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RESUMO

A capacidadébiossintética dos fungos endofiticos, aliaais estudos quimico e biolégicos
relatados par&ugenia brasiliensismotivou a idealizacado projetq aprospec¢do quimica,
biologica e enziméaticamfungos endofiticoassociados a folhas, caules e frutos saudaveis de
Eugenia brasiliensie a avaliacdo do ecultivo eepigenéticaem Xylaria cubensisDiaporthe

sp. e Colletotrichum sp., na obtencdo de novas substanc@sisolamento dogungos
endofticos resultou em dezessete linhagens agdg endofiticos, sendo estagdtivados em
escala reduzida em melmuido de batata e dextrose (PDB) e Czapek, &25sob modo
estaticopara obtencdo dos respgos extratos brutos em AcOEt. A avaliacdo abética
destes extratos foi realizadggor CCDC, HPLGDAD e RMN de 'H, como tambéma
potencialidade enzimatica e biologica pela avaliacdo das atividahegingica,
anticolinesterasica e citotoxicagndo queestes extratos demonstraram ser promissaes
prospeccéo iniciatonduziu a selecdo de trés fungos endofiticos identificados ¥gtada
cubensigEb_caH_5)Diaporthesp. (Eb_caS_4), €olletotrichumsp. (Eb frmH_1), os quais
foram cultivados (escala ampliad&@m PDB para isolamento e determinacdodeacao
estrutural dos metabdliteecundariosO estudo deXylaria cubensisresultouno isolamento

de 8 substanciassendo da classe dosucleosideos,dicetopirazinas, isocumarinas
citocalasina. De Diaporthe sp. foi isolado e identificado 8 substaneas duas
dicetopiperazinas, acido nitropropibnico, uracila, tiroggjosporina D, pirrolidona (inédita)

e alternariol. Colletotrichum sp. resultou no isolamento dé substancias, sendo trés
dicetopiperazinas, além das substanciag2-iéniletil)acetamic, N-acetiltriptamina e
metanoato de-Bidroxibutila 3indol (inédita). Todas as classes de substancias produzidas por
estes fungos endofiticos apresentam diversas atividades biologicas relatadas na literatura.
Destacase aatividadefitotéxica da citocasina Dfrente a coledptilos de trigsuperior ao
herbicida comercial GOAL. Para verificara influéncia ngroducdo metabitia deXylaria
cubensis Diaporthe sp. eColletotrichumsp, utilizou-se estratégiagomo o co-cultivo em
meio sélido(PDA) e liquido (PDB) e a epigenéticaeécalareduzidd, nas quais os endofitos
mostraramproducdo metabolicaiferente em relacdo a producdo das monoculturas e na
auséncia do modulador epigenéticacido hidroxamico suberoilanilida (SAHA),
respectivamente. As ferramastestatisticacomo PCA (Analise de componentes principais)
e PLSDA (Andlise discriminante com calibracdo multivariada por minimos quadrados
parciai§ permitiram uma rapida identificacdo e localizacdo dos perfis metabdatios ce
cultivos comparadossanonoculturas. Estes dadosntribiemparao conhecimento dos perfis
metabolicos, bioldégicos e enzimaticodos fungos endofiticos isolados deugenia
brasiliensis bem como suas intera¢c@msm ohospedeiro.

Palavras-chave Fungas endofitices. Xylaria cutensis Diaporthe sp. Colletotrichumsp. Co-
cultivo. Epigenética.



ABSTRACT

The biosynthetic capacity of endophytic fungilied chemical and biological studies reported
to Eugenia brasiliensismotivated the idealization of the projectprospectionchemcal,
biological and enzymatic in endoplg/fungi associated withealthyleaves, stems and fruits
from Eugenia brasiliensisand evaluation ceculture and epigeneticin Xylaria cubensis
Diaporthe sp. and Colletotrichum sp., in obtaining new substanceBhe isolation of
endophytic fungresulted in sevente@mdophytics fungithese beingultivated in small scale
on potatodextrosebroth (PDB) and Czapek at 25C°under static mode to obtain the
corresponding crude extracts in AcOHihe metabolic evaludion of these extracts was
performedby CCDC, HPLC-DAD and 'H NMR, also enzymatic and biological gential
were performed bwntifungal, cytotoxic, and anticholinesterassivities andthese extracts
have shown promiselhe preliminary prospection led toeflselection othree endophytic
fungi identified as Xylaria cubensis (Eb_caH_5), Diaporthe sp. (Eb_caS_4) and
Colletotrichumsp. (Eb_frmad_1Wwhich werecultivated (arge scale) in PDB fo isolation
and determination ostructural elucidation o$econdarymetabolites.The study of Xylaria
cubensis resulted in the isolation of eight substances, as followsucleoside
diketopiperazing, isocoumarins andytochalasinglass FromDiaporthesp.wasisolated and
identified eight substances, as follows: two diopiperazing nitropropionic acid, uracil,
tyrosol, zygosporinD, pyrrolidone (unpublished) and alternariGblletotrichumsp. resulted
in the isolation ofsix substances, thrediketopiperazing besides the substances(MN
phenylethyl) acetamide, iNacetyltryptamire and 3hydroxybutar2-yl-1H-indol3-ylacetate
(unpublishedl All classes of substances produced by these endophytic fungi present several
biological activities reported in the literature. Noteworthy is the phytotoxic activity of
cytochalain D against wheat coleoptile higher than commercial herbicide GOAI®.
verify the influence on the metabolic productioh Xylaria cubensis Diaporthe sp. and
Colletotrichumsp.,used strategies such as thecodture on solid(PDA) and liquid medium
(PDB) and epigenetic (small scale), in which endophytes showed an interesting and different
metabolic productiomhen compared witthe production of monocultures atite absence of
epigenetic modulator SAHA, respectively. The statistical toelsech as PCAPrincipal
component analysis) and PiLFA (discriminant analysis with multivariate calibration partial
least squaresallowed quick identification and location of the metabolic profiles of the co
culture compared monocultures. These datt contribute b the knowledge of the metabolic
profiles, biological and enzymatic of endophytic fungi isolated fEurgenia brasiliensisind
their interactionsvith host.

Keywords: Endophytic fungiXylaria cubensisDiaporthesp. Colletotrichumsp. Co-culture.
Epigeretic.
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1. INTRODUCAO

1.1 Fungos: uma viséo geral

Os fungosséao organismosheterotréficos, ou seja, adquirems nutrientes no meio
ambiente, parasitando outrogganismos vivos ou pela decomposicdo de matéria organica. Os
fungos podem infectar diferentes hospedeiros, levaygl@ morte ou desenvoham uma
relacdo simbidtica com os mesm@IAUSETH, 2003; SCHARDL, 2004). Os fungos
consttuem o segundo maior grupo de espésmsre arerra,estimados end,1 milhdes de
espéciesexistentes sendo que apena88 mil foram descritas RLACKWELL, 2011;
MOORE; ROBSON; TRINCI, 2011 Os fungos habitam praticamente todos os nichos
ecologicos da Terra e possuem a capacidade de utilizar varios subg@edo® seu
desenvolvimento.Fungos, duante o seu desenvolvimentoutilizam diferentes rotas
biossintéticagjue levam a producao d®imerosmetabdlitos secundarios, além da producao
de enzimas de interessomercial(ZAIN et al., 2014)

O estudo sistematico de metabolitos secundaiasidosde fungos iniciou-se em
1922 por Harold Raistrick, quearacterizoumais de 200 metabdlitdangicos(RAISTRICK,
1950). No entanta atencéo voltoge aos metabolitos produzidos por fungos sonegrisa
descobertae desenvolvimento da penicilinads indistrias famacéuticas investiram em
programas dériageme por volta de 1958escobriransevaliosos produtos microbianos com
aplicacdes farmacéuticaPeste modo,a busca por metabdlitos secundarios hivas
continuou ininterruptamente, e milhares de costp® que inibem o crescimento de bactérias,
fungos, protozoarios, parasitas,etts, virus e células tumorasram descobertos (ZAIN et
al., 2014) Destes, dos que foram estudados do ponto de vista quimico e bioldgico, foram
isoladosuma grande variedadie micromoléculas bioativas, que incluem desde substancias
toxicas como aflatoxinas, ocratoxinas e citreoviridirmssubstanciascom aplicages
terapéutica (GUNATILAKA, 2006; MILLER; TRENHOLM, 1991). Dentre os
medicamentos de maior repercussao teragéyisra doencas infecciosas destasanos
antibidticosb-lactamicos das classes de penicilina e cefalosporina, como os exemplos mais
conhecidos de produtos de fungos. #raastatim (Lipitor) € um dosmedicaments mais
vendidbs um hipocolesterolémicale origem microbianague vendeu maidge (US) $ 11
bilhdes em 2004 e, se incluirmos as vendas da Pfizer e Astellas Rimpeeaodo de 2004 a
2014 as vendasstdo na faixa de (US) $12 bilhdes de dolaredependendo do ano
(NEWMAN; CRAGG, 2015)
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Substandis isoladas de fungos sdo empregadas também no combate de pragas, que
consomem um grande percentual da producdo agricola mundial, calculado em bilhdes de
dolares em prejuizos. Esses metabodlitos atuam comumgudgricos naturais, como por
exemplo, os alcaldes inddlicos, derivados de pirrolizidinas, quinazolinas e criptocina
(antimicotico), que sao inibidores de fitopatdgenos (insetos, fungos, herbi(@rANG;

SONG; TAN,2008.

Varias vantagens sao observadas quanto a utilizacdo de fungos na obtencdo de
produtos naturais bioativos em relacéo a outras fontes naturais, pois S8o recursos renovaveis e
a sua producdo em escala ampliada pode ser realizada usando a tecnologia existente, como
variacdo do meio e otimizacdo das condi¢cdes de cultivo. Como exeanmlanipulacdo no
meio de cultura d@enicilliumnotatum resultou em um aumento de 6000 vezes na producao
da penicilina (DEMAIN, 2000). Outra vantagem esta relacionada com a conservacgao
ambiental uma vez que requerema Unica e pequena remocdo de mateneal (BILLS,

1995).

Dentro deste contexto os fungos entdods representam um signifioeo reservatorio
de diversidade genética e uma fonte importante para a descoberta de novos metabdlitos
secundarios bioativos (GUNATILAKA, 2006).

1.2 Fungos Endofiticas

Os micreorganismos como fungos, bactérias e virus tem atraido a atencdo de
pesquisadoreslurante séculos, pela percepcdo da importancia destes para os humanos,
animais e plantagpesar dos efeitagegatives, os fungos sdo responsaveis galaducédo de
vitaminas, antibiéticos, bem comautilizados em processos fermentativos e de
biotransformacado IQCA; ALLARD; BERLINCK, 2014). De 23.000 compostos ativos
(antimicrobianos, citotoxicos, antivirais e imunossupressores) a partir de-oniEeismos,

42% sao prduzidos por fungos e 32% por actinomicet@®% dos antibioticos sao
produzidos por bactérias ndo filamentosas e cerca de 20% sao produzidos por fungos
filamentosogDEMAIN, 2014).

Produtos naturais bioativos isolados de fungos endoéfitos associados tas plan
superiores estdo atraindo a atencdo de quimicos e bidlogos devido ao aumento constante de
publicacbes dedicadas a este tema nos ultimos anos (113 artigos de pesquisa sobre
metabolitos secundarios de fungos endéfitos no periodo de22@® 69 em 206&@007, 36
em 20042005, 14 em 20022003, e 18 em 206R001) (ALY et al., 2010).
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Fungos endéfitoseppdon= no interior;phyton= planta) sdo micr@rganismos que
colonizam assintomaticamente o interior de plantas, sendo encontrados em 0Orgaos vegetais
comoas folhas, caule, frutos, sementes e raizes, podendo habitar a planta por toda vida, sendo
transmitidos, em alguns casos, para futuras geracbes através da semente do hospedeiro
(GUNATILAKA, 2006; RODRIGUEZ et al., 2009; TAN; ZOU, 2001; KUSARI; PANDEY;
SPITELLER, 2013). Azevedo e Araujo (2007) definem como mimrganismos enddfitos
todos aqueles que séo cultivaveis ou ndo e que habitam o interior de vegetais sem prejudicar o
seu hospedeiro e sem produzir estruturas externas emergindo dos vegetais.

Normalmene, os endofitos penetram nas plantas por aberturas naturais (estdmatos e
hidatodios), feridas, também pela producéo de enzimas hidroliticas, em especial as celulases,
gue faciltam sua penetracdo. Apos a entrada na planta hospedeira, os endoéfitos podem
colonizar os espacos inter ou intracelulares e em vasos condutores com xilema e floema
(AZEVEDO; ESPOSITO, 2010).

As interacdes estabelecidas pelos endoéfitos podem variar desde o mutualismo
(enddfito e planta hospedeira obtém vantagens) até o parasitismenfsoo endéfito é
beneficiado). Na associacdo mutualistic@&ndofito recebe nutrientes e protecédo da planta
hospedeira, enquantm endofito sintetiza metabdlitdsoativos auxiliando nas respostas de
defesa da planta, quer por inibicdo de enzimagpaucompostos dsinalizacAdBAE et al.,
2009 KUSARI, 2015. A visdo mutualisticala interacdo fungo endofitiguanta tem sido
associada a endofiticos de gramineas de regides temperadas. Esta visdo foi sustentada
principalmente por estudos com endofitiads géneroNeotyphodium,0s quais infectam
gramineas, protegends contras herbivoros pela producdo de alcalo(@&s TMAN;
BELL, 2003). Alguns relatos sugerem um complexo sistemacalunicacdo envolvendo
cruzamento de informacdes genéticas entre enddBt sua planta hospedeira durante a
formacdo da associacdo. Além disso, 0os genes podem regular a producdo de metabdlitos
secundarios bioativos pelos enddfitos e essas interacdes podem induzir a expressado de genes
gue conferem resisténcia as plantas hospasl (BAILEY et al., 2006 Como citado, os
fungos endoficos podem influenciar direta ou indiretamente na fisiologia da planta
hospedeira, reduzindo ou prevenindo o stress. Em plantas sensiveis a seca, os fungos
endofiticos, além de armazenarem e saceeh acgucar e alcool, também reguza
transpiracdo das folhas, evitando assim o stnésco da planta ZHANG; SONG; TAN,
2006).

Uma pesquisa com endofitos isolados da plafitca minoridentificou, em uma

linhagem isolada do caule, o alcaloide vinaaamium estimulante cerebral e vasodilatador,
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sendo este metabolito encontrado primeiramente no caule e folhas da planta hospedeira (YIN
SUN, 2011). Estes fatos evidenciam as interacdes endhdfpedeiro e um possivel
cruzamento de informacdes genétieatre os organismos envolvidos.

No entanto, este dogma de interacdo mutualistica entre fungos endofiticos e plantas
esta sendo questionado, pois a adaptacdo em seu hospedeiro ndo depende somente d:
presenca do endofito, mas tambémgidmétipo da planta do endoéfito, devarios fatores
abidticos e de outras espécies goteragem com o hospedeiro direta indiretamente
(FAETH, 2002; MULLER; KRAUSS, 2005). Pode citar algumas razbes do
guestionamento deste dogma coommflitos entre o hospedeiro e a regugdo dos fungos
endofiticos, os custos energéticos de abrigar o endofito e a supresséo do sistema imunolégico
do hospedeiro para que o endofito sobreviva e com isso aumente a suscetibilidade a outros
fungos patdgenos. Estes fatores podem desestabiligentaose e conduzir mudangas na
reproducao do fungo e do hospedeiro e nas interacdes eruléfita (SAIKKONEN et al.,
2004).

