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Um mestre oriental viu que um escorpido

estava se afogando

E decidiu tira-lo da agua,

Mas quando o fez o escorpido o picou.
Pela reacdo de dor, o mestre o soltou
E 0 animal caiu de novo na agua

E, estava se afogando de novo.

O mestre tentou tira-lo novamente

E, novamente o animal o picou.

Alguém se aproximou do mestre e lhe

disse:
Desculpe-me, vocé é teimoso!

Nao entende que todas as vezes que

tentar tira-lo da agua ele ira pica-lo?
O mestre respondeu:

A natureza do escorpido é picar, e isto ndo

vai mudar a minha, que é ajudar.

Com a ajuda de uma folha o mestre tirou o

escorpido da agua e o salvou.

Um Sonho de Picada.

Quando tiveres algum problema,

Faga alguma coisa!

Se ndo puder passar por cima,

Passe por baixo, Passe através, Dé a volta,
Va pela direita, Va pela esquerda.

Se ndo puder obter o material certo, Va

procura-lo.

Se ndo puder encontra-lo, Substitua-o.
Se ndo puder substitui-lo, Improvise.
Se ndo puder improvisar, Inove.

Mas acima de tudo,

Faca alguma coisa!

Ha dois géneros de pessoas que nunca

chegam a lugar nenhum:
As que ndo querem fazer nada

E as que s6 inventam desculpas.

(Autor desconhecido)




GUBIANI, Juliana Regina Prospeccdo Quimica e Bioldégica do Fungo Endofitico
Camarops sp. Isolado de Alibertia macrophylla (Rubiaceae) 2011. Dissertacdo de

Mestrado em Quimica, Instituto de Quimica de Araraquara — UNESP.

RESUMO

A busca por novos produtos para as industrias farmacéuticas e agroquimicas é um
processo que requer otimizagdo continua. Apesar dos avangos NOS Processos
envolvidos no planejamento racional de farmacos, incluindo quimica combinatoria e
ensaios em larga escala, os produtos naturais constituem a estratégia de maior
sucesso para a descoberta de novas drogas. Sendo assim, este trabalho foi idealizado,
objetivando a obtencdo de substancias potencialmente bioativas a partir do estudo
quimico e bioldgico do extrato metandlico produzido pelo fungo endofitico Camarops
sp. isolado das folhas de Alibertia macrophylla (Rubiaceae). O endoéfito Camarops sp.
foi cultivado em escala ampliada, utilizando meio de cultivo sélido milho, por 21 dias a
temperatura ambiente no modo estéatico. Os extratos metandlico e acetonitrila obtidos
foram avaliados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo
de diodos e por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio, e submetidos aos
ensaios para a avaliacdo da potencialidade antifungica, antioxidante,
anticolinesterasica e anticancerigena. Os resultados evidenciaram extrato e fracdes
com uma variacdo metabdlica intensa e potencialmente bioativos principalmente contra
a inibicho da enzima acetilcolinesterase. O extrato acetonitrila foi submetido a
fracionamento cromatografico e levou a identificacdo e determinacao estrutural de oito
substancias, sendo estas, (S)-mevalonolactona (1), para-hidroxibenzaldeido (2), Acido
(E)-5-(1-hidroxialil)-4-(pent-1-enil)-2,5-diidrofurano-3-carboxilico (3), azepan-2-ona (4),
xylarenona D (5), xylarenona F (6), xylarenona G (7), sendo as duas Ultimas
substancias inéditas, e xylarenona C (8). Este é o primeiro relato de mevalonolactona
obtida de fungo endofitico, substancia esta muito utilizada para fins cosméticos, e,
também o primeiro relato de azepan-2-ona como produto natural, sendo este
metabolito muito utilizado na fabricagcdo do nylon-6. Os sesquiterpenos da classe dos
eremofilanos sédo substancias que possuem diversas propriedades biolégicas como
acao fitotoxica, mitotdxica e antifingica. Alguns sdo considerados fitoalexinas, estudos
ja realizados demonstraram que as substancias 5 (xylarenona D) e 8 (xylarenona C)
apresentaram forte atividade inibitéria de protease contra as enzimas subtilisina e
pepsina, enzimas essas causadoras do virus HIV. Neste trabalho, as substancias 5
(xylarenona D) e 8 (xylarenona C) apresentaram resultados satisfatorios contra a
inibicdo da enzima acetilcolinesterase e contra células tumorais.

Palavras-chave: Fungo endofitico. Atividades biologicas. Camarops sp. Alibertia
macrophylla.



GUBIANI, Juliana Regina. Chemical and Biological Evaluation of Endophytic
Fungus Camarops sp. isolated from Alibertia macrophylla (Rubiaceae). 2010.

Dissertation in Chemistry — Institute of Chemistry of Araraquara — UNESP.

ABSTRACT

The search for new products to the pharmaceutical and agrochemical industry is a
process that requires continuous optimization. Despite advances in the processes
involved in rational planning of drugs, including combinatorial chemistry and tests in
large scale, the natural products constitute the most successful strategy for the
discovery of new drugs. Thus, this work was idealized aiming the obtaining of potentially
bioactive substances from the chemical and biological study of methanolic extract
produced by the endophytic fungus Camarops sp. isolated from the leaves of Alibertia
macrophylla (Rubiaceae). The endophyte Camarops sp. was cultivated in large scale
using maize solid culture medium for 21 days at room temperature in the static mode.
The methanolic and acetonitrile extracts obtained were evaluated by High Efficiency
Liquid Chromatography with diode array detector and by Nuclear Magnetic Resonance
of Hydrogen, and submitted to tests for evaluation of antifungal, antioxidant,
anticholinesterase and anticancer potenciality. The results showed extract and fractions
with an intense metabolic variation and potentially bioactive principally against the
inhibition of the enzyme acetylcholinesterase. The acetonitrile extract was submitted to
chromatographic fractionation and led to the identification and structural determination
of eight substances, being, (S)-mevalonolactone (1), para-hidroxybenzaldehyde (2),
acid (E)-5-(1-hidroxyallylic)-4-(pent-1-enyl)-2,5-dihydrofuran-3-carboxylic (3), Azepan-2-
one (4), xylarenone D (5), xylarenone F (6), xylarenone G (7), being the last two ones
novel substances, and xylarenone C (8). This is the first report of mevalonolactone
obtained from endophytic fungus, substance much used for cosmetics, and also the first
report of Azepan-2-one as a natural product, which is much used in the making of
nylon-6. The sesquiterpenes of the eremophilane class are substances that have
several biological properties such as phytotoxic, mitotoxic and antifungal action. Some
are considered phytoalexins. Previous studies have demonstrated that substances 5
(xylarenone D) and 8 (xylarenone C) showed strong inhibitory activity of protease
against the enzymes subtilisin and pepsin, enzymes that cause the HIV virus. In this
work, the substances 5 (xylarenone D) and 8 (xylarenone C) showed satisfactory results
against the inhibition of the enzyme acetylcholinesterase and against tumor cells.

Keywords: Endophytic fungi. Biological activities. Camarops sp. Alibertia macrophylla.



Lista de Figuras

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Quimioterapicos extraidos de plantas e de micro-organismos.
Figura 2 - Fotos de fungos (A) Cogumelos de solo; (B) Cogumelos de madeira

Figura 3 - Fotos de fungos endofiticos (A) Hifas de um fungo endofitico ndo
identificado em células epidermiais de Picea pungens; (B) Hifa
intracelular de Rhabdocline parkeri (setas indicando) em Pseudotsuga
taxifolia; (C) Levedura endofitica no interior de estomatos de folhas de
plantulas de citros.

Figura 4 - (A) Fungo endofitico Penicillium chrysogenun e estrutura molecular da
penicilina, (B) Planta Taxus brevifolia e estrutura molecular do taxol.

Figura 5 - Alibertia macrophylla K. Schum
Figura 6 - Constituintes quimicos isolados das folhas de Alibertia macrophylla.
Figura 7 - Ciclo de vida de fungos endofiticos em associagdo com o hospedeiro

Figura 8 - Metodologia de isolamento, purificacdo e preservacao dos fungos
endofiticos

Figura 9 - Fungo endofitico Camarops sp. isolado de Alibertia macrophylla

Figura 10 - Fluxograma de obtencédo e analise do extrato CH3OH obtido em
milho do endofito Camarops sp.

Figura 11 — Fluxograma de particao do extrato CH3;OH obtido do cultivo de
Camarops sp.

Figura 12 - Fracionamento cromatografico utilizando fase reversa do extrato
CH3CN

Figura 13 - Fracionamento cromatogréfico utilizando fase normal e fase reversa
de Frl

Figura 14 - Fracionamento cromatografico utilizando fase normal de Fr3.
Figura 15 - Fracionamento cromatografico utilizando fase normal de Fr4.
Figura 16 - Nistatina, controle positivo nos ensaios de atividade antifungica.
Figura 17 - Galantamina, controle positivo nos ensaios de inibicdo de AchE
Figura 18 - Quercetina controle positivo nos ensaios de atividade antioxidante

Figura 19 - Doxorrubicina controle positivo nos ensaios de atividade antitumoral

32

33

36

38
40
41

44

52

54

55

56

57

59
60
62
64
65
67

68



Lista de Figuras

Figura 20 - Cromatogramas em gradiente exploratério do extrato CH3CN em
milho produzido por Camarops sp.

Figura 21 - Cromatogramas em gradiente exploratério do extrato CH3CN
(branco) em milho.

Figura 22 - Espectro de RMN de *H do extrato CHsCN de milho-branco (CDCls,
500 MHz)

Figura 23 - Espectro de RMN de *H do extrato CHsCN do endéfito Camarops sp.

(CDCls, 500 MHz)

Figura 24 - FragOes obtidas do fracionamento do extrato CH3zCN: (A) 254nm, (B)

366nm e (C) visivel.
Figura 25 - Espectro de RMN de *H da fracéo 1 (DMSO-ds, 300 MHz)
Figura 26 - Espectro de RMN de *H da fracéo 3 (DMSO-ds, 300 MHz)
Figura 27 - Espectro de RMN de *H da fracéo 4 (DMSO-ds, 300 MHz)
Figura 28 - Cromatograma em CLAE-DAD da fragao 1 registrado em 275nm.
Figura 29 - Cromatograma em CLAE-DAD da fracéo 3 registrado em 275nm.
Figura 30 - Cromatograma em CLAE-DAD da fracéo 4 registrado em 275nm.

Figura 31 - Cromatograma em CLAEep. da subfra¢do Fr3-1 registrado em
254nm.

Figura 32 - Cromatograma em CLAEep. da subfracéo Fr3-J registrado em
254nm.

Figura 33 - Atividade antifungica dos extratos CH3;OH e CH3CN (A) contra os
fitopatogenos C. cladosporioides (B) C. sphaerospermum

Figura 34 - Atividade antifungica das fraces oriundas do fracionamento do
extrato CH3CN (A) Contra o fitopatogeno C. cladosporioides (B)
Contra o fitopatégeno C. sphaerospermum

Figura 35 - Atividade anticolinesterasica (A) dos extratos CH3OH e CH3CN e,
(B) das fracdes oriundas do fracionamento do extrato CH3;CN,
ambas comparadas com o padréo fisostigmina (P).

Figura 36 - Reacao de reducéo do DPPH

Figura 37 - Concentracéo versus % Sequestro dos extratos obtidos do endofito
Camarops sp. em comparacao com o padrao quercetina.

Figura 38 - Concentracéo versus % Sequestro das fracdes obtidas do endofito
Camarops sp. em comparacao com o padrdo quercetina.

72

73

74

75

76
77
77
78
78
79

79

80

81

82

83

84

86

87

87



Lista de Figuras

Figura 39 - Substancias produzidas pelo enddéfito Camarops sp.

Figura 40 - Estrutura da Substancia 1 ((S) - Mevalonolactona)

Figura 41 - Espectro de massas da substancia 1 [ESI-MS (+)]

Figura 42 - Espectro de infravermelho da substancia 1

Figura 43 - Espectro de RMN de *H da substancia 1 (CDCls;, 500 MHz)
Figura 44 - Espectro de RMN de *H da substancia 1 (CDCls, 500 MHz)
Figura 45 - Mapa de contorno de gHMQC da substancia 1 (CDCl3, 125 MHz)
Figura 46 - Mapa de contorno de gHMBC da substancia 1 (CDCl3, 125 MHz)
Figura 47 - Curvas de absorc¢ao no ultravioleta para a substancia 1

Figura 48 - Principais correlagdes observadas nos mapas de contorno de
gHMBC

Figura 49 - Estrutura da Substancia 2 (para-Hidroxibenzaldeido)

Figura 50 - Espectro de massas da substancia 2 [ESI-MS (+)]

Figura 51 - Espectro de infravermelho da substancia 2

Figura 52 - Mapa de contorno de gHMBC da substancia 2 (CDCls, 125 MHz)
Figura 53 - Espectro de RMN de 'H da substancia 2 (CDCls;, 500 MHz)
Figura 54 - Mapa de contorno de gHMQC da substéncia 2 (CDCls, 125 MHz)

Figura 55 - Principais correlacdes observadas nos mapas de contorno de
gHMBC

Figura 56 - Estrutura da Substancia 3 (Acido (E)-5-(1-hidroxialil)-4-(pent-1-enil)-

2,5-diidrofurano-3-carboxilico)
Figura 57 - Espectro de massas da substancia 3 [ESI-MS (+)]
Figura 58 - Espectro de infravermelho da substancia 3
Figura 59 - Espectro de RMN de 3C da substancia 3 (CDCls, 500 MHz)
Figura 60 - Espectro de RMN de *H da substancia 3 (CDCls;, 500 MHz)
Figura 61 - Mapa de contorno de gHMBC da substéancia 3 (CDCl3, 125 MHz)
Figura 62 - Espectro de gCOSY da substancia 3 (CDCls, 125 MHz)
Figura 63 - Mapa de contorno de gHMQC da substéancia 3 (CDCls, 125 MHz)

Figura 64 - Curvas de absorcado no ultravioleta para a substancia 3

89
90
90
91
92
93
94
94

95

95
96
97
98
99
100
101

102

103
103
104
105
106
107
108
109

110



Lista de Figuras

Figura 65 - Principais correlacdes observadas nos mapas de contorno de
gHMBC

Figura 66 - Estrutura da Substancia 4 (Azepan-2-ona)

Figura 67 - Espectro de massas da substancia 4 [ESI-MS (+)]

Figura 68 - Espectro de infravermelho da substancia 4

Figura 69 - Espectro de RMN de *H da substancia 4 (DMSO-ds, 500 MHz)

Figura 70 - Espectro de RMN de *C da substancia 4 (DMSO-dg, 500 MHz)

Figura 71 - Mapa de contorno de gHMQC da substéancia 4 (DMSO-dg, 125 MHZz)

Figura 72 - Mapa de contorno de gHMBC da substancia 4 (DMSO-dg, 125 MHZz)

Figura 73 - Principais correlacdes observadas nos mapas de contorno de
gHMBC

Figura 74 - Estrutura da Substancia 5 (Xylarenona D)

Figura 75 - Espectro de massas da substancia 5 [ESI-MS (+)]

Figura 76 - Espectro de infravermelho da substancia 5

Figura 77 - Espectro de RMN de *H da substancia 5 (CDCls;, 500 MHz)
Figura 78 - Espectro de RMN de **C da substancia 5 (CDCls, 500 MHz)
Figura 79 - Espectro de DEPT (A) 135 e (B) 90 da substancia 5

Figura 80 - Mapa de contorno de gHMBC da substéancia 5 (CDCl3, 125 MHz)
Figura 81 - Mapa de contorno de gHMQC da substéancia 5 (CDCls, 125 MHz)
Figura 82 - Curvas de absorcao no ultravioleta para a substancia 5

Figura 83 - Espectro de NOESY da substancia 5 (CDClI3z, 500 MHz)

Figura 84 - Principais correlacdes observadas nos mapas de contorno de
gHMBC

Figura 85 - Estrutura da Substancia 6 (Xylarenona F)

Figura 86 - Espectro de massas da substancia 6 [ESI-MS (+)]

Figura 87 - Espectro de infravermelho da substancia 6

Figura 88 - Espectro de RMN de 'H da substancia 6 (CDCls;, 500 MHz)
Figura 89 - Espectro de RMN de *C da substancia 6 (CDCls, 500 MHz)

Figura 90 - Mapa de contorno de gHMQC da substéancia 6 (CDCls, 125 MHz)

110
111
112
113
114
115
116

117

117
118
119
120
121
122
123
124
125
126

127

128
129
130
131
132
133

134



Lista de Figuras

Figura 91 - Curvas de absorcado no ultravioleta para a substancia 6
Figura 92 - Espectro de NOESY da substancia 6 (CDClsz, 500 MHz)
Figura 93 - Mapa de contorno de gHMBC da substéancia 6 (CDCl3, 125 MHz)

Figura 94 - Principais correlacdes observadas nos mapas de contorno de
gHMBC para a substancia 6

Figura 95 - Estrutura da Substancia 7 (Xylarenona G)

Figura 96 - Espectro de massas da substancia 7 [ESI-MS (+)]

Figura 97 - Espectro de infravermelho da substancia 7

Figura 98 - Espectro de RMN de *H da substancia 7 (CDCl;, 500 MHz)
Figura 99 - Espectro de RMN de *C da substancia 7 (CDCls;, 500 MHz)
Figura 100 - Mapa de contorno de gHMQC da substancia 7 (CDCl3, 125 MHz)
Figura 101 - Curvas de absorc¢éo no ultravioleta para a substancia 7

Figura 102 - Mapa de contorno de gHMBC da substancia 7 (DMSO-dg, 125
MHz)

Figura 103 - Cromatograma analitico (A) substancia 6 e (B) substancia 7
Figura 104 - Cromatograma analitico obtido da co-injecao das substancias 6 e 7
Figura 105 - Nova estrutura proposta para a substancia 6 (Xylarenona F)
Figura 106 - Nova estrutura proposta para a substancia 7 (Xylarenona G)
Figura 107 - Espectro de NOESY da substéancia 7 (CDCl3z, 500 MHz)

Figura 108 - Principais correlacdes observadas nos mapas de contorno de
gHMBC para a substéancia 7

Figura 109 - Estrutura da Substancia 8 (Xylarenona C)

Figura 110 - Espectro de massas da substancia 8 [ESI-MS (+)]

Figura 111 - Espectro de infravermelho da substancia 8

Figura 112 - Espectro de RMN de *H da substancia 8 (DMSO-dg, 500 MHz)
Figura 113 - Espectro de RMN de **C da substancia 8 (DMSO-dg, 500 MHz)
Figura 114 - Espectro de DEPT (A) 135 e (B) 90 da substancia 8

Figura 115 - Mapa de contorno de gHMQC da substancia 8 (DMSO-dg, 125
MHz)

135
136
137

137
138
139
140
141
142
143

144

145
146
146
147
148

149

150
151
152
153
154
156

157

158



Lista de Figuras

Figura 116 - Mapa de contorno de gHMBC da substancia 8 (DMSO-dg, 125
MHz)

Figura 117 - Curvas de absorcéo no ultravioleta para a substancia 8
Figura 118 - Espectro de NOESY da substancia 8 (CDCl3, 500 MHz)
Figura 119 - Principais correlagdes observadas para a substancia 8

Figura 120 - Concentracéo versus % Sequestro das substancias produzidas
pelo endéfito Camarops sp. em comparacdo com o padrao
guercetina.

