolado de D. marginata por CG-EM

Figura 78: Perfil do extrato bruto de H. monticulosum isolado de D. marginata em CG-EM.
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Tabela 11: Compostos propostos pelo GC-MS Data Analysis para H. monticulosum.
Composto #CAS Tr IR teorico IR Similaridade (%) Referéncia
1 Benzeneacetic acid, 2-methoxy 93-25-4 6,01 1427 95
2 3-Methoxyphenylacetic acid 27750-49-8 702 1496 1478 86 Butts, 1972
3 5-Hydroxymethyl-2-furoic acid 55517-40-3 8386 1560 1556 90 Lefevere, etal , 1989
2 Xylitol 14199-72-5 1433 1739 1750 90 Medeiros and Simoneit, 2007
5 1 2-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-methylpropyl) ester 84-69-5 1812 1868 1873 90 Saroglou, et al., 2006
6 | Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1 4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl) 5654 -86-4 1843 1908 1883 89 Xu, etal, 2012
7 Stearic acid 18748-91-9 2951 2234 2248 90 Tret'yakov, 2007
8 Griseofulvin 126-07-8 432 2700 2769 91 Perrigo and Peel, 1981

Fonte: Elaboragao prépria
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Figura 79: Compostos identificados no extrato de H. monticulosum isolado de D. marginata
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Fonte: Elaboragao propria
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CAPITULO 2. PERFIL BIOLOGICO DOS EXTRATOS

Os extratos brutos foram submetidos a avaliacdo citotoxica (Figura 80),
anticolinesterasica (Figura 81), antimicrobiana (Figura 82), erradicagao de biofilme (Figura
83), antiparasitaria para doenca de Chagas (Tabela 13) e Leishmaniose (Tabela 14), anti-
inflamatdrio, anticoagulante e antidoto para veneno de cobras (Tabela 15) para verificar o
potencial biolégico de cada linhagem fungica em estudo, contribuindo para o conhecimento

da quimiodiversidade de micro-organismos de origem marinha.

4.4 Resultados dos ensaios biologicos testados

4.4.1 Atividade citotoxica
Figura 80: Atividade citotdxica dos extratos brutos dos fungos endofiticos em estudo

contra linhagens de células tumorais HCT-116.
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Esses resultados evidenciam que as amostras codificadas: AS 01 MQ Planej., AS 05
MQ, AS 06 MQ, AS 09 MQ A, AS 09 MQ B, DM 02 Mar, DM 02 MQ A, DM 02 MQ B ¢ DM
08 Mar B demonstraram inibigédo relevante da proliferagédo celular tumoral (>75%), e foram

consideradas, portanto, citotéxicas.

4.4.2 Ensaio Anticolinesterasico
Figura 81: Resultado dos ensaios anticolinesterasico realizado com os extratos brutos.
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Podemos observar que as amostras AS 01 MQ, AS 01 MQ planej AS 02 Mar, AS 03
MQ, AS 04 MQ, AS 05 MQ, AS 07 MQ, AS 08 MQ, AS 09 MQ B, AS M1 MQ, AS M2 * MAR,
DM 01 M1 MQ 36d, DM 01 Mar, DM 02 Mar 36d, DM 03 M1 Mar, DM 03 M1 MQ A, DM 05
M2 Mar, DM 06 M2 MQ, DM 06 M2 MQ, DM 08 M2 Mar B e SV 01 MQ foram muito
promissoras nesse ensaio bioldgico, evidenciando o potencial dos extratos em estudo para
a descoberta de agentes inibidores de acetilcolinesterase, com destaque para as amostras
que inibiram a enzima humana. Vale ressaltar que diversos extratos (grifados em roxo) se
mostraram mais ativos que o padrao tacrina utilizado, indicando a presenga de constituintes
quimicos com potencial para continuidade dos estudos, na busca por novos protétipos para

o desenvolvimento de agentes terapéuticos para tratamento da doenca de Alzheimer.

4.4.3 Ensaio Antimicrobiano
Os resultados da triagem para atividade antimicrobiana foram definidos pela presenca

ou auséncia de atividade na concentracéo testada para cada linhagem bacteriana (Figura

82). Quando a CIM foi maior que a concentragao testada, a amostra foi considerada inativa.
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Figura 82: Atividade antimicrobiana dos extratos brutos contra linhagens bacterianas.
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Fonte: Elaboragao prépria
Cdédigos: C1 (SV 01 MQ); C2 (DM 06 MQ); C3 (DM 08 MQ A); C4 (DM 02 M1 MQ A); C5 (DM 02 M1 MQ B); C6 (DM 03 M1 Mar); C7 (DM

02 M1 Mar B); C8 (DM 05 M2 Mar); C9 (DM 02 Mar 36d); C10 (DM 04 M1 MQ); C11 (DM 03 M1 MQ A); C12 (AS 09 MQ A); C13 (AS 03
M1 MQ); C14 (AS 05 MQ); C15 (AS 07 MQ B); C16 (AS 04 MQ); C17 (AS 09 MQ B); C18 (AS 01 MQ).
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Os extratos que apresentaram atividade microbiana (CIM < 512 pg/mL) foram também
testados para avaliar seu potencial na erradicagao de biofilmes (Tabela 12).

S. epidermidis ATCC 34984 € uma linhagem boa formadora de biofilme, enquanto que
S. epidermidis ATCC 12228 nao é. A comparagao da formagao de biofilme entre elas
apresentou diferenca significativa com p < 0,00000186. A capacidade de erradicacao do
biofilme formado pela S. epidermidis ATCC 34984 foi analisada para os extratos: AS 07 MQ
B, AS 04 MQ e DM 06 M2 MQ (Figura 83 A), DM 03 M1, AS 06 M2 MQ e DM 02 M1 MQ A
(Figura 83 B), AS 05/AS 09 MQ (Figura 83 C) a 512 pg/mL.

Tabela 12: Capacidade de erradicagao do biofilme formado por Staphylococcus

epidermidis ATCC 35984:
Extratos testados (concentragao) Capacidade de erradicagao de biofilme
AS 07 MQ B (512 pg/ml) Sim
AS 04 MQ (512 ug/ml) Sim
DM 06 M2 MQ (512 pg/ml) Sim
DM 03 M1 (512 pg/ml) Nao
AS 06 M2 MQ (512 ug/ml) Sim
DM 02 M1 MQ A (512 pg/ml) Sim
AS 05/AS 09 (512 pg/ml) Sim

Figura 83 A: Quantidade de biofilme da S. epidermidis ATCC 35984 depois de tratado
com os extratos brutos AS 07 MQ B, AS 04 MQ e DM 06 M2 MQ a 512 pg/mL
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Dos compostos testados, todos os trés foram capazes de erradicar significativamente
o biofilme formado, com valor de p igual a 0,00000000184, 0,00000000128 e 0,04,
respectivamente. A capacidade de erradicacdo do biofilme para cada composto é
apresentada no valor de porcentagem acima de cada coluna do grafico (88,0% para AS 07
MQ B, 89,9% para AS 04 MQ e 21,8% para DM 06 M2 MQ), evidenciando o elevado
potencial dos extratos AS 07 MQ B e AS 04 MQ para a descoberta de novos agentes
antibacterianos.

Figura 83 B: Quantidade de biofilme da S. epidermidis ATCC 35984 depois de tratado
com os extratos DM 03 M1, AS 06 M2 MQ e DM 02 M1 MQ A a 512 pug/mL
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S. epidermidis ATCC 34984 é uma linhagem boa formadora de biofilme, enquanto que
S. epidermidis ATCC 12228 nao é boa formadora de biofilme, a comparag¢ao da formacéao
de biofilme entre elas apresentou diferenga significativa com p < 0,00000125. A capacidade
de erradicacao do biofilme formado pela S. epidermidis ATCC 34984 foi analisada para os
extratos. Os extratos AS 06 M2 MQ e DM 02 M1 MQ A foram capazes de erradicar
significativamente o biofilme formado, com valor de p igual a 0,00000615 e 0,00000000676,
respectivamente. A capacidade de erradicacdo do biofilme para cada composto é
apresentada no valor de porcentagem acima de cada coluna do grafico (52,36% para AS
06 M2 MQ e 77,9% para DM 02 M1 MQ A).
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Figura 83 C: Quantidade de biofilme da S. epidermidis ATCC 35984 depois de tratado
com os extratos AS 05/ AS 09 MQ a 512 ug/mL
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S. epidermidis ATCC 34984 € uma linhagem boa formadora de biofilme, enquanto que
S. epidermidis ATCC 12228 nao é boa formadora de biofilme, a comparagao da formacao
de biofilme entre elas apresentou diferenga significativa com p < 0,0000009. A capacidade
de erradicagao do biofilme formado pela S. epidermidis ATCC 34984 foi analisada para o
composto AS 05/AS 09 a 512 ug/ml. Este foi capaz de erradicar significativamente o biofiime
formado com valor de p igual a 0,000278. A capacidade de erradicacdo do biofilme para
cada composto € apresentada no valor de porcentagem acima de cada coluna do grafico
(51,49% para AS 05/AS 09).

4.4.4 Avaliacdo da atividade tripanocida

Os resultados da triagem dos extratos brutos para atividade frente a linhagem de

Trypanosoma cruzi sdo mostrados na Tabela 13.

Tabela 13: % de inibigdo crescimento do Tripanossoma cruzi - 20ug/mL

EXTRATOS INIBIGAO (%)
AS M2 *BR 29,3
AS 01 Mar B 61,8

AS 01 MQ 58,8
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AS 02 Mar 52,4
AS 03 MQ 51,1
AS 04 MQ B 54,1
AS 06 MQ 50,2
AS 07 MQ B 52,9
AS 08 MQ 54,6
AS 09 MQ 56,2
DM M2 Rosa 62,2
DM 01 Mar 56,1
DM 01 MQ 69,0
DM 02 Mar A 36d 62,6
DM 02 MQ A 54,4
DM 02 MQ B 36d 62,4
DM 03 Mar 77,1
DM 03 MQ B 53,5
DM 04 Mar 53,4
DM 04 MQ B 53,6
DM 05 Mar 53,1
DM 06 Mar A 50,2
DM 06 Mar B 54,2
DM 06 MQ B 70,4
DM 07 Mar A 32,7
DM 08 Mar A 60,7
SV 01 MQ 59,6
Benzonidazol* 99,0

Os extratos AS 01 MAR B; DM M2 ROSA; DM 01 MQ; DM 02 MAR A; DM 02 MQ B;
DM 03 MAR; DM 06 MQ B; DM 08 MAR A se mostraram promissores contra T. cruzi, inibindo

seu crescimento em mais de 60%.
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4.4.5 Avaliacao da atividade leishmanicida

Os resultados da triagem dos extratos brutos para atividade frente a linhagem de

Leishmania infantum sao mostrados na Tabela 14.

Tabela 14: % de inibicdo do crescimento de Leishmania infantum - 20ug/mL

EXTRATO %INIBIGAO
AS 06 MQ 99
DM 08 MAR B 99
MTF * 99

Fonte: Elaboragao proépria
Os extratos AS 06 MQ e DM 08 MAR B se mostraram muito promissores contra L.
infantum, inibindo seu crescimento em 99%, assim como o padrao MTF utilizado.
Os resultados obtidos evidenciam que fungos associados a organismos marinhos
apresentam excelente potencial para desenvolvimento de novos agentes bioativos, para
tratamento de diferentes tipos de cancer, doenca de Alzheimer, bactérias super resistentes,

doencgas tropicais negligenciadas, entre outros.

4.4.6 Avaliacao das atividades antibidtica frente a E. coli, coagulagdo do sangue e

inibicdo de veneno de cobra.

Para esta etapa do trabalho, foi realizado o crescimento em escala ampliada de acordo
com Fluxograma 1, seguida de extragao, particdo e obtengédo dos extratos brutos AS 01
MQ, AS 01 MAR, AS 03 MQ, AS 04 MQ B, AS 07 MQ B, AS 09 MQ, SV 01 MQ, DM 02 MQ,
DM 02 MAR, DM 03 MQ, DM 03 MAR e DM 06 MQ, que apresentaram alta atividade
anticolinesterasica nos ensaios inicias. Os resultados da triagem dos extratos brutos sao

mostrados na Tabela 15.

Tabela 15: Resultados dos ensaios com 0s extratos selecionados.

AMOSTRA E. coli K12 Plasma Protease (veneno de cobra)
AS 01 MQ * *

AS 01 Mar ++ *

AS 03 MQ - -

AS 04 MQ ++ -
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AS 07 MQ ++++ *
AS 09 MQ ++ *
SV 01 MQ ND -
DM 02 MQ +++ -
DM 02 Mar * ++
DM 03 MQ + - ++
DM 03 Mar * ++

A avaliacéo inicial da inibicdo do crescimento mostrou que os extratos AS 07 MQ e
DM 02 MQ variando de 25 a 800 pg.mL-1 exibiam potencial atividade inibitéria contra E.
coli-K-12, inibindo o crescimento bacteriano significativamente em comparagdo com a
gentamicina, evidenciando o potencial desses extratos para o desenvolvimento de novos
antibidticos.

ApGs analise dos resultados foi possivel verificar que em baixas concentracdes, a
amostra DM 02 Mar apresentou atividade inibitéria de protease contra o veneno de serpente
de E. carinatus, entdo foi avaliada a seletividade desta amostra contra a enzima protease
plasmina e observamos a presenca de compostos fracamente ativos. A comparao com 0
controle positivo indicou que existem compostos ativos nesta amostra, 0 que mereceu uma
investigao adicional.

Estudos foram realizados com estas amostras no bioensaio de veneno de serpentes
para investigar a neutralizacao enzimatica da toxicidade de veneno, por produtos naturais.

A amostra DM 03 Mar em baixa concentracdo (8,32-101,6 pg.mL-1) inibiu E.
venetatus, C. rhodosotma e E. ocellatus; A amostra DM 02 Mar em concentracao baixa (~
8 pg.mL-1) inibiu o veneno de cobra de E. carinatus. Estes resultados fazem parte do
projeto Abordagens de nanofracionamento para avaliacdo da atividade enzimatica de
componentes do veneno de serpentes e a aplicacdo de produtos naturais para a
neutralizagdo da toxicidade enzimatica do veneno, desenvolvido pela estudante de
graduacdo Coleen Neumann, sob co-orientacao da profa. Dra. Carmem Lucia Cardoso.

Com base nos resultados quimicos e biolégicos demonstrados anteriormente, foram

selecionados para dar continuidade aos estudos os fungos Annulohypoxylon stygium e

Hypoxylon monticulosum, que foram cultivados em escala ampliada como descrito a seguir.
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CAPITULO 3. Estudo Quimico e Biolégico de Hypoxylon monticulosum

Para inicio do cultivo em escala ampliada foram selecionadas as algas A. spicifera e
D. marginata por crescerem em ambientes muito proximos, motivo que nos levou a
investigar a ocorréncia de fungos de mesmo género e espécie associados as duas algas
em questdo. Os fungos codificados como AS 05 MQ, AS 09 MQ e DM 02 MQ A, foram

identificados como Hypoxylum monticulosum, confirmando a suposigéo acima.

4.5 Perfil Quimico
4.5.1 Variagdo da massa dos extratos brutos

Além da mudancga morfolégica dos micélios, conforme demostrado na pag. 116 e 112, outra

diferenca observada foi na quantidade de extrato bruto produzido, conforme Tabela 16.

Tabela 16: Variagao na produgao de extrato bruto do fungo H. monticulosum.

Extrato Massa (mg)
DM 02 MQ 294
AS 09 MQ 695

Foi possivel observar que a linhagem associada a A. spicifera produz o dobro de
extrato da linhagem associada a D. marginata. Este fato pode estar associado aos
diferentes nutrientes fornecidos pelo hospedeiro, que podem ativar diferentes vias
metabdlicas, originando um maior numero de metabdlitos ou compostos em maior
quantidade. A quantidade de micro-organismos também varia em cada hospedeiro. Essa
competicdo pode fazer com que estes micro-organismos produzam maior quantidade de
metabolitos para sobreviver nesse meio.

4.5.2 RMN de 'H dos extratos de H. monticulosum
Ao compararmos os perfis quimico dos extratos por RMN de 'H (Figura 85)

observamos que o extrato proveniente de A. spicifera apresentou sinais entre 0,5 e 8,0 ppm,
referentes a hidrogénios metilicos, metilénicos, metinicos, carbindlicos, aromaticos e
fendlicos, enquanto o extrato proveniente de D. marginata apresentou, além dos sinais
citados, sinais de aldeidos e acidos carboxilicos. Ao expandirmos algumas regides (Figura
86) fica nitido a diferenca na composicao quimica dos extratos. Alguns sinais sao
semelhantes nos dois espectros, evidenciando que estas tem papel importante para ambas

as algas ou que fazem parte dos metabdlitos necessario para sobrevivéncia do enddfito.