Outros autoressugeremque a colonizacdo assintomatica € uma balanca de
antagonismo, onde ocorre um equilibrio entre a virulédaifungo endofitico e as respostas
de defesa da planta. Esta balanca é dinamica e pode ser alterada sob conditéssdde
hospedeiro ou alteracfes fisiolégicas em um dos organismos envolvidos (SCHULZ et al.,
2005). Recenemente, revelose que a int@cado endofib-planta pode ndo ser apenas o
equilibrio entre a viruléncia &s respostas de defesa, mas uma interacdo mais conifiexa
exemplo, o enddfito F. solanj isolado deC. acuminata que produz o anticancerigeno
camptotecina (KUSARI et al, 2009 poderia também produzir os rpcursores d
camptotecina. No entanto, a enzieavolvida na biossintese deste composto esta presente
somente na planta hospedgikdJSARI; ZUHLKE, SPITELLER 2011).Entdo é necessario
reconsiderase a transferéncia horizahtde genes (plangaragenomado endofito ou vice
versa) € o unico mecanismo qual oendoéfitospossanproduziros mesmosompostogjue
seu hospedeiro (KUSARSPITELLER, 2011)Como as plantas sao colonizadas por diversos
micro-organismos endofiticogstes podem interagir direto ou indiretamente como outros
endofitos. Estas interacdes desempenham um papel fundamental na producdo de metabdlitos
por bactérias e fungos endofiticos (FigurdKlYySARI; HERTWECK; SPITELLER, 2012)
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Figua 1. Esquema representativo de -énddfitmBb)st ACkos etnal
entre fingos endofiticos;) A Cr o s s tumgbskedhactérias endossimbiont€d) ( A Cr os st al
entre fingos e bactérias enddfiticas.
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Fonte: Adaptadode Kusari; HertweckSpiteller(2012, p.795)

1.3 Espécie vegetal hospedeir&ugenia brasiliensis

O géneroEugeniaé um dos mais representativos da familia Myrtacés®.Brasil,
existem 350espécies nativaslesse géneroEugenia brasiliensis Lam é uma avore
encontrada nditoral das florestas brasileirasomumente conhecida congrumixamaou
cereja brasileira (FISCHER et al., 2008) fruto € rico em antocianinas e carotengidegue
confereuma alta capacidadentioxidane e anttinflamatria para esteextratos TEIXEIRA
et al., 2015).

E. brasiliensigFigura2) possuicasca e folhas aromaticagndo que suas folhas séo
utilizadas na medicina popular no tratamento de reumatismo, artrites e diabetes, além de
demonstrarem atividades antidepressiva eiafiamaoria, as quais podem ser atribuidas a
presenca dos compostos fenoli¢€GOLLA et al., 2012; PIETROVSKI et al., 2008).
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Fonte: Autor

Estudos fitoquindos das folhas de=. brasiliensis descrevem o isolamento e
identificacdo de triterpenasmo U-amrina, b-amirina,betuling, e compostos fendlicos como
aquercetim, cateuina e glocatequing MAGINA et al., 2012)

Estudos realizados por Dametto (2p1por LC-MS/MS com os frutos deE.
brasiliensis permitiram a identificacdo de varias antocianinas como a delfini@ia-
laminaribiosideo, delfinidin@-Ogalactosideo, delfinidind-O-glicosideo, cianiding-O-
galactosideo, dentre outras. Estubadogicoscom os extratos as folhas deE. brasiliensis
mostraramatividade antioxidante antrinflamatoria, evidenciada pela inibicdo de enzimas
cicloxigenases COX e COX2. As substancias isoladas das folhas HElbrasiliensis
pertencem a classe ddissacadeos flavanonaschalcona eneolignana.

Estas e outras questdes instigam o estudo quimico, enzimatico e biolégico dos fungos
endofiticos associados a esta espécie vegetal, objetivando obter dados que direcionem para a
compreensao da relacdo endéfimspeded e a utilizacdo dos produtos destes endéfitos nas

areas de interesse.
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1.4 Potencialbiotecnolégico dos enddfitos

Os fungos endofiticos possuem a capacidade de produzir uma ampla variedade de
enzimas e metdllitos secundéarios, que exibem diversas asisles biologica§CORREA,
2014).Atualmente os micr@rganismos sao uma das formas de vida mais importantes, a qual
fornece ferramentas biotecnoldgicas para a transformacdo da matéria organica, assim como a
producdo de produsoquimicos e bioquimicos Utgl©OCA; ALLARD; BERLINCK, 2014).

A investigacdo do potencial dos fungos @fiticos para a producdo de enzimas e
metabdlitos bioativos € de grande interesse, dadas as inUmeras possibilidades de aplicaces
biotecnolégicas destes compostos. Consideraa® os endofiticos constituem a maior
parcela da diversidade fungica inexplorada, ainda ha poucos estudos relatando concretas
aplicacdes biotecnoldgicas deste nicho (NISA et al., 2015).

Entre micreorganismos capazes de produzir enzimas destaeams fungos
filamentosos, pelo seu facil cultivo e elevada producdo de enzimas extracelulares de grande
interesse industrial. Os fungos endofiticos representam uma fanieo explorada na
obtencéo de enzimas com diferentes aplicacdes tecnoloBlda&SOBATY; JOSHI, 2012).

1.4.1 Metabodlitos bioativos

Trabalhos mostraram que os fungos endoéfitos cdbdymostilbesp, isolado de
Taxus chinensisar. (WANG, Y.; TANG, 2011) eBotryodiplodia theobroma®at., isolado
de Morinda citrifolia Linn., (PANDI; MANIKANDAN; MUTHUMA RY, 2010)produzem o
farmaco taxol, sendo este isolado pela primeira vez do fungo endofitigomyces
andreanaedurante os anos 90 (STIERLE et al.,1998p producdo de paclitaxgbelo
endofito Penicillium aurantiogriseumisolado deCorylus avellanafoi possivel identificar
clusters de genes envaleis nesta producdo diferentes do hospedalsmonstrando a
evolucédo biossintética em espéciedeaicillium, independente da planta hospedeffANG
et al., 2014NEWMAN; CRAGG, 2015) Com as evidéncias deig fungos endéfitos podem
também produzir o taxol visualizeae um novo processo, talvez mais eficiente e menos
dispendioso, para a producéo deste importante farmaco.

Outros produtos potencialmente bigas produzidos por fungos endofiticogrecem
destage, como os anticancerigenos: derivados de aemtegliona (ZHANG et al., 201@2-
oxa(l2)-citocalasinas (PRITI et al., 200®) novos meroterpenoides (pestalafones J e K)
(WANG, B., 2016) Pesquisas ainda relatam outros compostos com atividades prosissora
como a antraquinonas (ZHANG; SONG; TAN, 2006) e &hitldoxicamptotecina (SHWETA



Introducéo 40

et al., 2010), poderosos agentes antineoplasicos, isolado dos fungos emtiédispsrasp. e
Fusarium solani respectivamente; e o subglutinol A e B, um agente imunossqure
produzido pelo endofitusarium subglutinangGUO et al., 2008). Kusad Spiteller(2011)
descreveam a producdo de hipericina a partir de um enddfito isoladoHgpericum
perforatum um agente no combate a depressdo e ansieHau®012, isolotse do fungo
endofitico pertencente ao géneRhomaassociado arisaema erubescen®s metholitos
tricodermina e cercosporamida, com fortes atividades antifangicaseapifisicagWWANG,
L. et. al., 2012

Dentro deste contexto,soprodutos naturais deurfgos endofiticos apresentam um
amplo espectro de atividades bioldgicas, seattuns exemplos, antimicrobian&L(Y;
DEBBAB; PROKSCH, 2011WANG, L. et. al., 2012 ansiolitica (KUSARI;SPITELLER
2011), neuroprotetiva®LY et al., 2010) propriedades imwssupressora&sUJO et al., 2008
e antineoplasico§YANG et al., 2014; WANGB., 2016; SHWETA et al., 2010NVANG, L.
et. al., 2012)Kigura3).
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Figura 3. Substancias bioativas isoladas de fungos endofiticos.
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1.4.2 Enzimas

As enzimas de origem microbiana ocupam lugar de destaque no mercado
biotecnolégico, sendo inUmeras as aplicacdes em processos indusisigisoteases, por
exemplo, sdo comercializadas em grande esealabiorremediacdo, nas industride
alimentos, detergente, cour@ na indastria farmacéutica. Asmilases por sua vezsao
utilizadas nas industrias de amido e panificagfocosméticos e produtdarmacéuticosAs
pectinases sdo empregadasa extracdo de Oleos vegetainasindustria téxtil e desucos
naturais As xilanases sao utilizadas em industrias de alimentos, de farmacos, de polpa de
celulose e papel (SAID; PIETRO, 2004s celulases séo utilizadas em indastrias de papel
alimenticia, farmacéutica, maisrecentemente, na hidrélise da xigapresente emnateriais
lignoceluldsicos para a obtencdo de xilose, a qual pode ser convertida em etanol de segunda
geracdo por alguns micarganismos fermentadordKUHAD; GUPTA; SINGH, 2011
SHARADA, 2014. Estimase que, a venda mundial de enzimagusiriais ja atingiu um
valor de US 1,6 bilhdes de ddlares, dos quais a celulase e enzimas aliadas ocupam no mercado
uma posicéao significativa (SHARADA, 2014).

Devido a atividade significativa das substancias produzidas pelos fungos
capacidade de san facilmentecultivadosem escala industriatoqueté de celulase em
fungos sdo um excelente ponto de partida para aplicagdeisrrefinarias (PAYNE, 2015).

Umdos problemas para a utilizacdo de enzimas nos processos industriais € o alto custo
envolvido e alternativas para solucionar este problemacgltvo de micreorganismos por
fermentacdo em estado s@lidFES, devido a possibilidadele utilizacdo desubstratos
lignocelulésicos de baixo custo e amplamente disponiveis, como residuos agricolas,
agoindustriais, florestais e urbanos, que suportam o crescimento microbiano e estimulam a
producdo das enzimas (GAO et al.,, 2008; GRAMINHA et al., 2008; SUKUMARAN et al.,
2009). No Brasil, estes residuos e subprodutos agricolas/agroindustriais sdo abundprge
possibilita a sua utilizacdo em bioprocessos, especialmente no que se refere ao bagaco de
canade-acucar (LEITE et al., 2009), cuja producéo anual é estimada em torno de 186 milhdes
de toneladas (SOCCOL et al., 2010). O cultivo de fungos filareestpor FES simula as
condi¢cOes ddabitatonde estes microrganismos sao naturalmente encontrados e, em geral,
possibilitaa vantagem em termos ddevadasconcentracdes enzimaticas e produtividade
fermentativa(GERVAIS; MOLIN, 2003 YOON, 2014)

A principal fonte de enzimas industriais sédo os fungos filamentosos, devido a sua

excelente capacidade deoducdo de enzimas extracelulares. Deste miodgos endoficos
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sdo capazes de degradaatrizes complexa@-igura 4)para a producédo do combustivel efano
e outos produtos com valor agregaddém disso, os fungos endofiticos podem se tornar a
nova fonte de enzimas uteis industrialmente, como as amilases, lipases e proteases
(CORREA, 2014)

Bhagobaty edkshi(2012) relatam que endofitos isolados dastpsiPotentilla fulgens
e Osbeckia stellatapresentaram a producéo de xilanase, lipase, protease, amilase e celulase.
O fungo endofiticoAcremonium strictumisolado debiomas brasileirgsapresentouoas
atividades celuloliticas quando cultivado em bagdeaanade acucar GOLDBECK et al,
2013). Ja o enddfit@ylindrocephalunsp., isolado délpinia calcarata demonstra elevada
atividade amiloliticg SUNITHA et al., 2012).

Figura 4. Esquema representativo da fibra de celulose.
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Fonte: Adaptado dd. Hettenmaier & Sohne.
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1.5 GénerosXylaria, Diaporthe e Colletotrichum

Os fungos pertencentes a esses géneros sdo fungos filamentosos, ja isolados como
endofiticos em nosso grupo de pesquisa, porém de outras plantashasped

O enddfitoXylaria sp. (Figura 5a) € conhecido por produzir muitos metabdlitos novos
e bioativos, como por exemplo, citocalasif@AFEU et al., 2005), fitoxinasABATE;
ABRAHAM; MEYER, 1997), ciclopeptideosWU et al., 2011)sesquiterpenos erefilanos
(SONG et al.,, 2012)entre muitas outrasKylaria cubensis isolado deLitsea akoensjs
produziu sesquiterpendes como lMidroxitujopsena e xylaritriol, um novditerpenoie
(cubentriol),um al@loide (@kodionira), uma nova isogunarina (@kolitseina) (FAN et al.,

2014) dentre outras.

O enddfito Diaporthe sp. (Figura 5b),que em sua forma assexuada & denominado
Phomopsissp. produz as citocalasinas H e J, as quais demostraram ter efeitos inibitorios
potentes frente aos neutrofilos humanos, atoac@mo inibidores potenciais de NADPH
oxidase e podendo assim ser alvos promissores para o desenvolvimento de agentes anti
inflamatorios (CHAPLA et al., 2014). Estudos realizados por Silva et al6)2@0n o fungo
Phomopsis cassiaeonduziram ao isolamém de dois novos policetideos e cinco novos
sesquiterpenos da classe dos cadinanos, sendo que algumas destas apresentaram atividad
antifingica contra os fungos fitopatogénic&adosporium cladosporioidese C.
sphaerospermupe também atividade citot@d, in vitro, contra linhagem celularedtumor
cervical humano (HelLa).Destacase o0 isolamento de duas novas benzopiranonas
(Diaporteona A e B)deste fungo, as quais inibiram o crescimento da linhagem
Mycobacterium tuberculosiBUNGIHAN et al., 2011)O endoéfito Diaporthesp., isolado de
Camptotheca acuminat@roduziu quatro analogos da lovastatina, um importante redutor de
colesterol (LIU et al, 2013)Ja o endoéfitoPhomopsis vexansisolado de Solanum
xanthocarpum produziu 550 mg L* de lovastatina (PARTHASARATHY:;
SATHIYABAMA , 2015).Um composto inédito, derivado de triterpenoide tretraciclico 19
nor-lanostana, isolado deiapothesp., exibiu atividade antibacteriana significativa frente a
bactérias Grarpositiva e negativa, especialmenteSaeptocacus pyogenes Pseudomonas
aeruginosa bem como dinhagem patogénica human&taphylococcus aureud.l et al.,

2015).

Colletotrichum (Figura 5c) € conhecido pela producdo dacido cdletotrico,
produzido porC. gloesporioidesassociado a espécie vegefatemisia monglica, que
apresentou bioatividade contra as linhagensBdeilus subtilise Staphylococcus aureus
(ZOU et al., 2000). Ressalte queColletotrichum gloeosporioidessolado como enddéfito de



Introducéo 45

Piper nigrum produziu o alcaloide piperina, oate um metabolito caracteristico da planta
hospedeira. A pigrina é relatada por apresentavidades bioldgicas como: antimicrobianas,
antidepressivas, aritiflatmatoriss, antioxidante e antitumoraiCHITHRA et al., 2014).
Nos estudos conColletotrichum sp., um enddfito dduxus sinica(plantatradicional da
medicina Chinega isolouse trés novos cmpostos (cbetotrichonas AC), os quais
apresentaram excelentes atividades antibacter{@aNG, W. et al., 206).

Dentro deste contexto, é evidentggrande diversidade e potencialidade biol6gica

destes géneros de fungos endofiticos.

Figura 5. Fotos deXylaria cubensiga), Diaporthesp. ) e Colletotrichumsp. (c) cultivados em PDA
em placa de Petri.