158
159
160

161

163



Lista de Tabelas

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Fungo endofitico isolado de Alibertia macrophylla.
Tabela 2 - Resultado da atividade antifiungica para os extratos CH3OH e CH3CN

Tabela 3 - Resultado da atividade antifungica para as fragdes oriundas do
fracionamento do extrato CH3;CN.

Tabela 4 - Resultado da atividade anticolinesterasica para os extratos CH3zOH e
CH3CN

Tabela 5 - Resultado da atividade anticolinesterasica para as fra¢cdes oriundas
do fracionamento do extrato CH3;CN

Tabela 6 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e *3C (125 MHz) da substancia 1 em
CDCl3

Tabela 7 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e *3C (125 MHz) da substancia 2 em
CDCl3

Tabela 8 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e *3C (125 MHz) da substancia 3 em
CDCl3

Tabela 9 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e *3C (125 MHz) da substancia 4 em
DMSO-dg

Tabela 10 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e *3C (125 MHz) da substancia 5
em CDCl;

Tabela 11 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e *3C (125 MHz) da substancia 6
em CDCl;

Tabela 12 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e *3C (125 MHz) da substancia 7
em CDCl;

Tabela 13 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e 3C (125 MHz) da substancia 8
em DMSO-dg

Tabela 14 - Resultado da atividade anticolinesterasica para as substancias
testadas

Tabela 15 - Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das amostras
em trés linhagens tumorais testadas na dose Unica de 5 pg/mL

71

83

83

85

85

96

102

111

118

128

138

150

161

162

164



Abreviaturas e Simbolos

ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AA — Agar-agar

a. C. — Antes de Cristo

AchE — Enzima acetilcolinesterase

AcOEt - Acetato de etila

CH3CN — Acetonitrila

CH3;0H — Metanol

AM — Alibertia macrophylla

BDA — Batata-dextrose-agar

CC - Cromatografia em coluna

CCDC - Cromatografia em camada delgada comparativa
C18 - Silica gel de fase reversa tipo octadecil silano
CHCI3 — Cloroférmio

CDCI; - Cloroférmio deuterado

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

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

CLAEep. - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia modo preparativo

CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute

CPQBA - Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas
DAD - Detector de Arranjo de Diodos

DEPT - Distortionless Enhancement by Polarization Transfer

DMSO-dg — Dimetilsulfoxido Deuterado

DPPH — 2,2-difenil-1-picril-hidrazina

d — Dubleto

dd — Duplo - dubleto

ddd — Duplo — duplo - dubleto



Abreviaturas e Simbolos

dt — Duplo-tripleto
EM — Espectrometria de Massas

EM-ESI-QTOF — Espectrometro de Massas de Alta Resolugdo por lonizacdo em
Eletrospray

ESI-MS - Electrospray lonisation — Mass Spectrometry

Ext — Extrato

Fr — Fracéo

6 — Deslocamento quimico

gCOSY - Gradient Correlated Spectroscopy

gHMBC - Gradient Heteronuclear Multiple Bond Correlation
gHMQC - Gradient Heteronuclear Multiple Quantum Correlation
HIV - Human Immunodeficiency Virus

hrs - Horas

Hex — Hexano

H,O — Agua

ICs0 — Concentracao Inibitoria

IQAr — Instituto de Quimica de Araraquara

IV — Infravermelho

J — Constante de Acoplamento

LC-MS - Liquid Chromatography — Mass Spectrometry

m — Multipleto

MHz - Megahertz

min. — Minutos

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

NaClO — Hipoclorito de sédio

nm — Nan6metro

NOESY 2D — Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy em duas dimensdes



Abreviaturas e Simbolos

NuBBE — Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais
pag. - Pagina

ppm — Parte por milhdo

g — Quarteto

Rf - Fator de Retencao

RMN de 'H — Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
RMN de **C - Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
Subs — Substéancia

s — Singleto

sl — Singleto largo

t — Tripleto

TMS — Tetrametilsilano

tr — Tempo de retencéo

UV — Ultravioleta

UV-Vis - Ultra Violeta — Visivel

v/v — Volume/volume

A — Comprimento de onda

Mm — Micrémetro

[a]o — Rotacdo Optica



Sumario

SUMARIO
1.0 INTRODUGAO ..o, 30
1.1 Produtos Naturais como Fontes de Substancias Bioativas ..................eevvvveveeeeennnee. 30
1.2 Fungos, uma Fonte Promissora de Metabolitos Bioativos................uvvceiiiiieeeeieennnns 33
1.3 FUNQOS ENUOITICOS ....ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee ettt e e 35
1.5 Espécie Vegetal Hospedeira: Alibertia macrophylla ..........ccccoooiviviiiiiiiiiiieeeeeeees 39
1.6 Interacdo Fungo Endofitico — Planta Hospedeira ............ccoevvvvveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieennen, 41
2.0 OBUIETIVOS ... 46
2.1 ODJEUVO GRIAI... . uuuuiiiiiiiiiiiiiiie ettt e et e s s e s s e e e e e s e e e e e 46
2.2 ODbJetiVOS ESPECITICOS .eeiiiiiiiiiiiiii e e e 46
3.0 PARTE EXPERIMENTAL «.coiiiiieeee e 48
3.1 Materiais, Equipamentos e Técnicas Utilizadas ...............ccceevvevviiiiiiiie e, 48
3.1.1 Meios para Cultivo do MIiCro-0rganiSImMO ..........cccveeeeeeeieiiiiiiiiiee e e e ee e e 48
3.1.2 Esterilizacao dOS MateriaiS...........uuiiiiiieiiiieeiiiiee e e 48
3.1.3 Manipulacao do MICro-0rganiSMO .........cceuuruuuuiiieeeeeieieiiiiiae e e e e eeeerrne e e eeeeas 48
3.1.4 Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC) .........cccvvvviiiineennnnn. 48
3.1.5 Cromatografia em Coluna (CC) .....iiiiiiiiiiieicie e 49
3.1.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ............cceeiieiiiieieeeiieiee e 49
3.1.7 Ressonancia Magnética Nuclear de "H e 3C........cccoovieiiiececcee e, 49
3.1.8 Espectrometria de MaSSaAs ........ccceiiiiiiiiiiiiiiie e 50
3.1.9 Preparo das amostras para andlise via CLAE (clean-up).........cccccvvvvviviiieeneennn. 50
3.1.10 Analise de rotaGaio OPLCA [A]D% ... .. cererrrieeeererereeeeseeeeseesesereeessesereneseesaeeens 51
3.1. 22 INFravermMElNO .....oooeeei e 51
3.1.12 SOIVENtES ULINZAUOS. ... oot 51
3.1.13 OUtros EQUIPAMENTOS.......coiiiiiiiieiieee e 51
3.2 Selecao e Classificacdo da Espécie Vegetal..........cccccviiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiieeeee e 51
3.3 Isolamento das Cepas FUNQGICAS ......coouiiiuiiiiiiiieie et e e e 52

3.5 Classificagdo do FUNGO ENAOFItICO ......vvveiiiiieiiiiecee e 53



Sumario

3.6 Cultivo do FUNGO ENAOFIICO. ...ttt 54
3.6.1 Cultivo do fungo endofitico CamarOps SP.......uuuveeeeieeerriiiiiiiiiiiee e e eriiieeeeeeens 54
3.7 Particdo do Extrato CH3OH Obtido do Cultivo em Milho de Camarops sp. ............. 55
3.7.1 Fracionamento do extrato CH3CN de CamarOps SP....cccvvvrrrrrieeeereeeeriiiinaaeeeen 56

3.7.2 Purificacdo das fracdes obtidas do fracionamento do extrato CH3;CN

produzido por Camarops Sp. €M MIlN0 ..........eviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 58
3.7.2.1 Fracionamento e Purificacdo da Fraco Frl ........ccccoiiiiiiiiiiiiiciiiieiee e 58
3.7.2.2 Fracionamento e Purificagdo da Fragdo Fr3 ...........cccoiii, 59
3.7.2.3 Fracionamento e Purificagdo da Frag8o Fré ..........cccoiiiiiii 61

3.8 Analises Quimicas e Avaliagdo do Perfil Quimico do Extrato CH3;OH de

(02210 EoT 0] 0 ] o H PP PP P PRSP 62
3.8.1 Andlise por Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC) ........... 62
3.8.2 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de

Arranjo de DiodoSs (CLAE-DAD).......ooouuiiiiie et e e 63
3.8.3 Andlise por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de *H) ....... 63

3.9 Avaliacdo do Perfil Bioldgico dos Extratos e Substancias Puras Obtidos de

(02210 E=T 0] 0 ] o PP PRRPPN 63

3.9.1 Avaliacdo da Atividade Antifangica Através de Bioautografia sobre

Cromatogramas em Camada Delgada ............cccoevveeeiiiiiiiiiiiiiiiieceeeeeee e 63
3.9.2 Avaliacao da Atividade AntiCOlINESIEraSICa .......cceeeevvvveeiiiiiie e 64
3.9.3 Ensaio preliminar com DPPH para detecgéo de substancias antioxidantes...... 65
3.9.4 Avaliagéo da Atividade ANtItUMOTal .........coooviiiiiiiii e 67
4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO .....ocuiieeieeie ettt 70

4. 1 Avaliacdo da Producdo Metabdlica do Fungo Endofitico Camarops sp. no
Meio de CUltura MIlNO ........cooo oo 70

4.1.1 Andlise do Extrato CH3CN Obtido do Cultivo em Milho do Fungo Endofitico
Camarops Sp. POr CLAE-DAD. ... e 71

4.1.2 Analise do Extrato CH3CN Obtido em Milho-Branco por RMN de Mo, 74

4.1.3 Analise do Extrato CH3CN Obtido do Cultivo em Milho do Fungo Endofitico
Camarops sp. por RMN de H e, 75



Sumario

4.2 Fracionamento Cromatografico do Extrato CH3CN Obtido em Milho de

Camarops sp. e Obtencdo das SUbStANCias PUras..............uceiiiieeeeiieeeiiiiiiiinneeeeee 76
4.2.1 Fracionamento da FraCao 1 ........ccoiiiieiiiiieiiiiii e ee e e e e e e e e e e 79
4.2.2 Fracionamento da FraGao 3 .........oooiiiiiiiiiiiiiiii e 80
4.2.3 Fracionamento da FraGao 4 .........coouviiiiiiiiiiiii e 81

4.3 Ensaios Quimicos e Bioldgicos dos Extratos € Fragdes.........ccoovvvvveiiiiiiiiiiiiicinnnnns 81

4.3.1 Bioautografia com fungos do género Cladosporium — deteccdo de

atividade antifUNQICa ..........covvviiiiiiie e e e 82

4.3.2 Avaliacao da Atividade AntiCOlINESIErASICA ......vvveeeeveeeeeiiiie e 83
4.3.3 Avaliagao da Atividade AntioXIdante ............uuuuiiiiiiiiiiiiiii e 85
4.4 Substéancias Isoladas no Estudo Quimico do Fungo Endofitico Camarops sp. ....... 89
4. 4. Determinacao Estrutural das Substancias Isoladas ...........ccccccceeeiiiieeiiiiiiiiiceenn. 90

4.4.1 Identificacdo Estrutural das Substancias Produzidas pelo Fungo Endofitico

CAMAIOPS SP. . eeiiiieeiiiiia et e ettt e e e ettt e et e et 90
4.4.1.1 Identificacd@o Estrutural da Substancia 1 ..............cccoovviiiiiiiiiieeeieeece e, 90
4.4.1.2 Identificacdo Estrutural da Substancia 2 .............ccovvvviiiiiiie e 96
4.4.1.3. Identificagdo Estrutural da Substancia 3 ..............cccc 103
4.4.1.4. Identificagdo Estrutural da Substancia 4 ............ccccc 111
4.4.1.5. Identificacdo Estrutural da Substancia 5 ........ccccooveeiiiiiiiiiiiiie e, 118
4.4.1.6. Determinacao Estrutural da SUbStancia 6 .............ccccevvvvvviiiiiie e, 129
4.4.1.7 Determinagdo Estrutural da Substancia 7 ............ccccci 138
4.4.1.8. Identificagdo Estrutural da Substancia 8 ...............ccccc 151

4.5 Ensaio Bioldgico das SUbSIANCIas PUras..........cooooviiiiiiiiiiecccciccccineees 162
4.5.1 Avaliacéao da Atividade AntiCOlINESIErASICa .......uvveeeeeeeeeeeiiiiiee e 162
4.5.2 Avaliagao da Atividade ANtioXIdante ..........ooeuviiiiiiiiiieeee e 163
4.5.3 Avaliacao da Atividade Anti-tumoral...........coooovveiiiiiiii e 163
5.0 CONCLUSOES ......oouiiiicieiie ettt 167

REFERENCIAS . ..ottt ettt ettt ettt sa ettt et ne et eaene s 170



1. INTRODUCAO




Introducéo 30

1.0 INTRODUCAO

1.1 Produtos Naturais como Fontes de Substancias Bioativas

Os produtos naturais séo utilizados pela humanidade desde tempos imemoriais.
A busca por alivio e cura de doencas pela ingestdo de ervas e folhas talvez tenham
sido uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais.’ Os primeiros
relatos sobre o uso de plantas com finalidade terapéutica sdo oriundos da
Mesopotamia e datam aproximadamente 2.600a.C. Dentre as substéncias utilizadas
nessa época destacam-se 0s O6leos de Cedrus sp., Cupressus sempervirens,
Glycyrrhiza glabra, Commiphota sp. e Papaver somniferum, sendo estas espécies
vegetais ainda utilizadas na medicina atual para o tratamento de enfermidades que
variam desde tosses e gripes até infeccdes e processos inflamatérios.?

As técnicas desenvolvidas e utilizadas no Egito para conservagdo de mumias,
além de técnicas medicinais, como a descoberta de substancias alucinégenas foi outro
marco importante para o desenvolvimento de farmacos. Os povos antigos utilizavam
largamente rapés e bebidas alucinbgenas em suas préticas religiosas e magicas. Na
Grécia antiga, extratos vegetais eram utilizados em execu¢bes, como no caso de
Sdcrates, que morreu apos a ingestdo de uma bebida a base de cicuta, que continha a
coniina (1).* (Figura 1, pag. 32).

No século XX, o surgimento dos antibiéticos produzidos por fermentacao
microbiana aliado ao desenvolvimento marcante de farmacos sintéticos produzidos
pela industria farmacéutica, logo depois da Grande Guerra, foram causas marcantes no
declinio do uso de plantas medicinais e consequentemente, no investimento em
farmacos de origem vegetal.®

A histéria do Brasil est4 intimamente ligada ao comércio de produtos naturais.
Do pau-brasil (Cesalpinia echinata) era obtido um corante de cor vermelha, muito
utilizado para tingimento de roupas e como tinta de escrever, que ja era conhecido e
utilizado nas indias Orientais desde a Idade Média.! Quando Portugal comecou a
perder suas fontes de especiarias, na india e na Asia, que foram passando para as
maos de ingleses e holandeses, iniciou-se no Brasil a corrida as especiarias do sertdo
— canela, baunilha, cravo, anil, raizes aromaticas, urucum, puxuri, salsa, sementes
oleaginosas, madeiras etc. Em 1793, s6 de anil, foram exportadas 1.400 arrobas para

Portugal.*
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E o Reino Vegetal que tem contribuido de forma mais significativa para o
fornecimento de substancias Uteis ao tratamento de doencas que acometem 0s seres
humanos. A fantastica variedade e complexidade de metabdlitos especiais
biossintetizados pelas plantas teriam se formado e evoluido, como mecanismo de
defesa desses vegetais as condicdes ambientais ricas em micro-organismos, insetos,
animais e também as condi¢des de adaptacdo e regulacéo.® Sendo assim, a variedade
e a complexidade das micromoléculas que constituem os metabdlitos secundarios de
plantas e micro-organismos ainda é inalcancavel por métodos laboratoriais. Isto seria a
consequéncia direta de milhfes de anos de evolugcdo, atingindo um refinamento
elevado de formas de protecdo e resisténcia as intempéries do clima, poluicdo e
predadores.’