154



Avaliagdo quimica e bioldgica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Figura 85: Comparacgao dos espectros de RMN de 'H do extrato de H. monticulosum isolado de A. spicifera e D. marginata (DMSO-ds,
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Figura 86: Ampliagdes dos sinais de RMN de "H.
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Avaliagéo quimica e bioldgica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

4.6 Perfil Bioldgico

Ambos os extratos foram enviados para verificarmos suas bioatividade frente a ensaios

citotoxicos (Figura 87) e anticolinesterasico (Tabela 17).

Figura 87: Comparacao dos resultados para atividade Antitumoral entre os extratos de H.

monticulosum.
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De acordo com esses resultados € possivel verificar que ambas as amostras
demonstraram inibigéo relevante da proliferagéo celular tumoral (>75%) na linhagem celular

testada, e foram consideradas, portanto, citotoxicas.

Tabela 17: Comparacao dos resultados para atividade Anticolinesterasica entre os

extratos de H. monticulosum.

Amostra % inibicdo ICER-AChE ee % inibigdo ICER-AChE hu
Tacrina * 95,3 83,7

AS 09 MQ 95,7 97,8
DM 02 MQ 96,8 95,7

Fonte: Elaboragao prépria

Podemos observar que as amostras foram muito promissoras nesse ensaio bioldgico,
evidenciando o potencial dos extratos em estudo para a descoberta de agentes inibidores
de acetilcolinesterase. Vale ressaltar que os dois extratos (grifados) se mostraram mais

ativos que o padrao tacrina utilizado.

Aparentemente, cada extrato apresenta dois compostos majoritarios, sendo que um
deles esta presente nos dois extratos. Este fatos, associado aos resultados dos ensaios
biolégicos pode sugerir que este metabdlito seja um dos principais responsaveis pela

excelente bioatividade dos extratos.
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Avaliagéo quimica e bioldgica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Para analisar essa suposi¢do, as duas linhagens de H. monticulosum, foram
cultivadas em escala ampliada, para realizarmos o isolamento dos compostos maijoritarios

e verificar seus potenciais biologicos, conforme descrito a seguir.

4.7 Cultivo em escala ampliada de H. monticulosum codificado AS 09 MQ (para o

isolado de A. spicifera) e DM 02 MQ (para o isolado de D. marginata).

O crescimento em escala ampliada e, posteriores trabalhos com essas linhagens,
foram realizados com auxilio da aluna de iniciacao cientifica Beatriz Rodrigues Barcellos.

4.7.1 Crescimento em escala ampliada

AS 09 MQ e DM 02 MQ A foram cultivados em meio liquido de Extrato de Malte, de
acordo com a metodologia descrita no Fluxograma 1.

Foram cultivados 9 erlenmeyers para AS 09 MQ e 21 para DM 02 MQ, fornecendo 1,7
g e 1,5 g de extrato bruto, respectivamente.
4.7.2 Fracionamento do extrato AS 09 MQ

O extrato brutos AS 09 MQ foi analisado por RMN de 'H e CLAE-DAD.
Posteriormente, foi fracionado em CC utilizando silica de fase reversa (C-18) como fase
estacionaria e uma mistura de H20 : MeOH como eluente, em gradiente de polaridade de
acordo com o Fluxograma 2, respectivamente.

As dez fragdes obtidas de AS 09 MQ foram codificadas como AS 09 Fr 1 a AS 09 Fr
10, e analisadas por RMN de H e CLAE-DAD para avaliagdo do perfil quimico, utilizando
coluna analitica Luna Phenomenex tipo octadecil silano (C-18) e eluicdo em gradiente H20
: MeOH (95:05—0:100).

4.7.3 Fracionamento dos extratos de DM 02 MQ

O extrato bruto DM 02 MQ foi analisado por RMN de 'H e CLAE-DAD. Posteriormente,
foi fracionado em CC utilizando silica de fase reversa (C-18) como fase estacionaria e uma
mistura de H20 : MeOH como eluente, em gradiente de polaridade de acordo com o
Fluxograma 3, respectivamente.

As oito fracbes obtidas de DM 02 MQ foram codificadas como DM 02 Fr 1 a DM 02 Fr
8, e analisadas por RMN de 'H e CLAE-DAD para avaliagcdo do perfil quimico, utilizando
coluna analitica Luna Phenomenex tipo octadecil silano (C-18) e eluicdo em gradiente
H20/MeOH (95:05—0:100).
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Avaliagdo quimica e bioldgica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Fluxograma 2: Fracionamento do extrato AS 09 MQ por CC (fase reversa C-18) e obtengao das substancias 1 e 2.

Substancia 1

Substancia 2

AS 09 MQ
m = 852 mg
Coluna C-18
H,O : MeOH
Fr1(75:25) Fr 3 (55:45) Fr 5 (45:595) Fr7 (30:70) Fr 9 (10:90)
m=75,3mg m = 82,6 mg m = 91,6 mg m =945 mg m = 38,0 mg
Substancia 1 Substancia 2
Fr 2 (60:40) Fr 4 (50:50) Fr 6 (40:60) Fr 8 (20:80) Fr10 (0:100)
m = 130,6 mg m = 58,1 mg m=77,5mg m =352,1mg m=73,3mg

)

|

RMN

CLAE-DAD

de H

Rendimento: 90,7%

Fonte: Elaboragao prépria
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Avaliagdo quimica e bioldgica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Fluxograma 3: Fracionamento do extrato DM 02 MQ por CC (fase reversa C-18) e obtencao das substancias 2 e 3.

Substancia 2

DM 02 MQ*
m=165¢g
Coluna C-18
H,O : MeOH
Fr1(75:25) Fr 3 (45:55) Fr 5 (30:70) Fr7 (10:90)
m = 302,0 mg m = 334,0 mg m = 68,0 mg m = 60,0 mg
Substancia 3
Fr 2 (55:45) Fr 4 35:65) Fr 6 (20:80) Fr 8 (0:100)
m =224,0 m 350,0 mg m=79,0 mg m = 58,0 mg

]

RMN de 'H
CLAE-DAD

Fonte: Elaboragao prépria

Rendimento: 89 %
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4.8 Determinagao Estrutural das Substancias majoritarias

4.8.1 Determinacdao Estrutural da Substancia 2

A substancia 2 apresenta-se como um dos metabdlitos majoritarios em ambos os
extratos analisados. O espectro de RMN de 'H (Figura 88) da substancia 2 apresentou
sinais referentes a duas metilas o1 0,92 (t, H-13) e 61 1,20 (d, H-7 a carbonilico) ambas
ligadas a carbono sp3, cinco metilénicos 61 1,68 (q, H-8), o1 1,38 (m, H-9), &1 1,32 (H-
10), u 1,25 (m, H-11) e on 1,28 (H-12), quatro hidrogénios metinicos, sendo dois a
carbonilico 6n 3,27 (m, H-2) e &4 3,70 (dd, H-3 a carbonilico) e dois oximetinicos oH 5,14
(dd, H-4) e on 4,64 (m, H-6).

O espectro de RMN de '3C com auxilio de experimento DEPT (Figura 89)
evidenciou cinco carbonos metilénicos 6c 28,32 (H-8), oc 24,92 (H-9), &c 28,45 (H-10),
d¢ 31,10 (H-11) e 8¢ 22,05 (H-12), quatro metilicos 5c 35,89 (H-2), &c 44,61 (H-3), d&c
78,64 (H-4) e 6c 80,63 (H-6), duas carbonilas 6¢c 177,12 (C-1) e 6c 173, 35 (C-5).

Com auxilio do experimento de HSQC (Figura 90) foi possivel atribuir todos os
atomos de hidrogénios aos respectivos carbonos.

Na andlise dos mapas de correlacdo no experimento de HMBC (Figura 91), foi
observado as correlagbes do hidrogénio H-2 com os carbonos C-1, C-3, C-5 e C-7,
hidrogénio H-3 com os carbonos C-1, C-2 e C-5, hidrogénio H-4 com os carbonos C-5 e
C-6, hidrogénio H-6 com o carbono C-4, C-8 e C-9, hidrogénio H-7 com o carbono C-1,
C-2 e C-3, hidrogénio H-8 com os carbonos C-6, C-9 e C-10, hidrogénio H-9 com os
carbonos C-8 e C-11, hidrogénio H-10 com o carbono C-9, hidrogénio H-11 com os
carbonos C-10 e hidrogénio H-12 com os carbonos C-11 e C-13.

O experimento TOCSY 1D (Figura 92) evidenciou a presenca de um sistema de
spin composto por H-2, H-3, H-4, H-6, H-9 e H-13.

Os dados acima foram compilados numa tabela (Tabela 18) e, apds analise destes,
foi possivel propor a estrutura quimica do composto 2 (Figura 93) bem como suas

principais correlagées por HMBC.
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Figura 88: Espectro de RMN de '"H da Substancia 2 (DMSO- ds, 600 MHz).
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P A e b

Figura 89: Espectro de DEPT da Substancia 2 (DMSO- ds, 150 MHz).
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Figura 90: Espectro de HSQC da Substancia 2 (DMSO- des, 150 MHZz)
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Figura 91: Espectro de HMBC da Substéancia 2 (DMSO- ds, 150 MHz).
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Figura 92: Espectro de TOCSY 1D da Substancia 2 (DMSO- de).
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Tabela 18: Dados de RMN de 'H (600 MHz) e '3C (150 MHz) da substancia 2 em

DMSO- ds.

Posigdo H (3) 13C (3) gHMBC
1 - 177,12 -
2 3,27 (m) 35,89 C-1: C-3, C-5e C-7
3 3,70 (dd) 44,61 C-1;C2eC-5
4 5,14 (dd) 78,64 C-5; C-6
5 - 173,35 -
6 4,64 (m) 80,63 C-4,C-8eC9
7 1,20 (d) 10,74 C-1,C2eC-3
8 1,68 (q) 28,32 C-6: C-9; C-10
9 1,38 (m) 24,92 C-8: C-11
10 1,32 (m) 28,45 C-9
11 1,25 (m) 29,8 C-10
12 1,28 (m) 22,05 C-11eC-13
13 0,92 (t) 13,99 C-11eC-12

Fonte: Elaboragao proépria

Figura 93: Substancia 2 e as principais correlagoes em HMBC.

Fonte: Elaboragao propria

O cromatograma em modo gradiente da substéancia 2 (Figura 94) evidencia que esta

apresenta um tempo de retencédo de 31,71 minutos caracteristico de composto de media

polaridade.
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Figura 94: Cromatograma substancia 2 em gradiente exploratério, modo analitico
(254nm).
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Fonte: Elaboragao proépria

No espectro de UV em MeOH grau HPLC da substancia 2 (Figura 95) observamos
maximos de absor¢cao em 256, 267 e 335 nm.

Figura 95: Espectro de UV da substéancia 2.
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Fonte: Elaboragao proépria
No espectro de massas de baixa resolucdo da substancia 2 (Figura 96) no modo

positivo foi observado o sinal de m/z 241,09 e no modo negativo um sinal de m/z 239, 19
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referente a formacdo de [M+H]* e [M-H]*, respectivamente. Esse experimento ajudou a
confirmar a estrutura da molécula, que apresenta formula molecular Ci3H2004 € massa

molecular 240 g/mol.

Levantamento bibliografico realizado na base de dados Web of Science e Scinfinder
indicou que trata-se da substancia Dihidroesporotriolideo. Essa classe de compostos
pertence a familia das furofurandionas e sdo comumente relatadas para o género
Hypoxylon. O esporotriolideo foi publicado pela primeira vez como produtos naturais em
1994 e exibe atividade antifungica.

Nem todos os metabdlitos das culturas de Xylariaceae podem ser usados como
marcadores quimiotaxondmicos, pois a ocorréncia de certos compostos pode ser
fortemente dependente das condi¢cdes de cultura, e alguns metabdlitos podem até ser
especificos para cepas. Portanto, ndo podemos excluir que as cepas de outras espécies
além de H. monticulosum estudadass anteriormente ndo contenham tracos de
esporotriolideo. No entanto, o esporotriolideo e alguns derivados foram produzidos sob
varias condi¢cdes em H. monticulosium, mesmo quando cultivado em meios e condi¢cbes
completamente diferentes. Portanto, pode ser considerado um composto marcador

guimiotaxondémico especifico da espécie (SURUP.; et al. 2014).
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Figura 96 A: Espectro de Massas de baixa resolugéo da substancia 2, em modo negativo.
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Figura 96B: Espectro de Massas de baixa resolugao da substéncia 2, em modo positivo.
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4.8.2 Determinacao Estrutural da Substéancia 3

A substancia 3 apresenta-se como um dos metabdlitos majoritarios apenas no extrato
DM 02 MQ. O espectro de RMN de 'H (Figura 97) da substancia 3 apresentou sinais
referentes a dois metil cetona on 1,94 (s, H-11) e 61 2,31 (s, H-8), um hidrogénio
hidrimetinico a carbonilico 61 4,48 (s, H-9) e trés hidrogénios metinicos sendo um a
dicarbonilico &+ 3,45 (s, H-6) de carbono sp? e dois olefinicos &+ 5,87 (s, H-2) e 61 6,35 (s,
H-5) de carbono spZ.

Adicionalmente, foi observado um singleto em 10,93 sem correlagdo no experimento
de HSQC sendo, portanto, atribuido ao hidrogénio ligado ao oxigénio na hidroxila
pertencente ao grupo acido.

O espectro de RMN de "3C (Figura 98) com auxilio de experimento de HSQC e HMBC
evidenciou dois carbonos metilicos dc 11,2 (C-8) e ¢, 29,9 (C-11), trés metinicos oc 101,8
(C-2), 6¢c 101,1 (C-5), é¢c 56,7 (C-6), um carbindlico d¢c 53,1 (C-9), trés carbonilas 6c 162,7
(C-1), 6¢c 164,3 (C-7), 6¢c 203,8 (C-10), uma carboxila ¢ 168,4 (C-12) e dois quaternarios 6c
116,3 (C-3) e 6¢c 135,7 (C-4).

Com auxilio do experimento de HSQC (Figura 99) foi possivel atribuir todos os atomos
de hidrogénios aos respectivos carbonos.

Na analise dos mapas de correlacdo no experimento de HMBC (Figura 100), foi
observado a correla¢des dos hidrogénios H-2 com os carbonos C-5, C-3 e C-7, hidrogénio
H-6 com o carbono C-2, H-8 com os carbonos C-3, C-4 e C-7, H-9 com os carbonos C-5,
C-3, C-4 e C-10, H-11 com os carbonos C-3, C-4 e C-7 e também foi possivel verificar a
correlacdo da hidroxila do grupo acido com os carbonos C-2 (Tabela 19), ajudando a

chegar na estrutura parcial A (Figura 101).
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Figura 97: Espectro de RMN de 'H da Substancia 3 (DMSO- ds, 600 MHz)
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Figura 98: Espectro de '3C da Substancia 3 (DMSO- ds, 150 MHz).
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Figura 99: Espectro de HSQC da Substancia 3 (DMSO- ds, 150 MHz).
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Figura 100:Espectro de HMBC da Substancia 3 (DMSO- ds, 150 MHZz).
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Avaliagado quimica e biolégica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Tabela 19: Dados de RMN de 'H (600 MHz) e '3C (150 MHz) da substancia 3 em

DMSO- de.
Posigédo H (3) 13C () gHMBC

1 - 161 -

2 6,35 (s) 101 C-5; C-1

3 - 115 -

4 5,85 (s) 100 C-6: C-12: C-4
5 - 135 C-5; C-6; C-7
6 3,46 (s) 56,5 C-2

7 - 163 -

8 2,30 (s) 29,8 C-10

9 4,49 (s) 53  C-5:C-3; C-4; C-10
10 - 203 C-8; C-9; C-11
11 1,94 (s) 11 C-3, C-4; C-7
12 - 168 -
OH 10,94 (s) ] C-2; C-1

Fonte: Elaboragao proépria

A ciclizagao da estrutura parcial foi realizada com base nas correlagdes observadas
em HMBC do hidrogénio H-5 com os carbonos C-4, C-12 e C-6, (Figura 102) fornecendo
a estrutura final da substancia 3.