(@) (b)

Fonte: Autor
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Figura 6. Substancias isoladas dos génetgkaria, Diaporthee Colletotrichum
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1.6 Cocultivo

Estudos recentedo genomade micreorganimosrevelaram que tais organisms&o
capazes de biossintetizar metabolitos secundariosdieensidade estrutural superias ja
existentes Como muitos genes, responsaveis pela biossintese de produtos naturais podem
estar silenciados em condi¢cbes laboratoriais, instigao desenvolvimento de novas
estratégias para a ativagdo das vias biossintéticas. Neste sentido uma dasasdratégi
cultivo de micreorganismos, que envolve o cultivo deiglou mais micreorganismos no

mesmo ambiente.
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Os micreorganismos ndovivem isoladamente na natureza, fazenparte de
complexos ecossistemas e, por isso, as comunidades microbianagnatney imenso
potencial para a producdo de novos compostos. Ha uma diversidade de sinalizagBes e
interacbes ocorrendo entre 0s miomanismos que sdo capazes de instigar a producédo de
novos compostod.ais compostos, produzidos de forma dinamica, sdoult® interesse para
a descoberta deovos farmacasA sobrevivéncia em um ambiente competitivo exige
estratégias que provavelmente culminam na producdo de compostos bioativos (BRAKHAGE
& SCHROECKH, 2011BERTRAND et d., 2014.

O cocultivo de micreorgansmos pode ser realizado tanto em meios solidos ou
liquidos e, recentemente, os estudos centramamas interacdes e na descoberta de novos
metabalitos bioativos de origem microbiaBERTRAND et al, 2019.

Estudos realizados com-coltivos deTrichophybn rubrume Bionectria ochroleuca
em meio soélido foi possivel observar a inibicdo do crescimanbmga distancia entre os
micro-organismos. A partir deste -@ultivo foi identificado o metabdlito: 4hidroxisulfoxk
2,2"-dimetiltielavina P (um trimero ssbtuido de acido 3;8imetilorselinico) (Figura 7)
(BERTRAND et al., 2013). A ceultura em meio liquido d&usarium tricinctume F.
begoniaeinduziram a producdo de idonovos depsipemtéos como sulmatinas A e B
(Figura 7), os quais nao foram detectmdas monocultutrgd8VANG, J.et al.,2013).

O cocultivo de Inonotus obliquuse Phellinus punctatuglemonstrou a reducao na
producéo de biomassa micelial, mas houve um aunmenfwoducéo de compostos fendlicos,
melaninas e da classe dos triterpenoidasstano$ZHENG et al.,2011)

Nonaka e colaboradores (2011) isolaram uma nova substancia, denominada
secopenicilida C eoutras quatro conhecidas, como: penicjlidC-141, pestalasina A e
estromemicina (Figura 7) todas do caultivo liquido de Penicillium pinophilum e
Trichoderma harzianumA producdo desses compostos, exceto a pestalasinadé ®ia 6
vezes superiono cocultivo comparado anonoculturaP. pinophilum o qual € responsavel
pela producao destes compostos isoladamente.

Devido a complexidde dos extratos microbianos, métodos analiticos avancados,
como a espectrometria de massas, sdo fundamentais para o éxito na deteccao e identificacdo
de metabdlitos produzidos pelos-caltivos BERTRAND et al, 2014).A comparagédo da
producdo da monocuita com a do caultivos pode ser avaliada por ferramentas estatisticas
como scoresde RCA (Andalise de componentes principaid)LS (Minimos quadrados

parciaig, PLSDA (Andlisediscriminante com calibracdo multivarigddentre outras
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Figura 7. Compostos isolados do-coltivo de fungos.
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Fonte: Bertrand et al. (2013Wang J.et al.(2013); Nonaka et al. (2013).

1.7 Epigenética
Os fungos sdo organismos capazes de biossintetizar uma grande dieegsittaica e
biologica de metabdlitos secundarios. Infelizmente, métodos de fermentacdo em condicbes

laboratoriais sao ineficientes para mimetizar o habitat natural de um organismo. Como muitos
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genes, responsaveis pela biossintese de produtos nat@icessio expressos no ambiente
artificial de laboratéripinstigase o desenvolvimento de novas estratégias para a ativacao das
vias biossintéticasBRAKHAGE; SCHROECKH 2011; WILLIAMS et al., 2008) Neste
sentido uma das estratégias que possibilitara campdrasa descoberta de novas moléculas
bioativas € apigenética comuma metodologia alternativa e eficaz para induzir a expressao
de vias silenciosas e melhorar a producéao de produtos naturais em fungos (WILLIANS, et al.,
2008). A epigenética consiste emuatancas hereditarias na expressdo génica, sem alteracédo
na sequéncia de DNAo0s mecanismos epigenéticos, os mais estudados e conhecidos sao a
metilacdo do DNA e as modificacbes das histonas, ao quagocam a repressao
transcricional (CICHEWICZ, 2010), inibindo a expressao de genes que culminariam na
producéo de metabdlitos secundarios.

As metilacbes no DNA ocorrem pelas enzimaNA metiltransferases (DNMTS),
resultando na conversdo da citosina em seu correspondéntetilsitosina Figura §
(CICHEWICZ, 2010).

Figura 8. Metilacdo da citosina do DNA.
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As histonas sé@o proteinas associadas a cromatina e possuem importantes funcoées.
Nestas proteinas h4 o enovelamento do DNA e as mesmas participaontrmecda
regulacéo transcricional, que é essencial para o bom funcionamento celular (CICHEWICZ,
2010). A acetilacdo do grupeanino da lisingFigura 9)é a mais estudada modificacdo pos
traducional em histonas de fungos. O processo de acetilacdo cetiles@®o da lisina é
realizado por dois grupos de enzimas: histonas acetiltransferases (HATS) e histonas
desacetilases (HDAS), respectivamente. A acetilacdo/desacetilacdo da lisina influencia na
afinidade de ligacdo com o DNArigura 10, o que contribupara uma transicdo entre o
estado da cromatina fAabertao e Afechadabo,
ndo dos genes, respectivamente (CICHEWICZ, 2CHERBLANC et al., 2013; PONS et
al., 2009).

Figura 9. Acetilagdo nos residuos de lisina da histona
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FiguralOOModi fi ca- »es na histona: cromatina faberta
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Fonte: Adaptada: Pons et al. (2009).

Uma série de pequenas moléculas surgiu como ferramentas gpermitido o
desenvolvimento deéécnicas epigenéticas, sendo estapazes de seletivamente ou semi
seletivamente inibir a DNA metiltransferase (DMNT) ou a histonsaaiilase (HDAC)
alterando o processo de transcricdo do DNA.

Para expressar os gergkenciados, surgiram moléculas com@Zacitidina e acido
hidroxdmico suberoilanilida (Figurhl), capazes de inibir metilacdo do DNA e a enzima

desacetilase (HDAC)respectivamentiCHERBLANC, et al, 2013).
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Figura 11. Estruturas de moléculas utilizadas como moduladores epigenéticos

Inibidores da DNA metiltransferase Inibidores da histonadeacetilase
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Fonte: Cichewicz(2010.

Os moduladores epigenéticos podem ser empregados para expressar vias biossintéticas
silenciosas e melhorar a produgcdo de metabdlitos secundéarios de fundgddAMS et al.,

2008).
As modificacBes epigenéticas emitatas fungicas tém demonstrations resultados na

producao de produtos naturais, como por exemplo, o culti@atesporium cladosporioidesa
presenca de-&zacitidina (inibidor de DMNT) resultouonisolamento de oxilipinas (Figura 12),
substancias sinalizadords células intra e interspéciegWILLIAN, 2008).

Chung e colaboradores (2013) observaram a mudanca da producdo metabdlica do fungo
Beauveria felinacultivado com o modulador SAHA (inibidode HDAOQO), isolando trés
ciclodepsipeptideosinéditos (Figura 12), ndo encontrados no controle. Outro trabalho
interessante foi o cultivo do funde@ucostoma persoomiia presenca do modulador butirato de
sédio (inibidor de HDAC), resultando no aumento @aoducdo dos compostos
antimicrobianos conhecidos como citosporonas B (360 %), C (580%) e E (890%), além da

producédo da citosporona(Rigura 12) ainda nao relatada na literatura (BEAU et al., 2012).
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Figura 12. Compostos isaldos do cultivo de fungos com moduladores epigenéticos.
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Fonte: Williams et al. (2008); Chung. et al.(2013); Beau et al. (2012).
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2. OBJETIVOS GERAIS

Os objetives dese trabalho foam o estudo quimicopioldgico e erzimatico dos

fungos endofiticosisolades de Eugenia brasiliensisDentre os isolados,sofungosXylaria

cubensis Diaporthe sp. e Colletotrichumsp. foram estudados quimica e biologicamente,

sendo ainda avaliados sitfluéncia de moduladores epigenétieosc cultivo.

2.1 Objetivos Especificos

1.

Isolamento, purificacdo e preservacdao dos fungos endofiticos associ&ilmeria
brasiliensis

Cultivo dos enddfitos isolados d&e brasiliensisem FDB e Czapek (escala reduzida)
e obtencao dos respectivos extsaboutos;

Triagem quimica dos extratos brutos obtidos, por RMRHde HPLC-DAD;

4. Triagem biolégica dos extratos brutos obtidos, pela avaliagdo das atividades:

10.

11.

anticolinesterasica, citotoxica e antifangica,

Triagem enzimatica dos endofitos isolados He brasiliensis pelo cultivo por
fermentacdo em estado solido (FES) utilizasddbagaco de cafke-acucar e farelo

de trigo como substratos;

Selecdo dos fungos mais promissores quanto ao potencial biolégico, enzimatico e
metabolico;

Cultivo em FDB dos endofitg Xylaria cubensisDiaporthe sp. eColletotrichumsp.

em escala ampliada;

Isolamento, elucidacdo ou determinacdo estrutural dos metabdlitos secundarios por
técnicas cromatograficdslPLC-DAD, colunas abertas®) espectrométricas (RMN de

'H e*3C uni e bidmensionais, EM

Avaliacdopor LC-MS e por RMN déH do ®-cultivo dos endéfitoxXylaria cubensis
Diaporthe sp. eColletotrichumsp. en meio sélido e liquidaonstituido poPDA e

PDB, respectivamente;

Avaliacdo dos cocultivos frente aos ensaios biologios anticolinesterasico e
antifingicq

Avaliagdoda influéncia dos moduladores epigenéticos na producéabéieta dos

fungos selecionadoXylaria cubensisDiaporthesp. eColletotrichumsp.).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1Meios de cultivo

Tabela 1. Meios de cultura utilizados para o cultivo dos fungos endofiticos.

Meios de Cultura  Tipo [ JgL™ Composigao Fabricante
PDB Liquido 24 Fécula de batata (4g), dextrose (20g) Acumedia
Sacarose (30g), NaN , Na(POQy)s (19),
Czapek Liquido 35 (300) B9) (PQs (19) Himedia

MgSO, (0,59), KCI (0,59), FeS£0,019)

- Fécula de batata (49), dextrose (209), _
PDA Solido 39 Acumedia

agar (15g)

_ . Digestdo enzimatica de gelatina (5g), extra _
Nutrient Solido 23 Acumedia
de carng3g), Agar (159)

Fonte: Autor

3.1.2Solventes

Para aobtencdo dos extratos brutos estalaeduzida eempliada comoparaCCDC,
separacdes cromatograficas em coluna &1€inC, foram utilizados, acetato de etilaetanol
P.A. e analitico, claférmio e acetonitrila das seguintesrozs: Merck, J.T. Baker, Synth e
Qhemis Em analisese RMN 1D e 2Dutilizou-se ossolventes deuteradosDMSO-ds, CDCl3
e CH30H-d,4 (Aldrich, CIL e Deuterd.

3.13 Reagentes

Os moduladores epigenéticos utilizados fioraacido hidroxamicosuberoilanilida
(SAHA) e 5azacitidinaD9 8 % H P L GAld¢icR)i g ma

3.1.4 Cromatografia em Coluna

Nos fracionaments cromatogaficos em coluna abertaob vacuoforam utilizadas
colunas de vidro de diferentes diametiogernos e comprimentos. A fase estacionaria

utilizadafoi: silica gel50-60 C-18 (MachereyNage).
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3.15 Cromatografia em Camada Delga@@mmparativa(CCDC)

Nas analises por CCOD foram utilizadas placas desilica gel 60 G fs4 analiticas
(MachereyNage).

3.1.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo aelds HPLC-
DAD)

As andlises poHPLC-DAD analitico foram realizadas no equipamento Shimadzu
com detector ultravioleta em arranjo de diodos (DAD) (Shimadzu-EPTA), com
degaiseificador DGL20A; e injetor automatico Shimadzu SHOA. O tratamento dos daslo
foi obtido atravéslo software Shimadzu LC solution (versaoS5LS¥2). Foi utilizada uma
coluna analitica Phenomenkdnacom silica tipo octadesil silano {88) (250 x 4,60 mm; 5
€ m)Realizouse também analise® equipamento Waters (UPLC) com detedim-Vis e
injetor automaticd1L-10ADVp. Foi utilizada a coluna analitica Acquity UPYGsilica G18
(2,1 x 100 mm; 1,7 ¢€&m).

As separacdes cromatograficas pgePLC-DAD preparativo foram realizadas no
equipamento Shimadzu com detector ultravioleta em arrdejdiodos (DAD) (Shimadzu
SPDM20A), com degaiseificadoinjetor manuale software Shimadzu LC solution (versao
1.25 SH). Foi utilizada umaoluna sempreparativa Phenomenex Luna, silicd& 250 x
100mm; 5 & m) .

3.1.7 Ressonancia Magnética Nuclede Hidrogénioe Carbono(RMNde'H e *C)

Os espectros de RMbe *H (300 e 600 MHze **C (75 e 151 MHz)1D e 2D foram
realizados em espectromeBouker300Fourier(7,1 T) e Bruker Acend600 (14,1T).

3.1.8 Espectrometria de Massas

Os espectros de mwas de altaesolucdo foram obtidos em espectrometcomo:
Bruker Maxis ImpacESIQqTORMS (software Data Analysis, versao 4.2)Taéermo
Scientific LTQ Orbitrap Velos (software-%alibur).

Os espectros de massas de baixa resolucdo foram obtidos extnéesps como:
Thermo Scientific LCQ Fleet lon Trap LC/MS (software -Balibur, versdo 2.1g Agilent
3200 QTRAP (Linear lon Trap Quadrupole LC/MS/MS)ftwareAnalyst, versdo 1.5)1
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3.19 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncecoplada eEspectromiia de Massas

As analisesdas micreextragdes oriundasdo cocultivo e da epigenéticdoram
analisadas norematégrafo liquido de ultralta pressdo WHPLC) Accela High Speed LC
Thermo Scientife acoplado ao espectrometro de masgskRMS) LTQ Orbitrap Vdos. Foi
utilizada a coluna analitica Acquity UPECsilicaG18 (2,1 x 100 mm; 1,7

As amostras oriundas da epigenética também foram analisadas no HPLC analitico
Agilent acoplado aoespectrémetro de massdgilent 3200 QTRAP (Linear lon Trap
Quadrupad LC/MS/MS) Foi utilizada uma coluna analitica Phenomenex Luna com silica
tipo octadesilsilano(@8) (250 x 4,60 mm; 5 &m).

3.110Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncacoplada aSPETT

A separacdao cromatograficpor HPLC-SPETT (High Peformance Liquid
Chromatograpmpolid Phase Extractiefmransfer Tubg analitio foi realizada no
equipamento Agilent 1260 Infinitygom detector ultravioleta em arranjo de diodos (DAD)
(1260 DAD VL), com injetor automaticsistema de extracdo em fase soitaker/Spark
Prospekt Il e um transferidor/preparador automatico de amostras (GilsoepftWare
utilizado foi HyStar(versdo3.2). Foi utilizada uma coluna analitica Phenomenex Luna com

silica tipo octadesil silano ¢(€8) (250x 4, 6 0 mm; 5 & m) .

3111An8l i se de r®sta-«o -ptica [ U]

Os valoes de rotacdo Opticloram obtidos em polarimetrdigital Perkin Elmer
modelo341LC, com lampada deddio( &= = 5e&da degquajtzo com caminho otico de
1,00dm
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3.1.12 Equipamentos

Tabela 2. Equipamentos para o desenvolvimento do projeto.