Muitos desses metabdlitos secundarios isolados de plantas e micro-organismos
possuem grande valor agregado devido as suas aplicagbes como medicamentos,
cosmeéticos, alimentos e agroquimicos. Muitas dessas substancias constituem-se,
sobretudo, em modelos para o desenvolvimento de farmacos imprescindiveis como, a
vimblastina (2), vincristina (3), etoposideo (4), teniposideo (5), taxol (6), e mais
recentemente a camptotecina (7), originada de fungos, todos importantes
anticancerigenos.” Pode-se citar também, a artemisina (8), atil no tratamento da
maléria; o peptidio conotoxina MVIIA, isolado do caracol marinho Conus magus
utilizado no tratamento de dor crénica severa, entre outros.® (Figura 1, pag. 32)

Como contribuintes para a importancia dos produtos naturais, 0S micro-
organismos também comecaram a serem investigados como fonte de principios
bioativos, devido a sua capacidade metabdlica de produzir uma grande diversidade de
micromoléculas bioativas. O potencial quimico dos organismos vivos estimula o
interesse das industrias farmacéuticas como fonte de farmacos (efedrina (9)),
agroquimicas pelo fornecimento de fungicidas e inseticidas naturais (rotenona (10)),
alimenticias para a obtencdo de substancias naturais usadas para sabor (mentol (11)) e
cor dos alimentos e cosméticos pela necessidade de perfumes naturais (canfora (12)),
entre outros.®

De fato, a descoberta de produtos naturais bioativos constitui, portanto, nao
apenas uma necessidade de sua identificacdo prépria, mas, principalmente, contribui
para o conhecimento de novas substancias quimicas que podem ser usadas como

matrizes para a descobertas de novos farmacos.®
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Figura 1 - Quimioterapicos extraidos de plantas e de micro-organismos.
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Assim, a indiscutivel diversidade quimica e propriedades dos produtos naturais,
associada ao grande numero de compostos derivados de fontes naturais ja aprovados
para uso na medicina terapéutica, evidenciaram que produtos naturais sdo uma

importante fonte de estruturas lideres no processo de desenvolvimento de farmacos.

1.2 Fungos, uma Fonte Promissora de Metabdlitos Bioativos

Os fungos séo organismos eucariotos que tém parede celular rigida e podem ser
uni ou multicelulares. Alguns podem ser microscopicos em tamanho, enquanto outros
sdo muito maiores, como 0s cogumelos e fungos que crescem em madeira Umida ou
solo (Figura 2, pag. 33). Eles ndo ingerem alimentos, mas devem absorver 0s
nutrientes dissolvidos no ambiente. Entre os fungos classificados como micro-
organismos estdo aqueles que sao multicelulares, produzem estruturas filamentosas
microscopicas e sao freqientemente chamados de bolores, enquanto as leveduras séo

fungos unicelulares.’

Figura 2 - Fotos de fungos (A) Cogumelos de solo; (B) Cogumelos de madeira

Os fungos séo descritos por uma caracteristica universal que € a impossibilidade
de realizar a fotossintese e desprovidos de clorofila, portanto, eles sdo completamente
heterotréficos, sendo assim, os fungos adquirirem seus nutrientes no meio ambiente
em que vivem ou de organismos mortos. Eles podem atacar diferentes hospedeiros e

em alguns casos leva-los a morte absorvendo os nutrientes liberados. Além disso,



Introducéo 34

alguns fungos sédo capazes de desenvolver uma relacdo simbidtica com seus
hospedeiros.®

A maioria dos fungos filamentosos é terrestre, contudo exigem geralmente
elevado nivel de umidade, sendo alguns grupos aquaticos.’ Eles sdo o segundo maior
grupo de espécie sobre a Terra, perdendo apenas para 0s insetos, e apresentam cerca
de 1,5 milhdes de espécies. Destes, apenas 1% foram estudados quimicamente e
tiveram os metabdlitos secundarios isolados e caracterizados.®

Os fungos ocorrem basicamente em trés modos de vida, simbiotico, parasitismo
e saprofita. Quando associados as plantas, assumem varios tipos de interacdes, sendo
as simbidticas as que conferem a ambos o0s organismos diversas vantagens,
produzindo ou induzindo a producdo de metabdlitos que podem auxiliar a planta
evitando o atague de herbivoros, no aumento da tolerancia a estresses abidticos e no
controle de ataque de insetos ou outros micro-organismos.'® Por outro lado, eles s&o
capazes de sequestrar os metabdlitos produzidos pelas plantas que irdo atuar como
defesa quimica, ou produzi-los em resposta a pressdo exercida por outros micro-
organismos endofiticos ou fitopatdgenos ou até mesmo por predadores.*

Nas associacdes parasitarias o fungo vive dentro da planta, de onde obtém o
alimento necessario para seu desenvolvimento. Neste caso, geralmente o metabolismo
secundario do fungo é prejudicial a planta, ou pelo consumo de seus elementos vitais
ou pela biossintese de substancias toxicas as plantas. O parasitismo esta relacionado a
patogenicidade e pode, eventualmente, levar a planta & morte.*?

J4, os fungos que vivem na forma de saprofitas, obtém seus alimentos
decompondo substancias organicas em decomposicdo, eles criam estruturas
reprodutoras a partir do micélio, sendo de grande importancia no ecossistema, pois sao
decompositores, reciclando os elementos quimicos.’

O desenvolvimento da resisténcia de alguns micro-organismos patdégenos, tais
como Staphylococcus, Mycobacterium, Tuberculosis e Streptococcus, devido a
utilizacéo indiscriminada e abusiva de antibiéticos e antifingicos, como resultado de um
sistema imunolégico comprometido, reforca a necessidade de pesquisas em busca de
novas drogas com acao terapéutica.™®

Entre os 20 medicamentos mais prescritos no mundo, seis sdo originarios de
fungos,'* estima-se que existam cerca de 1,5 milhdes de fungos, dos quais apenas 5%
das espécies estdo descritas, sendo que a maioria destas ndo foi avaliada em
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bioensaios para descoberta de farmacos.'® Entre as espécies descritas (69.000),
somente 16% (11.500) tém sido cultivadas.**

Vérios produtos naturais com propriedades terapéuticas foram isolados de
espécies de fungos, especialmente agentes quimioterapicos, como penicilinas e
cefalosporinas usadas até hoje como antibiéticos; mevinolina, um agente redutor de
colesterol; bleomicinas, daunorubicinas e analogos, como agentes antitumorais;
avermectina B, um anti-helmintico de largo espectro, entre outros.*®

Metabdlitos de fungos sdo fontes renovaveis, uma vez que métodos para
producdo em larga escala podem ser desenvolvidos usando técnicas previamente
estabelecidas. A derivatizagdo do metabdlito e a otimizagdo da produ¢cdo do mesmo
podem ser acompanhadas através da mutacéo da linhagem, da variacdo do meio e da
alteracéo das condicdes de cultura.’

Visto a grande riqueza e importancia de produtos naturais, micro-organismos
comecaram a ser investigados como fonte de produtos bioativos, pois sdo, juntamente
com as plantas, organismos marinhos e insetos, a principal fonte para novas
substancias bioativas.*® A origem de 30.000 produtos naturais bioativos pode ser
dividida entre animais (13%), bactérias (33%), fungos (26%) e plantas (27%).*°

Assim, h4 um enorme potencial a ser explorado, pois esses micro-organismos
possuem uma das mais fascinantes e importantes propriedades, que é a capacidade
de produzir uma grande variedade de metabdlitos secundarios, com amplo aspecto de

atividade biolégica, como antibiéticos, micotoxinas, antivirais, antitumorais, etc.*

1.3 Fungos Endofiticos

Ao longo dos anos o termo endofitico tem sofrido varias modificagdes. De acordo
com a etimologia da palavra, endo significa “dentro” e phyte significa “planta” (Figura
3, pag.36), entretanto, este conceito tem sido bastante modificado conforme a
necessidade de cada autor para aplicar o termo. Micro-organismos endofiticos foram
mencionados pela primeira vez no inicio do século XIX, mas foi De Barry (1896) quem
primeiro definiu endofitico como “um organismo vivendo dentro de outro organismo”
delineando uma possivel distingdo entre eles e patdgenos de plantas.?* Entretanto, foi
no final dos anos 70, que micro-organismos endofiticos comecaram a adquirir
importancia, quando foi verificado que eles apresentam interacées simbidticas com o

hospedeiro, protegendo as plantas do ataque de insetos, de doencas e de mamiferos
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herbivoros. Possuem também a capacidade de produzir alteracfes fisioldgicas e muitos
outros efeitos nos vegetais que os albergam.?? Desde entéo o termo endofitico ganhou
vérias defini¢des.

Petrini (1991) afirma que endofitico sdo micro-organismos que colonizam o0s
tecidos sadios de partes aéreas da planta, em algum tempo do seu ciclo de vida, sem
lhe causar danos aparentes.”® Em adicdo, Strobel (2003) informa que endofiticos s&o
micro-organismos (principalmente fungos e bactérias) que vivem em espagos
intracelulares dos tecidos das plantas.?* Gunatilaka (2005), refere-se a endofitico como
sendo um micro-organismo (bactéria ou fungo), que colonizam os oOrgaos internos de
plantas, mas que ndo causam efeitos patogénicos ao hospedeiro.® Silva, et al. (2006)
cita que endofiticos estdo presentes no interior de 6rgdos e tecidos vegetais como
folhas, caules e raizes de varias plantas, aparentemente sadias, podendo em alguns
casos produzir danos a planta quando as condicBes ambientais e estado fisiol6gico do
hospedeiro se tornarem favoraveis.?® Guo, et al. (2008) definem que endofiticos sdo
micro-organismos que residem internamente no tecido de plantas vivas sem causar
qualquer efeito negativo de imediato®’ Posteriormente, E, atualmente, Faeth, et al.
(2010) definem endofitico como micro-organimos simbidticos abundantes e

diversificados que habitam a parte aérea e interna das plantas.?

Figura 3 - Fotos de fungos endofiticos (A) Hifas de um fungo endofitico ndo identificado em
células epidermiais de Picea pungens; (B) Hifa intracelular de Rhabdocline parkeri (setas
indicando) em Pseudotsuga taxifolia; (C) Levedura endofitica no interior de estdbmatos de folhas
de plantulas de citros.
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Um fungo endofitico encontra-se em um processo de relacionamento bioldgico
com a planta hospedeira, sem causar danos aparentes para a mesma. Seu papel na
vida das plantas permanece obscuro, alguns autores sdo da opinidao que os endofitos
podem ser patégenos, mas, que estdo em estado latente, no entanto, o que decide se
um enddfito é inofensivo ou prejudicial € o equilibrio entre as demandas da invasao de
fungos e a resposta da planta, sendo que uma vez desequilibradas, o endofito pode se
transformar em um patégeno.*°

Cerca de 300.000 espécies de plantas terrestres na Terra habitam uma ou mais
espécies de endofitos. Apesar desta diversidade, relativamente poucos desses
organismos tém sido caracterizados. Muitos enddfitos produzem produtos naturais
bioativos que inibem o crescimento de outros organismos e, em alguns casos, eles
adquirem a capacidade de sintetizar os mesmos produtos, defensivos naturais
produzidos pela planta. Eles tiram trés beneficios basicos da planta hospedeira:
nutricdo, agua e protecdo fisica contra adversidades bidtica e abidtica. Em
contrapartida, a planta hospedeira pode ser protegida pelo endofito que pode produzir
metabdlitos secundarios, por exemplo, alcaldides, antibidticos, ou toxinas. Estes
metabdlitos podem ser toxicos impedindo o ataque de outros fungos patégenos contra
a planta hospedeira, ou ser de dissuasdo contra os nematodos, insetos, e herbivoros.*

Os micro-organismos endofiticos, que sdo aqueles que colonizam Orgaos e
tecidos internos das plantas, como folhas, caules e raizes, aparentemente sadias, e,
sob circunstancias normais, nao lhes causam doengas, se diferenciam dos micro-
organismos fitopatogénicos, que sdo prejudiciais as plantas, causando-lhes doencas.
Sao também distintos dos micro-organismos epifiticos, que vivem na superficie dos
6rgdos e tecidos vegetais.*® E, diferenciam-se também, dos micro-organismos da
micorriza que vivem em associa¢do com as raizes das plantas.’

Portanto, os fungos que formam nédulos nas raizes das plantas as quais estéao
associados sdo bastante estudados devido sua importancia na agricultura,
particularmente por sua participacdo na fixacdo de nitrogénio pelas plantas. Ao
contrario, os enddfitos das partes aéreas dos vegetais s recentemente tém despertado
o interesse da comunidade cientifica, especialmente por seus potenciais na producéo
de metabdlitos de interesse econdmico, incluindo os relacionados as plantas
hospedeiras.*°
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Foi em 1911 que publicou-se a primeira referéncia sobre metabdlitos
potencialmente ativos isolados de fungos endofiticos,® mas em menos de 100 anos,
até o segundo trimestre de 2007, haviam sido cadastrados nos bancos de dados cerca
de 11.376 publicagdes sobre esse tema, inclusive patentes, evidenciando o crescente
interesse por essa area.®

Atualmente, os endofitos sdo potencialmente Uteis na agricultura e na industria,
particularmente na alimenticia e farmacéutica. Podem ser utilizados como vetores para
introdugcé@o de genes de interesse nas plantas, como agentes inibidores de pragas e
patégenos e como fontes de metabdlitos primarios e secundérios de interesse,*® sendo
que o primeiro metabdlito fungico de notdria eficacia foi, sem duvida, a penicilina
(Figura 4, pag. 38), substancia produzida pelo fungo Penicillium chrysogenun, cuja
capacidade de inibir o crescimento bacteriano foi descoberto acidentalmente por
Fleming, em 1928.%' Hoje, o metabdlito de maior interesse isolado de um fungo
endofitico € o taxol (Figura 4, pag. 38), importante anticancerigeno, inicialmente
isolado da planta Taxus brevifolia e, em seguida do enddéfito Taxomyces andreana, iSso
nos sugere um relacionamento entre plantas e micro-organismos que devem ser

melhor explorados.*

Figura 4 - (A) Fungo endofitico Penicillium chrysogenun e estrutura molecular da penicilina, (B)
Planta Taxus brevifolia e estrutura molecular do taxol.

Em 2008 foram relatados centenas de produtos naturais, de diversas classes de
substancias produzidas por enddéfitos como: alcaldides, terpendides, flavondides,
esterdides, etc. Até agora, a maioria dos produtos naturais oriundos de enddfitos sao:
antibiéticos, agentes anticancerigenos, agentes de controle biologico, e outros
compostos bioativos identificados por suas diferentes funcdes.?*
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Assim, tem-se constatado nos Ultimos anos uma urgente necessidade em se
estudar a quimica dos fungos, temendo-se a perda da biodiversidade, demonstrando
um interesse crescente ndo apenas pela consciéncia da grande diversidade encontrada
em plantas superiores, mas também pela potencialidade destes fungos em produzir
substancias de classes e estruturas diversas, muito freqientemente com atividades

biolégicas de grande interesse comercial.*?

1.5 Espécie Vegetal Hospedeira: Alibertia macrophylla

A familia Rubiaceae Juss., pertencente a ordem Gentianales e compreendendo
cerca de 637 géneros e 10.700 espécies. Tem distribuicdo predominantemente tropical
e subtropical e é constituida essencialmente de espécies lenhosas, entretanto,
observa-se a ocorréncia de alguns representantes herbaceos e arbustivos.** Apenas
20% de seus géneros sao plantas herbaceas que habitam regides temperadas e frias
da Europa, e norte do Canada.>*

Considerada a quarta maior familia de angiospermas do Brasil, com 1.010
espécies (10% das espécies em relacdo ao total mundial), esta amplamente distribuida
nos biomas mais representativos: Amazoénia, Mata Atlantica e Cerrado. Neste ultimo,
sdo encontrados no género Alibertia.*

A importancia econbmica e terapéutica de algumas espécies de Rubiaceae é
bem conhecida no Brasil, onde a familia € muito bem representada, estando descritas
125 géneros por todo o pais,*® e s6 no estado de S&o Paulo 228 espécies, incluidas
em 47 géneros. As espécies sdo encontradas nas regides de cerrado de Mogi-Guacu,
S&o Carlos, Botucatu, e na Mata Atlantica.*’

A familia se destaca por apresentar espécies de consideravel expressao
econbmica, como o café (Coffea arabica) e, também, espécies de interesse
farmacol6gico, como Cinchoma ledgeriana, de onde é extraido o antimalarico quinina, e
Cephaelis ipecuanha, onde se extrai ipeca, utilizada como expectorante na medicina
popular.® Destacam-se também espécies empregadas na ornamentacdo e
paisagismo, como o0 género Gardenia e na alimentacdo, como Genipa americana,
conhecida como jenipapo, cujo fruto é utilizado na preparacéo de doce e licor.*®

Dentre as familias de angiospermas, algumas espécies de Rubiaceae sao

consideradas como plantas que apresentam um alto grau de toxicidade. Uma delas é a
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Palicourea marcgravii vulgarmente conhecida como erva de rato, esta planta que vitima
o gado bovino sendo muito abundante em pastagens no Brasil.*®

A constituicdo quimica de espécies de Rubiaceae é bem diversificada, pois
apresenta classes de substancias como: alcalbéides, flavondides, antraquinonas,
lignéides, monoterpendides (iridéides), diterpendides, triterpendides e esterdides.>

Dentro da familia Rubiaceae escolheu-se o0 género Alibertia para
desenvolvimento do projeto de pesquisa. Os poucos relatos quimicos encontrados na
literatura sobre o género Alibertia, pertencente a subfamilia Ixoroideae, faz destaque a
sua rica constituicdo terpenoidica. Espécies de Alibertia sdo conhecidas como fontes
de triterpenos pentaciclicos, especialmente do tipo oleanano e ursano.*

A espécie vegetal Alibertia macrophylla € uma arvore conhecida popularmente
como marmelo ou marmelada. E encontrada em ambiente de cerrado (Figura 5, pag.