Figura 102: Substancia 3 e as principais correlagdes em HMVIBC.
0 0

Fonte: Elaboragao propria
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Avaliagado quimica e biolégica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

No espectro de UV em MeOH grau HPLC da substéancia 3 (Figura 103) observamos

maximos de absor¢ao em 233, 269 e 313 nm.

Figura 103: Espectro de UV da substéancia 3.
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Fonte: Elaboragao propria

Com base nos experimentos de NOESY 1D (Figura 104) foi possivel correlacionar
os sinais irradiados com aqueles intensificados por NOE, demonstrados na Tabela 20.

Tabela 20: Correlagdes observadas através do experimento de Noesy 1D.

'H irradiado (ppm) Sinais intensificados por NOE (ppm)
1,93 (H-8) 2,27 (H-11); 4,48 (H-9)
2,27 (H-11) 1,93 (H-8); 4,48 (H-9 ); 5,84 (H-5)
3,45 (H-6) 5,84 (H-5 }; 10,93 (OH)
4,48 (H-9) 5,84 (H-5); 2,27 (H-11); 1,93 (H-8)
5,54 (H-5) 4,48 (H-9); 2,27 (H-11)
6,34 (H-2) 1,93 (H-8 ); 2,27 (H-11)

Fonte: Elaboragao propria
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No espectro de massas de baixa resolugcéo da substancia 3 (Figura 106) no modo
negativo um sinal de m/z 251,14 referente a formacao de [M-H]*. Esse experimento
ajudou a confirmar a estrutura da molécula, que apresenta férmula molecular C12H1206 €

massa molecular 252 g/mol.
Levantamento bibliografico realizado até o momento na Web of Science e Scinfinder

indica tratar-se de uma substancia inédita, portanto propomos uma numeracéao (que pode

ser modificada) apenas para efeito de determinagao estrutural.
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Figura 104 A: Espectros de NOESY 1D da substancia 3 (irradiagao de H-5, H-9 e H-6).
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Figura 104 B: Espectros de NOESY 1D da substancia 3 (irradiagcado de H-11, H-8, H-5 e H-2).
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Figura 105: Espectro de Massas de baixa resolugcido da substancia 3, em modo negativo.
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Fonte: Elaboragao propria
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4.9 Atividade biol6gica das fragoes e substancias isoladas

4.9.1 Resultado da atividade citotoxica.

Linhagem MCF-7 HCT-116

Amostra Gl (%) 5 ug/mL Gl (%) 50 ug/mL | GI (%) 5 ug/mL Gl (%) 50 ug/mL
Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM

AS 09 Fr01 13,71 5,59 12,09 6,20 3,58 1,12 1,97 4,23
AS 09 Fr 02 7,38 6,07 15,27 7,96 1,69 4,45 56,32 19,59
AS 09 Fr 03 11,72 3,03 54,46 3,26 5,24 5,05 81,79 9,32
AS 09 Fr 04 19,34 4,76 81,16 1,03 11,02 2,91 97,20 0,78
AS 09 Fr 05 16,31 6,78 27,19 4,43 6,30 1,78 16,85 9,54
AS 09 Fr 06 2,27 7,18 25,81 3,74 -0,65 6,59 39,28 16,35
AS 09 Fr 07 13,18 2,67 78,10 | 10,10 9,61 6,35 96,38 0,93
AS 09 Fr 08 8,54 0,77 79,08 8,74 2,67 8,15 98,81 0,70
AS 09 Fr 09 7,19 10,77 33,35 8,38 1,80 3,84 82,19 3,74
AS 09 Fr 10 -3,06 10,50 | 22,90 | 10,18 2,69 9,56 16,13 13,39
DM 02 Fr 01 8,10 9,89 15,54 2,91 3,23 10,60 10,12 10,08
DM 02 Fr 02 4,15 6,33 39,99 0,84 1,81 11,83 43,28 2,00
DM 02 Fr 04 7,77 10,63 | 43,15 4,62 -3,55 6,34 59,59 11,60
DM 02 Fr 05 -6,29 14,10 | 37,06 2,92 0,09 8,69 76,88 9,91
DM 02 Fr 06 -8,22 14,79 88,45 5,46 -1,43 13,02 91,26 6,48
DM 02 Fr 07 -4,30 7,32 18,55 9,81 1,97 8,71 14,39 8,01
DM 02 Fr 08 -9,22 16,98 3,18 20,76 -8,51 5,12 10,71 5,21

Fonte: Elaboragao proépria

Os compostos produzidos nas fragées Fr 3, Fr 4, Fr 7, Fr 8 e Fr 9 de A.
spicifera (AS) e Fr 5, Fr 6 de D. marginata, apresentaram excelentes atividades
citotoxicas frente as linhagens tumorais MCF-7 e HCT-116. Estas fracbes foram
purificadas em CLAE-DAD para obtencédo dos compostos responsaveis pela atividade

descrita.
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4.9.2 Resultado da atividade antimicrobiana

Linhagens bacterianas

DMO02 DMO2 DMO02 DMO2 DMO2 DMO02 DMO2
Frl Fr2 Fra Fr5 Fré Fr7 Fr8

S. epidermidis ATCC35984 4517 512 <512 »512 »512 »512 5512

S. aureus ATCC25923 5512 512 »512 5512 5512 5512 »512
E. faecalis ATCC29212 512  >512*% 5512 »512 »512 »512 5512

E. faecium ATCC700221 »512  »512  »512  »512  »512  »512  >512

K. pneumonige ATCC70060 .512  s512 5512 5512 5512 5512 5512

E. coli ATCC25922 512  >512 »512 »512 »512 >512 >512

A. baumannii ATCC 19606 5517 5512 »512 »512 »512 »512 5512

P. aeruginosa ATCC 27853 +517 512 »512 »512 »512 »512 5512

* Inibicao parcial de 82% da bactéria E. faecalis ATCC29212 com o composto DM02-Fr2 a 512
pg/mL;
Fonte: Elaboragao prépria

Os compostos produzidos nas fracbes Fr 2 e Fr 4 de D. marginata
apresentaram atividades antimicrobiana frente as linhagens E. faecalis e S.
epidermitis, respectivamente. Estas fracbes foram purificadas em CLAE-DAD

para obtencdo dos compostos responsaveis pela atividade descrita.
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Linhagens Bacterianas

AS09  AS09  AS09  AS09  AS09  AS09  ASO0S  ASO9  AS09  ASO09
Fri Fr2 Fr3 Fra Fr5 Fr6 Fr7 Fr8 Fr9 Fr 10

S. epidermidis ATCC35984 5515 <512 <512 <512 <512 512 512 >512 5512 512
S. aureus ATCC25923 >512 512 »512 >512 €512 >512 512 >512 5512 >512

E. faecalis ATCC29212 5512 »512** 512 >512 5512 >512 »512 >512 5512 >512
E. faecium ATCC700221 >512 512 »512  »512%%*% 3512 512 »512 >512 >512 >512
K. pneumonige ATCC7006C 5519 »512 »512 >512 >512 »512 »512 »512 >512 »512
E. coli ATCC25922 >512 »512 »512 >512 >512 »512 »512 >512 >512 »512

A. baumannii ATCC 19606 5545 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512 >512
P. geruginosa ATCC 27853 512 >512 »512 >512 >512 >512 »512 >512 >512 »512

** Inibicao parcial de 81,3% da bactéria E. faecalis ATCC29212 com o composto AS09-Fr2 a 512
pg/mL.

Fonte: Elaboragao propria

Os compostos produzidos nas fragdes Fr 2, Fr 3, Fr4 e Fr 5, de A. spicifera
apresentaram atividades antimicrobiana frente as linhagens S. epidermidis, S.
aureus, E. faecalis, E. faecolis, E. faecium e, respectivamente. Estas fracoes
foram purificadas em CLAE-DAD para obtencdo dos compostos responsaveis

pela atividade descrita.

Foi possivel observar uma variagdo na producdo metabdlica de H.
monticulosum, tanto no perfil quimico, quanto nos resultados bioldgicos,
dependendo do hospedeiro a que estava associado.

Esses dados contribuem para suposigcao de que a produgado metabdlica de
um micro-organismo é diretamente influenciada por estes e pelos nutrientes
fornecidos, fazendo com que o fungo produza ou n&o determinados metabdlitos,

justificando a variagdo nos dados obtidos.
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CAPITULO 4. Utilizagao de planejamento experimental no cultivo de

A. stygium.

Tendo em vista que variagdes no cultivo de um micro-organismo podem
alterar sua produgao metabdlica, esta pesquisa visa comparar o perfil quimico e
bioldgico do extrato bruto obtido de acordo com o padréao adotado pelo grupo de
pesquisa NuBBE, juntamente com dados obtidos a partir de mudangas no cultivo
da mesma linhagem fungica.

Na tentativa de melhorar as condigbes experimentais de crescimento da
cepa e da produgao metabdlica, foi aplicado um modelo quimiométrico no cultivo
de A. stygium visando maximizar a diversidade quimica e producdo de

compostos bioativos.

4.10 Escolha das variaveis e respostas

Os parametros de cultivo sado fatores criticos para a producao de
metabdlitos secundarios por um organismo. Mesmo pequenas modificagdes no
meio de cultura podem impactar a producao de certos compostos, como também
influenciar no perfil geral de seus metabdlitos secundarios.

Sabendo que o0s micro-organismo sado capazes de modificar suas
propriedades fisiolégicas e bioquimicas de acordo com a condig&o nutricional a
qgue sao expostos, o rendimento de compostos bioativos, muitas vezes, pode ser
substancialmente aumentado pela otimizagao de alguns fatores fisico-quimicos
como temperatura, salinidade, valor de pH, luz ou por modificacbes nos
componentes do meio, presenga de precursores ou inibidores (WANG et al.,
2011).

Na natureza, a sintese de metabdlitos € influenciada por fatores bidticos e
abidticos e esta intimamente relacionada com a fisiologia do hospedeiro, ja que
a maioria dos enddfitos coloniza os espagos no interior das células vegetais.
Assim, fatores ambientais como a disponibilidade de agua, nutrientes e
salinidade podem levar a uma alteracdo do ambiente em torno dos micro-
organismos, levando-os a adaptar-se para sobreviver nas novas condi¢des. Tal
ajuste, geralmente, leva a produgao de diferentes compostos que auxiliam nessa
adaptacao (AZEVEDO J.L, et al., 2002).
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Com base no exposto, para a realizagdo desta parte do trabalho foi
desenvolvido um planejamento fatorial visando avaliar como algumas mudangas
na metodologia de cultivo afetam concomitantemente ao rendimento em massa
e a diversidade quimica dos metabdlitos secundarios produzidos pela linhagem
fungica AS 01 MQ isolado da alga vermelha A. spicifera.

Esta linhagem foi selecionada por ja ter sido estudada no nosso grupo de
pesquisa, € com isso dispormos de dados extras que contribuiram para a
verificagdo da influéncia das variaveis de cultivo escolhidas.

Para realizar esta avaliagdo do processo de crescimento e produgdo
metabdlica do fungo nos meios de cultivo Malte e Czapek, foram escolhidas as

seguintes variaveis: pH, tipo de agua e tempo de cultivo (Tabela 21).

Tabela 21: Variaveis escolhidas para realizagdo do planejamento

pH 6,5 7.5 8,5
Tempo (dias) 20 26 32
Tipo de Agua Deioinizada Torneira Mar

Fonte: Elaboragao propria
Todos os experimentos de cultivo foram realizados utilizando o tampao Tris-
HCI 0,01 M, para o controle do equilibrio acido-base das solu¢cdes aquosas

utilizadas, pois tamponava bem todos os tipos de agua na faixa de pH escolhida.

4.10.1 Meio de Cultivo
A selecido do meio de cultura € um dos fatores mais influenciaveis na

produgao dos metabdlitos secundarios (compostos extracelulares secretados no
meio de cultura) dos fungos, pois o endodfito pode crescer ou ativar rotas
biossintéticas diferentes, de acordo com a exposi¢ao aos nutrientes que lhe séo
oferecidos.

Sendo assim, a manipulacdo dos parametros do processo fermentativo
pode alterar a expressao dos metabdlitos secundarios produzidos.

Com base no exposto, foram selecionados os meios de cultivo Czapek e

Extrato de Malte, meios pobres e ricos em nutrientes, respectivamente.
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4.10.2 Variavel pH
VANDERMON e colaboradores (2013) reiteram que as mudancgas no pH do

meio de fermentagcdo podem afetar varios processos celulares de v, tais como
regulagdo e biossintese de metabdlitos secundarios. Vale ressaltar que em
estudos realizados em frascos, onde o pH nao é controlado ao longo do tempo,
pode-se avaliar somente, a influéncia do pH inicial no crescimento e também na
produgao de metabdlitos (FANG; ZHONG, 2002).

O pH do caldo de cultivo € um dos parametros mais criticos que afetam o
crescimento e a biossintese de metabdlitos, e que varia com diferentes
organismos, condigdes operacionais e meios de cultivo utilizados (LACROIX et

al., 1985; YANG; LIAU, 1998), motivo que nos levou a avaliar essa variavel.

4.10.3 Variavel Tempo
A determinacgédo da evolugéo ao longo do tempo da concentracdo de um

componente celular, da concentracdo de células ou da biomassa em suspensao
em meio de crescimento liquido, permite obter experimentalmente a curva de
crescimento da populacdo microbiana (Figura 106).

Figura 106: Curva de crescimento microbiano teorico.
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Fonte: Adaptado de MADIGAN et al., 2003.
Apesar da curva de crescimento quase sempre ter esse perfil caracteristico,

nao se pode estimar um valor exato para cada uma dessas etapas para todos

0S micro-organismos.
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Dentro dos estagios de crescimento e desenvolvimento dos fungos,
diferentes compostos sédo produzidos e degradados assim como reutilizados ao
longo do seu crescimento. Em muitos casos, longos tempos de cultivo levam a
um numero menor de compostos finais. Isso decorre da falta de nutrientes
oriundos do meio de cultura e consequentemente, da metabolizacdo de
compostos previamente produzidos.

Pelos padrdes adotados no NuBBE, o tempo de cultivo dos enddfitos varia
de 21 dias para cultivos em meio solido e 28 dias para meio liquido. Sendo assim,
essa variavel tem vista a necessidade de identificar esta espécie, sua curva de
crescimento para que seja possivel otimizar a busca pelos metabdlitos

secundarios produzidos.

4.10.4 Variavel Tipo de Agua
A escolha em se variar a agua do cultivo se baseou no fato de que o fungo

em estudo possa nao ser exclusivamente marinho, mas fungos facultativos
provenientes de ambiente de agua doce ou terrestre, e que sejam capazes de
crescer e até mesmo esporular no ambiente marinho. Portanto, essa analise
pode nos auxiliar a verificar como esse parametro afeta a producao e se esses
dados podem nos auxiliar na identificagao do tipo de fungo em estudo.

Como ponto intermediario, escolheu-se trabalhar com agua de torneira,
baseado, no trabalho realizado por GUNATILAKA (2007), para verificar a
diversidade quimica de plantas associadas a micro-organismos, investigando a
influéncia na variacdo das condicbes de cultivo das linhagens fuangicas
Paraphaeosphaeria quadriseptata e Chaetomium chiversii, que resultou no
isolamento de seis novos metabolitos no cultivo com agua de torneira em relacao

a agua ultrapura.

Com base no exposto, alguns cuidados foram tomados para melhor
execucao e padronizagao dos experimentos. Foram utilizados Erlenmeyer de
boca larga (5 cm didmetro) e 200 ml de volume, pois estes influenciam
beneficamente o crescimento dos micro-organismos devido a uma maior
capacidade de aeragao do sistema e maior superficie de contato entre o micélio
e 0 meio de cultivo, conforme observado em experimentos anteriores em nosso

laboratodrio.
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Ao todo foram realizados 13 experimentos sendo 8 ensaios sob niveis e
variaveis distintas e 5 réplicas no ponto central (Tabela 22). Os experimentos no
ponto central garantem maior eficiéncia no processo de modelagem (equacao
de regressao) e aumentam o espago amostral avaliado.

Tabela 22: Planejamento realizado para os meios de cultivo liquidos.

Valores Reais
# exp. pH Tempo (dias) | Tipo de Agua

1 6,5 20 Deionizada
2 8,0 20 Deionizada
3 6.5 32 Deionizada
4 8.5 32 Deionizada
5 6,5 20 Mar

6 8,9 20 Mar

7 6,0 32 Mar

8 8,9 32 Mar

9 .5 26 Tormneira
10 7.5 26 Torneira
11 75 26 Torneira
12 7.5 26 Torneira
13 7.5 26 Torneira

4.11 Cultivo do enddfito e obtencao dos extratos brutos

A linhagem AS 01 MQ, preservada em slants, foi repicada para placas de
Petri contendo PDA preparado com os diferentes tipos de agua selecionados, e
incubada por dez dias a 25°C, a fim de se obter maior massa micelar.