Equipamentos Fabricante
Autoclave vertical Quimis e Phoenix Luferco
Céamara de fluxo laminar Pachane PA10
Incubadora com agitagéo orbit QUIMIS
Milli -Q Millipore
Rotaevaporador BUCHI
Balanca analitica Mettler Toledo AG 245 e AG 204
Balanga semanalitica Gehaka BG 2000

Fonte: Autor

3.2 Métodos
3.2.1 Obtencao danhagemfungica

A coleta de folhas, frutos e ramos jovens e saudavedisigenia brasiliensisealizou
se na cidade de AraraqueB®. O isolamento dos enddfitos inicise com a lavagem da
superficie do material vegetal em agua corrente, e esterilizacdo por imersdo em NaClO 1% e
em etanol 70%, seguida de uma dupla lavagemgma astéril (Tabeld) (SILVA, 2005).
Apébs o processo de esterilizacdo, as folhas/frutos/ramos foram seccionados assepticamente (3
a 4) e incubados em placas de Petri contendo bd¢ateoseagar PDA) e Nutrient agar
estérila 28°C. Apés a esterilizacdem autoclave, adicionese o antibidtico sulfato de
gentamicina (66,7my mL™?) ao meio de cultivo para inibir o crescimento bacteriano. O
crescimento dos fungos foi monitorado diariamente e repigues sucessivos foram realizados até
a obtencéo das linhagepsras. As linhagens foram avaliadas quanto a pureza, através da
aparéncia uniforme nas placas com os md®<ultivos adequadpsendo posteriormente

preservadas em agua estéril (sla(fgyura B).
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Figura 13. Isolamento ds fungos endofiticos deugenia brasiliensis

Eugeniabrasiliensis

Preservacéo

2 O

|

AH.O;

Almerséo:
NaClO 1%
Etanol 70%
H,0 estéril

\_Esterilizacao /

Linhagenspuras

. Crescimento /

Fonte: Autor

Tabela 3. Tempo de esteriliza¢do das folhas, frutos e ramos

Orgaos NaClO 1% Etanol 70% Aguas de lavagem
Folhas 3 min 1 min 15 min total
Frutos 30s 1 min 10 min total
Ramos 5 min 3 min 15 min total

Fonte: Autor

Apos o isolamento,sfungos endofitics selecionados para estudos quimicoram

identificadas por taxonomia ebiologia molecular peld’rof. Dr. Ludwig Heinrich Pfening,

da Universidade Federal de Lavras (UFleAéstdo depositade na Micoteca do Departamento

de Quimica Organica do I1&/-UNESP.
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3.2.20btencéo dos ¢ratos brutos dos endofitos @PDB e Czapek (escala reduzida)

Os dezessetdungos endbfiticos foram primeiramentecultivadess em FDA (placas de
Petri)durante 10 diaa 25 °Ce posteriormentaproximadamente um terco de micélio de cada
placa de Petri foinoculado em cada meio liquidoDB e Czapek, sob modo estético por 28
dias a 25° GFigura 14. O altivo em escala reduzida foi realizado adicionando em frascos
de Erlenmeyer (500,0 mL)200,0 mL de cada meio liquido sendo espgsviamente
autoclavados a 12T por 20 minutosApds 28 dias de incubacdo o caldo fermentado foi
separado do micélio poitfiacdo a vacuo e submetido a particdo liquido/liquido com AcOEt.
O solvente foi evaporado, obido-se assim os extratos brutdsabela6). Paralé&amente foi
realizado o branco BB e Czapek seguindo a mesma metodologia sem a inoculacdo dos

fungos endofitios.

Figura 14. Cultivo e obtencédo dosxtratosbrutos enPDB e Czapek (escala reduzida)

: Crescimento 900 mL de cada :
: meiodecultivo, senda3 frascosde :
: Erlenmeyef500mL)cada :

— o
’ ~
Crescimento em ;
PDB e Czapek -
(28 dias;25°C)
Estatico

1) Filtrag&o a vacuo;
2) 3xX AcOEt,
3) Evaporacao

Extratos Brutos

ColunaLunaPhenomenefC-18) :
30,0puL; grad exploratério HO:CH;OH
(95:05 v/v) & (0:100 v/v); 50 min..;
Vaz&o: 1,0 mlmin?

BIOENSAIOS HPLC-DAD p e e e e e L EE EO R L L

RMN deH

Fonte: Autor
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Os solventes recolhidos foram reutilizados nesta extracéo e apos o término desta foram
adequadamente descartados em frapcegiamente rotulados e encaminhados ao descarte
conforme afNormas Geraisle Gerenciamento de Residuos Quimicos no IQ/UNESP presente
no site: www.ig.unesp.br/APOIKDECNICO/normagesiduos.pdf.

Os extratos futos obtidos foram submetidos aos ensaios hiodsgaRMN de’H ea
HPLCDAD.Asamostras foram submetidas a um-ficl ea
18 acoplado em membrana (Gyh). Apds este procedimento, as amostras (3,5 mg) mL
foram injetadasem HPLC-DAD, utilizando umacoluna analiticaPhenomenex_una tipo
octadesil silano (€18), com injecdo de 30,0 pL e eluicdo em gradiente exploratéfn H
CH3OH (95:05 v/v) a (0:100 v/v) por 50 min., permanecendo nesta condi¢cdo por mais 10
min., nuna vazaade 1,0 mL miite 828 nma 400 nm.

3.2.3 Obtencado ds extratcs brutos de Xylaria cubensis, Diaporthep. e Colletotrichunsp.
emPDB (escala ampliada)

Para obtencdo dos extratos brutos em escala ampliada, o fungo end6fltida
cubensis(Eb_caH_}% foi cultivado em17 frascos de ErlenmeyerS,{ L), o Diaporthe sp.
(Eb_caS_4) em 19 frascos de ErlenmeyBrg L) e o Colletotrichumsp. (Eb_frmH_1) em
40 frascos de Erlenmeyef$2 L), todos contendo meio de cultuP®B. A metodologia de
crescimento e extracao foi asma utilizada emescala reduzida (ite@®2.2). O solvente foi
evaporado, obtelp-se assim o0s extratos bruto®s extratos AcOEt foram submetidos a
anélise do perfil quimico em RMN del e emHPLC-DAD nas mesmas condicées descritas

no item3.2.2.

3.2.4Fracionament dcs extrates brutos emPDB (escala ampliada)

A andlise dos cromatogramas &tRLC-DAD dos extratos brutos em escala ampliada
emPDB permitiu realizar um fracionamento de cada extrato por cromatografia em coluna sob
vacuo, utilizando como fasestacionaria silica de fase reversa (C18) e como fase mével o

sistema de eluentes em gradiertalelad e 5, resultando em 6 fracdes cada fracionamento.
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Tabela 4. Dados dos fracionamentos em coluna aberta dos extratos Aesaata ampliada)

Volume .
Massa : > Massa Gradiente de
Extratos AcOEt Dimensodes da colung de cada

aplicada C18 o eluicao
eluicado

630mg O CMCI®BS 5 oo mL
cm de diametro
H,0: CHyOH
- 370 m 14(;fn°(;2 Ej?:r?])ei(r:ES 80g 210mL  30-100%
(CH30H (viv)
16,0 cm (C18) x 3,5
- 1.0504g cm de diametro 9%g 230mL

Tabela5.Massas das fracGes obtidas do fracionamento dos extratos ACOEd éaapiéibhda)

Massa (mg)
Fracbes | % CH3;OH

30% 2900 145,5 6000
55% 2001 96,0 324,5
65% 80,0 74,9 40,6
80% 25,0 15,0 19,0
95% 11,1 4,8 6,5
100% 18,0 2,3 3,8

As fracBes obtidas forasubmetidas analise em RMN d#H e em HPLEDAD nas

mesmas condicfes descritas no ieaR2.

3.2.5Isolamento dos metabdlitos produzidos por Xylaria cubensis (Eb_caH_5)

A separacdo cromotagrafica de Klyl-Frl, Eb Xyl-Fr2 e Eb Xyl-Fr3 foram
otimizadas enHPLC-DAD analitico (Shimadzu) utilizando uma coluna C18 (Phenomenex
Luna; 250 x 4,60 mm; 5 ,0:@H:O0HE Apéd as otimizagdeseasn g r
amostras foram fracionadas eHlPLC-DAD preparativo (Shimadzu) em colwma18
(Phenomenexuna; 50 x 21,2mm;5 & m e 250 x(Figural5,06emm; 5 & m)
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Figura 15. Isolamentos dos metabdlitos da fracdoX@d-Frl, produzidos poKylaria cubensis

Eb_Xyl-Frl
(80,0 mq)

HPLCsemiprep C18
Gradiente HO:CH;0OH

(95:0525:750:10095:05 v/v); t =60 min

Vazdo4 mLmin?; a=220nme
RMN 1D e 2D

254nm

Tr=6,0 min Tr=11,0 min
Pico 1 Pico 3
(1,7mg) (1,5mg)
Tr=9,0 min

Pico 2
(1,7 mg)

Pico 4
(1,5mg)

Tr=13,0 min

Pico 5
(3,2mg)

Tr=12,5min

Tr=15,1mi
Pico 7 Pico 9
(1,3mg) (2,9 mg)
Tr=14 min Tr=16,6 mi

Pico 6 Pico 8
(1,2mg) (1,2mg)

Tr=18,5 miny

)
Pico 10
(3,1 mg)

Tr=23,5min

—
Pico 11
(1,2 mg)

Tr=19,6 min

l Subl l [ Sub2 ISub;’aeil

Figura 16. Isolamentos dos metabdlitos da fracdmo Xyl-Fr2, produzidos poKylaria cubensis

Eb_Xyl-Fr2
(80,0 mg)

HPLCsemiprep C18
Gradiente HO:CH,0OH

(70:3028:720:10070:30 v/v); t = 50nin
Vazdo:10 mLmin?; 15mgmL?; o= 254nm

RMN 1De 2D

Tr=9 min

Tr=24,5min Tr=25,5min

Te=27,5min  |Tz=29,5 min

Tr=31,5min Tr=32,5min

[

Pico 1 Pico 2
(3,5mg) (1,0mg)

Pico 3 Pico 4 Pico 5 Pico 6
(0,5mg) (1,5mg) (1,0mg) (24,0mg)

Pico 7
(1,8mg)

RMN 1D e 2D

Subb Subb

RMN 1D e 2D

Suby

RMN 1D e 2D
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Figura 17. Isolamentos dometabolitos da fracdo ERyl 5-Fr3, produzidos poXylaria cubensis

Eb_Xyl-Fr3
(80,0 mg)

HPLCsemiprep C18

Gradiente HO:CH,0OH

(40:60:0:10040:60v/v); t =50min

Vazao: 4 mimint; 20mgmL?; a= 220 nm €54nm
RMN 1D e 2D

Tr=3,05,2min | Tg=13,1min Tr=13,6min Tr=14,7min Tr=15,7min Tr=16,3min Tr=18,3min

Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4 Pico 5 Pico 6 Pico 7
(7,4mg) (9,0mg) (2,7mg) (1,6mg) (3,5mg) (12,0mg) (2,4mg)

RMN 1D e 2D RMN 1D e 2D

Sub? Sub8

3.2.6 Isolamento dos metabdlitos produzidos paasiporthesp. (Eb_caS_ %

A separgdo cromotagréafica de EDiap 4-Frl e EbDiap 4-Fr3 foram otimizadas
emHPLC-DAD analitico (Shimadzu) utilizando umaleoa C18 (Phenomendxuna; 250 x
4, 60 mm; 5 &m) e e0:CHOH. A\po% an otimizag ks, asnamestrag H
foram fracionadas erilPLC-DAD preparativo (Shimadzu) em colunagd8(Phenomenex

Luna; 150 x21,2nm; 5 e m e 250 x B@e10 mm; 5 em) (Fi

Figura 18. Isolamentos dos metabdlitos da fracdoBbp 4-Frl, produzidos poDiaporthesp.

Eb_Diap-Frl
(200,0 mg)

HPLCsemiprepC18

Gradiente HO:CH;CN

(95:05 v/v) a (0:100 v/v); t = 6Min
Vazao0:10 mLmin?; =230nme 254nm
RMN 1D e 2D

Tr=5min Tr=8,8 min Tr=12min Tr=13,5mi Tr=16,6 min
Pico 1 Pico 3 Pico 5 Pico 7 Pico 9
2 2,1 2
l (5.2mg) (8,0mg) (2,1mg) (3,2mg) l (0,9 mg) I
Tr=7 min Tr=11 min Tr=12,5mi Tr=15,0 min Tr=50 min

) ) ) o
Pico 2 Pico 4 Pico 6 Pico 8 Pico 10
(2,4 mg) (1,5mg) (13,3mg) (1,6mg) I | (2,0 mg) I
l Sub9 l [ Sub2e4 [Sub_O]
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Figura 19. Isolamentos dos metabdlitos da fracdoBbp 4-Fr3, produzidos poDiaporthesp.

Eb_Diap-Fr3
(49,0 mg)

HPLCprep C18

Gradiente HO:CH,CN

(95:05v/v) & (0:100 v/v); t = 5Min
Vazao: 10 mmint; a=230nme 254nm

RMN 1D e 2D
Tr=5min Tr=20min Tr=22,2 mi Tr=24 min Tr=25min
B E— — -
Pico 1 Pico 3 Pico 5 Pico 7 Pico 9
| (0,7mg) | (0,5mg) | (1,2mg) | (1,1mg) | (11,3mg) I
Tgr=15,2min Tr=21min Tr=23 min Tr=24,4 min Tgr=25,3min
a 4
Pico 2 Pico 4 f Pico 6 Pico 10
(0,8mg) (3,2Amg) (0,8mg) (1,3mg

(o) (souz)

3.2.7 Isolamento dos metabdlitos produzidos por ColletotriclspniEb_frmH_J

Primeiramente dracdo EbColle 1-Frl foi fracionada por cromatografia em coluna
aberta sob vacuo, utilizando como fase estacionaria silica de fase reversa (C18) e como fase
moével osistema de eluentes gradiente , resultando em 4 frac@egyura20).

A separacdo cromotagrafica de Eb_Cdliérl.2 foi otimizada emHPLC-DAD
analitico (Shimadzu) utilizando uma coluna C18 (Phenomenexna; 250 x 4, 60
eluicdo em gradiente g:CH;CN). ApGs as otimizacdes, a amostra foi fracionada em
HPLC-DAD preparativo (Shimadzu) em coluna C18 (Phenoménema; 250 x 10,0 mm; 5
em) (BO.gur a
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Figura 20. Fracionamento de ERolle 1_Frl e isolamento dos rabblitos da fracao EbColle 1-
Frl.2, produzidos pdcolletotrichumsp.

Eb_Colle_1-Frl

(412,0 mg)

CC (11,0 cm (C18) x 2,8 cm alamétrg
Gradiente HO:CH;OH

(35:100 %CH;O0H (v/v))

Volume deeluicda 102,0 mL

35% CHOH 60% CHOH 75% CHOH 100% CHOH
Eb_Colle_1Frl1.1 Eb_Colle_1Fr1.2 Eb_Colle_1Fr1.3 Eb_Colle_1Frl1.4
(301,0mg) (82,4mg) (8,20mg) (18,3mg)
HPLCsemiprep C18
Gradiente HO:CH,CN
(75:250:10075:25 v/v);t =71 min

Vazdo: 3,5mL min'l; 15mg mL1; =220nm
RMN 1D e 2D

Tr=8,0min Tr=10,0min Tr=14,0min Tr=17 min

Tr=24,5min Tr=33 min
Pico 1 Pico 3 Pico 5 Pico 7 Pico 9 Pico 11
(4,7mg) (3,9mg) (2,6mg) (2,3mg) (2,5mg) (2,9mg

Tr=9,0 min Tr=11,5min Tr=15min Tr=20,5min Tr=29,5min

Pico 2 Pico 4 Pico 6 Pico 8 Pico 10
(6,8mg) (2,8mg) (3,7mg) (2,3mg) (1,5mg
[ Sub1_4] [ Subl5 ] [ Subl6 ] [ Subl7 | Subl8 I

A separacdo cromotagrafica de Eolle_1-Fr2 foi otimizada enHPLC-DAD analitico

(Shimadzu) utilizando uma coluna C18 (Phenomdnexn a ; 250 x 4,60 mm;

em gradiente (bD:CH:;CN). Apés as otimizacfes, a amostra foi fracionadaH&thC-DAD
preparativo (Shimadzu) em coluna C18 (Phenoménga; 150 x 22 0 mm; 5 em) (F
21).
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Figura 21. Isolamentos dos metabdlitos da fracdo Eblle 1-Fr2, produzidos poColletotrichumsp.