40), e ndo apresenta qualquer uso popular descrito na literatura.

Figura 5 - Alibertia macrophylla K. Schum

Estudos fitoquimicos realizados com folhas da espécie Alibertia macrophylla pela
Professora Vanderlan da Silva Bolzani do Instituto de Quimica — Unesp — Araraquara,
levaram ao isolamento dos iridéides ndo glicolisados: loganetina (1), 1-epiloganetina
(2), 1-B-hidroxi-diidrocornina (3) e 1-a-hidroxi-diidrocornina (4), sendo que (2), (3) e (4)
foram descritos pela primeira vez de fontes naturais.*’ (Figura 6, pag. 41).

Dos extratos polares das folhas foram isolados o acido cafeico (25), cafeoato de
2-feniletina (6) e cafeoato de 2-metil-4-hidroxibutila (7), e dos caules os triterpenos: a-
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amirina (8), B-amirina (9), a-amirenona (10), B-amirenona (11), lupeol (12), lupenona
(13) e germaniconada (14). Estes extratos foram submetidos a bioensaios com os
fungos Aspergillus niger, Cladosporium sphaerospermum, C. cladosporioides, e
Colletotrichum gloeosporioides, e mostraram uma forte acdo fungitoxica. Esta atividade
foi atribuida a presenca dos derivados de acido cafeico, das agliconas iridoidais, e ao
éster cafeoato de 2-metil-4-hidroxibutila, constatado pela inibicdo do crescimento dos

respectivos fungos.*® (Figura 6, pag. 41).

Figura 6 - Constituintes quimicos isolados das folhas de Alibertia macrophylla.

1.6 Interacdo Fungo Endofitico — Planta Hospedeira

Tem-se conhecimento de que micro-organismos endofiticos existem em
praticamente todas as plantas, e também se sabe que ocorrem variacdes dentro das
espécies, inclusive tornando-as patogénicas ou ndo. Entretanto, ndo existem ainda
muitas informacdes sobre a variabilidade dentro de espécies ou géneros que ocorrem

no interior de uma mesma planta, em seus diferentes 6rgdos ou tecidos, ou entre
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endofitos isolados da mesma espécie vegetal, porém em diferentes épocas do ano ou
locais distintos. Sabe-se que a variacdo fenotipica € comum entre isolados de uma
mesma espécie de fungo.*

As interacBes de plantas com fungos endofiticos sdo pouco conhecidas.*?
Simbiose entre um fungo e uma planta € um fendmeno generalizado na natureza, e
desempenha um papel importante na estruturacdo de comunidades vegetais que
afetam a colonizacdo, a concorréncia dindmica de nutrientes do solo e a convivéncia. A
maioria, senéo todas as plantas estudadas no ecossistema natural estéo infestadas por
fungos sem qualquer manifestacdo externa de doenca.® Ecologistas tém reconhecido
por muito tempo que a populacdo biolégica de uma espécie € determinada pela
interacdo com predadores, patdogenos, competidores e mutualistas.*®

Essas interacdes dos fungos endofiticos com o hospedeiro podem ser
simbidticas (mutualismo e comensalismo) ou tréficas (predacdo e parasitismo). Nas
interacdes mutualisticas os fungos sao capazes de produzir metabdlitos que possam
conferir diversas vantagens as plantas, como resisténcia aos estresses bioticos e
abidticos, sendo que essas substancias podem apresentar diversas atividades:
hormonios, antibiéticos, antitumorais e outras funcdes bioldégicas. Também podem
produzir metabdlitos que ndo interferem no metabolismo do vegetal, e sim na
autodefesa contra outros micro-organismos (comensalismo). Nessa associacdo a
planta hospedeira protege e alimenta o endofito, que em resposta produz metabdlitos
bioativos para aumentar o crescimento e competitividade do hospedeiro e protegé-lo
contra herbivoros e fitopatégenos.?’

Exemplos de metabdlitos que podem ser induzidos pelos endofitos sdo as
fitoalexinas, substancias de baixo peso molecular com atividades antimicrobianas,
produzidas pelas plantas ante a acdo de micro-organismos ou de agentes
estressantes. Da parte dos fungos pode-se citar a produgcdo de micotoxinas,
metabolitos secundarios que podem causar doencas em humanos e outros animais.?®

Entretanto mudancas no hospedeiro causadas por fatores de estresse podem
induzir a transicdo de um estado simbidtico (mutualismo e comensalismo) a trofico
(parasitismo), deste modo, o endoéfito passaria a exercer uma acdo patogénica ao
hospedeiro,”® um exemplo s&o os fungos sapréfitas que sdo considerados patégenos
fracos, pois continuam a esporular apés sua morte no tecido vegetal do hospedeiro.**
No entanto, uma série de estudos publicados ainda sdo com base na metodologia

convencional de que interacBes mutualisticas entre fungos e plantas leva a defesa da
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mesma. Neste contexto, uma gama de ajustes planta-fungo sdo necessarios para o
estabelecimento de uma interacdo equilibrada, incluindo reproducdo do endofito, o
custo de energia em abrigar o endofito, a demanda de nutrientes do enddfito, a
supresséo do sistema imune do hospedeiro pode aumentar a susceptibilidade a outros
fungos, e o controle do crescimento do hospedeiro. O equilibrio que envolve a relacao
planta-enddfito pode ser modificado sob condicbes de estresse do hospedeiro ou
alteracdes fisiolégicas em um dos organismos envolvidos. Se este equilibrio é alterado
o micro-organismo pode desenvolver uma condicéo de doenca.®

Como resultado dessas interacbes em longo prazo, é razoavel imaginar que
alguns micro-organismos endofiticos podem ter desenvolvido sistemas genéticos que
permitam a transferéncia de informagbes entre si e da planta hospedeira. Como
consequéncia, os micro-organismos associados podem trocar caminhos bioquimicos a
fim de produzir substéancias comuns aos seus hospedeiros, ou vice-versa, que podem
ter aplicacbes no exterior da planta hospedeira em que normalmente residem. Tais
metabolitos secundarios podem ser importantes para muitas interaces metabdlicas
entre fungos e suas plantas hospedeiras, incluindo defesa e regulamentacdo da
relacdo simbidtica. As interacbes metabdlicas de um endoéfito com seu hospedeiro,
também podem favorecer a biossintese de diferentes produtos naturais bioativos.®

O modo de reproducdo dos fungos endofiticos para outros hospedeiros é de
fundamental importancia para a viruléncia e agressividade que esses micro-organismos
podem causar a planta hospedeira. A maioria dos enddfitos sdo, provavelmente,
transmitidos horizontalmente por esporos de planta para planta. Também podem ser
transmitidos verticalmente através das sementes, e neste caso a interacdo mutualistica
€ acentuada através do aumento da adaptacéo da planta hospedeira com o estagio de
germinacao e também na fase adulta (Figura 7, pag. 44). Porém, a transmisséo vertical
pode reduzir a habilidade do fungo endofitico em infectar uma planta néo infectada,

tanto assexuadamente ou sexuadamente via esporos.*
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Figura 7 - Ciclo de vida de fungos endofiticos em associacdo com o hospedeiro

No entanto, fungos endofiticos tém sido considerados um importante
componente do mecanismo de defesa das plantas contra herbivoros e na tolerancia ao
estresse, estando associados em nivel do ecossistema, um exemplo € o papel que
esses endofitos podem desempenhar na degradacdo do lixo gerado pela planta, pois
endofitos foram descritos como 0s primeiros micro-organismos envolvidos nha

decomposicéo de folhas.™
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

v Isolamento, identificacdo e avaliagdo das atividades antifingica, antioxidante,

anticolinesterasica e antitumoral dos metabdlitos secundarios produzidos pelo

endofito Camarops sp..

2.2 Objetivos Especificos

v

Cultivo em escala ampliada do fungo endofitico Camarops sp. em meio sélido
(milho) para a obtencao do extrato CH3OH,;

Fracionamento do extrato CH3OH por técnicas cromatograficas convencionais
até o isolamento de metabolitos secundarios;

Elucidacdo ou determinacdo estrutural das substancias isoladas por técnicas
espectrométricas (RMN de *H e *3C uni e bidimensionais, EM, UV, IV);

Avaliagdo das substancias puras isoladas aos ensaios para verificacdo do
potencial antioxidante, antifingico, anticolinesterasico e antitumoral,

Fornecer subsidios para uma melhor compreenséao da relagéo ecolégica entre os

fungos endofiticos e as espécies vegetais hospedeiras.



3. PARTE
EXPERIMENTAL
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3.0 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS, EQUIPAMENTOS E TECNICAS UTILIZADAS

3.1.1 Meios para Cultivo do Micro-organismo

O micro-organismo foi cultivado em meio de cultura sélido comercial a
temperatura controlada (25°C).

BDA (meio de cultivo sélido) — Batata Dextrose Agar (SIGMA®): 39g/L de agua.
[Fécula de batata (49); dextrose (20g), agar (159)]

Milho tipo canjica (Yoki®): 90g / 80mL de &gua;

3.1.2 Esterilizacdo dos Materiais

A esterilizacdo de todo material utilizado na manipulagdo do micro-organismo, e
também os meios de culturas preparados, foi realizada em autoclave do fabricante

Quimis®, sendo mantidos & temperatura de 121°C por aproximadamente 20 minutos.

3.1.3 Manipulacédo do Micro-organismo

Todo o procedimento de esterilizacdo do material vegetal e manipulacdo do
micro-organismo foram realizados em Capela de Fluxo Laminar Pachame® PA 310-
Série 172-99.

3.1.4 Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)

Nas andlises por CCDC foram utilizadas placas comerciais da Merck, com silica
de fase normal (silica G TLC Plates W/UV 254, 200um) e silica de fase reversa (C18
silica TLC Plates w/UV; 150um). Os solventes utilizados nos sistemas cromatograficos
foram selecionados de acordo com a fase estacionaria.

As revelacbes foram obtidas por: irradiacdo ultravioleta (UV 254 e 366nm);

nebulizacdo com anisaldeido seguido de aguecimento.
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3.1.5 Cromatografia em Coluna (CC)

Nas separacdes cromatograficas em coluna aberta ou sob pressdo foram
utilizadas colunas de vidro de diferentes diametros interno e comprimentos.
Fases estacionarias utilizadas:
v Silica gel C18 (tamanho da particula: 40-63um; Merck);
v Silica gel fase normal (tamanho da particula: 0,060-0,200um; diametro do poro
6nm; ACROS organics)

3.1.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para as analises do perfil quimico, otimizacéo e isolamento das substancias por
CLAE foram utilizados equipamentos Varian ProStar com detectores de arranjos de
diodo (DAD) e UV-Vis, Shimadzu com detector ultravioleta em arranjo de diodos (DAD)
(Shimadzu SPD-M20A), com degaiseificador DGU-20A; e injetor automético Shimadzu
SIL-20A e, Shimadzu (CBM-20A) com detector ultravioleta em arranjo de diodos (DAD)
(Shimadzu SPD-M20A). O tratamento dos dados foi obtido através de um
microcomputador com processador Intel® Celeron®, utilizando o software Shimadzu LC
solution (versao 1.23 SP1).

Colunas utilizadas:

e Analiticas:

- Gemini Phenomenex C18 (250,0 x 4,60mm; S5um; 110A);
- Luna Phenomenex C18 (250,0 x 4,60mm; 5um; 100A)

e Semi-preparativa:
- Luna Phenomenex C18 (60,0 x 21,20mm, 10um)

e Preparativa:
- Luna Phenomenex C18 (150,0 x 21,20mm, 5um)

3.1.7 Ressonancia Magnética Nuclear de *H e *C

Os espectros de RMN de *H, **C uni e bidimensionais foram realizados em
espectrometros Varian INOVA-500 operando em 500 MHz para o nicleo de *H e em
125 MHz para o ndcleo de **C (Campo magnético 11,4T), e Bruker INOVA-300
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operando em 300 MHz para o nlcleo de *H e em 75 MHz para o nicleo de *C. Foi

utilizado TMS como referéncia interna.

3.1.8 Espectrometria de Massas

Os espectros de massas de alta resolugéo foram obtidos em um espectrémetro
de massas modelo UItrOTOFQ (ESI-TOF Mass Spectrometer, Bruker Daltonics),
operando no modo positivo ou negativo.

Condic¢des do Experimento: Bomba de infuséo.

Fluxo 250uL/h.

Fase movel para a solubilizacdo: CH3;CN 100%.

Modo de deteccao: positivo e negativo para as amostras.

Os espectros de baixa resolucao foram obtidos em:

1. Espectrébmetro de massas Varian LC 1200L com injetor automatico, triplo-
guadrupolo e fonte de ionizacdo por electrospray (ESI). Para o controle do
equipamento, aquisicdo e processamento dos dados foi utilizado o
software Varian MS Wokstation 6.8.

2. Espectrometro de massas LCQ Fleet da Thermo Analitica, equipado com
um dispositivo de insercao direta da amostra via andlise por injecdo em
fluxo continuo (FIA). A amostra foi analisada no modo de ionizacao por
electrospray (ESI) e as fragmentacdes em mdltiplos estagios (MS?, MS?)
realizadas em uma interface do tipo ion-trap (IT). O software Xcalibur
versdao 1.0 (Thermo Finigan®) foi utilizado durante a aquisicdo e

processamento dos dados espectrométricos.

3.1.9 Preparo das amostras para analise via CLAE (clean-up)

Os extratos brutos obtidos em meios liquidos e sélidos em pequena escala
foram submetidos aos ensaios biolégicos e & analise em RMN de 'H e CLAE-DAD em
gradiente exploratorio. Antes das analises por CLAE-DAD as amostras foram
solubilizadas em CH3OH:H,O (95:05) e submetidas a um “clean up” utilizando
cartuchos de silica C-18 acoplado em membrana Millipore® (0,2 mm). Apés este
procedimento, as amostras (1,5 mg mL™) foram armazenadas em “vial”, para posterior

injecao.
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3.1.10 Anélise de rotacéo 6ptica [a]p?

As analises de rotagdo Optica das substancias isoladas foram realizadas em um
Polarimetro JASCO P-1020, com lampada de sédio operando a 589nm e cela de 1,0mL

e software Jasco Spectra Manager.

3.1.11 Infravermelho

Os espectros de IV foram obtidos no espectrometro FT-IR, modelo Spectrum
2000 da Perkin Elmer, Série 1600 sob as seguintes condicfes: porcentagem de
transmitancia (%T) com um actmulo de 32 varreduras, com resolucédo de 1 cm™, na

faixa de absorcéo de 4000-400 cm™, utilizando pastilhas de KBr.

3.1.12 Solventes utilizados

Deuterados: Merck, Aldrich e Fluka.
N&o-Deuterados: Merck, J.T. Baker, Synth, Mallinckrodt P.A. e H,O MilliQ.

3.1.13 Outros Equipamentos

Evaporador rotatério - Buchi
Balanca analitica — Mettler Toledo AG 245

3.2 SELECAO E CLASSIFICACAO DA ESPECIE VEGETAL

As folhas de A. macrophylla foram coletadas na Estacdo Ecol6gica Experimental
de Mogi-Guacu, Fazenda Campininha, e identificadas pela Prof®. Dr?. Inés Cordeiro, do
Instituto de Botanica de Sdo Paulo. A exsicata do material vegetal encontra-se
depositada no Herbério do Jardim Botéanico de S&o Paulo (N° SP 370.915).
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3.3 ISOLAMENTO DAS CEPAS FUNGICAS’

O isolamento dos fungos endofiticos a partir do material vegetal foi realizado
tendo como base o procedimento experimental citado por Maier (1997).*° As
superficies das folhas saudaveis de A. macrophylla foram esterilizadas por imersdo em
NaClO 1% (5 minutos) e etanol 70% (1 minuto), seguida de uma dupla lavagem em
agua estéril (1 minuto). A dgua da segunda lavagem foi plagueada para verificacdo da
presenca de fungos remanescentes. Pedacos de folhas secionadas assepticamente (3
a 4 de aproximadamente 1cm?) foram inseridos em meio de cultura sélido contendo
batata-dextrose-agar (BDA) e agar-agar (AA), preparados com antibiético (sulfato de
gentamicina 50mg/mL), para evitar 0 crescimento bacteriano. O crescimento dos
fungos foi monitorado e repiques sucessivos foram realizados até a obtencdo das
linhagens puras, que foram preservadas em frascos com agua esterilizada,*’ conforme

pode ser visualizado na Figura 8 (pag. 52).

Figura 8 - Metodologia de isolamento, purificacéo e preservagao dos fungos endofiticos

Das folhas de A. macrophylla foram isolados quatro linhagens puras que foram

codificadas como AM-01, 02, 03, 04 e que apos estudos de identificacdo obteve-se
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Penicillium spl (AM-01), Camarops sp. (AM-02) e Penicillium sp2 (AM-04) e, estéo
depositadas na micoteca do Departamento de Quimica Organica/IQAr-SP.
Para realizacdo deste projeto, o fungo Camarops sp. foi selecionado para

avaliacdo do potencial quimico e bioldgico.

* O processo de isolamento e preservacdo das cepas fungicas foi realizado pelo Dr. Geraldo H. Silva.

3.5 CLASSIFICACAO DO FUNGO ENDOFITICO

A cultura pura de Camarops sp. foi enviada para o Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas - Divisdo de Recursos Microbianos da
Universidade Estadual de Campinas (CPQBA/UNICAMP) e foi classificada pela Prof®.
Dr? Lara Durdes Sette e pelo Prof. Dr. André Rodrigues.

Inicialmente, a identificacdo foi realizada por taxonomia convencional, que é
baseada na andlise comparativa de caracteristicas diferenciais de morfologia, fisiologia
e metabolismo bioquimico da linhagem teste com dados citados na literatura de
referéncia, possibilitando assim a identificacdo do micro-organismo. Como essa
metodologia foi infrutifera em nivel de espécie, passou-se entdo, para uma metodologia
de identificacdo mais avancada.