Foi entdo realizado o cultivo em escala reduzida nos meios liquidos de
Czapek e Extrato de Malte seguindo os experimentos indicados nas tabelas.

Estes meios foram esterilizados em autoclave a 121°C por 40 minutos.
Apés atingir a temperatura ambiente esses meios foram inoculados com,
aproximadamente, um terco do micélio de cada placa de Petri, e mantidos a 25°C
em modo estatico por 20, 26 e 32 dias, conforme o planejamento.

A metodologia do cultivo do fungo AS-01 até obtencao do extrato bruto
AcOEt utilizado para as analises do perfil quimico e biolégico esta apresentada

no Fluxograma 4.
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Fluxograma 4: Metodologia de obtencao dos extratos brutos do Planejamento

experimental realizado com o fungo AS-01.
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Fonte: Elaboragao propria

Apds os periodos especificos, os meios de cultivo liquidos foram filtrados
para separar o micélio do caldo fermentado, que foi entdo submetido a particao
com AcOEt (3 vezes), fornecendo os extratos em AcOEt apds evaporagao do
solvente. Todos os extratos foram analisados por RMN de 'H, CLAE-DAD, CLAE-
EM, CG-EM e ensaios bioldgicos.

4.12 RESULTADOS E DISCUSSAO PLANEJAMENTO

Para a realizagdo dos experimentos com o fungo Annulohypoxylon stygium,
alguns parametros foram pré-definidos, como Erlenmeyer de boca larga (5 cm
didmetro) e 200 ml de Volume, ja que estes influenciam no melhor crescimento
dos micro-organismos devido a maior aeragao que o sistema apresenta.

Na construgdo do planejamento experimental, as diferentes escalas e

valores das variaveis podem influenciar na criagdo modelo, sendo necessaria a

190



Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

codificacao das variaveis. Por convencao foram adotados os numeros -1 para os
niveis baixos e +1 para niveis altos, de acordo com Tabela 23.

A codificagao é importante, sendo atribuida a mesma relevancia para todas
as variaveis, pois as mesmas passam a ser descritas em uma unica escala entre
-1 e +1, independente do valor original. A combinacao destes niveis codificados
geram os dados experimentais a serem realizados (Tabela 24).

Tabela 23: Codificacdo dos niveis

Codificacdo dos Niveis

Nivel baixo (-1) | Ponto central (0) | Nivel alto (+1)
pH 6,5 75 85
Tempo 20 26 32
Agua MQ Torneira Mar

Tabela 24: Configuragado dos experimentos com as variaveis codificadas

Codificagao de Valores
# exp. pH Tempo Tipo de Agua
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0
13 0 0 0

Fonte: Elaboragao propria
E importante ressaltar que essa atribuicdo referente a nivel baixo e alto ndo
significa que o nivel baixo seja inferior, ou vice-versa. Trata-se apenas de uma
codificacdo sem denotar grau de inferioridade. Como descrito na Tabela 24, o
ensaio que apresentar pH 6,5 sera representado com a unidade — 1 e o pH 8,5

valor +1. O mesmo serve para a variavel tempo, os ensaios com 20 dias de
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cultivo, serao representados como -1, e os com 32 dias como +1. Ja para o tipo
de agua, atribuiu-se -1 para agua ultra pura e +1 para agua do mar.

Outro fator a ser considerado é que pode ser realizada apenas uma réplica
para cada experimento ja que na grande maioria dos problemas estudados,
apenas algumas variaveis serao realmente importantes e as demais poderéo ser
negligenciadas, pois ndo afetam o sistema no nivel testado (LEARDI, et al., 2009
e BARROS, NETO, et al., 1996).

4.12.1 Analise Quimica dos Extratos brutos Planejamento

Tabela 25: Massas dos extratos brutos obtidos do Planejamento experimental

realizado com a linhagem do fungo endofitico AS-01

Extrato Massa (mg) Extrato Massa (mg)
Czapek Mar 8,5 20d 126 Malte Mar 8,5 20d 105
Czapek Mar 8,5 32d 65 Malte Mar 8,5 32d 52
Czapek Mar 6,5 20d 142 Malte Mar 6,5 20d 111
Czapek Mar 6,5 32d 36 Malte Mar 6,5 32d 61
Czapek MQ 8,5 20d 232 Malte MQ 8,5 20d 92
Czapek MQ 8,5 32d 205 Malte MQ 8,5 32d 56
Czapek MQ 6,5 20d 153 Malte MQ 6,5 20d 53
Czapek MQ 6,5 32d 100 Malte MQ 6,5 32d 38

Czapek Torneira 76,5 26d 53 (média) Malte Torneira 76,5 26d 59 (média)
Fonte: Elaboragao proépria
4.12.1.1 Perfil Quimico em CLAE-EM

Os extratos brutos obtidos dos experimentos com Malte (Figura 107) e
Czapek (Figura 108) foram analisados em CLAE-EM. Uma das vantagens dessa
técnica frente ao CLAE-DAD, comumente utilizado nos laboratérios, € que esta
técnica permite identificar todas as substancias ionizaveis, enquanto usando

DAD apenas compostos com cromoforos sao detectados.
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Figura 107 A: Analise por CLAE-EM dos extratos obtidos com os experimentos para o meio de cultivo Malte (Exp. 01 e Exp. 02).
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Figura 107 B: Analise por CLAE-EM dos extratos obtidos com os experimentos para o meio de cultivo Malte (Exp. 03 e Exp. 04).
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Figura 107 C: Analise por CLAE-EM dos extratos obtidos com os experimentos para o meio de cultivo Malte (Exp. 05 e Exp. 06).
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Figura 107 D: Analise por CLAE-EM dos extratos obtidos com os experimentos para o meio de cultivo Malte (Exp. 07 e Exp. 08).
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Figura 107 E: Analise por CLAE-EM dos extratos obtidos com os experimentos para o meio de cultivo Malte (Exp. 09).
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Figura 108 A: Analise por CLAE-EM dos extratos obtidos com os experimentos para o meio de cultivo CZAPEK (Exp.01 e Exp 02).
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Figura 108 B: Analise por CLAE-EM dos extratos obtidos com os experimentos para o meio de cultivo CZAPEK (Exp.03 e Exp.04).
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Figura 108 C: Analise por CLAE-EM dos extratos obtidos com os experimentos para o meio de cultivo CZAPEK (Exp.05 e Exp.06).

Intens.
¥®1 Czapek (Planej. 5) 3
L
13
4
17
4
3
25
11 ki
2_
a4
7 2 4 4
2 2 be 34 ¥ 3 ®
ﬂ g 1 12 ! 3233 33
A ) “ _,_!‘,_ { .'I" ls,
u_ T T T T
30 40

0 10 20 50 Time: [n'lin]I
Intens } 7
<] Czapek (Planej. 6) s
3 29
P 45 -
ko)
24 25
P 14 2 2
g

] 8 58
14 7 13

1 g 13

i 12 5
u—_ |\ I\. ! - |.,,,| j"h Lﬂ\.

0 1IIZI E-IIZI Time: [n'lin]I

200



Avaliagdo quimica e biolégica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Figura 108 D: Analise por CLAE-EM dos extratos obtidos com os experimentos para o meio de cultivo CZAPEK (Exp.07 e Exp 08).
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Figura 108 E: Analise por CLAE-EM dos extratos obtidos com os experimentos para o meio de cultivo CZAPEK (Exp.09).
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Esses dados reforcam a importancia em utilizar diferentes técnicas nos
estudos com Produtos naturais, tendo em vista a quantidade de informacdes que
ndo poderiam ser obtidas utilizando apenas o CLAE-DAD.

Foi possivel observar grande variagdo na producdo metabdlica de acordo
com o tipo de ensaio realizado, como aumento/diminuicao de algumas bandas e
aparecimento/desaparecimento de outras. Esses resultados estdo de acordo
com o esperado e reforcam a teoria de que diferentes fatores afetam de maneiras
diversas a produgdo metabdlica de um micro-organismo.

Todos os extratos brutos foram enviados para analise bioldgica frente aos
ensaios anticolinesterasico e citotdxico, realizados por pesquisadores
colaboradores.

4.12.2 Perfil Biolégico dos extratos Planejamento.

Os extratos brutos AcOEt foram submetidos a avaliagao anticolinesterasica
(Tabela 26) para verificar o potencial biolégico deste fungo nos diferentes
experimentos realizados.

Tabela 26: Porcentagem de inibigdo das enzimas ICER-AChEee e ICER-

AChEhu dos extratos do planejamento.

%inibicdo %inibicao %inibicdo %inibicao
Amonstra ICER- ICER- Amonstra ICER- ICER-

AChE ee AChE hu AChE ee AChE hu
AS 01 MQ 82,0 93,1 AS 01 MQ 82,0 93,1
Czapek Mar 8,5 20d 81,2 82,9 Malte Mar 8,5 20d 60,5 84,0
Czapek Mar 8,5 32d 63,4 80,7 Malte Mar 8,5 32d 59,3 82,4
Czapek Mar 6,5 20d 71,1 82,8 Malte Mar 6,5 20d 50,4 84,9
Czapek Mar 6,5 32d 65,8 81,3 Malte Mar 6,5 32d 84,1 63,5
Czapek MQ 8,5 20d 60,4 39,9 Malte MQ 8,5 20d 70,6 84,1
Czapek MQ 8,5 32d 71,6 85,5 Malte MQ 8,5 32d 77,7 85,0
Czapek MQ 6,5 20d 58,4 49,6 Malte MQ 6,5 20d 80,7 87,1
Czapek MQ 6,5 32d 72,8 84,2 Malte MQ 6,5 32d 63,3 83,3

Czapek Torneira Malte Torneira

76.5 264 74,1 85,5 76.5 264 78,1 85,7

Fonte: Elaboragao proépria
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Podemos observar que grande parte dos extratos (15/18 com inibicao >
80%) apresentaram resultados promissores frente a inibicdo da
acetilcolinesterase humana, com destaque para 9 amostras que se mostraram
mais ativas que o padrao tacrina, evidenciando o potencial desses extratos em
estudo para a descoberta de agentes inibidores de acetilcolinesterase e
desenvolvimento de agentes terapéuticos para tratamento da Doenca de

Alzheimer.

4.12.3 VariagOes do cultivo.

Foi possivel observar também diferengas no cultivo do endoéfito desde o
crescimento nas placas de PDA (Figura 109), do micélio quando cultivado no
meio liquido (Figura 110). Apds realizarmos as particdes, foi possivel notar
variagao na coloracao dos extratos obtidos ao alterar o tipo de agua (Figura 111),
o pH (Figura 112) e os meios de cultivo (Figura 113) conforme mostram as

imagens.

Figura 109: Vista superior e inferior das placas de cultivo da linhagem AS-01:

Variagao do aspecto do micélio nas placas de PDA com variagao do tipo de

agua.

H,O Milli Q H,O Torneira

H,O Mar

Fonte: Elaboragao prépria
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Figura 110: Variagao do aspecto do micélio e na coloragao do meio de cultivo
Malte ao alterar o tipo de Agua.

Malte Mar Malte Torneira Malte Milli Q
pH 8,5, 20 dias pH 7,5, 26 dias pH 8,5, 20 dias

Fonte: Elaboracgao prépria

Figura 111: Variacdo da coloragédo dos extratos ao alterar o tipo de agua.

Fonte: Elaboragéao prépria

Figura 112: Variag&do da coloragao dos extratos ao alterar o pH.

Fonte: Elaboragao prépria
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Figura 113: Variagdo da coloragao dos extratos ao alterar o meio de cultivo.

E >

Fonte: Elaboragao proépria

4.12.4 Influéncia dos efeitos nas respostas
Apos a realizagcdo dos experimentos, o passo seguinte foi identificar quais

as variaveis realmente importantes e que requerem maior atengao.

Para isso foi necessario realizar calculos para verificar a influéncia dos
Efeitos de primeira, segunda e terceira ordem, nas respostas esperadas (Figura
114).

Figura 114: Respostas escolhidas para analise do planejamento.

RESPOSTAS ANALISADAS
Massa (mg)

Atividade bioldgica (% inibicdo ICER-AChEee)
Atividade biologica (% inibicdo ICER-AChEhu)
Mamero de Picos (CLAE-EM)

Média Area Picos
Area Picos: Abaixo Média
Area Picos: Acima Média
#Picos 1a metade (Compostos Polares)
#Picos 2a metade (Compostos Apolares)
Média Intensidade Picos
Intensidade Picos: Abaixo Média

Intensidade Picos: Acima Média

Fonte: Elaboragao proépria
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Diversas respostas puderam ser obtidas e consideradas simultaneamente.
Estas foram escolhidas pois um maior numero de picos garante a presenga de
maior variabilidade metabdlica, podendo estar associada a aumento das
atividades bioldgicas. No entanto, uma alta variabilidade estrutural na producéao
de compostos por si s6 ndo € vantajosa, pois se ndo apresentar quantidade
significativa, fica inviavel identificar e realizar testes biolégicos. Portanto, essa
resposta apresenta-se associada a quantidade de extrato em massa e em
intensidade de picos, e evidencia quais sao os metabdlitos majoritarios.

Essas respostas foram analisadas em conjunto para encontrar o melhor
experimento que garanta variabilidade estrutural de metabdlitos e massa

suficiente para prosseguir os estudos.

4.12.5 Efeitos

O efeito de um fator pode ser definido como a mudanca sofrida pela variavel
resposta quando passamos do nivel baixo do fator para o nivel mais alto.

Considere um experimento fatorial em que cada fator tenha dois niveis e r
repeticdes para cada tratamento (combinac¢des de niveis). Uma maneira especial
de representar os tratamentos € usando a representacdo dos efeitos, como

descrita abaixo:

4.12.6 InteracBes das variaveis selecionadas

Quando se observa que o comportamento de um fator € diferente nos dois
niveis de outro fator, dizemos que existe interacao entre os fatores. Calcula-se o
efeito da interagdo entre dois fatores como sendo a metade da diferenca entre
os efeitos de um fator nos niveis do outro fator.

A interacdo ocorre entre dois ou mais fatores se o efeito de um fator na
resposta depende do nivel dos outros fatores.

O calculo dos efeitos das variaveis foi realizado visando encontrar quais
parametros mais contribuem para a indugdo da produgdo metabdlica do fungo

em massa, em quantidade de picos (variabilidade quimica) e sua bioatividade.
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Algebricamente, os efeitos sao obtidos como sendo a média das respostas
no nivel alto, menos a média das respostas no nivel baixo, de acordo com a
Equacgao 3.
Efeito = Y*+- Y*

Em que Y*+ e Y. sd0 a média das respostas quando a variavel em estudo
esta no nivel alto e baixo, respectivamente.

Dessa forma, foram calculados efeitos de primeira, segunda e terceira
ordem. Efeitos de primeira ordem s&o referentes ao efeito de uma variavel, ja os
de segunda ordem, efeitos causados pela combinagao de 2 variaveis e por fim o
de terceira ordem, que é a combinagao de trés variaveis.

Apds o calculo dos efeitos, foi necessario identificar quais deles foram ou
ndo importantes para cada resposta. Um dos primeiros mecanismos utilizados
foi uma analise grafica (PARETO) que possibilitou verificar os efeitos principais
e os de interagdes (segunda, terceira e quarta ordens). Este grafico mostra as
variaveis em ordem de importancia para o modelo de regresséo. A linha vertical
mostra os coeficientes que sao significativos ao nivel de significancia escolhido,
de 1% (valor de p). Essa analise foi realizada pelo software STATISTICA® versao
6.0.

Outra alternativa para identificar os efeitos relevantes foi verificar a
porcentagem que cada quadrado dos efeitos exerceu sobre a soma dos
quadrados dos mesmos.

Para isso, elevou-se ao quadrado cada efeito, e realizou-se o calculo da
soma e, finalmente, o calculo da contribuicdo que cada quadrado exerce sobre

a soma, de acordo com a Equacgao 4 a seguir:

Porcentagem (Pi)=(Efeito"2/Soma(Efeitos*2))

Essa alternativa possibilitou verificar graficamente qual a contribuigcdo de
cada efeito na resposta sob avaliagao.

A anadlise estatistica do modelo foi realizada por meio de analise de
variancia (ANOVA). A analise incluiu o teste F de Fisher (significancia do modelo

total), sua probabilidade associada P(F), coeficiente de correlagdo R, e
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coeficiente de determinagéo R?, que mede o ajuste do modelo de regresséo, ou
seja, sua reprodutibilidade.