Eb_ Colle _1-Fr2
(130,0 mg)

HPLCprep C18

GradientéH,0:CH,CN

(95:05v/v)a (0:100 v/v); t =5@in

Vazao: 10mL mint; 15mgmL?; o= 254nm

RMN1De 2D
Tr= 15,4 min Tr= 16,2 min Tr=17,9 min Tr= 18,4 min Tr=19,2 min
Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4 Pico 5
(1,3mg) (1,7mg) (0,5mg) (2,8mg) (9,7mg)

Subl9

3.2.8Co-cultivo

3.2.8.1 Co-cultivo em meio solido PDA)
Xylaria cubensigA), Diaporthesp. B) e Colletotrichumsp. (C) foram primeiramente

cultivadosem MDA (placas de Petri) durante 10 dias a 2506.cacultivosforam realizados

por micracultivos, em placas de PetontendoPDA, inoculandodois plugs(5 mm) de cada
linhagem fangica em lados opostos da placa de Petri, numa distancia de aproximadamente 2
cm uma da outra. Apos 7 dias de incuba¢és plugs (5 mm c diametry das regibes de
micro-extracdo do caultivo (Figura22) foram seccionados e transferidos para epperfdorf

mL) (triplicata). Adicionouse 1,5 mL da mistura de solven@d;0OH:AcOEt:CH.Cl, (1:2:3)

com 0,1% de acido formicem cada eppendof2 mL). Estes foram submetid@sextracao

por ultrassom por 60 min. Em seguida, centrifugeypor 5 min a 10.000 rpm e transfese

0 sobrenadante para outro eppendorf. Logo apds a evaporacao, fealaz@uspensdo em
CH3OH e filtrou-se as amostras em maembaPTFE 0,22 m e tr anvdde@2mdo pa
para analise emJPLC (Waters),UHLC-MS e infusio direta(UPLC Thermo Scientifc®
acoplado ao espectrometro de mask#&MS) LTQ Orbitrap Velos)Figura 24) Utilizou-se

uma coluna analitica Acquity UPCslicaG18 (2, 1 x 100 mm; 1,7 ¢
10,0 pL e eluicdo em gradiente®tCH;CN (75:2510:9002:9875:25 v/v, 0,1 % de &cido
formico) por 10 min., num vazdode 0,4 mL mift e =220 nm a 400 nm.Estes
experimentogoram realizados em triplica(MEDEIROS, L. S., 2014
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Figura 22. Regibes de micrextracdo dos coultivos.

Fungo A

Fungo B

Fonte: Adpatado Medeiro2014).

As regides de micrextracdo do caultivo (Regido 1 e 2) podem ser visualizadas na
Figura 22, sendo esta ainterface de crescimento entre os fungos. Alem di¥sdaria
cubensisDiaporthe sp. eColletotrichumsp. folam cultivados separadamente eBAPcomo

controles para posterior comparacéo

Figura 23. Micro-extracao dos eoultivosfungicos.

| 1,5mL
i CH;OH:AcOEL:CHCl,
‘ (1:2:3)
i 0,1% de acido férmico
\ e
1) Crescimento do ceultivo emPDA Ultrassom Centrifugouse:
(10 dias;25°C); 60 min. 10.000 rpm,
2)Seccdo e transferéncia qusgs | 5 min.
€« W €«
1) Transferéncia paravial; 1) Evaporagéo; i Transferéncia do
2) Anélise por UHLGMS e infuséo direta 2) Suspensédo em GBH; i sobrenadante
)Filtra-«o em mernbrana 0,22

Fonte: Adpatado Medeiro§2014).

3.2.8.2 Co-cultivo em meio liquido PDB)
Xylaria cubensigA), Diaporthesp. (B) e Colletotrichumsp. (C) foramprimeiramente

cultivades em PDA (placas de Petri)durante 10 diasa 25 °C e posteriormente

aproximadamente um terco de micélio de cada placa de Petri foi inoculadweimiquido
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(PDB), seguindo as combinagbes: A+B, A+C e B+C. Qcuabivo realizouse em escala
reduzida, utilizando 900 mL d@DB para cada caoultivo (triplicata), sendo estes previamie
autoclavados a 12°C por 20 minutosA metodologia de crescimentcegtracdo foi a mesma
utilizadano item 3.2.2 O solvente foi evaporado, obterge assim os extratésutos Tabela
33). Os perfis quimicos dosxtratos AcOEt forananalisadogpor LC-MS (UPLC Thermo
Scientife acoplado ao espectrometro de magsH®MS) LTQ Orbitrap Velos) e porRMN de
'H. Parao tratanento estatisticalos dadosfoi utilizado os softwaresMATLAB, versdo
8.3.0.532 Amix, versdo 3.9.12

3.29 Epigenética

Os fungos endiiicos Xylaria cubensisDiaporthe sp. e Colletotrichum sp. foram
primeiramente cultivadbem PDA (placas de Petriflurante 10 diag 25 °C Em seguida
preparouse umasuspensdode esporose mediuse at r ans mi £ &0 cnmeem ( &
espectrofotometrale UVNis. A suspensaade esporos foi adicionada (1,2 mL) em tubos
Falcon, os quaiscontinham12 mL dePDB e diferentes concentra¢céessdoodificadoes
epigenétics, acido hidroxamico suberoilanilidae 5-azacitidina (125; 250 e 50M). As
solucbes preparadas snaubos Falcorforam transferidos parplacasde 24 pocossendo
incubadagom agitacdo orbitalurante 7 dias, a 2& e 160 rpmApds esse periodo o volume
presente nos pocos foi transferido para tuB@adcon eforam submetidosa extracdo
liquido/liquido com acetato de etila (3 %0 mL) O solvente foi evaporado obtende os
respectivos extratobrutos (Figura 24. Os extratos brutos foram submetidsanalisepor
HPLC acoplado a espectrometria de massas a baixa resolgi#ent 3200 QTRAP (Linear
lon Trap Quadrupole LC/MS/MS)LC-MS e infuséo direta) @ analisgpor espectrometria de
massas de altalermo Scientific LTQ Orbitrap Velds Utilizou-se uma coluna analitica
Phenomenex Luna tipo octadesil silano-1&), com injecdo de 30,0 pL e eluicdo em
gradiente HO:CH3CN (95:05 v/v) a (0:100 v/v) por 50 min., permanecendo nestalicdo
por mais 10 min., numa vazée 1,0 mL miff e 220nma400 nm.

A separacdo cromotagrafica do extrtiap SAHA 500uM foi realizadaem LC-
SPETT em coluna C18 (Phenomenexu na 250 x 1 @FigOra2B),mjecédd des m)
30,0 pL e eluicho em gradiente,®:CHCN (95:05 v/v) a (0:100 v/v) por 50 mi,

permanecendo nesta condicdo por mais 10 mima vazaale 1,0 mL mift e =24 nm.
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Figura 24. Cultivo e dtencdo dos extratos brutos e®B’com moduladores epigenéticos.

Crescimento erRDA
(10 dias;25°C)

Extratos Brutos

TN

1,2 mL da suspensédo
de esporogA)

 —

1)Suspensdodeesporosem 1)12mL de PDBA);
20 mL de agua estéril;

2)Agitagao emortex; 3)Controle.
3)Decantacéo;
4)Absobanciga= 600nm).
l 2 mL da solugaoA) +
P SAHA ou5-azacitidina
Transferéncias

: FalconB :

FalconC i

: FalconD

Shaker130rpm, durante 7 dias28°C.

2)Moduladoreepigenético§l25; 250 e 500M);

Fonte: Autor.

Figura 25. Isolamentos dos metabolitos do extrBiap SAHA 500uM , produzidos pobiaporthe
sp., com o modulador SAHA 500 M.

Diap_SAHA 500uM

(4,0 mg)

LC-SPETT, C18

GradienteH,0:CH;CN

(95:05 viv) a (0:100 viv); t=5Mmin
Vazédo:1 mL mint; 4mg mL1; a= 254nm
RMN 1D e2D

Tr=15,7min

Tr=16,7min Tr=17,5min Tr=18,8min

(o) (o) (o) (e

Sub20
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3.2.10Ensaios Biolégicos

3.3.10.1 Avaliagéo da atividade antifingica
Os extratos brutos (40 g P Le as fr aE)fean el(i@®s emeQCDC

(CHCL:CH3OH (88:12). As cromatoplacas foram nebulizadas com os fungos fitopatogénicos
Cladosporium cladosporioides Cladosporium sphaerospermufooncentracdo de 5xi0
esporos mL, em solucdo de glicose e sais). As placaanfoincubadas a 25° C por 48 horas,

na auséncia de luz. O padrao positivo utilizado para comparagéo foi a ni&atiga)( .

3.3.10.2 Avaliac&o da atividade anticolinesterasica
A atividade anticolinesterasica foi detectada a partir da eluicdo dos extratos

( 2 0 £ ¢g") eingplacas de silica gel com eluentes adequados. Nestas cromatoplacas foram
borrifadas uma solugdo da enzima acetilcolinesterase, em seguida incubadas em camera
umida fechada a 3% por 20 minutos e ap6s este periddbborrifada umasolucéo €.

Como padr«o positivo foi ut il i z&@MARSTON;c 0o mp o
KISSLING; HOSTETTMANN, 2002).

'Ensaio biolégico realizado pefxofa.Dra. Maria Claudia Marx Young do Instituto Botanico, SP.
’Solucdo C contém 10 mL da solocA e 40 mL da solucdo B. Solucdo A: 25@ de acetato de- 1
naftila em 100 mL de etanol. Solugéo B: 40§ do sal Fast Blue B em 160 mL de agua destilada.

3.3.10.3 Avaliacéo da atividade antitumoral (citotoxicidade§
O potencial citotoxico dos extratosubos foi avaliado usando linhagens de células

tumorais. As linhagens a serem utilizadas sdo MCFmama- humano), HCT8 (cdélon
humano) HL:60 e CEM (leucemia promielocitica humana) e MelanoBib (pelemurino),
cedidas pelo Mercy Children’s Hospital, foracultivadas em meio RPMI 1640,
suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos, mantidas em estufa a
37 C e atmosfera contendo 5% de C@este ensaio as células foram plaqueadas 2 x 10
céls./100pL, para células suspensas e 2 X t6ls 100 uL™?, para células aderidas. As
amostras teste foram acrescidas em diferentes concentracfes, que variam entr® 3,9%agl2
mL™ para extratos. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa com 5%al87CO

C. Em seguida, foram centrifugadas e o sobrenadante removido, quando entdo foram
adicionados 2061 da solucdo de MTT (sal de tetrazolium), incubasdas placasor 3h. A
absorbancia foi lida apos dissolu¢cdo do precipitado com DMS@spactrofotdbmetro de

p | a c=550am. e

?Ensaios realizados pelas Profa. Dreticia Lotufo e Clatdia Pessoa, UFC, LOE.
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3.3.10.4 Avaliacdo da atividadditotoxica sobre o crescimato de coledptilos de trigo
(Triticum aestivumL.)?

A avaliacdo da atividade fitotoxicli realizada pelo bioensaio dgescimento de
coleoptiles de trigo {riticum aestivumL. variedade Pizon). Cariopses de trigo foram
germinadas em agua destilada e ndastem camara de germinagao a @5durante 4 dias
em auséncia de luz (HANCOCK, et al. 1964). Posteriormente sob luz verde (NITSCH e
NITSCH, 1956), para evitar a estagnacao do crescimento das células, os coledptilos foram
selecionados eortados em guilitina de Van deieij. Os apices dos coleodptilos foram
descartados, enquanto o restante foi cortado em 4 mm e adicionados em tubos de ensaio
contendo uma solucéo tampgpH = 5,6).Em cada tubo de ensaio foi adicionado 2 mL das
amostras nas concentrac®®8, 0,4 e 0,2 mg mite cinco coléptilos, sendo assim mantidos
a 25 C no escuro, sob agitacdo de 6 rpm (MACIAS et al., 2010). Apds 24h, os coledptilos
foram retirados dos tubos, fotografados e medidos com o auxilio do programa InGayea).
controle paitivo foi utilizado o herbicida comercial GOAL(Oxyfluorfen240 g.i.a. [') nas
mesmas concentracdes das amostras. Como controle negativo foi utilizado a solucdo tampéao
com DMSO(5%). A substancia pura, foi testada nas concentracé&s3La0*, 10%, 3. 10°,
10° (NOVAES et al., 2013).

Os dados foram avaliados pela porcentagem de inibicdo ou estimulo em relacdo ao
controle negativo, ondefoz er o0 referencia o control e, en
o estimulo da caracteristica asalia, e osegativos a inibicdo (NOVAES et al., 2013).

Todos os resultados foram submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade de
ShapireWilk e Levene, respectivamente. Posteriormente foi utilizado ANOVA, seguida do

teste de Tukey.

®Ensaios realizados pela FxoDra Sonia Cristina Juliano GualtietUFSCAR.
* Solugéo tampao: sacarose (20 Y,LAcido citrico monohidratado (1,05 ¢)Le hidrogenofosfato de

potéssio trhidratado (2,9 g 1.

3.211 Prospeccao Enzimatica

Todos os fungos endofiticos isolados &. brasiliensis foram cultivados por
fermentacdo em estado solido (FES) em bagaco dedesangiicar e farelo de trigo (1:1)
previamente lavados e seco$%°C. O bagaco foi triturado em triturador e peneirado em
peneira de 0,59 mm de malha para a remogd excesso de pd. Segundo metodologia
adaptada de Lotong e Suwanarit (1985) e Meibiglb et al., (2007) a FES foi realizada em

sacos de polipropileno autoclavaveis de 16 x 22 Adicionouse em cada saco 2,5 g de
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bagaco de carde-acUcar, 2,5 g de fdmede trigo e um espiral de fio de cobre encapado, para
evitar a compactacdo do saco com o meio de cultivo. Um pedago de cano de PVC (5 cm de
altura x 2,2 cm de diametro) foi utilizado como gargalo, vedado com tampao de algodéo.
Entdo cada saco de fermegita continha 5g de substrato e a umidade inicial foi padronizada
em 70% (m/v), utilizandee sducéo nutriente composta porld): (NH)4sSOs (3,5); KH.POy

(3,0); MgSQ. 7H.0 (0,5); Cad (0,5) e Tween 80 (10,0), sendo o pH ajustado para 5,0. O
material fo autoclavado a 121 °C por 20 minutos. Para cada cultivo em FES, os fungos foram
pré-cultivados, a 28 °C, em placas de Petri contendm de batata dextrosga (FDA), por

8-10 dias até completo desenvolvimento micelial. Apés este periodo, 5 discosédie de

8,0 mm de diametro foram utilizados como inoculo para cada saco de fermentacdo. Apds o
periodo de cultivo por FES, durante 8 dia23aC, foi adicionado 50 mL de agua destilada

em cada saco de fermentacdo para a extracdo das enzimas. Estafaiistomogeneizada
manualmente, sendo transferida para frascos Erlenmeyer (250 mL) e mantida sob agitacéo de
150 rpm, por 1 hora, sob temperatura ambiente. Apos este periodo, a mistura foi filtrada em
tecido de naylon, o filtrado foi centrifugado a 10.04f) a 5 °C, por 15 minutos e as

atividades enzimaticas foram quantificadasabrenadante (Figub).