Em muitos casos, os taxonomistas tém dificuldades para determinar quais sdo
as caracteristicas que realmente definem uma espécie ou um género. Nesse aspecto,
técnicas moleculares (sequenciamento de genes), de classificacdo e identificagdo
contribuem para o entendimento das relacdes filogenéticas entre as diferentes espécies
de fungos. Neste contexto, passou-se entdo, a utilizar a biologia molecular para
identificar-se a espécie fangica estudada. Este estudo quimio-genético-taxondmico
viabiliza uma identificacdo segura de fungos filamentosos utilizados na busca de
metabolitos secundarios de interesse biotecnolégico. Desta forma, este procedimento

de identificacdo nos assegura a correta identificacdo da espécie estudada.



Parte Experimental 54

3.6 CULTIVO DO FUNGO ENDOFITICO

3.6.1 Cultivo do fungo endofitico Camarops sp.

O isolado fungico Camarops sp. (Figura 9, pag. 54) preservado em “slants” foi
repicado em placas de Petri contendo meio BDA e incubado por quinze dias a 25°C. O
cultivo em meio solido foi realizado em frascos de Erlenmeyer (500mL) contendo 90g
de milho e 80mL de agua cada (num total de 25 frascos de Erlenmeyer, sendo um
separado para o branco). Estes meios foram autoclavados trés vezes (em dias
alternados) a temperatura de 121°C, por 40 minutos. Apds resfriamento os meios foram
inoculados com o enddfito e incubados a 25°C em modo estatico por 21 dias.
Terminado o periodo de incubacgédo, as culturas solidas foram trituradas, e extraidas
com CH3OH (7 x 350mL), em seguida o solvente foi evaporado fornecendo o extrato
CH30OH (Figura 10, pag. 55).

Figura 9 - Fungo endofitico Camarops sp. isolado de Alibertia macrophylla

Utilizando as mesmas condicdes de cultivo descritas acima também foi obtido o
extrato CH3;OH do milho (Branco) sem a inoculagéo do fungo com o objetivo de realizar
uma comparacdo com 0s possiveis interferentes extraidos do meio de cultivo com

metanol.
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Figura 10 — Fluxograma de obtencao e analise do extrato CH;OH obtido em milho do enddfito
Camarops sp.

O extrato CH3;OH obtido em milho foi submetido a analise do perfil
cromatogréfico por CLAE-DAD em gradiente exploratério e analise por RMN de 'H. O
sistema utilizado para analise em CLAE foi coluna analitica Luna Phenomenex tipo
octadecil silano (C18) e eluicdo em gradiente H,O/CH3OH (95:05—0:100) por 40min.,
permanecendo nesta condicdo por mais 10min., com fluxo de 1,0mL/min., e A de

254nm para posterior escolha do melhor comprimento de onda.

3.7 PARTICAO DO EXTRATO CHs;OH OBTIDO DO CULTIVO EM MILHO DE
CAMAROPS sp.

O extrato CH3OH obtido em milho de Camarops sp. foi fracionado de acordo

com a Figura 11, pag. 56.
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Figura 11 — Fluxograma de particdo do extrato CH;OH obtido do cultivo de Camarops sp.

O extrato CH3CN foi submetido a analise do perfil quimico por CLAE-DAD e
RMN de 'H. O sistema utilizado para andlise em CLAE foi coluna analitica Luna
Phenomenex tipo octadecil silano (C18) e eluicAdo em gradiente H,O/CH3;0OH
(95:05—0:100) por 40min., permanecendo nesta condicdo por mais 10min., com fluxo

de 1,0mL/min. e A de 254nm para posterior escolha do melhor comprimento de onda.

3.7.1 Fracionamento do extrato CH3CN de Camarops sp.

Apoés obtencédo do extrato CH3CN, este foi submetido a cromatografia em coluna
sob pressao, onde utilizou-se como fase estacionaria silica de fase reversa C18 e
sistema de eluicho em gradiente H,O/CH30H (70:30—0:100) e CH3OH/AcOEt
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(50:50—0:100). Foram obtidas oito fracbes como visualizado na Figura 12 (pag. 57),
de 315mL cada (Frl a Fr8).

Figura 12 - Fracionamento cromatografico utilizando fase reversa do extrato CH3CN

O perfil quimico destas fracbes foi avaliado por CLAE-DAD utilizando uma
coluna analitica tipo Octadesil silano (C18) e eluicdo com gradiente H,O:CH3;OH
(95:05v/v) a (0:100v/v) por 40min., permanecendo nesta condi¢ao por mais 10 minutos,
num fluxo de 1,0mL'min?. Estas foram, cuidadosamente analisadas por CCDC
utilizando CHCI3/CH30OH 95:05 como fase movel e como revelador luz ultra-violeta nos
comprimentos de onda A 254 e 366nm seguido de anisaldeido e aquecimento e RMN
de 'H objetivando uma avaliacdo do grau de pureza e do perfil quimico. As massas
obtidas destas fracdes, aliadas & resolugéo por CCDC e aos espectros de RMN de *H,

conduziram a selecao das fracdes Frl, Fr3 e Fr4 para o estudo quimico.
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3.7.2 Purificacdo das fracdes obtidas do fracionamento do extrato CH3CN
produzido por Camarops sp. em milho

3.7.2.1 Fracionamento e Purificagédo da Fragao Frl

A fracdo Frl foi submetida & cromatografia em coluna sob pressédo, onde
utilizou-se como fase estacionaria silica de fase reversa C18 e eluentes H,O/CH3;0OH
(80:20—0:100) e CH30OH/ACOEL (50:50—0:100) em gradiente. Foram obtidas seis sub-
fracOes de 240mL cada (Frl1-A a Frl1-F) como visualizado na Figura 13 (pag. 58). Estas
foram analisadas por RMN de 'H e CCDC utilizando uma série de eluentes, e
anisaldeido seguido de aquecimento como reveladores. ApoOs esta analise, as fracdes
Frl1-A e Frl1-B foram novamente fracionadas.

As fracbes Frl-E e Frl-F foram reunidas por apresentarem perfil idéntico por
anélise dos espectros de RMN de *H e forneceram a substancia 4.

As fracBes Frl-A e Frl1-B foram fracionadas por coluna cromatogréfica utilizando
silica gel como fase estacionaria e como fase moével um sistema ternario de eluentes
Hex:AcOEt:CH30H (69:30:1—55:30:15).

Da Frl1-A foram obtidas oito sub-fracées de 20mL cada (Frl-Al a Fr1-A8) e da
Fr1l-B quinze sub-fracbes de 20mL cada (Fr1-B1 a Frl-B15) como visualizado na
Figura 13 (pag. 58).

A Frl-A forneceu a substancia 1, e a Fr1-B as substancias 2 e 3.
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Figura 13 - Fracionamento cromatografico utilizando fase normal e fase reversa de Frl

3.7.2.2 Fracionamento e Purificacdo da Fracéo Fr3

A Fr3 foi fracionada por coluna cromatografica utilizando silica gel como fase
estacionaria e um sistema de eluentes como fase mével Hex:AcOEt (95:05—0:100) em
gradiente como mostrado na Figura 14 (pag. 60) fornecendo 154 sub-fracbes de
aproximadamente 20mL cada. Estas foram analisadas por CCDC utilizando uma série
de eluentes, e anisaldeido seguido de aquecimento como reveladores. As primeiras
fragcOes (ao redor de 55) ndo apresentaram massa e foram descartadas.

As demais fragdes foram reunidas de acordo com a semelhanca evidenciada por

CCDC resultando em 14 sub-frac6es que foram codificadas Fr3-A a Fr3-N.
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As subfracdes Fr3-H, Fr3-1 e Fr3-J foram analisadas por RMN de 'H e, a
subfracdo Fr3-H forneceu a substancia 5.

A subfragédo Fr3-I foi submetida a purificag@o por CLAEpp, utilizando coluna C18
semi-preparativa com fase moével H,O:CH3CN (35:65—0:100 v/v) num fluxo de
7,5mL'min™ analisando num comprimento de onda de 254nm, onde isolou-se as
substéancias 5 e,6.

A subfracdo Fr3-J foi submetida a purificacdo por CLAEprep, utilizando coluna
C18 preparativa com fase movel H,O:CH3;CN (25:75—0:100 v/v) num fluxo de
8,0mL'min™ analisando num comprimento de onda de 254nm, onde isolou-se, as

substancias 6 e 7.

Figura 14 - Fracionamento cromatogréfico utilizando fase normal de Fr3.
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3.7.2.3 Fracionamento e Purificacdo da Fracéo Fr4

A Fr4 foi fracionada por coluna cromatogréafica utilizando silica gel como fase
estacionaria e um sistema de eluentes como fase moével Hex:AcOEt (95:05—0:100) em
gradiente Figura 15 (pag. 62) fornecendo 51 sub-fracdes de aproximadamente 50mL
cada. Estas foram analisadas por CCDC utilizando uma série de eluentes, e
anisaldeido seguido de aquecimento, como reveladores.

As fracoes foram reunidas de acordo com a semelhanca evidenciada por CCDC
resultando em 10 sub-fracfes que foram codificadas Fr4-A a Fr4-J.

A sub-fracdo Fr4-B foi novamente fracionada por coluna cromatografica
utilizando silica gel como fase estacionaria e um sistema de eluentes Hex:AcOEt
(95:05—0:100) em gradiente como fase mével. Foram obtidas 36 sub-fragcbes de 50mL
cada (Fr4-B1 a Fr4-B36) Figura 15 (pag. 62). Estas foram analisadas por CCDC
utilizando Hex:AcOEt 70:30 como eluente e luz ultra-violeta e anisaldeido seguido de
aguecimento como reveladores e, conforme semelhanca foram reunidas, resultando
assim em 22 sub-fragbes (Fr4-B1 a Fr4-B22).

A subfracdo Fr4-B3 mostrou-se pura e foi submetida a analises por RMN de *H e
3¢, gHMQC, gHMBC e gCOSY, sendo codificada como substancia 8. Das demais
fracOes, algumas foram reunidas e devidamente armazenadas em freezer aguardando

estudos posteriores.
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Figura 15 — Fracionamento cromatografico utilizando fase normal de Fr4.

3.8 ANALISES QUIMICAS E AVALIACAO DO PERFIL QUIMICO DO EXTRATO
CHs;OH DE CAMAROPS sp.

O extrato CH3OH obtido do fungo endofitico Camarops sp. foi submetido a

andlises quimicas utilizando as seguintes técnicas:

3.8.1 Analise por Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)

Esta técnica tem o objetivo de estabelecer condi¢cdes priméarias de separacdo
cromatografica, obtendo indicios da natureza quimica das substancias presentes no
extrato.

As analises do extrato CH3OH realizadas por CCDC foram otimizadas utilizando
silica de fase normal e fase reversa (C18) como fases estacionarias e misturas binarias
dos solventes AcOEt, Hex, CH3;OH e CHCI; para a selecao da fase mével. O sistema
que apresentou melhor separacéo e resolucdo cromatogréafica foi silica de fase normal

como fase estacionaria e eluicdo com CHCI3:CH3OH (95:05 v/v).
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3.8.2 Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de
Arranjo de Diodos (CLAE-DAD)

Considerando a natureza de média a alta polaridade das substancias extraidas,
foi de fundamental importancia a submissao do extrato CH3;OH a CLAE-DAD, para se
verificar a adequacao desta técnica cromatografica ao trabalho experimental, e também
contribuir para o conhecimento da natureza quimica das substancias presentes.

Nas analises do perfil quimico do extrato CH3OH realizadas por CLAE-DAD, as
amostras foram submetidas a eluicdo em gradiente exploratorio com coluna analitica
Luna Phenomenex tipo octadecil silano (C18) e eluicAo em gradiente H,O/CH3;OH
(95:05—0:100) por 40min., permanecendo nesta condicdo por mais 10min., com fluxo

de 1,0 mL/min. e A de 254nm para posterior escolha do melhor comprimento de onda.

3.8.3 Andlise por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de *H)

O objetivo desta técnica esta direcionado a obtencdo de indicios sobre a
natureza quimica dos hidrogénios presentes nos metabdlitos produzidos pelo enddfito e
encontrados no extrato CH3;OH.

Para obtencdo dos espectros de RMN de 'H do extrato CH3OH, as amostras

foram submetidas a analise utilizando DMSO-dg e CDCIl; como solventes deuterados.

3.9 AVALIACAO DO PERFIL BIOLOGICO DOS EXTRATOS E SUBSTANCIAS
PURAS OBTIDOS DE CAMAROPS sp.

As andlises bioldgicas realizadas para os extratos CH3zOH, CH3CN, fracdes
oriundas do fracionamento do extrato CH3CN e as substancias puras obtidas do cultivo

em milho do enddfito Camarops sp. foram:

3.9.1 Avaliacdo da Atividade Antifungica Através de Bioautografia sobre
Cromatogramas em Camada Delgada

Os ensaios de atividade antifungica foram desenvolvidos no Instituto de Botanica
de Sdo Paulo — Secdo de Fisiologia Vegetal, sob supervisdo da Dr®. Maria Claudia
Marx Young.



Parte Experimental 64

A atividade antifungica foi determinada por bioautografia pela nebulizacdo dos
fungos Cladosporium cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum.

Os extratos CH3;OH e CH3CN (400ug), e as substancias puras (100ug, 50ug,
25ug, 10ug, 5ug e 1ug), foram aplicadas em cromatoplacas de silica gel e eluidas com
solventes adequados CHCI3:CH3OH (90:10). Em seguida foram evaporadas para
completa remocdo dos solventes. As cromatoplacas foram borrifadas com uma
suspensdo de fungos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum, na
concentracdo de 5x10° esporos/mL, em solucdo de glicose e sais. As placas
aspergidas com suspensado de fungos foram incubadas em camara Umida a 25°C,
durante 48 horas, na auséncia de luz. Decorrido o periodo de incubagdo, o fungo
cresceu por toda placa, exceto nas regifes onde se encontravam as substancias ativas
inibindo o crescimento do fungo, em comparagdo com o padrdo positivo nistatina 1ug
(Figura 16, pag. 64).%

Figura 16 - Nistatina, controle positivo nos ensaios de atividade antifingica.

3.9.2 Avaliagcdo da Atividade Anticolinesteréasica

Os ensaios de atividade anticolinesterasica foram desenvolvidos no Instituto de
Botanica de Sdo Paulo — Secdo de Fisiologia Vegetal, sob supervisdo da Dr®. Maria
Claudia Marx Young.

O ensaio qualitativo e quantitativo por bioautografia (Cromatografia em Camada
Delgada — CCD) consiste na eluicdo de uma cromatoplaca da substancia em analise,
juntamente com um controle positivo inibidor da enzima acetilcolinesterase (AChE),
galantamina (Figura 17, pag. 65). As amostras e o controle foram aplicados em ordem

decrescente de massa, e em placas de silica com eluente adequado (CHCI3:CH3OH
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(90:10)), objetivando encontrar a menor quantidade inibidora da AChE, que possa ser
observada visualmente. Apés o desenvolvimento da cromatografia, a placa foi borrifada
com a solucdo da enzima AChE (6,66U) (solucdo A). A placa cromatogréfica foi
incubada em camara umida fechada a 37°C por 20 minutos, e em seguida borrifada
com a (solugédo D).*

O aparecimento de manchas brancas sobre um fundo de coloragéo roxa indica

que houve inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase.

Solucgdes:

v Solucédo A: Acetilcolinesterase (1000U, Sigma, produto n° C2880) foi dissolvida
em 150mL do tampéao Tris-HCI (0,05M; pH=7.9), a solucdo estoque foi
armazenada a 4°C e no momento do uso foi adicionado 0,1% de albumina de
soro bovino;

v' Solucdo B: 250mg de acetato de 1-naftila em 100mL de etanol;

(\

Solucéo C: 400mg do sal Fast Blue B em 160mL de agua destilada;

v" Solucgao D: mistura de 10mL da solucéao B + 40mL da solucao C.

Figura 17 - Galantamina, controle positivo nos ensaios de inibicdo de AchE

3.9.3 Ensaio preliminar com DPPH para deteccéo de substancias antioxidantes

Os ensaios antioxidantes foram desenvolvidos no Instituto de Quimica em
Araraquara — Departamento de Quimica Organica.

A propriedade antioxidante pode ser identificada nas estruturas quimicas que
tém a capacidade de doar um hidrogénio radicalar, estabilizando facilmente o elétron
desemparelhado remanescente na sua estrutura, através de ressonancia, sendo esse

modelo geralmente observado em estruturas fenélicas.®?
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O padrao utilizado para comparar a atividade sequestradora de radicais livres
dos extratos CH3OH, CH3CN, das fracdes oriundas do fracionamento do extrato CH3CN
e das substancias puras de Camarops sp. foi a quercetina diidratada (Figura 18, pag.
67), dissolvida em CH3;OH, nas seguintes concentragdes: 33,3uM; 26,7uM; 20,0uM,;
13,3uM; 6,7uM; 3,3uM; 1,7uM.

A solucdo de DPPH foi preparada na concentracdo de 0,04g/L, em CH3OH. Os
extratos, as fracbes e as substancias puras foram diluidos em CH3;OH nas
concentracoes: 0,667mg/mL; 0,333mg/mL; 0,0100mg/mL; 0,0067mg/mL;
0,0033mg/mL; 0,0027mg/mL; 0,0017mg/mL. A andlise foi feita em microplacas
transparentes de 96 pocos, com capacidade para 400pL.