Em muitas situagdes pode haver também o interesse em avaliar as
relacdes existentes entre os principais fatores que compdem um processo € uma
variavel resposta de interesse. Nestas situagdes, o objetivo inclui determinar qual
a condi¢cao de operagao do processo que levara a obtencdo de um valor 6timo
para a variavel resposta.

Uma superficie de resposta € a figura obtida quando uma variavel resposta
é representada graficamente em fungao de um ou mais fatores do processo.

Para cada variavel, os modelos quadraticos foram representados por meio
de gréficos de contorno (Mapa de Superficie) que ajudam a analisar dentre os
experimentos realizados, os que possuem maiores influéncias na resposta em
questao, permitindo que as variaveis do modelo sejam analisadas duas a duas
a fim de produzir graficos de superficie ou graficos planos que mostrem a
otimizacao das respostas, sendo a coloragao vermelho/vinho indicativa de quais

condi¢des foram mais favoraveis.

4.12.7 Discusséo dos efeitos sobre as respostas para experimentos com
MALTE.

Todos os resultados obtidos foram compilados na Tabela 27. Esses dados
foram utilizados para prosseguir com as analises utilizando Anova, Paretto e

MSR conforme descrito a seguir.
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Tabela 27: Valores das respostas obtidas apos realizagcao dos experimentos com Malte.

RESPOSTAS MALTE
Massa (mg) % inibicdo ICER-AChEee % inibicdo ICER-AChEhu #Picos #Picos 1a metade #Picos 2a metade
53 80,7 87,1 34 26 8
38 50,4 84,9 14 4 10
92 70,6 84,1 23 5 18
56 60,5 84 68 36 32
111 63,3 83,3 56 37 18
61 84,1 63,5 174 111 63
105 TAfT 85 110 59 51
52 59,3 82,4 53 24 29
59 78,1 85,7 99 67 32
63 76,2 88,5 99 67 32
64 77,8 85,5 99 67 32
61 72,1 83,3 99 67 32
59 77,8 85,5 99 67 32
Média Area Picos Abaixo Média Acima Média Média Intens. Picos Abaixo Média Acima Média

38,18 28 6 38,4 30 4
34,3 7/ i 315 11 3
35,9 14 9 34,1 20 3
45 63 5 36,6 65 3
38,13 52 4 38,9 52 4
44,8 164 10 45,2 160 14
45,1 99 11 46,2 98 12
29,1 51 2 42 48 5
39,1 95 4 40 93 6
39,1 95 4 40 93 6
39,1 95 4 40 93 6
39,1 95 4 40 93 6
391 95 4 40 93 6

Fonte: Elaboragao prépria
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4.12.7.1 Efeito na Resposta Massa

A significancia dos efeitos das variaveis e das possiveis interagdes entre
elas foi checada pela aplicacéo da analise de variancia (ANOVA) e com base
nos graficos de Pareto (Figura 115) que mostra as contribuigdes dos efeitos
para uma dada resposta, ou seja, quanto maior as barras do grafico, maior a
contribuicdo da variavel em questéao.

Figura 115: Gréfico de Pareto para a resposta Massa, mostrando as variaveis
da regressdo em ordem de importancia para o modelo.

Parsto Chart of Standardzed Effects; Vareblz Massa [mg)
Z={30) design; M5 Residus=55 46755

W Massa (mg)
{3)Tipo de squ= - 4 18255
208 -3.30
ke -2. 28408
{ATempo (dEs) 1. 925586
b2 -1.10033

p=.1
Standardized Effect Estimate (Absdlute Value)

Fonte: Elaboragao proépria

De acordo com o Diagrama de Pareto foi possivel observar que quase
todos os efeitos apresentaram influéncia na resposta para o fator Massa,
apresentando valores de significancia acima de 90% (p=1), sendo a variavel Var1
a mais expressiva, seguida da Var3. Esses dados evidenciam que o pH e a agua
sao fatores determinantes para a melhora da producgao de extrato.

Ja a variavel independente Var2 e a de interacdo Var12 n&o apresentaram
influéncias significativas para este estudo.

Em seguida os efeitos foram avaliados utilizando andlise de variancia
(ANOVA) para que fosse possivel quantificar a parcela da variabilidade total

associada a cada fator e a interacao entre eles.
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O grafico abaixo mostra os resultados da analise estatistica para a resposta

em questio.
ANOVA; Var.: Massa (mg), R-sqr=.93642; Adj:.87285 (Malte)
2**(3-0) design; MS Residual=59.46795
DV: Massa (mg)
Factor Ss [df] MS | F | op
(1)pH 2964.500/ 1/2964.500 49.85038/0.000404

(2)Tempo (dias) | 220.500 1 220.500 3.70788 0.102469
(3)Tipo de agua |1012.500) 1 1012.500 17.02598 0.006173

1by?2 72.000 1 72.000 1.21074 0.313362
1by3 338.000/ 1/ 338.000 5.68373/0.054466
2by3 648.000/ 1 648.000/10.89663/0.016387
Error 356.808 6 59.468

Total SS 5612.308/12

A analise de variancia (ANOVA) apresenta o valor calculado de F, que
verifica a adequabilidade do modelo, sendo o maior valor encontrado de 49,85
para a Var1, para um intervalo de confiangca de 90%. Isso mostra que o modelo
€ estatisticamente significativo e que as repostas obtidas para essa variavel séo
confiaveis.

O coeficiente de determinacdo (R2) da resposta quantidade de extrato
bruto (Massa) evidencia que 93,64% dos dados foram representados pela
regressao acima e apenas 6,36% (erro) nao poderao ser explicados pelo modelo.
Destaca-se que ao selecionarmos menos variaveis, sempre ha perda no valor
de R2. Entretanto esse coeficiente ndo foi muito baixo, mostrando ser um bom
modelo de regressao para os dados.

Os mapas de superficie de resposta mostram a influéncia das variaveis no
aumento da quantidade de extrato bruto produzido quando os niveis s&o
alternados de -1 para +1.

A Figura 116 A mostra a relagao entre as variaveis independentes Var1 e
Var2 (pH inicial do meio e tempo de cultivo), indicando aumento na quantidade
de extrato para o meio com pH 6,5 e 32 dias de cultivo. A Figura 116B mostra a
relacdo entre as variaveis Var1 e Var3 (pH inicial do meio e tipo de agua),
indicando maior quantidade para o meio com pH 6,5 e agua do Mar. A Figura
116C mostra a relagao entre as variaveis Var2 e Var3 (tempo de cultivo e tipo de
agua), indicando maior quantidade para o meio com 20 dias de cultivo utilizando

agua do Mar.
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Apods analise desses dados foi possivel confirmar que o tempo de cultivo
nao apresentou influéncia significativa e que as variaveis pH e agua consistiram
0s principais responsaveis pelo aumento da quantidade de extrato, sendo o pH

6,5 0 melhor valor para essa resposta juntamente com o uso de agua do Mar.

Todos os experimentos realizados foram analisados conforme descrito
acima e resumidos na Figura 117, para facilitar a observacéao de todos os dados,

simultaneamente.
Os graficos de Pareto, ANOVA e MSRE dos demais experimentos com

Malte encontram-se no ANEXO |I.
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Figura 116: Superficie de resposta e grafico plano para a resposta Massa (mg) em relagao as variaveis pH, tempo de cultivo e tipo

de agua utilizadas neste estudo.

Fitted Surface: Varabiz Massa (mg)

Fited Suroe; Varisble: Massa (mg) Fitted Surface; Varsbie Massa fmg)
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+1

Figura 117: Resumo dos resultados obtidos nos experimentos com Malte.
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4.12.7.2 Interpretacao dos resultados obtidos em Malte:

Ao analisarmos a Figura 117 observamos que a variavel agua é o fator
determinante para melhora do cultivo do enddfito.

Verificamos que os experimentos realizados com agua do mar, pH 8,5 e 20
dias de cultivo sao responsaveis por maior quantidade de compostos produzidos
(como pode evidenciado no grafico na resposta #picos), sendo que a maioria
deles sdo compostos maijoritarios no extrato (resposta) e de carater apolar
(resposta).

Quando diminuimos o tempo de cultivo e aumentamos o pH do meio,
favorecemos a producdo dos compostos minoritarios. Por outro lado, ao
utilizarmos esse sistema com agua ultrapura, foi observado aumento na inibigéo
da AChEee. Este fato pode estar associado a maior produgao de compostos
polares ja que estes sao produzidos em maior quantidade devido a influéncia da
variavel agua. A figura 117 mostrou também que agua do mar favorece a
produgdo de compostos apolares, sugerindo que agua ultrapura favorega a
producao de metabdlitos de maior polaridade e, como consequéncia, aumenta a
atividade biolégica avaliada. Vale ressaltar que estas consideragdes
representam apenas uma hipétese ja que o modelo ndo se mostrou satisfatério

para permitir a analise de seu mapa de superficie.

4.12.8 Discusséo dos efeitos sobre as respostas para experimentos com
CZAPEK

Todos os resultados obtidos foram compilados na Tabela 28. Esses dados
foram utilizados para prosseguir com as analises utilizando Anova, Paretto e

MSR conforme descrito a seguir.
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Tabela 28: Valores das respostas obtidas apds realizacao dos experimentos com Czapek.

RESPOSTAS CZAPEK
Massa (mg) % inibicdo ICER-AChEee % inibi¢do ICER-AChEhu #Picos #Picos 1a metade #Picos 2a metade
153 58,4 49,6 141 88 53
100 71,1 82,8 28 438 14
232 60,4 395 93 438 45
205 81,2 82,9 19 438 11
142 72,8 84,2 44 25 19
36 65,8 81,3 59 438 27
126 71,6 85,5 47 43 11
65 63,4 80,7 227 43 87
53 74,1 85,5 149 438 63
57 77,4 86,1 149 48 63
56 75,2 87,3 149 438 63
61 74,4 84,7 149 438 63
52 75,5 85,9 149 48 63
Média Area Picos Abaixo Média Acima Média Média Intens. Picos  Abaixo Média Acima Média
34,3 136 5 35,2 136 5
39,6 19 9 45,2 22 6
33,8 89 = 39,2 88 5
42,8 13 6 42,4 16 3
42,96 37 7 40,3 38 6
45,7 43 16 48,1 50 9
48,2 40 7 43,4 40 7
47,8 206 21 47,2 206 20
39,4 140 9 36,9 142 7
39,4 140 9 36,9 142 7
39,4 140 9 36,9 142 7
39,4 140 9 36,9 142 7
39,4 140 9 36,9 142 7

Fonte: Elaboragao prépria
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4.12.8.1 Efeito na Resposta Picos 12 metade (Polares)

A significancia dos efeitos das variaveis e das possiveis interacdes entre
elas foi checada pela aplicacdo da andlise de variancia (ANOVA) e com base
nos graficos de Pareto (Figura 118) que mostram as contribuicdes dos efeitos
para uma dada resposta, ou seja, quanto maior as barras do gréfico, maior a

contribuicéo da variavel em questéao.

Figura 118: Grafico de Pareto para a resposta Compostos polares, mostrando

as variaveis da regressao em ordem de importancia para o modelo.

Pareto Chart of Standardized E flects; Vanable: #Pleos 1a metade
22(3.0) design; M5 Residual=85.00321
OW: #Plcos 1a metade

1bya | 2 4154
23 | 24154
@IT po de dgua -2 415}
1by2 .B519079
(2Tempo (das) - 651908
(1pH | - 651908

p=.1
Standardized E ffect Estimate (Absolute Value)

Fonte: Elaboragao propria

De acordo com o Diagrama de Pareto foi possivel observar que quase
todos os efeitos apresentaram influéncia na resposta, apresentando valores de
significancia acima de 90% (p=1), sendo a variavel Var3 a que apresentou efeito
mais expressivo, tanto na forma independente Var3 quanto nas de interagcao
Var13 e Var23. Por outro lado, a Var1 nao apresentou influéncia significativa para
este estudo.

Em seguida os efeitos foram avaliados utilizando analise de variancia
ANOVA para permitir quantificar a parcela da variabilidade total que € devida a

cada fator e a interacéo entre eles.
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O grafico abaixo mostra os resultados da analise estatistica para a resposta

em questao.
ANOVA; Var.: #Picos 1a metade ; R-sqr=.75791; Adj:.51583 (CZAPECK
2**(3-0) design; MS Residual=85.00321
DV: #Picos 1a metade
Factor SS [dff Ms | F | p
()pH 36.125 1 36.1250 0.424984 0.538616€

(2)Tempo (dias) | 36.125 1 36.1250 0.424984 0.538616
(3)Tipo de agua | 496.125 1/496.1250 5.836545 0.052154

lby?2 36.125 1 36.1250 0.424984 0.538616
1by3 496.125 1/496.1250 5.836545/0.052154
2by3 496.125 1/496.1250/5.836545/0.052154
Error 510.019 6 85.0032

Total SS 2106.769 12

A analise de variancia (ANOVA) apresenta o valor calculado de F, que
verifica a adequabilidade do modelo, sendo o maior valor encontrado de 5,836
para a variavel independente Var3 e suas interagdes, para um intervalo de
confianga de 90%. Isso mostra que modelo € estatisticamente significativo e que
as repostas obtidas para as variaveis foram confiaveis.

O coeficiente de determinacdo (R2) da resposta numero de picos na
primeira metade do cromatograma (Polares) evidencia que 75,79% dos dados
foram representados pela regressao acima.

Os mapas de superficie de resposta mostram a influéncia das variaveis no
aumento da produgao de compostos polares quando os niveis sao alternados de
-1 para +1.

A Figura 119A mostra a relagc&o entre as variaveis independentes Var1 e
Var2 (pH inicial do meio e tempo de cultivo), indicando aumento na quantidade
de extrato para o meio com pH 6,5 e 20 dias de cultivo. A Figura 119B mostra a
relacdo entre as variaveis Var1 e Var3 (pH inicial do meio e tipo de agua),
indicando maior quantidade para o meio com pH 6,5 e agua ultrapura. A Figura
119C mostra a relagao entre as variaveis Var2 e Var3 (tempo de cultivo e tipo de
agua), indicando maior quantidade para o meio com 20 dias de cultivo utilizando
agua ultrapura.

Apds analise desses dados verificamos que a produg¢ao de compostos com
alta polaridade foi favorecida pelo uso de agua ultrapura, com pH 6,5 e 20 dias

de cultivo.
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Figura 119: Superficie de resposta e grafico plano para a resposta #Picos 12 Metade (Polares) em relagao as variaveis em estudo.

Fitted Surface; Vanable: #Plcos 1a metade

Fitted Surfacs; Variable: #Plcos 1a metade Fitted Surface; Variable: #Plcos 1ametade
2=(3.0) design; MS Residual=85.00321 7={3.0) design; M5 Residual=85.00321 2=(3-0) design; M5 Residual=85.00321
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4.12.8.2 Efeito na Resposta Picos 2? metade (Apolares)
A significancia dos efeitos das variaveis e das possiveis interacdes entre
elas foi checada pela aplicacdo da andlise de variancia (ANOVA) e com base

nos graficos de Pareto (Figura 120).

Figura 120: Grafico de Pareto para a resposta compostos apolares, mostrando

as variaveis da regressao em ordem de importancia para o modelo.

Pargo Chat of Standardeed Effects, Varidble: #Picos 2a metade
Z7(3-0) designn MS Residual=532 7206
[W: #Picos 2a metade

1by3 ! 2 404856

1by2 1118131

2hy3 9650058

(2JTempo (dias) 6280196

(3)Tipo de dgua JAMGBERE

(1)pH 15340

p=.1
Standardized Effect Estimate (Absdlute Vaue)
Fonte: Elaboragao proépria

Através da analise grafica das contribui¢gdes foi possivel observar que a
variavel de interacdo Var13 apresentou efeito mais expressivo. Por outro lado,
as variaveis independentes ndo apresentaram influéncia significativa para este
estudo.

Em seguida os efeitos foram avaliados utilizando ANOVA para permitir
guantificar a parcela da variabilidade total devida a cada fator e a interacéo entre
eles.