Figura 26. Prospeccdo enzimatica nos fungos endofiticos isoladBsgkmnia brasiliensis

| Transferéncia |
| Crescimento em; o
1 PDA 3 i FES em bagaco deana-de-acutcar e farelo de trigo(1:1); !
i (8dias;2®C) : : Umidade inicial: 70 % (m/v). ‘

1) 2,5 g debagacade canade-aglcar+ 2,5 g defarelodetrigo;
2) 5 discosdemicéliode 8,0 mmdediametrq :
i 3) Crescimentaluranted diasa 28° C;

4) Adiciona-se50 mL dedguadestilada

Extrato
enzimatico

| Centrifugouse al0.000xg, | ! 1) Agitouse por 1h a 150 rpm; |

Atividades 5 °Cpor 15 min. ! 2) Filtrou-se em tecido de naylor

Fonte: Autor
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3.2.111 Xilanase
A atividade de xilanase foi determinada em mistura de reagdo contendo 25 pL do

extrato enzimatico e 225 L de solucdo de substrato xilana Beechwood (Sigma X4252) (10,0
g L, em solucéo tamp&o acetato tal L™, pH 5,0). A reacdo foi mantida a 45por D

minutos e, entdo, interrompida pela adicdo de 250 pL do reagente DNS (MILLER, 1959), a
partir da curva padréo de xilose. Para o alatda reacéo adicionese250 pL de DNS, 225

pL de solucdo de substrato xilana e, por fim, 25 pL do extrato enzimdticanisturas
(reacdo e controle) foram submetidas a banho, a 100 °C, por 10 minutos e, em seguida,
resfriadas em banho de gelo. Adiciorsmi 2,5 mL de agua destilada, homogenemie
realizous e a | eitura da absorb®©ncia em a= 540 n

3.2.112 b-xilosidase
Para a det er mi na-xilesmasel 80 pha doiextratd endineaticd ranb

adicionados a mistura de 250 pL de solugcédo tampéo acetato (0,1 M, pH 5,0) e 250-pL de 4
nitrofenokb-D-xilopiranosideo 4nM (PNPX, Sigma). A reacdo foi mantida a 45 por 10

minutos, e entdo interrompida com a adicdo de 2,0 mL de solucdo,@e&Na mol LY). O

tubo controle continha as mesmas quantidades de reagentes do tubo de reac&o, porém com &
adicdo da solucédo de M2O; antes do extrato enzimatico. As leiturasatsorbancia foram
realzadas em espectrofotdometro no comprimento de onda de 410 nm. Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0

emol de nitrofenol por minuto de rea-«o0o (FE

3.2.11.3 Endoglganase
A atividade de endoglucanase (CMCase) foi determinada pelo mesmo procedimento
descrito no item3.2.111, porém utilizand-se carboximetilcelulose (CMSigma C5768)
(40,0 g ™) como substrato e curva padrdo de glicose. Uma unidade de atividadétiazim
foi definida como a quantidade de enzima necesséria para liberama|@e aclucar redutor

por minuto de reacao.

3.2.114 b-glicosidase
A at i v i glzabidasedf@ avdliada pelo mesmo procedimento descrito no item

3.2.11.2, exceto pela substituicdo do substrato petotrbfenolb-D-glicopiranosideo 4 mM
(PNPG, Sigma).
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3.2.115 Pectinase
A atividade depectinasefoi avaliada em relagda exopoligalacturonase (ERG),

sendopelo mesmo procedimento descrito no it8rd.111, porém utilizandese pectina de
citrus (10,0 g [ em solucdo tampéo acetato pH 5,5, @@ L™) como substrato e curva
padrdo doacido galaturébnicoUma unidade detividade enzimatica foi definida como a
guantidade de enzima necessaria para liberamhdl deacido galacturbnicgpor minuto de

reacaosob as condi¢des de reacao.

3.2.116 Amilase
A atividade desta enzima foi analisada pelo método dextrinizantey destrito por

Fuwa (1954) e por Ponsawasdi e Yagisawa (1987), com pequenas modificacdes. Para o este
método utilizouse 300 pL de solucdo de substrato (amido &,0" em solucdo tamp&o
acetato, pH 5,0, 0,1M) e 100 pL de extrato enzimatico. A misturaaigio foi incubada a 45

°C, por 10 minutos, e finalizada com 4,0 mL de HCI 0,2 nial Adicionouse 0,5 mL de

solucdio de iodo (KI 3,8 L e 1,0,3g L") e 10 mL de agua, e a leitura da absorbancia foi
realizadaa@ = 700 nm. O tubo controle continha
HCI 0,2 mol/L, 0,5 mL da solucéo de iodo, 100 pL de extrato enzimatico e 10mL de agua.
Uma unidade de atividade foi definida como sendo a quantidade de enzima necessaria para

reduzir em 10% a intensidade da cor azul do complexo-Ard@o por minuto.
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Isolamento de fungos endofiticos associad

Eugenia brasiliengtsospeccao quimica, biolégica

enzmatica dos extratos brutos produzidos pelos fu
endofiticos isolados.
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4. Isolamento de fungos endofiticos associados Bugenia brasiliensise Prospeccao
quimica, bioldgica e enzimaticados extratos brutos produzidos pelos fungos endofiticos
isolados.

4.1 Fungos isolados do caulelos frutos maduros e das folhas

Os fungos endofiticos foram isolados conforme a metodologia descrita no iten©3.2.1.
meio de cultivo PA, foi selecionado para o isolamento, pela sua composi¢do ser rica em
nutrientes. Alguns fungos necessitam de condicbes e nutrientes especificos para o
crescimento, o queoderia terimpeddo o isolamento de outras linhageriéngicas
Observouse que o crescimento dosfungos Eb FmH_1, Eb FrmH_2, Eb_FrmH_3,
Eb FrmH_5, Eb_FrmH 6isolados dos rfitos maduros,ocorreu somente em meio de
Nutrient &gar. No entanto, os fung isolados foram as linhageggse mais se adaptaraam
condicdes e nutrientes fornecidos.

A avaliacdo da pureza das linhagens foi realizada por estrias paralelas e pela aparéncia
uniforme das placas. Foram obtidaslthhagens puragFiguras27 e 28) codificadas como
Eb caH 1,Eb caH_3,Eb caH 4, Eb caH 5, Eb caH 6, Eb caH 7,Eb caS 1, Eb caS 2,
Eb caS 3, Eb caS £b FmH 1, Eb FrmH 2Eb FrmH_3,Eb FrmH 4, Eb FrmH_5,
Eb FrmH_6e Eb _flH 1 (Eb= Eugenia brasiliensisca= caule fl= folha; frm= frutos
madur os; H= Horto da Far m8ci a; S= SENAIl) s
(método Castelani) e depositadas na micoteca do Departamento de Quimica Organica, 1Q
UNESP.O fung codificado comdeb_FrmH_3 ndo compde a Figura 28, devido sua foto ndo

possuir boa resolucao.
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Figura 27. Fungos endofiticos isolados do cauldedgenia brasiliensis.

. S ; . .

Eb_caH_1 Eb_caH_3 Eb_caH_4 Eb_caH_5

Eb_caH_6 Eb_caH_7 Eb_caS_1

Eb caS 2 Eb caS 3

Eb_caS 4

Figura 28. Fungos endofitos isolados dos frutos maduros e das folhdsudgenia brasiliensis

Jolel®
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4.2.Prospeccgaaguimica dos fungos endofiticos isolados

4.2.1 Rendimento dos extratos brutmistidos pelo cultiv@emescala reduzida

As 17 linhagensfungicas isoladas fam cultivadas conforme a metodologia descrita
no item 3.2.2. Os dois meios de cultivo foram selecionadossp@lacomposi¢cdo quimica,
sendoo PDB, considerado um meio rico em nutrientes essen@as Czapek, qupossui
majoritariament&ompostos inorgacos

Os fungos Eb ca H 1, Eb ca H 3, Eb ca H 5 Eb ca& &b frm H 2

destacararse por apresentarem rendimentos satisfatérios para ambos os meios de cultivo.

Tabela 6. Massa dos extratos brutos obtida do cultivo dos endoéfibss cdués, folhas e frutos
maduros em BB e Czapek (escala reduzida)

- Massasdosextratos (mg)
. Bl 05,5 2266
. EbeaHs 54,1 1423
. EbaH4 26.5 1488
. EbaHs 156,2 57,2
. EbaHs 30,6 1226
. EbeaH7 60, 613
. Ebesi 89,2 50,0
. Ebease 0.5 48,
. Ebess 35,4 52,0
. Ebesa 826 779
 EbiH1 25,5 4.7
e 1300 33,0
C EbmmH2 105,0 68,0
. EbfmHs 23,0 22,0
 ebfmHa 46,0 15,0
 EbmHS 154, 32,0
. ebmmHe 65,0 40,0

Eb =E. brasiliensisca, fl efm = 6rgédo do isolamento; H e S = local da coleta; numeral
ordem de isolamento dos enddfitos.
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4.2 2 Perfil cromatografico dos extratos brutos obtidos DB e Czapek (escala reduzida)

Os cromatogramas dos extratos briR@B e Czapekutilizando graiente exploratorio
(HPLC-DAD) apresentaram além de picos com diferentes absorbancias, varios picos com
polaridades variando de média a alta, e boa resolugdo cromatografica. Comparando os
cromabgramas dos extratos brutos e@PBPe Czapek (Figurag9, 30e 31), observouse uma
maior producdo metabdlica pelos endéfitodtivados em BB, podendoevidenciar poucos
constituintes quimicos no extrato bruto em Czapek, ou constituintes que ndo absarvem n
regido ultravioletaPodese observar a variagdo metabétices diferentes meios de cultivo em
& = 2 5 4uahosextratosdorutos apreserganpicos por todo o cromatograma.

Comparandese osperfis cromatograficogybservouse uma semelhanca no perfil dos
fungosEb_frmH_1 e Eb_frmH_50s cromatogramas apresaaim perfis cromatograficos
semelhantes, podendo indicar fungasmesmaspécie e/ou género.

Figura29. Cr omat ogramas dos extratos brutos obtido

isolados dos frutos maduros: Eb_frmH &), (Eb_frmH_2 ), Eb_frmH_3 ¢), Eb_frmH_4 (),
Eb frmH_5 €) e Eb_frmH_61).
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Figura30.Cr omat ogr amas dos extratos brutos obtidos
isolados de caules de. brasiliensis Eb_caH_1 &), Eb_caH_3l§), Eb_caH_4 ¢), Eb_caH_5 q),
Eb_caH_6€), Eb_caH_7f), Eb_caS_1d), Eb_caS_2K), Eb_caS_3iJ e Eb caS_4|(.
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Figura 31. Cromatogama do extrato bruto obtido enbB e Czapek == 254 nm) do end
de folhas dé&. brasiliensisEb_flH_1.
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4.2 3 Perfil quimico (RMN déH) dos extratos brutos obtidos é?BDB e Czapek (escala
reduzida)

Os espectros de RMN d#l (Figuras32, 33 e 34) destes extratos brutos corroboraram

com a analise erdPLC-DAD, evidenciando sinais de hidrogénios na regiao dos carbindélicos

(w304, 0 ppm), sinais dey6/mh8dBbogdPm)o s d6&0DMBIC
ppm), hidrog°nios m&&3j0lpgmh OxexteatoseeRDB @ldsfuhgos 0 s (
Eb_frmH_1, Eb frmH_2 e Eb_frmH_5 aplldbsent ¢

podendo ser sinais de hidrogénio de acido carboxilico ou hidroxila quelada. Majoritariamente
houve uma pducdo metabdlica superior éPDB, devido a rica compagso deste meio de
cultivo, mas os extratos em Czapek dos fungos Eb_frmH_3 e Eb_frmH_4, merecem destaque
pela sua rica producdo metabdlica.

Comparandese osespectros de RMN d#1 dos extratos brutos enDB, obserou-se
uma semelhanca no perfil dos fundets frmH_1, Eb_frmH_2 éb_frmH_5.Corroborando
com oscromatogramagm HPLC-DAD, podese evidenciar fungos da mesma espécie e/ou

género.
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Figura 32. Espectros de RMN d# dos extratos brutos obtidos erD® e Czapek dosneléfitos
isolados de caules de. brasiliensis Eb_caH_1 &), Eb_caH_3 1K), Eb_caH_4 ¢), Eb_caH_5 q),
Eb_caH _6¢), Eb_caH_71), Eb_caS_1g), Eb_caS_2K), Eb_caS_3iJ e Eb_c&_4 {) (DMSO-d,,

300 MHz).
PDB ‘\‘ “ ‘ @ | PDB )
|
f\
— /f \\w. LLJAJJMAM
Czapek
P8 I (c) | POB
WMWJLML__, .t
Czapek
PDB e) | PoB o M v ®
Ho)k/\No2
A l
hoi D T | B ' o N YT
Czapek Czapek
PDB H (@ | PDB ®)
I |
/ | |
_,.NJLA.A____”A‘A))U \\MJJ il h M JY \WWLMJU\UMP\
Czapek Czapek
jh..)—/\\__} 1 ] ’,‘N/L MNJ
PDB @ | PoB H n
| Ll
|
JUJM bwj \“*A\WMJLL\MM“MmhL J\_JM__‘IM | _LWAUL_AJW'MWW/‘ \\JMU‘ ‘MJJLN'LJ__L
Czapek Czapek




Resultados e Discussfes 87

Figura 33. Espectros de RMN d#H dos extratos brutos obtidos erd® e Czapek dos endéfitos
isolados dos frutos maduros &e brasiliensis Eb_frmH_1 &), Eb_frmH_2 b), Eb_frmH_3 ¢),
Eb_frmH_4 ¢), Eb_frmH_5 é) e Eb_frmH_61) (DMSO-ds, 300 MHz).
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Figura 34. Espectros de RMN dé&H dos extratos brutos obtidos enD® e Czapek do enddfito
isolado de folhas de. brasiliensisEb_flH 1 (DMSQOds, 300 MHZz).
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Verificou-se n@ extrates brutos dos endofitos Eb _caH 3, Eb _caH Bb @aH_7,
Eb_caS_3 cultivados em PDB e do Eb_caS_4 tanto@BErdquanto em Czapek a producéo

do &cidonitropropidnico Figura %), devido a presencadosisai s de hi d28® g° ni
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t,J=6, 0 Hgd7 ¢ &= 60 Hz) comparados com a literatura (CHOMCHEON et al.,
2005; CHAPLA, 2010).

Figura 35. Estrutura do acido nitropropibnico

O

HO” " no,

Fonte: Autor

Este metabolito ja foi idado pelo nosso grupo de pesquisa, dos fungos endofiticos
Phomopsissp. e Phomopsis stipatd CHAPLA, 2010; LEPTOKARYDIS, 2008). O acido
nitropropidnico isolado dBhomopsisp. associado as espécies vegéfambotrya siamensis
e aMesua férreapresentoalta atividade antibacteriana frent&gcobacterium tuberculosis
(CHOMCHEON et al., 2005; ELSASSER et al., 2005).

Este acido também possui propriedades nematicidas (SCHWARZ et al., 2004) e é
conhecido como um potente agente neurotoxico, inibindo o nistabo oxidativo
mitocondrial (BROWNELL et al., 2004). As atividades biologicas descritas para este
metabolito nos permitem sugerir uma relacdo ecolégica entre os fungos endofiticos e a
espécie vegetaEugenia brasiliensis. O acido nitropropiénico, o qual gssui atividade
antibacteriana, poder ser produzido por estes endofitos, como uma maneira de sobrevivéncia

dentro dos tecidos vegetais e protegendo a espécie hospdeutogpatdgenos.