A primeira placa foi preenchida com o branco (300uL de CH3;OH por poco), e sua
leitura foi feita antes da placa contendo os extratos, as fracdes e as substancias de
interesse. A segunda placa foi preenchida com as sete diferentes concentra¢des do
extrato (100uL do extrato por poco), sendo que as trés primeiras fileiras de pocos
continham o padrdo. Entdo, foram adicionados 200uL da solucdo de DPPH em cada
poco. Todas as amostras foram analisadas em triplicada e tiveram seus desvios
padrdes calculados.

A placa foi mantida ao abrigo da luz por 30 minutos apés a adi¢cao da solucao de
DDPH, posteriormente, foi feita a leitura em leitor de microplacas Synergy-HTS em A
517nm. Os dados obtidos foram entdo processados empregando a formula a seguir
que foi inserida no programa KC4, o qual calculou e gerou os gréaficos da atividade
sequestradora de radicais livres.

Processamento dos dados:

Formula: % de sequestro do radical livre estavel DPPH

%AA= (absorbancia do CONTROLE-DPPH- absorbancia da AMOSTRA ou PADRAQ)*100
Absorbancia do CONTROLE-DPPH

A atividade antioxidante foi expressa em termos de ICsy (concentracdo em
mg/mL do extrato, necessario para sequestrar 50% do radical livre DPPH). O radical
DPPH tem um maximo de absor¢do em 515nm, o decréscimo na absorbéancia, devido a
captura de um hidrogénio radicalar cedido pela espécie antioxidante e consequente

estabilizacéo do radical, é evidenciado pela mudanca da cor violeta para amarelo.*
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Figura 18 - Quercetina controle positivo nos ensaios de atividade antioxidante

3.9.4 Avaliacao da Atividade Antitumoral

Os ensaios antitumorais e de hemolise foram desenvolvidos no Laboratério de
Oncologia Experimental, Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade
Federal do Ceard, sob supervisdo da Prof?. Dr?. Claudia do O Pessoa.

As linhagens tumorigénicas humanas utilizadas no ensaio de atividade
antitumoral foram SF 295 (glioblastoma - humano), MDA-MB435 (mama - humano) e
HCT-8 (colon - humano) e, foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA).

As células foram cultivadas em meio de RPMI 1640, suplementado com 10% de
soro fetal bovino e 1% de antibidticos, sendo mantidas em estufa a 37°C e atmosfera
contendo 5% de CO..

A analise de citotoxicidade pelo método do MTT consiste em uma analise
colorimétrica, pela qual ocorre a conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-
H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazana, a partir de enzimas
mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas.

As células foram plaqueadas na concentracdo de 0,1 x 10° cél/mL para as
linhagens MDA/MB-435 e SF-295 e 0,7 x 10° cél/mL para a linhagem HCT-8. As placas
foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Ao término deste, as
mesmas foram centrifugadas e os sobrenadantes, removidos. Em seguida, foram
adicionados 150uL da solugdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram
incubadas por 3 horas. A absorbancia foi lida apés dissolucdo do precipitado com

150uL de DMSO puro em espectrofotometro de placa a 595nm.



Parte Experimental 68

Os experimentos foram estatisticamente validados, segundo suas meédias, de
acordo com o programa GraphPad Prism, empregando esse para a determinacédo do
ICs0 (concentragdo inibitéria capaz de diminuir em 50% a viabilidade celular), o padrao

utilizado foi o quimioterapico doxorrubicina (Figura 19, pag. 68).*

(@) OH (@)
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Figura 19 - Doxorrubicina controle positivo nos ensaios de atividade antitumoral
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO DA PRODUCAO METABOLICA DO FUNGO ENDOFITICO
CAMAROPS sp. NO MEIO DE CULTURA MILHO

Os fungos absorvem nutrientes, em vez de ingeri-los. A absor¢éo é auxiliada por
enzimas secretadas no meio, que quebram as moléculas organicas em porc¢des
menores que podem ser transportadas mais facilmente para dentro da célula.’

Muitas espécies fungicas podem se desenvolver em meios minimos, contendo
amOnia ou nitritos, como fontes de nitrogénio. As substancias organicas, de
preferéncia, sdo carboidratos simples como D-glicose e sais minerais como sulfatos e
fosfatos. Oligoelementos como ferro, zinco, manganés, cobre, molibdénio e célcio séo
exigidos em pequenas quantidades. No entanto, alguns fungos requerem fatores de
crescimento, que ndo conseguem sintetizar, em especial, vitaminas, como tiamina,
biotina, riboflavina, 4cido pantoténico etc.’

E importante salientar que as caracteristicas fisioldgicas de um micro-organismo
em cultura, podem néo ser as mesmas que as do seu crescimento na natureza. As
culturas puras em laboratorio crescem muito bem, porque normalmente tém uma
abundéancia de nutrientes e ndo ha competicdo com outros micro-organismos pelo
alimento em disponibilidade. Assim, em laboratério eles podem crescer em uma
mistura simples contendo agucar, uma fonte de nitrogénio inorganico ou organico e
alguns minerais. Alguns necessitam de vitaminas. Outros podem crescer somente em
um meio complexo que contenha uma grande variedade de compostos organicos
providos pela peptona e extratos de carne.’

O cultivo do fungo em placas de Petri foi realizado somente em meio de BDA
gue é um meio rico em nutrientes primarios essenciais ao crescimento de fungos e no
qual AM-02 se desenvolve satisfatoriamente.

As condi¢cbes para o cultivo do endofito (meio de cultura sélido, tempo de
incubacdo de 21 dias em modo estatico e ambiente climatizado a 25°C) foram
adotadas com base nos resultados obtidos com o estudo anteriormente realizado pelo

nosso grupo de pesquisa.™
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4.1.1 Anélise do Extrato CH3CN Obtido do Cultivo em Milho do Fungo Endofitico
Camarops sp. por CLAE-DAD.

O extrato CH3CN (Tabela 1, pag. 71) foi submetido a analise do perfil quimico
por CLAE-DAD para verificar a adequacao desta técnica cromatografica no trabalho
experimental e, também contribuir para uma avaliagdo prévia da natureza quimica das

substancias presentes.

Tabela 1 - Fungo endofitico isolado de Alibertia macrophylla.

Fungo Camarops sp. Massa Extratos (g) Camarops sp. (cultivado em BDA)
Extrato CH;OH 64,9
Extrato AcOEt 15,3
Extrato CH;CN 3,3

No cromatograma do extrato CH3CN obtido do endofito Camarops sp. (via
CLAE-DAD em gradiente exploratorio, (Figura 19, pag. 72) foi observada uma grande
variedade metabdlica, com bandas cromatogréficas variando de média a alta
polaridade e boa resolucdo cromatografica em varios comprimentos de onda na regido
do UV, evidenciando esta técnica como um bom método de separagdo cromatografica.
Um estudo detalhado dos respectivos tempos de retencdo associado com 0S espectros
de UV permitiram uma avaliagcdo das condi¢cdes para o fracionamento por CC usando
silica de fase reversa C18.

Uma comparagdo com o cromatograma obtido do extrato CH3CN branco (Figura
20, pag. 73) revelou que a variedade dos sinais corresponde somente aos metabdlitos
secretados pelo fungo, uma vez que o cromatograma do extrato CH3CN branco
apresentou picos ndo coincidentes com os do extrato CH3CN obtido do enddfito

Camarops sp.
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Figura 20 - Cromatogramas em gradiente exploratorio do extrato CH;CN em milho produzido

por Camarops sp.



Resultados e Discussao

mAU

235nm

350
300%
250
200%
150%

100

50

eoé
50

30

20]

10

Figura 21 - Cromatogramas em gradiente exploratério do extrato CH;CN (branco) em milho.
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4.1.2 Andlise do Extrato CH3CN Obtido em Milho-Branco por RMN de H

A fim de diminuir ou eliminar os interferentes provenientes do meio de cultivo
(milho) o extrato CH3OH produzido por Camarops sp. foi particionado duas vezes. A
primeira particdo foi realizada com AcOEt/H,O objetivando a eliminagdo dos aglUcares
oriundos do meio de cultivo e, a segunda foi realizada com CH3;CN/Hex objetivando a
eliminacdo das graxas, também provenientes do meio de cultivo sélido em milho. Este
procedimento foi adotado apds avaliacéo do espectro de RMN de *H (Figura 22, pag.
74) do milho sem inoculacdo do endofito (branco), que se mostrou rico em acgucares e
substancias graxas.

Deste modo, nos asseguramos que os metabdlitos isolados foram produzidos

pelo micro-organismo e nao procedentes do meio de cultivo em milho.
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Figura 22 - Espectro de RMN de *H do extrato CH;CN de milho-branco (CDCl;, 500 MHz)
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4.1.3 Anélise do Extrato CH3CN Obtido do Cultivo em Milho do Fungo Endofitico
Camarops sp. por RMN de *H

O extrato CH3CN foi submetido & analise de RMN de *H com o objetivo de obter
indicios sobre a natureza quimica dos hidrogénios presentes nos metabdlitos
produzidos pelo fungo endofitico.

De um modo geral, o espectro de RMN de *H (Figura 23, pag. 75) do extrato
CH3CN obtido em milho de Camarops sp., evidenciou sinais em uma vasta largura
espectral (0,8 a 7,0ppm) demonstrando a presenca de substancias aromaticas, sinais
de hidrogénios olefinicos, carbindlicos, metilicos, metilénicos, metinicos e fendlicos.
Também foram observados os sinais correspondentes aos hidrogénios olefinicos do
anel B dos sesquiterpenos eremofilanos, na regido de aproximadamente & 5,9 a
6,52ppm. A diversidade de sinais ressalta a grande diversidade quimica do extrato
CH3CN produzido pelo fungo endofitico Camarops sp.
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Figura 23 - Espectro de RMN de *H do extrato CH;CN do endéfito Camarops sp. (CDCl;, 500
MHz)
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4.2 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO CH3CN OBTIDO EM
MILHO DE CAMAROPS sp. E OBTENCAO DAS SUBSTANCIAS PURAS

O extrato CH3CN obtido em milho de Camarops sp. apresentou por CLAE-DAD
uma boa resolucdo cromatogréafica, mesmo sendo observada uma diminuicdo de picos
em determinados comprimentos de onda. Apds andlise por CLAE-DAD, o extrato
CH3CN foi fracionado em coluna cromatografica sob-presséo, utilizando silica C18
como fase estacionaria e sistema de eluicdo H,O:CH3;OH em gradiente, levando a
obtencéo de 8 fragbes (Frl a Fr8). Estas fragGes foram analisadas por CCDC (Figura
24, pag. 76) para avaliar o grau de pureza. Todas as fragbes foram analisadas por
CLAE-DAD e por espectroscopia de RMN de 'H, as fracbes que apresentaram maior
massa e espectros de RMN de 'H promissores, Frl, Fr3 e Fr4 (Figuras 25-27, pag. 77-
78), foram analisadas por CLAE-DAD (Figuras 28-30, pag. 78-79) e, posteriormente
purificadas através de cromatografia em coluna sob pressdo e/ou cromatografia em

coluna utilizando silica gel normal e/ou CLAEprep.

Figura 24 - FracOes obtidas do fracionamento do extrato CH3;CN: (A) 254nm, (B) 366nm e (C)
visivel.
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Figura 27 - Espectro de RMN de 'H da fracéo 4 (DMSO-ds, 300 MHz)
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Figura 28 - Cromatograma em CLAE-DAD da fracédo 1 registrado em 275nm.
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Figura 29 - Cromatograma em CLAE-DAD da fracédo 3 registrado em 275nm.
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Figura 30 - Cromatograma em CLAE-DAD da fragcéo 4 registrado em 275nm.

4.2.1 Fracionamento da Fracéo 1

A Fracédo 1 foi purificada por sucessivos fracionamentos por cromatografia em

coluna como visualizado na Figura 13 (pag. 59) e conduziu ao isolamento das

substancias 1 2 e 3, ja descritas na literatura e, a substancia 4, também descrita na

literatura, no entanto, relatada pela primeira vez como produto natural e isolada de um

fungo endofitico.
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4.2.2 Fracionamento da Fracédo 3

Esta fracdo foi submetida a uma coluna cromatografica (CC) como visualizado
na Figura 14 (pag. 60) e posteriores separagdes por CLAEpep. cOmo mostrado nas
(Figuras 31 e 32, pag. 80 e 81) e conduziu ao isolamento das substancias 5, 6 e 7

sendo as duas ultimas inéditas.

mAU
1250{254nm,4nm (1.00)
] Fr3'l3jSUb5t' 6 Fr3-14-subst. 5 (conhecida)
1000/ (inédita) (1,6mg, tr:14,5min)
] (2,0mg,
] tr:12,8min) /
7501 \\\\
500 |
| |
250 H |
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Figura 31 - Cromatograma em CLAE,, da subfragdo Fr3-I registrado em 254nm.
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Figura 32 - Cromatograma em CLAE,, da subfragédo Fr3-J registrado em 254nm.

4.2.3 Fracionamento da Fracéo 4

A Fracao 4 foi purificada por sucessivos fracionamentos por cromatografia em
coluna como visualizado na Figura 15 (pag. 62) e, conduziu ao isolamento da

substancia 8.

4.3 ENSAIOS QUIMICOS E BIOLOGICOS DOS EXTRATOS E FRACOES

Os extratos CH3OH e CH3CN, juntamente com as fragdes obtidas do
fracionamento do extrato CH3CN tiveram o seu potencial biolégico avaliado por ensaios
quimicos (atividade antioxidante), biolégicos (atividade antifungica e antitumoral) e

bioquimicos (atividade anticolinesterasica).
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4.3.1 Bioautografia com fungos do género Cladosporium — deteccédo de atividade
antifingica

Véarias doencas que ocorrem em plantas, animais e humanos sdo devidas ao
atague de fungos fitopatogénicos e patogénicos, respectivamente. Tal fato tem
incentivado pesquisas que busquem novas substancias antifungicas de origem
natural.>

Considerando esta necessidade e a ecologia quimica relacionada com os fungos
endofiticos que habitam ambientes propicios ao ataque de fitopatdgenos, foi realizado
ensaios de atividade antifungica com os extratos CH3OH e CH3;CN e, as fracdes
produzidas por Camarops sp.

Os resultados da avaliacdo da atividade antifingica contra os fungos
fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum (Figuras 33 e 34,
pag. 82 e 83 e, Tabelas 2 e 3, pag. 83) evidenciaram que as fracdes Fr2, Fr3 e Fr4
apresentaram um fraco potencial antifungico, sendo que as substancias responsaveis
por estas atividades devem ser as mesmas observadas no extrato CH3;CN.

Estas observacdes podem estar diretamente relacionadas a ecologia quimica
onde este micro-organismo produz substancias bioativas como autodefesa e defesa da

espécie hospedeira contra outros micro-organismos fitopatdogenos.

Figura 33 - Atividade antifingica dos extratos CH;OH e CH;CN (A) contra os fitopatégenos C.
cladosporioides (B) C. sphaerospermum
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Figura 34 - Atividade antifangica das frag6es oriundas do fracionamento do extrato CH;CN (A)
Contra o fitopatégeno C. cladosporioides (B) Contra o fitopatégeno C. sphaerospermum

Tabela 2 - Resultado da atividade antifingica para os extratos CH;OH e CH;CN.

Amostra C. cladosporioides Rf C. Rf
sphaerospermum
1 _ _ _ _
2 *[x 0,72/0,27 *[* 0,5/0,42

*Atividade Fraca, **Atividade Média, ***Atividade Forte

Tabela 3 - Resultado da atividade antifingica para as fra¢cdes oriundas do fracionamento do
extrato CH;CN.

Amostra C. cladosporioides Rf C. Rf
sphaerospermum
1 R [— —_— J—
2 * 0,44 * 0,39
3 *[* 0,92/0,58/0,41 **I* 0,92/0.80/0,41
4 * 0,74 _ .
5 _ _ _ _
6 _ _ _ _
7 _ _ _ _
8

*Atividade Fraca, **Atividade Média, ***Atividade Forte

4.3.2 Avaliagao da Atividade Anticolinesterasica

A etiologia da Doenca de Alzheimer permanece desconhecida, mas estudos tém
mostrado que a doenca é caracterizada pela diminuicdo da funcdo colinérgica no

cérebro. Os mais modernos medicamentos utilizados para tratar os sintomas da
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Doenca de Alzheimer elevam os niveis de acetilcolina pela inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE). Ensaios desenvolvidos para detectar esta atividade estéo
sendo amplamente utilizados para avaliar um grande numero de plantas utilizadas
popularmente para melhorar a memoéria.>?

Com o crescente impacto da doenca de Alzheimer e 0s poucos agentes
terapéuticos seguros, os extratos CH3;OH e CH3CN e as fracdes obtidas do extrato
CH3CN obtidos em milho de Camarops sp. foram testados para se avaliar a
potencialidade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase.

O ensaio anticolinesterasico realizado em CCDC é qualitativo e é definido
através do halo branco em fundo roxo, para atividade inibitoria positiva. De acordo com
o observado nas cromatoplacas da Figura 35 (pag. 84) e nas Tabelas 4 e 5 (pag. 85),
0s extratos e as fracbes apresentaram atividade moderada evidenciando, a
potencialidade dos fungos endofiticos na producdo de metabdlitos com atividade
anticolinesterasica. Observou-se também, a variagcdo metabdlica, mostrando a
presenca de substancias iguais nos extratos e nas fracdes, pois em muitos casos as
manchas em CCDC referentes as substancias com atividade apresentaram o mesmo
Rf

Figura 35 - Atividade anticolinesterasica (A) dos extratos CH;OH e CHs;CN e, (B) das fraces
oriundas do fracionamento do extrato CH;CN, ambas comparadas com o padréo fisostigmina

(P).
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Tabela 4 - Resultado da atividade anticolinesterasica para os extratos CH;OH e CH3;CN.

Amostra Rf
Extrato CH;OH _
Extrato CH;CN 0,8/0,5/0,3

Fisostigmina 0,3

Tabela 5 - Resultado da atividade anticolinesterasica para as fragcdes oriundas do
fracionamento do extrato CH3;CN.