O gréfico abaixo mostra os resultados da analise estatistica para a resposta

em questao.
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ANOVA; Var.: #Picos 2a metade ; R-sqr=.58595; Adj:.17191 (CZAPECK
2*%(3-0) design; MS Residual=532.7596
DV: #Picos 2a metade

Factor SS [dff Ms | F [ p
(1)pH 15.125 1  15.125 0.02839C 0.871732
(2)Tempo (dias) | 210.125 1 210.1250.394409 0.553128
(3)Tipo de agua 55.125 1/ 55.1250.103471 0.75861%

lby?2 666.125 1 666.1251.250329 0.306250
1by3 3081.125 1/3081.125/5.783331 0.052944
2by3 496.125 1 496.1250.93123€/0.371809
Error 3196.558 6 532.760

Total SS 7720.308 12

A anadlise de variancia (ANOVA) apresentou o valor calculado de F, que
verifica a adequabilidade do modelo, sendo o maior valor encontrado de 5,78
para a variavel de interagdo Var13, para um intervalo de confianga de 90%. Isso
mostra que modelo é estatisticamente significativo e que as respostas obtidas
para as variaveis foram confiaveis.

O coeficiente de determinagdo (R2) da resposta numero de picos na
segunda metade do cromatograma (Apolares) evidencia que 58,59% dos dados
foram representados pela regressao acima.

Os mapas de superficie de resposta mostram a influéncia das variaveis no
aumento da producido de compostos apolares quando os niveis sao alternados
de -1 para +1.

A Figura 121A mostra a relagédo entre as variaveis independentes Var1 e
Var2 (pH inicial do meio e tempo de cultivo), indicando aumento na quantidade
de extrato para o meio com pH 8,5 e 32 dias de cultivo. A Figura 121B mostra a
relacdo entre as variaveis Var1 e Var3 (pH inicial do meio e tipo de agua),
indicando maior quantidade para o meio com pH 8,5 e agua do mar. A Figura
121C mostra a relagao entre as variaveis Var2 e Var3 (tempo de cultivo e tipo de
agua), indicando maior quantidade para o meio com 32 dias de cultivo utilizando
agua do mar.

Apos analise desses dados verificamos que a producao de compostos com
baixa polaridade foram favorecidas pelo uso de agua do mar, com pH 8,5 e 32
dias de cultivo. Todos os experimentos realizados foram analisados conforme
descrito acima e resumidos na Figura 122, para facilitar a observacao de todos
os dados simultaneamente. Os graficos de Pareto, ANOVA e MSRE dos demais

experimentos com Malte encontram-se no ANEXO |II.
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Figura 121: Superficie de resposta e grafico plano para a resposta #Picos 22 Metade (Apolares) em relagao as variaveis em
estudo.
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+1

Figura 122: Resumo dos resultados obtidos nos experimentos com Czapek.
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4.12.8.3 Interpretacao dos resultados gerais:

Ao analisarmos a Figura 122 observamos que a variavel tempo
representou o fator determinante para melhora do cultivo do enddfito.

Verificamos que os experimentos realizados com 32 dias de cultivo
seguido de pH 8,5 e 4gua do mar foram responsaveis por maior quantidade de
compostos produzidos, aumentando a produgdo dos compostos majoritarios e
dos minoritarios, sendo a maioria de carater apolar.

Por outro lado, o uso de agua ultrapura provocou aumento na produgao de
compostos polares e aumento na inibicdo da AChEee.

4.13 Analise por CG-EM de extratos oriundos do planejamento
O extrato Czapek Mar e Malte Torneira foram derivatizados e analisados

por CG-EM a fim de identificarmos seus constituintes quimicos por desreplicagao.

O perfil do extrato Czapek Mar por CG-EM apresentou uma grande
variedade de picos, bem distribuido por todo cromatograma (Figura 123), sendo
possivel, de acordo a similaridade e IR (Tabela 29), a identificacdo de 4
compostos (Figura 124).

Grande parte destas moléculas apresentam aplicagdes promissoras, como
na industria alimenticia, de cosméticos, como aditivos, entre outras,
demonstrando a importancia em prosseguir com o isolamento de metabdlitos

para busca de novos compostos e de novas aplicacoes.

Ja o extrato Malte Torneira apresentou uma grande variedade de picos,
concentrados entre 1 e 30 minutos (Figura 125), sendo possivel, de acordo a

similaridade e IR (Tabela 30), a identificacédo de 16 compostos (Figura 126).

Grande parte destas substancias apresentam atividades biologicas
promissoras, como nematicida, citotdxica, antifungica, antimicrobiana, anti-
séptica, pesticida, dentre outras, demonstrando a importancia das atividades de
bioprospecg¢éo e em prosseguir com o isolamento de metabdlitos para busca de

novos compostos e de novas aplicagdes.
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4.13.1 Identificacdo de metabdlitos por Desreplicagdo utilizando CG-EM
Figura 123: Perfil do extrato Czapek Mar em CG-EM.
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Fonte: Elaboragao propria

Tabela 29: Compostos propostos pelo GC-MS Data Analysis a partir da analise por GC-MS do extrato Czapek Mar do fungo A.

stygium.
Tempos de retengio
#Pico Nome Tr IR teorico IR  Similaridade
9 Pentanedioic acid, 2TMS dervative 5,53 1407 1403 80
13 Mandelic acid, 2TMS derivative 6,23 1468 1438 83
15 Malic acid, 3TMS derivative 7.43 1498 94
17 Tromethamine, 4TMS derivative 8,08 1524 95
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Figura 124: Compostos identificados no extrato Czapek Mar por desreplicagao.
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4.13.2 ldentificacdo de metabdlitos por Desreplicagédo utilizando CG-EM
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Tabela 30: Compostos propostos pelo GC-MS Data Analysis para extrato Malte torneira.

Figura 125: Perfil do extrato Malte torneira em CG-EM
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#Pico Nome Tr IRteorico IR  Similaridade Referéncia
17 | Butanoic acid, 3,4-bis[(trimethylsilyljoxy]-, trimethylsilyl ester 6,16 1439 1435 92 Kimura, et al., 1999
18 Mandelic acid, 2TMS derivative 6,23 14681 1438 85 Tret'yakov, 2008
27 Hexanedioic acid, 2TMS derivative 7,69 1510 1509 88 Ohie, et al., 2000
30 Tromethamine, 4TMS derivative 8,08 1524 94
36 5-Hydroxymethyl-2-furoic acid, 2TMS derivative 8,87 1560 1556 86 Lefevere, et al., 1989
37 2,3, 4-Trihydroxybutyric acid tetrakis(trimethylsilyl) deriv 8,98 1561 90
39 2-Hydroxyphenethyl alcohol, 2TMS derivative 9,41 1578 83
43 3-Phenyllactic acid, 2TMS derivative 9,88 1600 1597 89 Kimura, et al., 1999
46 Xylonic acid, 2,3,4-tris-O-(trimethylsilyl)-, .delta.-lactone 10,16 1607 82
50 4-Hydroxybenzoic acid, 2TMS derivative 10,92 1637 1634 89 Kimura, et al., 1999
52 Triethanolamine, 3TMS derivative 11,056 1638 92
53 4-Hydroxybenzeneacetic acid, 2TMS derivative 11,28 1644 1646 95 Isidorov and Vinogorova, 2003
72 4-Hydroxymandelic acid, 3TMS derivative 14,23 1802 1747 84 Lee, etal., 2002
78 2.5-Dihydroxybenzoic acid, 3TMS derivative 15,61 1798 1792 87 Jaroszynska and Ligor, 2005
80 Benzeneethanamine, N-[(pentafluorophenyl)methylene]-. beta. 15,83 1800 80
88 Homogentisic acid, 3TMS derivative 17,51 1860 1853 90 Jaroszynska and Ligor, 2005
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Figura 126: Compostos identificados no extrato Malte Torneira por desreplicacao.

o) HO
HO OH
HO
OH HO OH
NH>
o]
OH
o]
o]
HO

HO

OH
OH
HO
HO
o)
OH
o HO
HO
HO
HO

OH

OH
o]
OH
OH
HO / \ OH OH
OH
HO
(o}
o] OH OH
OH O
(o]
0

o}
H

o]
F
F

F

Fonte: Elaboragao propria

OH
OH

229



Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

CONCLUSAO

No estudo quimico e biolégico dos fungos associados as algas A. spicifera,
D. marginata e S. vulgare, demonstrado no Capitulo 5, foi possivel observar uma
variagao na produgédo metabdlica de H. monticulosum, tanto no perfil quimico,
quanto nos resultados biolégicos, dependendo do hospedeiro a que estava
associado. Os extratos e fragdes se mostraram extremamente ativos nos ensaios
realizados. Nos dois cultivos houve a produgao de dois compostos majoritarios,
sendo observado a presenca do composto Diidroesporotriolideo em ambos,
composto amplamente conhecido para esse género, como um marcador
taxonomico.

Esses dados confirmam que a produgcdo metabdlica de um micro-
organismo € diretamente influenciada por estes e pelos nutrientes fornecidos,
fazendo com que o fungo produza ou ndo determinados metabdlitos, justificando
a variacao nos dados obtidos.

A triagem da atividade de bioafinidade realizada no Capitulo 6 mostrou
gue os extratos AS 07 MQ e DM 02 MQ tem 6tima a¢do na inibicao do
crescimento bacteriano, enquanto DM 02 MAR e DM 03 MAR inibiem a
atividade de protease. Utilizando uma abordagem inovadora, obtivemos 6timos
resultados iniciais no bioensaio de protease de veneno de serpente, durante o
gual usamos venenos de cobra como um alvo para avaliar as propriedades
anti-veneno dos extratos brutos analisados. Esta é a primeira vez que esta
atividade é relacionada a Pysichotria carthagenensis. Outros estudos
envolvendo analises espectrais de HSMS e correlacdo com a bioafinidade do
cromatograma estdo em andamento para todos os extratos promissores com
vistas a identificar os compostos ativos.

Através da elaboragao de um Planejamento fatorial, discutido no Capitulo
7, foi possivel analisar como alguns parametros (pH, Tempo de cultivo, Tipo de
agua) afetam o cultivo e a produgdo metabdlica do enddfito A. stygium isolado
da alga vermelha A. spicifera.

Embora um numero reduzido experimentos nao permita analisar de
maneira completa uma regiao significativa no espaco das variaveis, foi possivel
observar tendéncias importantes com relagao aos resultados de rendimento e de
variabilidade quimica dos extratos produzidos, importantes para a realizagao de

estudos posteriores.
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Considerando o meio de cultivo Malte, foi possivel verificar que a variavel
agua foi o fator determinante para melhora dos resultados com o fungo A.
stygium.

O uso de agua do mar forneceu boas respostas para a maioria dos
experimentos. Adicionalmente, o uso de pH 8,5 e 20 dias de cultivo permitiu obter
uma variabilidade estrutural maior dos compostos produzidos, sendo a maioria
deles majoritarios no extrato e apresentando carater de baixa polaridade. O uso
de pH levemente acido induziu uma maior quantidade em massa de extrato.

Por outro lado, o uso de agua ultrapura favoreceu a produgao de compostos
de polaridade mais alta, eventualmente associados ao aumento da atividade
biolégica frente a inibicdo de acetilcolinesterase.

Para o meio de cultivo Czapek foi possivel verificar que a variavel tempo
de cultivo foi o fator determinante para melhora do estudo com o fungo A. stygium.

O uso de tempo maior de cultivo, no caso 32 dias, forneceu boas respostas
para a maioria dos experimentos realizados, enquanto o tipo de agua utilizado
apresentou menor influéncia para este meio de cultivo.

Ao utilizarmos experimentos com todos os niveis altos, ou seja, agua do
mar, juntamente com pH 8,5 e 32 dias de cultivo, foi possivel obter uma
quantidade maior de compostos, distribuidos entre majoritarios e minoritarios no
extrato, sendo a maioria de carater de baixa polaridade.

Por outro lado, quando realizamos experimentos com todos os niveis
baixos, ou seja, agua ultrapura, pH 6,5 e 20 dias de cultivo, foi observado o
favorecimento da producdo de compostos mais polares, que podem estar
associados a uma maior atividade biolégica frente a inibicdo de
acetilcolinesterase.

Os resultados encontrados neste estudo confirmaram a expectativa de que
as condi¢des de cultivo podem modificar, aumentar ou direcionar a produgao de
metabdlitos secundarios, sendo possivel planejar e direcionar os experimentos
de acordo com as respostas desejadas.

Vale ressaltar ainda que cada linhagem de fungo se comporta de maneira
diferente frente a essas mudancas, e que existem diversas outras variaveis a
serem testadas para aperfeicoamento das respostas relativas a producgao

metabdlica desejada.
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Vale lembrar, também, que o cultivo de micro-organismo em laboratério
requer o cuidado de sempre se procurar simular e manter condicdes similares
de sobrevivéncia que o micro-organismo tem em seu habitat natural.

Com isso concluimos que ainda que se tenha conseguido melhorar as
condi¢des de crescimento e produgao de metabdlitos secundarios pela linhagem
do fungo A. stygium, ndao se avaliou neste trabalho possiveis interagdes
simbidticas ou competitivas comuns no habitat natural entre este fungo e outros
que foram isolados de A. spicifera.

Portanto podemos afirmar que o planejamento fatorial ndo € conclusivo
para a determinagdo de valores 6timos em uma unica etapa, porém este
procedimento indica satisfatoriamente o caminho metodolégico a ser seguido
para que se possa atingir o objetivo proposto, por exemplo, no controle da
produgao metabdlica da linhagem fungica em estudo.

De acordo com os resultados obtidos, reforcamos a necessidade de um
estudo prévio para melhora ou otimizagao das condigdes de cultivo de fungos na
busca por metabdlitos secundarios bioativos no contexto da pesquisa de
bioprospeccéo, para evitar uma vasta quantidade de experimentos e assim
viabilizar diminuigdo nos custos, privilegiando procedimentos sustentaveis e

caracterizando trabalhos mais interligados com os principios da quimica verde.

Por fim, os dados obtidos neste trabalho ressaltam a importancia da
investigagao dos organismos marinhos, com destaque para os micro-organismo,
uma vez que estes apresentam enorme quimiodiversidade, representando
importante fonte de substancias com potencial terapéutico. Esses estudos
fornecem, ainda, informacgdes relevantes para o melhor entendimento das
relagdes simbidticas entre os micro-organismo e seus hospedeiros, tendo em

vista que esta € uma pesquisa praticamente inexistente no pais.
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ANEXO | Respostas para experimentos com MALTE

) Efeito na Resposta Massa

ANOVA,; Var.: Massa (mg); R-sqr=.93642; Adj:.87285 (Malte)
2**(3-0) design; MS Residual=59.46795
DV: Massa (mg)

Factor Ss [dif Ms | F [ p
()pH 2964.500 1/2964.500 49.85038/0.000404
(2)Tempo (dias) | 220.500 1 220.500 3.70788 0.102469
(3)Tipo de 4gua [1012.500 1/1012.500/17.02598 0.006173

1by?2 72.000 1/ 72.000 1.21074 0.313362
lby3 338.000/ 1/ 338.000 5.68373/0.054466
2 by 3 648.000 1 648.000 10.896630.016387
Error 356.808 6 59.468

Total SS 5612.308/12

Pareto Chart of Standardired Effects; Vargble Massa (mg)
=30} design; M5 Residusi=55 46755

CW': Massa (mg)
{3)Tipo de aqa - 4 128255
Znf =33
b8 -2.38408
(AT empo (dies) 1. 520586
i -1 10033
p=.1

Standardized Efizct Estmate (Absoute Value)

Fitted Su &oe; Varizle: Massa (mg) Fited Surfscs; Varsbie' Massa fmg) Fitted Surfacs: Varstis: Massa [mg)
2(30) design; MS Resthak= 5245756 2340 design; MS Residusi=55.48795 Z[3-)) desgn: MS Restusi=58. 45795
DV: Massa (mg) OV: Massa (mg) OW: Massa (mg)
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

1)) Efeito na Resposta %lInibicao AChEee

ANOVA; Var.: %inibicdo ICER-AChEee; R-sqr=.44887; Adj:0. (Malte)
2**(3-0) design; MS Residual=111.1696
DV: %inibicdo ICER-AChEee

Factor Ss [dif Ms | F [ p
(1)pH 180.500 1 180.5000 1.6236450.249711
(2)Tempo (dias) | 13.520 1 13.52000.121616 0.73920C
(3)Tipo de dgua 61.605 1 61.6050 0.554153 0.48474¢8

lby?2 45.125 1 45.1250 0.405911 0.547576
1by3 228.980 1/228.9800 2.059735/0.201244
2by3 13.520 1 13.52000.121616 0.73920C
Error 667.018 6/111.1696

Total SS 1210.268 12

Pareto Chart of Standardized E flects; Varable: % inibigdo ICE R-AChE ee
2**30})design; M3 Residual=111.1696
DV: % inibig&o ICE R-AChEee

T T T ¥ T T T ¥ T T T T T ¥ T T T ¥ T

105 | 1.435178 .