4.2 4 Avaliacdo das atividades biologicas dos extratos brutosa(aseduzida) produzidos

pelos fungoendofiticosisolados dogaules frutosmaduros e folhas

4.2 4.1 Ensaio antifungico e anticolinesterasico
Fungicidas utilizados no controle de doencas na agricultura, além de serem nocivos ao

meio ambiente, sdo pueliciais a saude humana. Infeccdes fungicas sdo as principais causas
de morbidade e mortalidadsendo assinesta constatacdo indica a urgéncia pela busca de
novos antifingicos, 0s quais dangossao produtores promissor@OLEMAN et al, 2010)

Os extatosbrutos testados apresentardenbaixo a alto potencial contra o fitopatégeno
ensaiado Tabela 7, destacandee os extratos emDB de Xylaria cubensigEb_caH_5),
Eb_caH_7 Diaporthesp. (Eb_caS_4)Colletotrichumsp. (Eb_frmH_1) e Eb_frmH_5 como
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prolificos produtores de compostos bioativos frenteCGaosphaerospermunNo meio de
cultivo Czapek destaese o Eb_frmH_3, Eb_frmH_4 e novamente o enddiporthesp.

Para a descoberta de@ovos nibidores da acetilcolinesterasealizouse o ensaio
bioaubgrafico (CCDC)para os extratolsrutos Tabela §. Os resultados indicam potencial de
baixo a moderado na inibicdo da enzima acetilcolinesterase, daekizeaos endofitos:
Eb_caS_1 (BB), Diaporthesp. (fDB), Colletotrichumsp. (fPB) e Eb_frmH_4 (Czapgk

Os fungos codificados como Eb_caH(PDB), Eb_caH_7 (PDB), Eb_caS_40B),
Eb_frmH_1 PDB) e Eb_frmH_5 (PB), Eb_frmH_3 (Czapek) e Eb_frmH_4 (Czapek) sao
notaveis por apresentar tanto potencial antifingico quanto a inibicdo da enzima

acetilcolinesteras

Tabela 7. Avaliacdo dos extratos brutos frente ao fitopatég€nsphaerospermura inibicdo da
AChE.

Extratos C. sphaerospermum Anticolinesterésica Fxtratos C. sphaerospermum Anticolinesterésica
Eb_caH_1 2 & Eb_caH_1
Eb_caH_3 [ b Eb_caH_3
Eb_caH_4 offs g Eb_caH_4
Eb_caH_5 ko ok ¢ * Eb_caH_5
Eb_caH_6 8 2 Eb_caH_6
Eb_caH_7 ok [ ok * Eb_caH_7 *
Eb_caS_1 % o Eb_caS_1
Eb_caS_2 * * Eb_caS_2 * *
Eb_caS_3 - i Eb_caS 3 e
Eb_caS_4 ok K[k Eb_caS_4 ok ok
Eb_fIH_1 - - Eb_fiH_1
Eb_frmH_1 ok ok Hpk Eb_frmH_1 - *
Eb_frmH_2 Hohk * Eb_frmH_2 *
Eb_frmH_3 * . Eb_frmH_3 * ok -
Eb_frmH_4 * . Eb_frmH_4 ok ekt -
Eb_frmH_5 P * Eb_frmH_5 * -
Eb_frmH_6 . * Eb_frmH_6 *

*fraca **intermediaria *** forte atividade

A atividadeantifangica apresentad@s extratos brutopermite sugerir uma relacao
ecoldgica entre os fungos endofiticos e a espécie vagagehia brasiliensisEste potencial
podeserexpress@or estes endofitos, como uma maneira de sobrevivéncia dentro dos tecidos

vegetais e protegendoespécie hospedeira frente &tzgatdégenos.
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4.2 4.2 Ensaio antitumoral
Compostos derivados de metabolitos secundarios de pkmésroorganismossao

frequentemente utilizado® tratamento do cancer, como por exemplo, taxol e camptotecina.
A quimioterapia tem sido melhorada ao longo dos Ultimos anos, mas até hoje, muitos
pacientes ndo tiveram boas respostas a quimioterapia, principalmente pelos efeitos colaterais
ou resisténcia a muitrogas. Dentro deste contexto os produtos naturais continuam a
desempenhar um papel importante na pesquisa de novas moléculas com potencial antitumoral
(COSTA et al., 2008).

Todos os extratos brutos testados apresentam atividade antitumoral (Fab&a
mesmo que em pequenas potegens. Os extratos Eb_caH 6 (PDEBzapek), Eb_caS_2
(PDB) e Diaporthe sp. (Eb_caS «€zapek) apresentaram notavel potencial contra as
linhagenstumorais testadas (ativo > %, sugerindo novas fontes naturais de metabdlitos

secundarios com potencial antitumoral.

Tabela 8. Avaliacdo dos extratos brutos &DB frente as células tumorais.

HCT-116 OVCAR-8 SF295
Extratos (PDB) Gl% SD Gl% SD Gl% SD

(média) (média) (média)
Eb caH_1 66.89% 6.33% 38.36% 8.58% 37.92%  6.01%
Eb caH_3 34.10% 5.34% 20.28% 18.12%  25.06% 1.03%
Eb _caH_4 42.64% 3.03% 24.87% 1.72% 19.69%  3.63%
Eb caH 5 71.04% 0.86% 42.61% 5.63% 70.55% 1.35%
Eb_caH_6 100.00%  0.59% 99.46% 0.00% 99.92%  0.22%
Eb _caH_7 33.64% 4.81% 9.69% 14.97%  34.25%  5.04%
Eb caS 1 32.80% 0.20% 18.93% 1.91% 28.04%  6.66%
Eb _caS 2 95.48% 2.31% 61.49%  31.00%  70.28%  4.77%
Eb caS 3 63.28%  16.05% 6.31% 5.78% 9.19% 1.53%
Eb caS 4 83.86% 9.76% 37.08% 0.48% 73.92%  2.33%
Eb fIH_ 1 38.49% 6.40% 4.37% 8.97% 10.04% 1.35%
Eb frmH 1 11.02%  12.13% 8.10% 7.77% 5.33% 7.61%
Eb frmH _2 9.68% 11.62%  19.22% 5.06% 6.89% 0.25%
Eb_frmH _3 25.49% 5.31% 18.96% 1.99% 23.98%  0.25%
Eb frmH 4 9.15% 11.37%  21.07% 4.61% 14.26%  2.33%
Eb_frmH _5 5.44% 11.56%  21.07% 7.86% 4.15% 0.18%

Eb_frmH _6 16.25%  13.08%  20.31% 4.79% 10.40% 1.29%
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Tabela9. Avaliagdo dos extratos brutos em Czapek frente as células tumorais.

HCT-116 OVCAR-8 SF-295
Extratos (Czapek) Gl% SD Gl% SD Gl% SD
(média) (média) (média)
Eb caH_1 44.97% 3.28% 4.71% 6.42% 6.63% 3.80%
Eb caH_3 29.78% 10.11% 15.77% 1.27% 5.93% 4.79%
Eb caH_4 24.11% 10.04% 10.21% 3.52% 16.22% 10.00%
Eb _caH_5 29.16% 8.84% 20.75% 3.43% 24.50% 0.86%
Eb_caH_6 100.00% 0.19% 100.00% 0.27% 20.34% 9.70%
Eb _caH_7 24.65% 1.20% 18.90% 7.86% 15.61% 13.93%
Eb caS 1 34.47% 4.99% 8.29% 1.17% 2.72% 1.10%
Eb caS 2 24.33% 1.14% 20.50% 2.17% -1.05% 6.32%
Eb caS 3 25.72% 1.71% 16.73% 0.45% 15.09% 1.41%
Eb_caS 4 100.00% 0.06% 100.00% 0.00% 100.35% 0.25%
Eb flH 1 29.07% 14.15% 8.61% 0.18% 8.41% 6.32%
Eb_frmH _1 -1.40% 1.52% 12.57% 4.34% 13.92% 3.19%
Eb_frmH _2 -3.14% 2.72% 13.34% 8.50% 8.10% 3.07%
Eb_frmH _3 34.43% 7.83% 28.74% 2.80% 16.26% 2.45%
Eb frmH 4 3.03% 0.69% 19.22% 0.72% -23.57% 13.26%
Eb_frmH 5 1.28% 4.17% 5.16% 4.16% -22.75% 9.95%
Eb_frmH _6 22.68% 4.99% -1.93% 2.80% -40.20% 3.62%

4.25 Prospeccédo enzimatica
Todos os fungos endofiticos isolados neste trabalho foram capazes de crescer no bagaco

de cana de acucarfarelo de trigo como substratasto indica que enzimas hidroliticas foram
secretadas para despolimerizar as fontes de carbono, liberando aglcares simples prontamente
assimilaveis para o seu crescimento, uma vez que nenhuma fonte de carbono adicional foi
utilizada As producdes enzimaticas obtidas nesta triagem imisidbapresetadas na Figura

36. O termo U/g referse a unidade de atividade enzimatica/g de substrato seco.
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(e) e pectinasef) por diferentes isolados flngicos, em FES, tendo bagaco de cana de acucar e farelo

Figura 36. Producao de xilanas@)( , -xildsidase ), endoglucanase) , -glidnsidase ), amilase
de trigo como substratos (misturas a 1:1 m/m).
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Os fungos endofiticog-usarium solani, Curvularia pallescence Myrothecium
roridum, isolados de aguapé foram invgatlos por Okunowo e colaboradores (2010) quanto
produziram 0,480,84, e 0,39 U/mL de endoglucanase respectivamente, em cultura submersa

a capacidade de produzir enzimas celuloliti€asarium solani, C. pallesceadVl. roridum
contendo serragem como fentle carbonoA maioria dos endoéfitos testados no presente

Fonte: Autor
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trabalho apresentou atividade igual ou superaw atividades citadas na literatura
(OKUNOWO et al., 2010).

Dentre os enddfitos ensaiados, Eb flH 1 destasowpor apresentar producdes
significatvasd e x i |l-ainlac i, d s e, -gicosidasg,|pectnase a ardlase. Os
endéfitos Xylaria cubensis(Eb_caH_5) e Colletotrichumsp. (Eb_frmH_1) apresentaram
boas producbes de xilanase, endoglucanase e pectesedofitcs Eb caH 1 e Eb caS 2
por produziremsignificativamente a enzima amilasigerem que a degradacam amia,
reserva energética vegetal, pode estar relacionada a busé@aiesr de carbono para seu
desenvolvimentoDestacase a enzima amilaseomo uma das enzimas mamportanes
utilizadas na biotecnologia moderna, especialmente no processo envolvendo hidrolise do
amido (SUNITHA et al., 2012). Esta enzimpassui um altovalor agregado (R$26,00 cada
10 gd e -antilase do fungdspergillus oryzae~30 U/mg SigmaAldrich®), sendo utilizados
em diversos setores industriais como farmacéuéitbmenticio, dentre outros.

Os enddfites Colletotrichumsp. e Alternaria sp. foram capazes de produzir elevadas
guantdades de lipideos utilizangmlha de arroe farelo de trigo comsubstratpsendo este
degradado por enzimasxtracelulares como as celulasdés.partir desteestudo, podse
concluirque os dois fungogossuem potencialidagera sematériaprima para poducdo de
biodiesel(DEY; BANERJEE; MAITI, 2011)

Os fungos endofiticos podem estar produzindo essas enzimas extracelulares como
parte do seu mecanismo de resisténcia para superar as defesas do hospedeiro e/ou para obte
nutrientes. Cabe ressaltar aindzequma vez que fungos endofiticos colonizam os tecidos
vegetais, suas enzimas devem apresentar caracteristicas interessantes quanto ao ataque ac

componentes da parede celular vegetal.
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Avaliacgasolamentoaedminap esttural
dos metabdlitos produzidos pol
Xylaria cubeng$isgporthsep eColletotrichusp.
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5. Estudo dos metabdlitos deXylaria cubensis Diaporthe sp. eColletotrichumsp.

Ap6s uma andlise detalhadas dos perfis quimico, cromatografico e bioldégico dos
fungos endofiticossolados, selecionese trés destes endofitos para o desenvolvimento deste
trabalho, sendo eles: Eb caH 5, Eb caS_4 e Eb _frmH_1, identifigedosmétodo de
filogenia Neighbor Joiningcomo: Xylaria cubensis Diaporthe sp. e Colletotrichum sp,

respectivamente.

5.1 Avaliacdo do perfil quimicoe cromatografico dos extratos brutos deX. cubensis
Diaporthe sp. eColletotrichumsp. em escala ampliadaRDB)

OscromatogramasHiguras 37, 39 e 4Mdos extratos brutos @€ cubensig641,3 mg)
Diaporthe sp. (444,8 mg) eolletotrichumsp. (1.186,0 mg)obtidos por HPLC_DADem
diferentes comprimentos de onda apresentaram inuUmeros picos com intensidades e
polaridades variando de média a alta. Nos espectré&vihé de 'H (Figuras B, 40 e 47
obsevou-se sinais por toda faixa espectral variando.d& 3 ady 11,0, evidenciando extratos
promi ssores na produ-«o de metab- -J03bBppm sec
nos extratos d¥ylaria cubensi® Diaporthesp. podeseindicar a presenca de hidrogénios de
metilas blindadas Estes dados corroboram cass observados nos cultivaks mesmos
fungosem escala reduzida. Aandalise minuciosa de todos os croogmamas dos extratos
brutos em PDBem diferentes comprimentos de ondadilizando o software LESolution
permitiu selecionar o comprimento de onda pestabelecer condicbes de gradientes de

eluicdo para o desenvolvimento das CC utilizandBCcomo fase estacionaria.

Figura 37. Cromatogramas do extrato brutoXigdaria cubensi®@m PDB(escala ampliada)
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Figura 38. Espectro de RMN déH do extrato bruto dé&. cubensisem FDB (escala ampliada)
(DMSO-ds, 300 MHz).

Figura 39. Cromatogramas do extrato brutoGelletotrichumsp. em PDHRescala ampliada).
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Figura 40. Espectro de RMN diH do extrato bruto d€olletotrichumsp. em BB (escala ampliada)
(DMSO-ds, 300 MH2z).
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Figura 41. Cromatogramas do extio bruto déiaporthesp. em PDHRescala ampliada).
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Figura 42. . Espectro de RMN dH do extrato bruto d®iaporthesp. em PDB(escala ampliada)
(DMSO-ds, 300 MH2z).
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A comparacdo dos cromatogramas e espectros de RMMH ddos extratos dex.
cubensis Diaporthe sp. eColletotrichumsp. permitiu observar diferencas significativas na
producdo metabdlica de cada endofito (Figur@sed ), sugerindo varias classes de

substanciagnstigando o estudo quimico destes extratos brutos.

Figura 43. Comparacgéo dos cromagramas dos extratos brutos Xigdaria cubensisColletotrichum
sp. eDiaporthesp.enPDB( escal a afpnmada) a @&
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Figura 44. Comparacdo dos espectros de RMN 'Hedos extratos brutos déylaria cubensis
Colletotrichumsp. eDiaporthesp. emPDB (escala ampliada) (DMS@, 300 MHz).
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5.2 Avaliacdo doperfil biolégico dos extratos brutos deX. cubensis Diaporthe sp. e

Colletotrichumsp. em escala ampliadéPDB)

Os extratos brutosbtidos pelo cultivo & escalaampliada apresentaram atividades
significativas tanto para ensaio frente ao fitopatogenspharospermuguanto a inibicao da
enzimaacetilcolinesteraseT@belal0), corroborando com os resultados em escala reduzida.
Os padrdes positivos utilizados pammparacdo foram a nistatinaug 5uL™) e fisostigmina
(0,05ug2,5uLh), respectivamente. Os extratos brutos apresentaram atividade moderada frente

as células tumorais testaddspela 1).

Tabela 10. Avaliacdo dos extratos brutasm escala ampliadéPDB) frente ao fitopatégendC.
sphaerospermura inibicdo da AChE.

Extratos brutos C. sphaerospermum Anticolinesterasica

Xylaria cubensis *x ok [k [

Colletotrichumsp. kk o
Diaporthesp. Hkk [ * [k [k

* fraca ** intermediaria *** forte atividade

Tabelall Avaliacdo dos extratos brutos em escala ampliada (PDB) frente as células tumorais.