Amostra Rf
Fracédo 1 .
Fracéo 2 0,8
Fracédo 3 0,7/0,2/0,1
Fracéo 4 0,85/0,5/0,2
Fracédo 5 0,7/0,4
Fracéo 6 0,7/0,3
Fracédo 7 0,2
Fracéo 8 0,7/0,4/0,3/0,2
Fisostigmina Base

4.3.3 Avaliacdo da Atividade Antioxidante

Os radicais livres desempenham papel importante no organismo, mas o efeito
cumulativo desses radicais esta implicado em doencas, tais como cancer,
ateroscleroses, isquemia cerebral e envelhecimento. Antioxidantes que sequestram o0s
radicais livres, tanto previnem como apresentam alto potencial terapéutico em doencas
gque apresentam estes radicais. Estas observacdes levam a busca de novos potenciais
antioxidantes derivados de plantas utilizadas na medicina popular.®*

Dentre estes métodos destacam-se o sequestro de radicais livres com DPPH,
gue se baseia no descoramento de uma solucdo composta por radicais estaveis
DPPHe- de cor violeta, que na presenca de substancias antioxidantes, faz com que o
radical DPPH se estabilize, o que é indicado pela mudanca de cor violeta para amarelo
(Figura 36, pag. 86).>



Resultados e Discussao

86

M

M

MO

DPPH

. Rosa |
(maximao absarbancia)

O MO

1

NH

PH —»

Anticxidant
0N MO

NO,

O'PPH reduzido

Amarelo claro
(diminuicao da absorbancia)

v

Coloragdo na regido do visivel

Figura 36 - Reacédo de reducdo do DPPH

A atividade antioxidante de compostos organicos depende de algumas

caracteristicas estruturais, que incluem, na maioria dos casos, a presenca de

grupamentos fenolicos. Desta forma, flavonoides, fenilpropandides e outros aromaticos

s&0 os principais alvos na procura por antioxidantes.>®

O padréao utilizado foi quercetina nas concentragdes: 33,3uM; 26,7uM; 20,0uM;
13,3uM; 6,7uM; 3,3uM; 1,7uM. Neste contexto, os extratos CH3OH e CH3CN e as

fragcbes obtidas de Camarops sp., foram testados com DPPH e os resultados estéo

demonstrados nas Figuras 37 e

38 (pag. 87).
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Figura 37 - Concentracdo versus % Sequestro dos extratos obtidos do endofito Camarops sp.
em comparagao com o padrao quercetina.
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Analise deste ensaio evidenciou que os extratos e fracBes foram inativos,
desqualificando este micro-organismo para a producdo de substancias com atividade

antioxidante, quando cultivado em milho.
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4.4 SUBSTANCIAS ISOLADAS NO ESTUDO QUIMICO DO FUNGO ENDOFITICO

CAMARORPS sp.
OH
(S)-mevalonolactona (1)
(0) 7 H Acido(E)_—_5-(1-hidroxialil)-4-p@_nt-l-enil)—
o para-hidroxibenzaldeido (2) 2,5-diidrofurano-3-carboxilico (3) 4

Xylarenona D (5)

Xylarenona F (6)
OH

13

12
HO

Xylarenona G (8)

Figura 39 - Substancias produzidas pelo endéfito Camarops sp.
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4. 4. DETERMINACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

4.4.1 |dentificagdo Estrutural das Substancias Produzidas pelo Fungo Endofitico
Camarops sp.

4.4.1.1 Identificacdo Estrutural da Substancia 1

HsC OH

Figura 40 - Estrutura da Substancia 1 ((S) - Mevalonolactona)

A substancia 1 (Figura 40, pag. 90) foi isolada como um 6leo amarelo, [0]*%;
+21,0 (c 0,1, CH3OH) e a formula molecular foi estabelecida apds anélise do espectro
de massas de baixa resolucdo por ionizacdo em eletrospray (ESI-MS) onde foi
visualizado o sinal de m/z 131,40 referente & molécula protonada [M+H]" (Figura 41,
pag. 90). Esta informacdo com auxilio dos espectros de RMN de *3C permitiu propor a

formula molecular CgH100s.

BP:- 1314 0.216 min, Scans: 13-19, 50.0:1300.0=, lon: MNA, RIC: 5. 371e+9
100% 131.4
g 6, 54Pe+7
75%
§ 113.5
3 60.6
i
a0 u—E 2 773047 3.063e+T
25% \ q
E l | l fll
i Y
- | \
0% fod b, 1[ l‘ﬁffj L M"vf ey ]f L ol b w-«-f[ L. wwwﬂf W s e
I T T T T T T T T I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T I_I_I_I_I_I_I_I_

LR |
50 75 100 125 150
Acquired Range m/z

Figura 41 - Espectro de massas da substancia 1 [ESI-MS (+)]
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O espectro de IV (Figura 42, pag. 91) exibiu uma banda larga em 3415 cm™
caracteristico de hidroxila, uma banda associada & carbonila de um éster em 1719 cm™
e, uma banda forte de absorcdo na faixa de 1269 cm™ devido & vibracdo do grupo
C—C(=0)—O0.

90 —

857 638

80 3673 3415 1269

75 —

Transmitancia (u.a.)

70 —
1719

65 . — . — — — —
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm™)

Figura 42 - Espectro de infravermelho da substancia 1

Os espectros de RMN de *H (Figura 43, pag. 92) e de *C (Figura 44, pag. 93)
evidenciaram uma metila em &4 1,33 (s, d¢c 29,8, H-6), trés carbonos metilénicos sendo
um carbinolico &y 4,27/4,53 (ddd, 65,9, H-5) e outros dois em &4 1,83 (m, &¢ 35,9, H-4)
e Oy 2,54/2,59 (d, B¢ 44,7, H-2). Por RMN de **C, foi observado um sinal em &¢ 170,3
caracteristico de uma carbonila de éster.

Os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos, pela
andlise dos mapas de contorno dos experimentos gHMQC (Figura 45, pag. 94).

Pelas analises do mapa de contorno gHMBC (Figura 46, pag. 94) de 1, foi
visualizado correlagédo entre a metila em 1,33-68,3/44,7/35,9 e 0s metilenos em
2,54/2,59-68,3/170,3. Estes dados, associados aos dados encontrados na literatura,

nos permitiram atribuir para a substancia 1 a estrutura da mevalonolactona.
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Figura 45 - Mapa de contorno de gHMQC da substancia 1 (CDCls, 125 MHz)
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Figura 46 - Mapa de contorno de gHMBC da substancia 1 (CDCls, 125 MHz)
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95

No espectro de UV em CH3OH da substancia 1 (Figura 47 pag. 95) observamos

um maximo de absorcdo em 251nm que séo caracteristicos de lactonas, reforcando o

sugerido por RMN de *C.

rpAU
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225
2004
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'25;\ T e T
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Figura 47 - Curvas de absorc¢ao no ultravioleta para a substancia 1

(S)-Mevalonolactona € um importante precursor de terpenos e esterdides sendo

uma substancia muito comercializada para fins cosmeéticos no

grupo de pesquisas, sendo também o primeiro relato em fungos endofiticos.

Os deslocamentos quimicos em comparacdo com os dados da literatura

encontram-se na Tabela 6 (pag. 96).

OH

Figura 48 - Principais correlagcfes observadas nos mapas de contorno de gHMBC

57,58

tratamento
“antienvelhecimento”. Esta substancia esta sendo isolada pela primeira vez por nosso
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Tabela 6 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e **C (125 MHz) da substancia 1 em CDCIz?.

Posicéao

'H (3) *C (3) gHMBC
1 - 170,3 -
24 2,54 (d, 17 Hz) 44,7 C-6; C-3; C-4
2p 2,59 (d, 17 Hz)

- 68,3
1,83 (m) 35,9 C-2; C-6

5a 4,53 (ddd, 17,0; 10,0; 6,0 Hz) 65,9 -
5 4,27 (ddd, 17,0; 8,0; 5,0 Hz)
6 1,33 (s) 29,8 C-2;C-3;C4

ddeslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (8) em ppm,
constante de acoplamento entre parénteses e em Hz.

4.4.1.2 ldentificagdo Estrutural da Substancia 2

O

HO 7
H

Figura 49 - Estrutura da Substancia 2 (para-Hidroxibenzaldeido)

A substancia 2 apresentou-se na forma de mistura, no entanto, devido a
pequena massa optamos pela determinagéo estrutural desta em mistura.

A substancia 2 (Figura 49, pag. 96) foi isolada como um 6leo de cor amarela e a
formula molecular foi estabelecida apds analise dos dados do espectro de massas de
baixa resolucédo por ionizacdo em eletrospray (ESI-MS) onde foi visualizado o sinal de
m/z 121,0 referente a formag&o da molécula protonada [M-H]" (Figura 50, pag. 97). A
massa para [M-H]" foi calculada em 121,03, o que com auxilio dos dados de gHMQC

nos permitiu propor a formula molecular C;HgO».
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Figura 50 - Espectro de massas da substancia 2 [ESI-MS (+)]

O espectro de IV (Figura 51, pag. 98) exibiu uma banda associada a carbonila
de um aldeido em 1602 cm™, além das bandas de Ressonancia de Fermi para o grupo
C(=O)H, que estdo bem nitidas a 2858 cm™ e 2924 cm™.
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Figura 51 - Espectro de infravermelho da substancia 2

Na anélise do espectro de RMN de *H (Figura 53, pag. 100) foi observada a
presenca de um singleto desblindado em &y 9,80, reforcando a presenca de uma
funcao aldeido. Também, foi possivel visualizar sinais caracteristicos de hidrogénios de
um anel benzénico para-dissubstituido: &y 6,87 e &y 7,73, dois dubletos integrados para
dois hidrogénios cada, com constantes de acoplamento caracteristicos de hidrogénios
acoplando em relacao orto (J = 8,5 Hz).

A pequena quantidade de massa da substancia impossibilitou a obtencédo dos
dados de RMN de *3C, deste modo, estes foram obtidos com base nos experimentos
de gHMBC (Figura 52, pag. 99) gHMQC e (Figura 54, pag. 101). Foram visualizados
seis carbonos aromaticos com os seguintes deslocamentos: 6¢ 132,1 (CH; C-2 e C-6);
0c 160,1 (C,, C-4); 8¢ 116,1 (CH, C-3 e C-5); 8¢ 130,1 (Cop; C-1) €, um sinal em ¢ 190,1
(Co, CHO), caracteristico de uma carbonila de aldeido. A observacdo da protecdo da
carbonila corroborou para a proposta de uma funcao aldeidica evidenciada pelo efeito

diamagnético resultante da conjugagéo com o anel aromatico (8¢ 190,1).
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Figura 52 - Mapa de contorno de gHMBC da substéancia 2 (CDCls, 125 MHz)

Os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos, pela

analise dos mapas de contorno dos experimentos gHMQC (Figura 54, pag. 101).
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Pelas analises do mapa de contorno gHMBC de 2, foi visualizado correlacdo
entre os H-2/H-6-C-3/C-4/C-5/C-7; dos H-3/H-5-~C-1/C-2/C-4/C-6 e do H-7-C-1
(Figura 55, pag. 102). Estes dados, associados aos dados encontrados na literatura,
nos permitiram atribuir para a substancia 2 a estrutura da para-hidroxibenzaldeido.

Os deslocamentos quimicos em comparacdo com os dados da literatura
encontram-se na Tabela 7 (pag. 102). Esta substancia é descrita como metabdlito de
Pestalotiopsis sp. um enddfito dos frutos de Gustavia cf. elliptica e apresenta atividade

antioxidante, antibacteriana e fungicida.*

\ o

v

O

H

Figura 55 - Principais correlaces observadas nos mapas de contorno de gHMBC

Tabela 7 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e **C (125 MHz) da substancia 2 em CDCIz?.

Posicéao
'H (5) *C (3) gHMBC

1 - 130,1 -

2 7,73 (d, 8,5H2) 132,1 C-3; C-4; C-5; C-7
3 6,87 (d, 8,5Hz) 116,1 C-1;C-2;C-4; C-6
4 - 160,1 -

5 6,87 (d, 8,5Hz) 116,1 C-1;C-2;C-4; C-6
6 7,73 (d, 8,5H2) 132,1 C-3; C-4; C-5; C-7
7 9,80 (s) 190,1 C-1

®deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (§) em ppm, constante de

acoplamento entre parénteses e em Hz.
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4.4.1.3. Identificacao Estrutural da Substancia 3

14

Figura 56 - Estrutura da Substancia 3 (Acido (E)-5-(1-hidroxialil)-4-(pent-1-enil)-2,5-
diidrofurano-3-carboxilico)

A substancia 3 (Figura 56, pag. 103) foi isolada como um d4leo de cor amarela,
[a]*5 -22,6 (c 0,1, CH3OH). No espectro de massas de baixa resolucéo utilizando a
técnica de ionizagdo por eletrospray (ESI-MS) no modo positivo, foi visualizado o sinal
de m/z 261,50 referente a formac&o de aduto [M+Na]" (Figura 57, pag. 103). A massa
para [M+Na]* foi calculada em 261,10, o que com auxilio dos dados de RMN de *C

permitiu propor a férmula molecular C13H1gNaO,.

Figura 57 - Espectro de massas da substancia 3 [ESI-MS (+)]



Resultados e Discussao 104

O espectro de IV (Figura 58, pag. 104) exibiu uma banda intensa e larga em
3431 cm caracteristico de hidroxila de acido carboxilico, uma banda associada a C=0

em 1734 cm™ e uma banda em 2957 cm™ caracteristico de C-H sp®.

116

114
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= 1610 1037
.©
S 110 -
(_‘(E
= ]
2 108
& 1734
= |

106

3431
104 —
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de Onda (cm™)

Figura 58 - Espectro de infravermelho da substancia 3

O espectro de RMN de '3C (Figura 59, pag. 105) registrou 13 atomos de
carbono, consistentes com seis olefinicos (dois quaternarios, trés metinicos e um
metilénico), trés metilénicos (um vinilico, um oxivinilico e um alilico), dois metinicos (um
oxivinilico e um oxialilico), uma metila e um carbono atribuido a um &cido carboxilico.

Através da andlise dos espectros de RMN de 'H (Figura 60, pag. 106) em
conjunto com os valores de deslocamento quimico para os carbonos C-2, C-3, C-4 e C-
5 aliado as correlagdes observadas no experimento de gHMBC (Figura 61, pag. 107),

foi possivel sugerir um anel diidrofuranico para a substancia 3.
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Figura 61 - Mapa de contorno de gHMBC da substancia 3 (CDCls, 125 MHz)

Na interpretacdo cuidadosa e detalhada do experimento gCOSY (Figura 62,
pag. 108) foi possivel definir dois sistemas contiguos e independentes de spins. No
primeiro caso as interagbes visualizadas entre H-14-H-13-H-12-H-11-H-10
permitiram estabelecer um substituinte 1-pentenila, —CH=CHCH,CH,CHj; (subunidade
A). A configuracao trans da ligacdo dupla foi estabelecida pelo valor da constante de
acoplamento de 16,0Hz entre H-10 (&4 6,49, d) e H-11 (&4 6,05, dt)

No segundo caso, as interacdes dos spins *H-'H entre H-7H-8—-H-9 conduziu
a subunidade 1-hidroxi-2-propenila, H,C=CHCHOH—(subunidade B).
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Figura 62 - Espectro de gCOSY da substancia 3 (CDCl3, 125 MHz)

Estas subunidades foram ratificadas pelas correlacées observadas a longa
distancia *J nos experimentos de gHMBC, pelos deslocamentos quimicos em RMN de
'H e B¢, assim como as respectivas multiplicidades dos hidrogénios.

Andlise do mapa de contorno do experimento gHMBC foi decisivo na
determinacdo estrutural desta substancia, fornecendo subsidio para posicionar o0s
substituintes no anel furdnico. A subunidade A foi conectada em C-3, devido as
correlagdes a longa distancia observada entre H-10-~C-4/C-5, assim como de H-5-C-
4/C-10.

A subunidade B foi posicionada em C-2, devido as correlacdes a longa distancia
observada no experimento de gHMBC entre H-2—C-7/C-8 e H-7—C-2/C-3/C-8/C-9.

Os éatomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos, pela

analise dos mapas de contorno dos experimentos gHMQC (Figura 63, pag. 109).
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Figura 63 - Mapa de contorno de gHMQC da substancia 3 (CDCl;, 125 MHz)

Essas andlises nos permitiram determinar a estrutura 3 como Acido (E)-5-(1-
hidroxialil)-4-(pent-1-enil)-2,5-diidrofurano-3-carboxilico.

No espectro de UV em CH3;OH (Figura 64, pag. 110) da substancia 3 podemos
observar um maximo de absorcdo em 266nm que sdo caracteristicos de compostos

furanicos, reforcando nossa proposta.
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Figura 64 - Curvas de absor¢cao no ultravioleta para a substancia 3

Os deslocamentos quimicos para a substancia 3 encontram-se na Tabela 8
(pag. 111).

Figura 65 - Principais correlagdes observadas nos mapas de contorno de gHMBC
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Tabela 8 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e *C (125 MHz) da substancia 3 em CDCl3?

Posicéao
'H (3) *C (3) gHMBC
2 4,57 (s) 69,0 C-4; C-5; C-6; C-7; C-8
3 - 122,8 -
4 - 157,7 -
5 4,90 (d; W1y;16,2) 70,1 C-4; C-6; C-10
4,86 (d; Wyp; 16,2)

6 - 175,1 -
7 4,33 (sl 74,8 C-2;C-3;C-8; C-9
8 5,76 (ddd, 17,0; 10,5; 6,0) 135,8 C-7
9 5,29 (ddd, 17,0; 3,0; 1,5) 117,5 C-7,C-8

5,16 (ddd, 10,5; 3,0; 1,5) C-4; C-5; C-12
10 6,49 (d; 16,0) 120,2 C-4; C-12; C-13
11 6,05 (dt; 16,0; 7,0) 142,1 C-4
12 2,16 (ddd; 14,5; 7,5; 1,5) 355 C-10; C-11; C-13; C-14
13 1,43 (q; 7,5) 21,7 C-11; C-12; C-13
14 0,88 (t; 7,5) 13,6 C-12; C-13

®deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (5) em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.