{1)pH

<1.27422 .

[@Tipo de agua

T444147 4

102 | -637112 .

ZiTempo (dias) - MB8T5 -

ZmE F -348735 4

p=.1

243



Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

1)) Efeito na Resposta %lInibigao AChEhu

ANOVA; Var.:% inibicdo ICER-AChEhu; R-sqr=.80436; Adj:.60871 (Malte
2**(3-0) design; MS Residual=14.88029
DV: % inibicdo ICER-AChEhu

Factor SS |df| MS | F | p
(1)pH 76.261z 1|76.2612F 5.12498¢ 0.06420¢
(2)Tempo (dias) | 34.861: 1 34.8612f 2.342781 0.176741
(3)Tipo de 4gua | 83.851Z 1 83.8512f 5.635055 0.05523]
lby?2 46.561% 1 46.5612f 3.12905€¢ 0.12731°f
lby3 50.501% 1/50.5012f 3.39383t 0.115021
2by 3 75.031% 1|75.0312% 5.04232% 0.06584¢
Error 89.2817 6 14.8802¢

Total SS 456.349z 12

ey Chual of Zlormbarcioesd CiTeds b 5 b OO N=-80 hishu
AT ol TS e = T LR
P’ 5 ez IR AU

A --H:rr-:
= - B

by =T ELOE

by G- T
2 T gy [ | ST

p=-1
Slrnbaivead il Coalirnds i bechid s el
Fitted Surface; Varisb: % inibioSo |CER- AChEHu Fitted Surface: Varisble: % inibic3o ICER- AChEu Fitted Surface; Varisbl: % inbioio ICER-AChEU
230} des pn; MS Res idusl=14.88029 2*2.0) desipn; MS Residusl=14 88029 2930) despn; MS Residual=14 88029

DW: % niticio | CER-ACHEhU OV: % nibicé | CER-AChERU DV: % hiticio | CER-AChEhu
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

IV)  Efeito na Resposta Numero de picos no CLAE-EM

ANOVA,; Var.:#Picos; R-sqr=.53961; Adj:.07921 (Malte)
2*(3-0) design; MS Residual=1741.667

DV: #Picos
Factor SS |df| MS | F | p
(H)pH 924.5C. 1| 924.50( 0.53081: 0.49370¢
(2)Tempo (dias) 72.0C 1 72.00C 0.04134( 0.84560¢
(3)Tipo de 4gua | 8064.5( 1 8064.50( 4.63033f 0.07491¢
lby?2 1512.5C 1/ 1512.50( 0.86842: 0.38735!¢
1by 3 162.0Cf 1 162.00( 0.09301¢ 0.77068:
2by3 1512.5C 1 1512.50( 0.86842 0.38735¢
Error 10450.0( 6 1741.66.
Total SS 22698.0( 12

Pareto Chart of Standardized E ffects; Variable: #Picos
Z3-0} de=ign; M5 Residual= 1741567

v #Picos
(3T ipo de dgua | 7 151821
T2 -.531851
Phw3 _.531881
(1)eH | ‘.?2&5594
1tr,G- 3049825
(2T empo (das) j - 233

p=.1
Standardized E ffedt E stimate (Absolt e Value)
Fitted Surface: Varible: #Picos Fitted Surface; arable: #Picos Fitted Surface: Vﬁf'ﬂk‘e: #Picos
3.0} design; MS Residual= 1741.867 243.0) desion: MS Residual= 1741 857 2{3-0) design; MS 3M=1741.5&7
OV #Picos O #Picos V. #Picos
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

V) Efeito na Resposta Area dos picos observados por CLAE-EM.

Pareto Chart of Standardized E fliects; Variable: Media Area Picos
73 () design; NS Residual=28 51957
D: Média Area Picos

Zy3 A.47743

13 -.99%3929

12 _ 665258

(TpH | |_.2ﬁzm

(3iTpo de dgqua 257456

(21T empo (das) 0228

Standardized E ffect Estimat e (4bsolt e Value)
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

VI)  Efeito na Resposta Area dos picos (Acima da média) observados por

CLAE-EM.
ANOVA,; Var.: Acima M édia; R-sqr=.60593; Adj:.21186 (Malte
2**(3-0) design; MS Residual=5.961538
DV: Acima M édia

Factor ss [dff Ms | F [ p

(L)pH 4.50000 1/ 4.50000 0.754839 0.418341

(2)Tempo (dias) | 0.00000 1 0.00000 0.00000C 1.00000C
(3)Tipo de agua | 0.00000 1 0.00000 0.00000C 1.00000C

1by?2 50.0000C| 1/50.0000C 8.387097 0.02747¢
1by3 0.00000/ 1/ 0.00000/0.00000C 1.00000C
2by3 0.50000 1 0.50000/0.083871 0.78186¢€
Error 35.76923 6. 5.96154

Total SS 90.76923/12

Pareto Chart of Standardized E ffects; “Wariable: Aclma Médla
430} design; MS Residual=5.961533
0% Acima Médla

-
{1)pH - 863315
23 - 289605

ZjTempo (dias) 0.
13 i}

(3T ipo de dgua i

p=.1
Standardized E ffect Estimate (Absolte Values)

Fited Surface; Varible: Acima Médla Fited Surface; Varabk: Acima Médla Fited Surface; Varabk: Acima Médla
27%{3-0) design; MS Residual=5.961538 2(3-0) design; MS Residual="5.951538 2*(3-0) design; MS Residual="5.951538
DV Acima Média DV Acima Média DV Acima Média

e
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

VI) Efeito na Resposta Area dos picos (Abaixo da Média) no CLAE-EM.

ANOVA; Var.: Abaixo M édia; R-sqr=.53125; Adj:.06249 (Malte
2**(3-0) design; MS Residual=1739.295
DV: Abaixo M édia

Factor SS [dfl] Ms | F | p
(D)pH 1058.00 1 1058.00C 0.608292 0.46507€
(2)Tempo (dias) 72.00 1 72.000 0.041396 0.84550C
(3)Tipo de agua | 8064.50 1 8064.50C 4.636648 0.07476€
1by2 1012.50 1 1012.50C 0.582132/0.474397
1lby3 162.00 1 162.000 0.093141 0.770531
2by3 1458.00 1/1458.00C 0.838271 0.39519¢
Error 10435.77 6/1739.295

Total SS 22262.77/12

Fitted Surface, Variabee: Abalxo Média Fited Surface; Variabk: Ababe Média Fitted i\u:::\: \.:r::a Abdx:gi:ia
2*43-0) design; M5 Residual=1739 285 2903-0) design; WS R 1739295 2{3-0) design; M5 Residual= 5

. 0V Abalxo Médl
DV Abalxo Média DV Abaixo Média e :

- (e

e
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e
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

VIIl) Efeito na Resposta Numero de picos na 12 metade (Polares) CLAE-
EM.

ANOVA; Var.: %inibicdo ICER-AChEee; R-sqr=.44887; Adj:0. (Malte)
2**(3-0) design; MS Residual=111.1696
DV: %inibicdo ICER-AChEee

Factor SS [df] Ms | F | »p
(1)pH 180.500 1/180.5000 1.6236450.249711
(2)Tempo (dias) 13.520/ 1 13.52000.121616 0.73920C
(3)Tipo de 4gua | 61.605 1 61.6050 0.554153 0.484748

lby?2 45,125 1 45.12500.405911 0.547576
lby3 228.980 1 228.9800 2.059735/0.201244
2hby3 13.520 1 13.52000.121616 0.73920C
Error 667.018 6 111.1696

Total SS 1210.268 12

Pareto Chart of Standardized E fiects; Variable: % inibigdo ICE R-ACHE ee
2**30)design; M3 Residual=111.1655
DW: % inibig&o ICE R-AChEee

103 | 1.435178 .

T T

(1)pH 1.27422 1

@Tipo de agua T444147 L

e | 53712 .

§

ZTempo (dias)

2byd - 348735 4
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

IX) Efeito na Resposta Numero de picos na 22 metade (Apolares)
observados no CLAE-EM.

ANOVA,; Var.: #Picos 2a metade ; R-sqr=.70106; Adj:.40213 (Malte
2**(3-0) design; MS Residual=135.8622
DV: #Picos 2a metade

Factor SS [difl Ms | F | p
(1)pH 190.125 1/ 190.125 1.399396 0.28157C
(2)Tempo (dias) | 120.125 1| 120.125 0.884168 0.38335¢
(3)Tipo de agua [1081.125 1/1081.125 7.957513 0.030318

lby2 378.125 1| 378.125 2.783151 0.146304
1by3 6.125 1 6.125 0.045082 0.838882
2by3 136.125 1 136.1251.001934 0.355486
Error 815.173 6 135.862

Total SS 2726.92312

Pareto Chart of Standardized E ffects; Varabk: #Plcos 2a metade
Z3-0) design; MS Residual=135.8622
W #Plcos 2ametade

(3o de dgua | -zgame
Ty2 -1.6508
(et | 1160061
3 ‘-1.111]9?
(2T empo (des) | ‘ 4032t
1y3 2123263
I p=.1

Standardized E ffect Estimate (Absolte Value)

Fited Surface; Varable: #Plcos 23 metade Fited Surface; Varable: #Plcos 2a metade Fited Surface; Varable: #Plcos 2a metade
2%3-0) design; WS Residual= 135 8622 2%(3-0) design; MS Residual= 1358522 2*(3-0) design; MS Residual= 135, 8522
DV #Plcos 2a metade DV #Plcos 2ametade DV #Plcos 2ametade
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

s A ER

X) Efeito na Resposta Intensidade dos picos no CLAE-EM

ANOVA; Var.: MédiaIntens. Picos ; R-sqr=.72379; Adj:.44759 (Malte
2**(3-0) design; MS Residual=8.654135
DV: Média Intens. Picos

Factor SS [df] Ms | F | p
(DpH 0.6613 1 0.6613 0.07641 0.79150C
(2)Tempo (dias) | 3.0012 1 3.0012 0.34680 0.577413
(3)Tipo de agua [125.6112 1 125.6112 14.5145S 0.00886¢€

1by?2 0.1513 1 0.1513 0.017480.899147
1by3 5.2813 1 5.2813 0.61026 0.46438¢
2by3 1.3613 1 1.3613 0.157290.705381
Error 51.9248 6 8.6541

Total SS 187.9923 12

Pareto Chart of Standardized Effects; Varabke: Médla Intens. Pleos
Z73-0) design; M5 Residual=8.8654135
0V Médla Intens. Pleos

(3o de dgua | -3.&39&}2 J
1by3 Tamase
(2T empo (ds) | 5388960
23 30604
mﬁﬂ T4
Ty2 - 13220

p=.1
Standardized E fect Estimate (Absolte Value)

Fited Surface; Variable: Médla Intens. Plcos Fited Surface; Variable: Médla Intens. Plcos Fited Surface Varabe: Médla Intens. Pleos
Z43-0) design; MS Residual=865¢135 Z3-0) design; MS Residual=8.654135 2%3.0) design; NS Residual=8 654135
OW: Médla Intens. Plcos OW: Médla Intens. Plcos

OW: Média Intens. Plcos
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Xl)  Efeito na Resposta Intensidade de picos (Abaixo da média) no CLAE-

EM.
ANOVA; Var.: Abaixo M édia; R-sqr=.52535; Adj:.05069 (Malte
2**(3-0) design; MS Residual=1568.417
DV: Abaixo M édia

Factor SS |dff MS | F | »p

(1)pH 882.00 1 882.000 0.5623510.481674

(2)Tempo (dias) | 60.50 1  60.500 0.038574 0.85077¢
(3)Tipo de gua | 6728.00/ 1/6728.00C 4.289676/0.083754

lby2 1104.50/ 1/1104.50C 0.704213/0.433527
1by3 128.000 1 128.000/0.081611 0.784732
2by3 1512.50 11512.50C/0.964348 0.36401¢8
Error 9410.50/ 61568.417

Total SS 19826.00 12

Pareto Chart of Standardized E ffects; Varablk: Abalxo Médla
2730} design; MS Residual=1588.417
' Abalxo Média

12 - 83174

(1)pH 7485004

13 2856763

(2T empo (diss) -.196402

Standardized E ffect Estimat e (Absolut e Value)

Fitted Surface; Variabe: Abaixo Média Fi i”:;‘”i ‘:":‘:&: f“’“":’sg:": Fited Surface; Variabk: Abaixo Média
2°%3-0) design; MS Residual= 1568.417 Z%3.0) design, M5 Resicual= 23-0) design; MS Residual=1588.417
DV: Abalxo Média DV b Madia

DV Abaixo Média
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

XIl) Efeito na Resposta Intensidade dos picos (Acima da média) no CLAE-
EM

ANOVA; Var.: Acima M édia; R-sqr=.70221; Adj:.40441 (Malte)
2**(3-0) design; MS Residual=6.75

DV: Acima M édia

Factor ss [dfl ms | F | p
(1)pH 0.5000 1/ 0.50000 0.074074/0.794618
(2)Tempo (dias) 0.5000 1/ 0.50000 0.074074/0.794618
(3)Tipo de agua | 60.5000 1/60.50000 8.962963 0.024200

1by2 32.0000, 1/32.00000/4.740741/0.072328
1lby3 2.0000 1/ 2.00000 0.296296/0.605836
2by3 0.0000 1 0.00000:0.0000001.00000C
Error 40.5000 6 6.75000

Total SS 136.0000 12

Pareto Chart of Standardized E ffect s, Varabk: Aclma Médla
Z3-0) design; MS Residual=6.75
% Aclma Médla

12 Izma‘z
13 S443311
{2Tempo (das) sl

{1)pH 27ES5

p=.1
Standardized E ffect Estimate (Absolut e Value)

Fited Surface; Varable: Adma Média Fited Surface; Varabk: Acima Média Fited Surface; Varabk: Acima Média
23-0) design; MS Residual=6.75 Z3-0) design; M5 Residual=6.75 24430} design; MS Residual=6.75
DV Acima Média DV Aclma Médla DV Acima Média
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

ANEXO Il Discussao dos efeitos sobre as respostas para experimentos
com CZAPEK

) Efeito na Resposta Massa

ANOVA; Var.: Massa (mg), R-sqr=.62776; Adj:.25552 (CZAPECI
2**(3-0) design; MS Residual=3023.029
DV: Massa (mg)

Factor SS [dfl Ms | F | p
(1)pH 7626.13 1 7626.132.522677 0.16331¢
(2)Tempo (dias) | 4851.12] 1| 4851.12 1.604723 0.25218€
(3)Tipo de 4gua |12880.13 1/12880.13 4.26066¢ 0.084571

1by2 630.12) 1 630.12 0.208442/0.664053
1by3 946.13 1  946.13 0.312973 0.596111
2hby3 3655.13 1 3655.131.209094 0.313662
Error 18138.17 6 3023.03

Total SS 48726.92 12

Pareto Chart of Standardized E fects; Variable: Massa (nm)
230 design; M35 Residual= 3023.025

. Massa (nm)
(3Tipo de agua | -2.08414
(1)pH -1.58829
(2JTempo (das) 1.266777
23 =1-099509
13 - 550430
12 | 4565541
=1
Standardized E ffect Estimate (Absolut e Value)
Fitted Surface: Varible: Massa (mo) Fitted Surface; Varible: Massa {rm) Fitted Surface; Variable: Massa (ma)
2%3.0) desion; MS Residual=3023.029 Z53.0) desion; MS Residual=2023.029 Z*%(3-0) design; MS Residual=3023.029

OV Massa(mo) v Massa (mm)

OV Massa (o)
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

1)) Efeito na Resposta %lInibicao AChEee no CLAE-EM

ANOVA; Var.: %inibicdo ICER-AChEee; R-sqr=.68321; Adj:.36642 (CZAPEC
2**(3-0) design; MS Residual=29.74503
DV: %inibi¢cdo ICER-AChEee

Factor SS [df] Ms | F | p
(1)pH 41.8613 1 41.8613/1.407336 0.28034C
(2)Tempo (dias) 9.0313 1 9.03130.303622 0.60152C
(3)Tipo de dgua | 0.7812 1 0.7812 0.026265 0.876575

lby2 5.9513 1 5.9513/0.200075 0.670355
1by3 296.4612| 1/296.46129.966748/0.019639
2by3 30.8112 1 30.8112 1.035845 0.34806C
Error 178.4702 6 29.7450

Total SS 563.3677 12

Pareto Chart of Standardized E ffects; Varable: % inibicdo ICER-AChEes
Z2(3-0) design; M3 Residual=2974503
OV: % inibicdo ICER-ACHE es

{1)pH 1186312

Pt 1.01778

(T empo (das) [ .5510Ma2

12 4472079

(3/Tipo de Agua | 1G20645

p=.1
Standardized E ffect Estimate (Absolte Value)

Fitted Surface; Variable: % inibico ICER-AChEee

Fitted Surface: Variable: % inibicio ICER-AChE ee B s cOICEILAGHE &
Z0) desian WS Resiuak=2974503 e Z70) desian 1S Resital=29.74503
DV: % inibicdo ICERACKE ee e DV: % inibico ICER-ACKE e
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

1)) Efeito na Resposta % Inibicao de AChEhu no CLAE-EM

ANOVA; Var.: %inibicdo ICER-AChEhu ; R-sqr=.81547; Adj:.63094 (CZAPEC
2**(3-0) design; MS Residual=84.06157
DV: %inibi¢cdo ICER-AChEhu

Factor SS [df] Ms | F | p
(1)pH 586.531 1/586.5313| 6.97740 0.038464
(2)Tempo (dias) 9.901 1 9.9013 0.117790.743154
(3)Tipo de dgua | 731.531 1/731.5312 8.70233 0.025614

lby2 7.801 1 7.8013 0.09280 0.770932
1by3 879.901 1/879.9013/10.46734/0.017791
2by3 13.261 1 13.2613 0.15776/0.704974
Error 504.368 6 84.0616

Total SS 2733.29712

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: % inibicao 1CER-AChERU
Z3-0) desion; M35 Residual=34.06157
0 % inibicdo ICER-AChEhu

1@3; - Rcheictcs)
(3/Tipo de agua | . 2.540071
{1)pH 2 541477
Py | TR
(2T empo (das) I - M3159
12 3046375
p=.1

Standardized E ffect Estimate (2bsolt e Value)

Fited Surface; Variable: % inibicio ICER-AChE hu Fited Surface Variak: % inibicio |CER-AChERU Fited Surface: Variabe: % inibigio ICER-AChERU
2=(3-0) desion; MS Residual=34. 06157 24420 desion; WS Residual=34.06157 242.0) desian; M3 Residuai= 84,0615
DV: % inibigio ICER-AChE hu DV % inibigio |CER-AChEhU

DV % inibicéo ICER-AChEhu
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

IV)  Efeito na Resposta Numero de picos observados no CLAE-EM.