HCT-116 OVCAR-8 SF-295
Extratos Gl% SD Gl% SD Gl% SD
(média) (média) (média)

Xylaria cubensis 63,18% 4,49% 74,54% 12,76%  79,39% 4,34%
Colletotrichumsp. 18,81% 51,86%  40,95%  53,35%  39,30% 12,73%
Diaporthesp. 34,78%  86,71% 75,57% 3,06% 76,69% 1,54%
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5.2.1 Avaliacéo da atividadé&totoxicasobre o crescimento dmledptilos de trig (Triticum

aestivum L3

Herbicidas naturais como os bilafanos, acido pelargénico e 6leo de cravo (COPPING;
DUKE, 2007) ndo sao prejudiciais ao meio ambiente, sendo uma vantagem em relacéo a
herbicidas sintéticos.

Os metabdlitos secundarios como quinorflesjonoides, fenois, cumarinas, terpeno,
alcalbides, dentre outros, apresentam atividade fitotoxica (RICE, I9&4tyo deste contexto
os produtos naturais continuam a desempenhar um papel importdntscaapor moléculas
com potencialfitotdéxico, parasubstituir o uso de herbicidas sintéticos, os quais provocam

danosambientais.

Figura 45. Inibicdo/estimulo do crescimento dos coledptilos de trigo sob a atividade domsextra
brutos em escala ampliadaDB).

25 08 mg.mL”" 0.4 mgmL"[__]0.2mg.mL"
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- ) ©
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15 ] o O °
1 N\ Al W 4‘00 ng
10 0 [ ")
g _— O\O’Q CO\\ ij\ 60
0] . . =
5]
104
151 *

-20
25
-30 _-
35

Inibicao/ Estimulo do crescimento dos coleoptilos (%)

*Fracbes que aprestaram diferenca significativa em relac@o ao controle negativo (solugédo tampao).

Fonte: Autor

Os extratos bruw de Diaporthe sp, Colletotrichumsp e X. cubensisinibiram o
crescimento dos coledptilos de trigo nas duas maiores concentragfes testadas,
0,8 e 0,4 mg mt (Figura 45) comparads com os coledptilos crescidos sob o efeito do
controle negativo (solugdo tamp&o), que apresentou média de crescimento de &9 mm.

Tabela 12 compara as médiage crescimento dos coledptile®b & extrates dos fungos
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Diaporthesp, Colletotrichumsp. e X. cubensisias concentracées 0,8; 0,4 e 0,2 mg‘robm

as respectivas médias de crescimento produzidas pelo controle positivo (herbicid&)GOAL

Tabela 12. Médias de cresmento dos coledptilos sob o efeito dos extratos brutd3iajgorthe sp,
Colletotrichumsp. eX. cubensig do herbicida comercial GOAL

Amostras Concentra¢des (mg mr)
0,8 0,4 0,2
Diaporthe sp. 4,73+0,1c 4,70+0,1b 6,00+0,1c

Colletotrichumsp. 443+00b 431+00ab 547%01D
Xylaria cubensis 4,76 +0,1c 541+0,2c 5,36 +0,1b
GOAL 411+00a 4,16 £0,0 a 4,12+0,0a

*Médias seguidas por letras iguais na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade

A média de crescimento dos coleoptilos produzida pelo extra@olietotrichumsp,
na concentracdo 0,4 mg mMindo difere estatisticamente da média produzida pelo efeito do
controle positivo (GOAL) na mesma concentracdo, sugerindo, assim que 0 @estdo
concentracdo produz o mesmo efeito fitotoxico que o herbicida.

Considerandaas vantagens dos fungos endofiticos como o rapido crescimento em
escala ampliadaaliado a sua potencialidade biossintética, estes extratos testatos instigam

estudos biomomtrados para a descoberta de metabdlitos com potencial herbicida.
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5.3 Identificag&o estrutural das substancias produzidas poKylaria cubensis

Figura 46. Substancias produzidas pelo fungo endoficaubensisultivado em PB.

NH, o

N
e
5 N~ 6 N/8
O

4" r

HO

OH OH
Adenosira (1)

OH O

5-carb-xi-6-hidroxi-3-met7i-lhidr o) mel e?2
3,4-dihidroisocumaringd)

Citocalasina 0(7) Citocalasina &8)

Fonte: Autor
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5.3.1 Identificacao estrutural da substandia

Figura 47. Estrutura da substancla/Adenosina).

NH,
N NN
7</N IS .
HO—s N
4" 1
OH OH

Fonte: autor

No espectro de RMN déH (Figura 49 observouse dois sinaisna regido dos
hidrogéniosaromaticose my &13(s, 1 H ¢ 158,3)e eyB,35i(s, 1 H ,c138,7 eliy 5,87
(d,6,2Hz, 1 H c878), Uy 4,13(m 1 H 70B) e emly 4,60 ¢, 5,6 Hz, H, Uc 733). Os trés
altimos sinais mostrararmorrelagcdesno espectro &€ COSY, o que aliado aos valores de
deslocamento quimico em RMN dd, HSQC e multiplicidades foram atribuidos a unidade
de ribose.A atribuicdo de todos os hidrogénios aos respectivos atomos de carbono foi
realizada apos avaliac@ias correlacdes obseneadpeloHSQC

As correlacdes observadadonga distancia nos experimentosHiBC (Figura 5) de
H-32 C-5/C-1 e H72 C-5/C-9, permitiram confirmar a presenca da unidade timina. A
correlacéo observada no espectro de HMBC éititi& C-5/C7 permitiu realizar a&onexao
entre a base nitrogenada com a unidgaesidica.

A analise dos dados obtiddsSI-FEM (Figura %), modo positivo, eMenciou a
molécula protonadmn/z268,17[M+H] ", o que associado aos dados de Rpimitiu propor
a formula molecular de1gH1304Ns.

Os dadosespectraigTabela 13, comparadogom aliteratura DOMONDON et al,

2009 permitiram identificar a substancia comdenosingl).
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Figura 48. Principais correlacdes de HMBC da substagcia

NH2
1\13
_— 3
Ik

—> —> —> HMBC

Fonte: autor

Tabela13. Dados de RMN d&H (DMSO-ds, 600 MHz) del ( U e m JpnpHn). e

Posicéo uH uC HMBC COosy
1 - 1564 - -
3 8,13 ©) 152,3 C1;C5 *
5 - 1491 - -
7 8,35 () 139,7 C5; C9 *
9 - 119,4 - -
16 5,87(d; 6,2 Hz) 87,8 C5; c7,; H26
26 4,60 ¢, 6,2Hz) 733 * H16
30 4,13 () 705 * H36
406 3,% (q; 3,5€ 6,7 Hz) 86,0 * H5 6
50 3,67/3,53 ) 61,4 * *

*Sinal ndo observado

Os nucleosideos e seus analogos possuem diversas atividades Isiolégioa
anticancerigena, siragregacao plaguetéaria e antioxidante, além de desempenharem funcdes
de regulagem e modulacdo de processos fisioldgicos em nosso organismo (CAO, 2014; YU,
2011; SENANAYAKE, 2011; SPANOU, 2007). Chen e colaboradores (2000) revelaram,
ainda, que a ingesidda mistura nucleosideuicleotideo pode reduzir a deterioracdo da

memoria.



104

Resultados e Discussbes

Figura 49. Espectro de RMN d# da substancia (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 50. Mapa decontorno de HSQC da substantié€DMSO-ds, 600 MHZz).
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Figura 51. Mapa de contorno de HMBC da substaric{®MSO-ds, 600 MHZz).
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Figura 52. Mapa de contornde COSY da substanc'@(DMSOdﬁ, 600 MHz).
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5.32 Identificacao estrutural da substan@a

Figura 54. Estrutura da substanc(ciclo(Pro-Tyr)).

Fonte: Autor

A anélisedo conjuntodos espectros de RMN d#l (Figura 56 e dos mapas de
contorno dos experimentos #SQC (Figura &) e HMBC (Figura B) permitiu visualizar a
presenca dokidrogénios esrespectivos carbono3 gbela 14 Foram visualizados sinais de
hidrogéniose my 404 fm, 1H ; ¢ 582, H-6) 4 4,#M (t,)=48Hz , 48938, H-8), e de
duas car bcd6bBé¢ a 869,1eque pelos valoresaracteristos dos deslocamentos
quimicos de RMN déH e *C evidenciaram uranel dicetopiperazinico.

Oespectrode RMNdH apresent ou di@,Ddsd 8 b3 eH )s

6,63 {d; J= 8,5 Hz) indicando um sistema tipico de anel aromgiaa-dissubstitudo. Foram

e

m

observados ainda a pr es3n33a(madld, Uct443) sy lidu |l t i p

1,73 m, 2H, GUc 214) 1,382,000 (m, 2H, Uc 274). A presenca do deslocamento quimico
e m ¢ 166,4 indicou a presenca de um grup®H ligado ao anel aroatico sugerindoa
presenca de residuo do aminoacido Tirosina (Tyr). Analisan@éxperimento deCOSY
(Figura 59)foi possivel observar correlagdes entre os hidrogénios benzilido® H-Bl  y( U

2,92 e 4,3), confirmando a presenca da unidade.Trsinal entiy 7,86 no experimento de

RMN de’H foi atribuido ao NHB, uma vez que nédo apresentou correlagdo direta com atomo

de carbono eriiISQCe mostroworrelacédo a longa distancia ¢éfMBC com G6 (58&12) e
C-1 (165,8. As principais correlacdes de COSY e HMB&tao representadas na Figura
55.
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Figura 55. Principais correlagdes de COSY e HMBC da subst&hcia

<—> COSY —> —> —>—>» HMBC

Fonte: Autor

Tabela14. Dados de RMN d&H (DMSO-ds, 600 MHz) de2( U e m JpnpHn). e

Posicéo uH uC HMBC COosy
1 - 165,8 - -
3 3,25/3,37 ) 443 * H4
4 1,70/1,73 ) 214 * H3; H5
5 1,3822,00 (m) 27,4 * H4; H6
6 4,04 () 58,2 * H5
7 - 1691 - -
8 7,86 6) - C1;C6 -
9 4,24 ¢, 4,8 Hz) 55,8 Cil H10
10 2,92 (M) 34,7 C1l; c9,; C H9
16 - 127,3 - -
20 e 7,04 {d, 8,5 Hz) 130,9 C40 H10; H
36 e 6,63 (, 8,5 Hz) 114,8 Cld6;;Ce€d06 H2 6
406 - 156,4 - -

*Sinal ndo observado

Estes dados espectrais, comparados com a liter6@AREU, 2007 BIASETTO,
2011)permitiram identificar a substancia comiolo(Pro-Tyr) (2).
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Figura 57. Mapa de contorno dd¢SQCda substancid (DMSO-ds, 600 MHZz).
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Figura 59. Mapa de contormde COY da substéncig (DMSO-ds, 600 MHZz).
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5.3.3 Identificacdo estrutural dasubstancia3 e4

Andlise detalhada dosspectros de RMN d&H, HSQC e HMBC (Tabela 15)e
Eb Xyl-Fr1-Pico10 (3,1,mggvidenciou uma mistarde duasubstanciasiAssim como para a
substanci& foram visualizados sinais atribuidos a carbonos ligados a nitrogénio e carbonilas,

indicando a presenca de um aglieketopiperazinico.

Figura 60. Estrutura das substanci@gciclo(Pro-Val)) (a) e4 (ciclo(Val-Tyr)) (b)

O

Fonte: Autor



Resultados e Discussofes 112

O espectro de RMN d#1 (Figura &) apresentou trés sinais na forma de multipletos

( Wi3,40; 1,78/1,84 e 2,13/1,82, os quais mostraram correlacdo pelo COSY e sugeriram-tratar
se de residudo aminoacido Prolina (FDHILA et al., 2003)ambém foram visualizada@ois
dubl et ®$(k3H IE70Hz ) 4101 @ 3H,J=7, OHz) e um wRGB4 t i pl
(m, 1H) quese correlacionaram por COSY, seraddbuidos aos hidrogéniosH, H11l e H
12, respectivamenteEstas informacdes evidenciaram uma unidade isoprdapdécando o
aminoacido \lina Estes dados permitirardentificar a presencga deiclo(Pro-Val) na
mistura(CAFEU, 2007).

Paralelamente foi observado que os dubletosiet84 @, J= 7,0Hz; Uc 162; ) ne U
1,01 @, J= 7,0 Hz; Uc 18,2), também faziam parte de uma segunda subst@jumE possuia um
anel benzilico com sinaisdei dr og° ni os (9% MnFEtBAldD,s =2H6SUe U
(d; J= 8,4 Hz, 2H), e um sinale m ¢ 165,4 (indicando um grupe OH ligado ao anel
aromatico)evidenciando gresenca do residuo de tirosina (Tgomo um dos aminoacidos
componentegia segunda substancia presente na misAsacorrelacdes observadas pelo
COSY entre os hidrogénios metilicos8€H9) com o hi dr@dd@2H7;,@ met 2
276) indicou a presenca da valina (Val), como o oaimuinoacido da molécula. Estes dados
permitiram sugeria presenca deiclo(Val-Tyr) (CAFEU, 2007).

A conferencia de todos os dados obtidos pekmerimentos déiSQC (Figura 64 e
HMBC (Figura65) foram comparados com a literatu@AFEU, 2007 BIASETTO, D11) e
permitiram identificar a substanckcomo ciclo(Pro-Val) e a substancid como ciclo(Val-

Tyr) em mistura na fracagb_Xyl-Fr1-PicolQ

Figura 61. Principais correlagdes de COSY e HMBC da subst&hcia

— — 3 —» —» —» HMBC

Fonte: Autor



Resultados e Discussofes

113
Figura 62. Principais correlagdes de COSY e HMBC da subst&hcia

o)
8
HsC

<" OH
Cid 9/ ||
o)
— —> —> —> > HMBC

Fonte: Autor

Tabela15. Dados de RMN d&H (DMSO-ds, 600 MHz) deBe4 ( U

e m JenpHn). e

Sub3 Sub4
Posicéo uH uC aH uacC
1 - 165,4 7,96(s) -
2 - - - 170,5
3 3,40 (M) 44,4 3,51¢ 7,3 Hz) 62,5
4 1,78/1,84 {n) 21,8 * -
5 2,13/1,82 () 27,6 - 165,4
6 4,11 ¢ 7,6 Hz) 58,1 3,91(sl) 59,3
7 - 170,5 1,82 () 27,6
8 7,96 ) - 0,84 (d; 7,0 Hz) 16,2
9 3,91 6l) 59,3 1,01 @; 7,0 Hz) 18,2
10 2,34 () 27,4 2,60 ¢; 7,3 Hz) 38,1
11 0,84 @; 7,0 Hz) 16,2 - -
12 1,01 @; 7,0 Hz) 18,2 - -
16 - - - 128,9
20 e - - 6,98 {, 8,4 Hz) 129,6
36 e - - 6,65 (d, 8,4 Hz) 114,8
406 - - - 155,4

*Sinal ndo observado

As dicetopiperazinas sdo conhecidas ha mais de um século, mas os estudos sobre esta

classe de substancias intensificars@somente quando comegaram a relatar a potencialidade

bioldgica destas substancias. Algumas das maisrtates atividades biologicas desta classe

[0}
estao relacionadas com as alteracdes em funcgbes cardiovasculares e coagulacdo do sangue

Também apresentam atividades como antitumoral, antiviral, antifngica, antibacteriana,

larvicida, agentes antihiperglicéni¢ afinidades receptoras dos canais de calcio e
serotoninérgico (MARTINS; CARVALHO, 20Q7GENDY; RATEB, 2015;SATHYA et al.,

2016.
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Figura 63. Espectro de RMN de 'H da substargm4 (DMSO-ds, 600 MHZz).



















































































































































































































































































