ANOVA; Var.: #Picos R-sqr=.67587; Adj:.35174 (CZAPECk
2*(3-0) design; MS Residual=2615.654

DV: #Picos
Factor SS |df| MS | F | p
()pH 8.00 1 8.00 0.00305¢ 0.95769:
(2)Tempo (dias) | 1624.5( 1 1624.5( 0.62106¢ 0.46064:
(3)Tipo de &gua | 1152.0C 1 1152.0( 0.44042% 0.53157¢
lby2 5202.0(/ 1 5202.0( 1.98879t 0.20814:
1by3 18240.5(] 1/ 18240.5( 6.973597 0.03850z
2by3 6498.0C 1/ 6498.0( 2.48427< 0.166061
Error 15693.92 6 2615.6¢
Total SS 48418.92 12

Pareto Chart of Standardized E ffects; Varable: #Plcos
Z7(3-0) design; MS Residual=2515.554

OV #Plcos

13 26407

3 1.5781

12 1. 410247
(27Tempo (das) [ . FEE07ED
(3T po de agua 6536454

(1)pH 0553038
p=.1
Standardized E ffedt Estimate (Absolt e Value)
Fitted Surface; Variable: #Pleos Fitted Surface; Varible: #Plcos Fitted Surface; Varkble: #Plcos
2%3-0) design; MS Residual=2615.654 Z*(3-0) design; M5 Residual=2615.654 230} design; MS Residual=2615654
v #Plcos OV #Plcos v #Plecos
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

V) Efeito na Resposta Area dos picos observados por CLAE-EM.

ANOVA; Var.: Média Area Picos R-sqr=.89525; Adj:.7905 (CZAPECk
2*(3-0) design; MS Residual=4.167021
DV: Média Area Picos

Factor SS |df| MS | F | p
(L)pH 34.611Zz 1 34.611Z 8.3059¢ 0.02798¢
(2)Tempo (dias) | 12.600z 1 12.600z 3.0237¢ 0.132711
(3)Tipo de 4gua | 145.8632 1 145.863: 35.0042( 0.00103¢
lby2 0.039z 1 0.039z 0.00941 0.92589:
1by3 17.880z 1| 17.880z 4.2908¢ 0.08372(
2by3 2.6912 1 2.6912 0.6458% 0.452261
Error 25.0021 6 4.167C

Total SS 238.687: 12

Pareto Chart of Standamdized E flects; Varable: Médla Area Pleos
2430} design; MS Residual=4. 167021
W Médla Area Plcos

(1ot | 288201

13 207144

(2T empo (des) | 1730005

1y2 0955807

p=.1
Standardized E ffect Estimate (Absolte Value)

Fitted Surface; Varisble: Média Ares Picos Fited Suface Varisle M édia Area Picos Fitted Surface; Variable: Média Area Plcos
230} despn MS Resduel=4 157021 220} desgn MS Res dusl=4 167021 2%(3-0) design; MS Residual=4. 167021
OV Média Area Picos OV: Média Area Picos

DW: Médla Area Picos
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

VI)  Efeito na Resposta Area dos picos (Abaixo da Média) no CLAE-EM.

ANOVA,; Var.: Abaixo M édia; R-sqr=.65699; Adj:.31398 (CZAPECK
2**(3-0) design; MS Residual=2605.67

DV: Abaixo M édia

Factor ss [dff Ms | F [ p
(L)pH 55.13 1 55.13/0.021156 0.889119
(2)Tempo (dias) | 1596.13 1 1596.13 0.612558 0.463587
(3)Tipode dgua | 595.13 1 595.13/0.228396 0.649629

1by?2 5050.13 1 5050.131.9381290.213282
lby3 16653.13 1/16653.13/6.391111 0.044797
2by3 5995.13 1 5995.13/2.300800 0.180097
Error 15634.02 6 2605.67

Total SS 45578.77/12

Pareto Chart of Standardized E ffects; Varable: Abalxo Média
2=(3.0) design; MS Residual=2605 67
0 Abalxo Média

1by3 | 2 53280683

b3 1516835

T2 | 13592167

(2Tempo (dias) | 7826611

31T po de Agua ATTH0B1

()pH _ 14545

p=.1
Standanrdized E ffect Estimate (Absolute Value)

Fitted Surface; Variabe: Abalxo Média Fitted Surface; Variabe: Abalxo Média Fitted Surface; Variable: Abaixo Médla
2*(3-0) design; WS Residual=2605.67 2=(30) design; M5 Residual=2605 67 27(3-0) design; M5 Residual=250567
DV: Abalxo Médla DV: Abalxo Média DV: Abalxo Média
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

preare]

mmm BT BB B R

VIl) Efeito na Resposta Area dos picos (Acima da média) observados por

CLAE-EM.
ANOVA; Var.: Acima M édia; R-sqr=.9738; Adj:.9476 (CZAPECK
2*%(3-0) design; MS Residual=1.092949
DV: Acima M édia

Factor SsS [dff Ms | F | p

(1)pH 105.1250 1/105.125(C/96.18475/0.000065

(2)Tempo (dias) 0.1250 1

0.1250 0.11437 0.746743

(3)Tipo de agua | 91.1250 1 91.1250 83.37537 0.000097
1lby2 1.1250 1 1.1250 1.02933 0.349468
1by3 36.1250/ 1| 36.1250 33.05272/0.001205
2hby3 10.1250 1/ 10.1250/ 9.26393/0.022696€
Error 6.5577 6 1.0929

Total SS 250.3077/12

Pareto Chart of Standardized E ffects; Variable: Acima Média
Z2#(3-0) de=sign; MS Residual=1. 092545

oW Aclma Médla

(ot |

(3T ipo de aqua |

Toya |

5745155

hy3 |

3.04367

1oy 1.014557

(2 Tempo (das) | 3381855

8131011

p=.1

Standardized E ffect Estimate (Absolute Value)

Fitted Surface; Variabke: Acima Média
2=(3-0) design; MS Residual=1.032943
OV Aclma Média

-
[ PRE
B < 11
=9
=7
-5

Fitted Surface; Variabk: Aclma Médla
2%(3.0) design; WS Residual=1.092849
V. Aclma Médla

Fitted Surface; Variabke: Acima Média
2=(3.0) design; MS Residual=1.092949
0V Acima Médla
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

VIIl) Efeito na Resposta Numero de picos na 12 metade (Polares) CLAE-

EM.
ANOVA; Var.: #Picos 1a metade ; R-sqr=.75791; Adj:.51583 (CZAPECK
2**(3-0) design; MS Residual=85.00321
DV: #Picos 1a metade

Factor Ss [dff Ms | F | p

(1)pH 36.125 1 36.1250 0.424984 0.538616

(2)Tempo (dias) | 36.125 1 36.1250 0.424984 0.538616
(3)Tipo de agua | 496.125 1/496.1250/5.836545 0.052154

1by2 36.125 1 36.1250 0.424984 0.538616
1by3 496.125 1/496.125C/5.836545/0.052154
2hby3 496.125/ 1/496.125(/5.836545/0.052154
Error 510.019 6 85.0032

Total SS 2106.769/12

Pareto Chart of Standardized E flects; Varable: #Plcos 1a metade
2230} design; M5 Residual=85.00321
0% #Plcos 1a metade

1bw3 24153
23 1 24153
(3T po de agua | -2415
1by2 -6519079
(2 Tempo (das) -.6510908
(1)pH -.651508
p=.1
Standardized E ffect Estimate (Absolute Valug)
Fitted Surface; Varisble: #Plcos 1a metade Fitted Surface; Variable: #Picos 1a metade Fitted Surface; Variable: #Ficas 1a metade
2=(3.0) design, MS Residual-35.00321 2=(2.0) desion; MS Residuai-85.00321 e = LB A
DV: #Plcos 1a metade DV: #Plcos 1a metade DV: #Plcos 1a metade
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

IX) Efeito na Resposta Numero de picos na 22 metade (Apolares)
observados no CLAE-EM.

ANOVA; Var.: #Picos 2a metade ; R-sqr=.58595; Adj:.17191 (CZAPECK
2**(3-0) design; MS Residual=532.7596
DV: #Picos 2a metade

Factor Ss [dff Ms | F | p
(1)pH 15.125 1  15.1250.02839C/0.871732
(2)Tempo (dias) | 210.125 1/ 210.125 0.39440¢ 0.553128
(3)Tipo de agua 55.125 1 55.125 0.103471 0.758615

1by2 666.125 1 666.125 1.25032S 0.30625C
1by3 3081.125/ 1/3081.125 5.783331 0.052944
2hby3 496.125 1 496.1250.931236/0.371809
Error 3196.558 6 532.760

Total SS 7720.308/12

Pargo Chat of Standardeed Effects, Varidble: #Picos 2a metade
Z#(3-0) designt MS Residual=532 7206
[W: #Picos 2a metade

103 2404855

10y2 111E1E

203 9550058
(2)Tempo (dias) 6280196
(3)Tipo de dgua . 3216686

(TipH 1684931
p=.1
Standardized Effect Estimate (Absdute Vaue)
Fitted Surfacg Vaiable: #Picos 2a metade Fitted Surface, Variatle: #Picos 2a me tade Fitted Surface; Variatle: #Picos 2a metade
2%(3-0) design. MS Residual=532 7596 Z7(3-0) desian M3 Residual=532 7596

Z7(3-0) desian. M3 Residual=532. 7506
[V: #Picos 2a me tade

DV: #Picos 2a me tade

IV #Picos 2a me tade
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

AR, B

X) Efeito na Resposta Intensidade dos picos no CLAE-EM

Factor

ANOVA; Var.: Média Intens. Picos ; R-sqr=.55976; Adj:.11953 (CZAPECK
2**(3-0) design; MS Residual=16.97135
DV: Média Intens. Picos

SS

dff ms | F [ p

(1)pH

76.8800

(2)Tempo (dias) 1.4450

(3)Tipo de agua | 36.1250

1/76.8800C| 4.529988/0.077383
1 1.44500/0.085144 0.78027C
1/36.1250C/2.128588 0.194857

lby?2 14.5800 1 14.5800C 0.859095 0.389753
1by3 0.3200 1 0.32000/0.018855 0.895274
2by3 0.1250 1 0.12500/0.007365 0.934400
Error 101.8281 6 16.9713%
Total SS 231.3031 12
Pareto Chart of Standardized Effects; Vaiade: Média Intens. Picos
Z*(3-0) design MS Residual=16 97135
V: Médialntens. Picos

(1)pH 2128377
(3)Tipo de agua I 1.453963

hy2 - 926874
(2)Tempo (dias) V2995

1y3 = 13735

23 Jos|sanT

p=.1

Fitted Surface; V ariable: Média Intens. Picos
Z7(3-0) desigry MS Residual=1697135
V. Média Intens. Picos

Standadized Effect Estimate (Absdute Vaue)

Fitted Surface; V ariable: Média Intens. Picos
Z7(3-0) desigrt MS Residual=1697135
V. Média Intens. Picos
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Xl)  Efeito na Resposta Intensidade de picos (Abaixo da média) no CLAE-
EM.

ANOVA,; Var.: Abaixo M édia; R-sqr=.65033; Adj:.30066 (CZAPECK
2**(3-0) design; MS Residual=2597.872
DV: Abaixo M édia

Factor Ss [dff Ms | F | p
(1)pH 8.00 1 8.00 0.003079 0.957548
(2)Tempo (dias) | 1352.00 1 1352.00 0.520426 0.497796
(3)Tipo de agua 648.00 1/ 648.00 0.249435 0.635255
lby?2 4802.000 1 4802.00 1.848436 0.222838
1by3 16562.0C 1/16562.0C 6.375218 0.044987
2 by 3 5618.00 1 5618.002.162539 0.191814
Error 15587.23 6 2597.87

Total SS 44577.2312

264



Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Pareto Chart of Standardred Effects; Vaiabe: Abaixo Media
2300 desigr MS Residual=25887. 872
v Abaixo Média

1y3
2hy3 1. 470567 1
1by2 1.359%572 '
(2)Tempo (dias) 7214066 1
()Tipo de dqua 4004245 :
(TeH -.055493 ]
p=.1
Standardized Effect Estimate (Absdute Vaue)
Fitted Surface; Varable: Abaixo Média Fitted Surface; Varable: Abaixo Média Fitted Surface; Varabe: Abaixo Média
Z(3-0) design MS Residlal=2597. 872 2*(3-0) design. MS Residual=2597 872 230} design. MS Residual=2507, 872
V. Abaixo Média V. Abaixo Média

V: Abaixo Média
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

XIl) Efeito na Resposta Intensidade dos picos (Acima da média) no CLAE-
EM.

ANOVA; Var.: Acima M édia; R-sqr=.88671; Adj:.77342 (CZAPECK
2**(3-0) design; MS Residual=3.721154
DV: Acima M édia

Factor ss [dff Ms | F | p
(DpH 28.1250/ 1/28.1250C| 7.55814/0.033327
(2)Tempo (dias) | 10.1250 1/10.1250C 2.72093 0.150134
(3)Tipo de agua | 66.1250 1 66.1250C 17.77003 0.00558¢

lby2 6.1250 1/ 6.12500 1.64599 0.246832
1by3 36.1250| 1/36.1250C, 9.70801/0.02069¢€
2by3 28.1250/ 1/28.1250C 7.55814/0.033327
Error 22.3269 6 3.72115

Total SS 197.0769/12
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Avaliagcao quimica e biologica de fungos associados as algas marinhas Acanthophora spicifera, Dichotomaria marginata e Sargassum vulgare.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variabe: Acima Meédia

Z¥(3-0) desigrr MS Residual=3. 721154
V. Acima Média

(3)Tipo de dgua 4 215451
1ty3 3115768
2ty 2743207
(1) 2749207
(2iTempo (dias) 1640524
1hy2 1 260063
p=.1

Fitted Surface; Variable: Acima Média
Z7(3-0) desigrt MS Residual=3 721154
DOv: Acima Média

TR

Standardized Effect Estimate (Absdute Vdue)

Fitted Surface; Vaiabke: AcimaMédia
Z=(3-0) desion MS Residual=3 721154
DV: Acima Média
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Fitted Surface; Vaiatk: Acima Média
2%(3-0) design M5 Residual=3 721154
DV: AcimaMédia
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