4.4.1.4. Identificacdo Estrutural da Substancia 4

Figura 66 - Estrutura da Substancia 4 (Azepan-2-ona)

Esta substancia apesar de ndo encontrar-se pura, teve a estrutura determinada,

em mistura.

A substancia 4 (Figura 66, pag. 111) foi isolada como um 6leo de cor amarela e

a formula molecular foi estabelecida apds analise dos dados do espectro de massas de

baixa resolucéo por ionizacdo em eletrospray (ESI-MS) onde foi visualizado o sinal de

m/z 114,5 referente & formacao da molécula protonada [M+H]" (Figura 67, pag. 112). A
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massa para [M+H]" foi calculada em 114,08, o que com auxilio dos dados de RMN de

13C nos permitiu propor a férmula molecular C¢H11NO.

BP: 114.5 0.232 min, Scans: 14-20, 50.0:1300.0=, lon: NA, RIC: 9, 60%+9
100%- 114.5 -
1.2%e+8 ]
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Figura 67 - Espectro de massas da substancia 4 [ESI-MS (+)]

O espectro de IV (Figura 68, pag. 113) exibiu uma banda larga e intensa em
3439 cm™ devido & vibracdo axial do grupo N—H, uma banda em 1719 cm™
caracteristico da carbonila, seguido da absor¢do a 1628 cm™ da vibracdo angular no
plano do grupo N—H e, uma banda associada a vibragdo dos grupos metilenos em
2924 e 2858 cm™.
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Figura 68 - Espectro de infravermelho da substancia 4

Os espectros de RMN de 'H (Figura 69, pag. 114) e de **C (Figura 70, pag.
115) evidenciaram a presenga de cinco carbonos metilénicos em &y 2,28 (m, &¢ 36,7);
0n 1,53 (M, 8¢ 22,9); 6y 1,65 (M, 8¢ 29,9); 64 1,53 (m, 8¢ 29,7) e, &4 3,04 (dt, 10,0; 6,0;

0c41,4) e, um sinal em d¢ 176,9 caracteristico de uma carbonila de amida.
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Os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos, pela

andlise dos mapas de contorno dos experimentos de gHMQC (Figura 71, pag. 116).

150 140 130 120 110 100 90 70 60 50 40 30 20 10 0

80
f2 (ppm)

1 (ppm)

Figura 71 - Mapa de contorno de gHMQC da substancia 4 (DMSO-ds, 125 MHZz)

Pelas analises do mapa de contorno de gHMBC (Figura 72, pag. 117) de 4, foi
visualizado correlacéo entre o H-2-C-1/C-3/C-4; H-3-C-1/C-2/C-4/C-5; H-4-C-2/C-6;
H-5-C-3/C-4 e H-6-C-1/C-4/C-5. Estes dados, associados aos dados encontrados na

literatura, nos permitiram atribuir para a substancia 4 a estrutura do azepan-2-ona.
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Figura 72 - Mapa de contorno de gHMBC da substancia 4 (DMSO-ds, 125 MHz)

Azepan-2-ona € comercialmente conhecida como ¢-caprolactama e, € um
mondmero precursor de polimeros na fabricagdo de nylon 6. E uma substancia irritante
e téxica por ingestdo, inalacdo ou absorcdo através da pele.®® Esta substancia esta
sendo isolada pela primeira vez por nosso grupo de pesquisas, sendo também, o
primeiro relato do isolamento como produto natural.

Os deslocamentos quimicos encontram-se na Tabela 9 (pag. 118).

Figura 73 - Principais correlactes observadas nos mapas de contorno de gHMBC
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Tabela 9 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e **C (125 MHz) da substancia 4 em DMSO-ds.

Posicéao
'H (3) 12C (3) gHMBC
1 - 176,9 -
2 2,28 (m) 36,7 C-1; C-3; C-4
3 1,53 (m) 22,9 C-1; C-2;C-4;C-5
4 1,65 (m) 29,9 C-2;C-6
5 1,53 (M) 29,7 C-3;C-4
6 3,04 (dt, 10,0; 6,0HZ) 41,6 C-1; C-4;C-5

4.4.1.5. Identificacdo Estrutural da Substancia 5

Figura 74 - Estrutura da Substancia 5 (Xylarenona D)

A substancia 5 (Figura 74, pag. 118) foi isolada como um 6leo amarelo, [a]*p +
43,2 (c 0,1, CH30H). A formula molecular foi estabelecida apds analise dos dados do
espectro de massas de alta resolugéo por ionizacdo em eletrospray (EM-ESI-QTOF)
onde foi visualizado o sinal de m/z 487,2668 referente & formacéo de aduto [M+Na]"
(Figura 75, pag. 119). A massa para [M+Na]" foi calculada em 487,2666 0 que com 0

auxilio dos espectros de RMN de **C permitiu propor a férmula molecular CasH007.
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Figura 75 - Espectro de massas da substancia 5 [ESI-MS (+)]

O espectro de IV (Figura 76, pag. 120) exibiu uma banda larga em 3448 cm™
caracteristico de hidroxila, uma banda associada a cetona a, 8 - insaturada em 1677

cm™ e outra associada a um éster alifatico em 1734 cm™.
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Figura 76 - Espectro de infravermelho da substancia 5

O espectro de RMN de H (Figura 77, pag. 121) apresentou sinais de dois
hidrogénios olefinicos e carbindlicos em 0y 5,22,/5,25, (sl, d¢c 115,4, H-12) e dy
4,26/4,10 (d; J = 13,0Hz, d¢ 63,4, H-13), respectivamente. Também foram visualizados
dois singletos em 3,32 (sl, d¢c 69,1; H-6) e 5,99 (sl; 6c 126,3; H-9), atribuidos a um
hidrogénio carbindlico e olefinico, respectivamente. Por RMN de **C (Figura 78, pag.
122) foi visualizado uma cetona a, B - insaturada (enona) com carbonos em 1944,
126,3 e 156,6. Estes sinais e suas respectivas multiplicidades nos sugeriram um

sesquiterpeno da classe dos eremofilanos.®’
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Pelas analises dos experimentos de RMN de *°C (Figura 78, pag. 122) e DEPT
(Figura 79, pag. 123) foi observado a presenca de cinco carbonos metilicos, oito
metilénicos, seis metinicos e sete quaternarios, sendo que o carbono com &¢ 174,5 foi
atribuido a um éster. Pela analise do experimento de gHMBC (Figura 80, pag. 124), as
correlagbes observadas entre H-1° com o carbono em &¢c 174,5 nos sugeriram a

esterificacao de C-1.

Figura 79 - Espectro de DEPT (A) 135 e (B) 90 da substancia 5
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Figura 80 - Mapa de contorno de gHMBC da substancia 5 (CDCls, 125 MHZz)

Pelas analises dos mapas de contorno de 5 foi possivel atribuir todos os
hidrogénios aos respectivos atomos de carbono.

Na anélise detalhada dos espectros de RMN de 'H e **C da substancia 5
observou-se a presenca de 2 hidrogénios metilénicos na regido carbinélica oy 3,44/3,60
(d; J = 11,0Hz, &¢ 68,4, H-11’) ligado ao carbono &¢ 68,4 por gHMQC (Figura 81, pag.
125). Adicionalmente estes atomos de hidrogénio mostraram correlagcdo por gHMBC
(?J) com um carbono em dc 79,0 evidenciando a presenca de dois carbonos
hidroxilados. O carbono em &¢ 79,0 ndo evidenciou correlacdo em gHMQC

assegurando tratar-se de um carbono carbinélico sp® quaternario.
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Figura 81 - Mapa de contorno de gHMQC da substancia 5 (CDCls, 125 MHz)

Nos experimentos de gHMBC foi possivel observar as correlagées 2J entre H-11’
(Ha 3,44; d, J = 11,0Hz) e (Hy 3,60; d, J = 11,0Hz) com o carbono carbindlico em &¢
79,0 e 3J com o carbono em 3¢ 174,5 caracteristico de funcdo éster, o que permitiu
posicionar este grupo.

No espectro de UV em CH3;OH (Figura 82, pag. 126) da substancia 5 podemos
observar um maximo de absor¢do em 234nm que sdo caracteristicos de enonas,

reforcando a proposta de um sesquiterpeno da classe dos eremofilanos.
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Figura 82 - Curvas de absor¢cao no ultravioleta para a substancia 5

A configuracéo relativa de 5 foi determinada através da analise dos espectros de
NOESY 2D (Figura 83, pag. 127), onde se verificou a interacdo entre a metila H-15
com H-6 e H-14 indicando que estes hidrogénios encontram-se em uma relacao cis.
Deste modo a configuracéo relativa de 5 foi estabelecida como (1R*, 4S* 5R*, 6R*,

7R*), 0 que esta de acordo com a configuracdo relativa estabelecida para outros
sesquiterpenos eremofilanos obtidos de fungos®’.
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Figura 83 - Espectro de NOESY da substancia 5 (CDCls, 500 MHz)

Estas analises aliadas aos dados reportados Oliveira et al., 2009, nos permitiram
propor para 5 a Xylarenona D, também descrita por apresentar potente atividade
inibitéria de protease contra as enzimas subtilisina e pepsina (causadora do virus
HIV).>" Os deslocamentos quimicos em comparacdo com os dados da literatura

encontram-se na Tabela 10 (pag. 128).
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—— Principais correlacdes observadas nos mapas de contorno de gHMBC
— Principais correla¢des observadas no experimento de NOESY-2D
Figura 84 - Principais correlagdes observadas nos mapas de contorno de gHMBC
Tabela 10 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e **C (125 MHz) da substancia 5 em CDCIz?.
Posicao Posicéo
() 3¢ (5) gHMBC *H (9) R0) gHMBC
1 5,49 (sl) 76,3 - 14 1,23 (s) 18,2  C-4;C-5; C-6;
C-10
2 1,48 (m) 24,9 - 15 1,07 (d; 6,5) 15,7 C-2;C-4;C-5
3 1,67 (m) 30,8 - 1 - 174,5 -
4 1,88 (m) 37,1 - 2 - 79,0 -
5 - 40,7 - 3 1,34 (dd, 11,0) 41,6 C-2’; C-4’;C-10}
1,56 (d, 11,0) Cc-11’
6 3,32 (s) 69,1 C-7;C-5; C-10; 4 1,53 (m) 26,6 -
C-14
7 - 62,8 - 5 0,89 (d; 6,5) 45,7 c-3;C-7
1,07 (d; 6,5) C-9
8 - 194,4 - 6’ 1,28 (m) 31,4 -
9 5,99 (s) 126,3 C-1;C-5;C-7 7 1,23 (s) 28,6 -
10 - 156,6 - 8’ 0,77 (t;, 7,5) 110 C-5;C-6;C-7
11 - 142,7 - o 0,77 (; 7,5) 19,8 C-5;C-6;C-7
12 5,22, () 115,4 C-7;C-11 10 0,89 (d; 6,5) 21,5 C-3;C-5
5,25 () C-13
13 4,10 (d; 13,0) 63,4 C-7;C-11;C-12 11 3,44 (d; 11,0) 68,4 c-1;C-2
4,26 (d; 13,0) 3,60 (d; 11,0

# deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (8) em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.
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4.4.1.6. Determinagao Estrutural da Substancia 6
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Figura 85 - Estrutura da Substancia 6 (Xylarenona F)

A substancia 6 (Figura 85, pag. 129) foi isolada como um 6leo amarelo, [a]*p +
1,5 (c 0,1, CH3OH). A formula molecular foi estabelecida apds analise dos dados do
espectro de massas de alta resolucéo por ionizacdo em eletrospray (EM-ESI-QTOF)
onde foi visualizado o sinal de m/z 451,3054 referente & molécula protonada [M+H]"
(Figura 86, pag. 130). A massa para [M+H]" foi calculada em 451,3054 o que com 0

auxilio dos espectros de RMN de **C permitiu confirmar a férmula molecular C,sH420s.
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Figura 86 - Espectro de massas da substancia 6 [ESI-MS (+)]

O espectro de IV (Figura 87, pag. 131) exibiu uma banda larga em 3464 cm™

caracteristico de hidroxila, uma banda associada a cetona a, § — insaturada em 1618

cm™ e outra associada a um éster alifatico em 1734 cm™.
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Figura 87 - Espectro de infravermelho da substancia 6

O espectro de RMN de *H (Figura 88, pag. 132) apresentou sinais de dois
hidrogénios olefinicos em &y 6,29 (s, 6c 129,1; C-9) e 64 6,75 (s, 6¢c 151,8; C-6), além
de seis metilas em 64 0,76 (t, 7,0 Hz; &¢ 18,1); 0,79 (d, 7,0 Hz; 6¢11,1); 0,90 (d, 6,5 Hz;
21,6); 1,06 (d, 7,5 Hz, &¢ 15,6); 1,07 (d, 7,0 Hz, &¢ 16,1); 1,20 (s, 8¢ 19,8). Também foi
observada por RMN de 'H (Figura 88, pag. 132) e *C (Figura 89, pag. 133) uma

cetona a, B, o/, B’ insaturada com carbonos em &¢ 186,7; 129,1 (s, 1H &y, 6,29,), 158,9,
139,1 e 151,8 (s, 1H, 4 6,75).

Os deslocamentos quimicos encontram-se na Tabela 11 (pag. 138).
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Pelas analises dos mapas de contorno de gHMQC (Figura 90, pag. 134) de 6 foi

possivel atribuir todos os hidrogénios aos respectivos atomos de carbono.

—

ol -

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f2 (ppm)
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Figura 90 - Mapa de contorno de gHMQC da substancia 6 (CDCls, 125 MHz)

A andlise detalhada dos espectros de RMN de *H e **C de 6 e comparacdo com
5 evidenciou semelhanca entre as duas substancias, sendo que a principal diferenca
observada foi a auséncia do epoxido entre C-6/C-7 e da ligacdo dupla terminal em C-
11/C-12. Adicionalmente, foi observada a presenca de uma metila se desdobrando
como um dubleto e de uma cetona a, B3, o, B’-insaturada.

No espectro de UV em CH30H (Figura 91, pag. 135) da substancia 6 observou-
se um maximo de absor¢do em 240nm que sao caracteristicos de cetonas a, 3, o, B’ -

insaturadas, corroborando com os dados visualizados em RMN de H e *°C.
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Figura 91 - Curvas de absorc¢ao no ultravioleta para a substancia 6

nm

A configuracéo relativa de 6 foi determinada através da analise dos espectros de

NOESY 2D (Figura 92, pag. 136), onde se verificou a interagdo entre a metila H-15

com H-6 e H-14 indicando que estes hidrogénios encontram-se em uma relacéo cis e

comparacao com os dados reportados para a substancia 5. Deste modo a configuracéo

relativa de 6 foi estabelecida como (1R* 4S*, 5S*), o que esta de acordo com a

configuracédo relativa estabelecida para outros sesquiterpenos eremofilanos obtidos de

fungos®’.
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Figura 92 - Espectro de NOESY da substancia 6 (CDCls, 500 MHz)

Estas observacfes associadas a massa molecular e as correlacdes observadas
em gHMBC (Figura 93, pag. 137) nos permitiram propor a estrutura da substancia 6,

como um novo sesquiterpeno eremofilano denominado Xylarenona F.
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Figura 93 - Mapa de contorno de gHMBC da substancia 6 (CDCls, 125 MHz)

—>» Principais correlagdes observadas nos mapas de contorno de gHMBC

—» Principais correlagbes observadas no experimento de NOESY-2D

Figura 94 - Principais correlac6es observadas nos mapas de contorno de gHMBC para a
substancia 6
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Tabela 11 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e **C (125 MHz) da substancia 6 em CDCIz?.

Posicao Posicao
) ) gHMBC H () B¢ () gHMBC
1 5,55 (s) 76,8 14 1,19 (s) 19,8 C-5; C-6; C-10
2 N Ob 31,4 15 1,06 (d; 7,5) 15,6 C-3; C-4; C-5; C-7
3 1,50 (m) 25,5 1 - 174,7
4 2,96 (m) 35,2 C-6; C-15 2 - 78,9
5 N Ob 43,2 3 1,40 (m) 41,7 C-1;C-2
1,62 (m)
6 6,75 (s) 151,8 C-4; C-8; C-10 4 1,56 (m) 26,7
7 - 139,1 5 0,83 (m) 458
1,38 (m)
8 - 186,7 6’ 2,05 (m) 32,0
9 6,28 (s) 1291 C-1;C-5;C-7 7 1,23 (s) 28,6
10 - 158,8 8 0,76 (t; 7,0) 111 C-5; C-6’; C-7’
11 1,51 (m) 41,0 C-6; C-7 9 0,76 (t; 7,0) 18,0 C-5;C-6’;C-7’
12 1,07 (d;7,0) 16,1 c-13 10’ 0,90 (d; 6,5) 215 C-3;C-4;C-%5
13 3,52 (dd; 6,0) 67,2 11 3,45 (d 11,0) 68,2 C-1;C-2
3,60 (d; 11,0)

ddeslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (8) em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.

4.4.1.7 Determinacédo Estrutural da Substancia 7

9
10 O
OH
1 13
14
15 12

Figura 95 - Estrutura da Substancia 7 (Xylarenona G)

A substancia 7 (Figura 95, pag. 138) foi isolada como um 6leo amarelo, [0]*%;
+35,3 (c 0,1, CH3OH). A férmula molecular foi estabelecida apés analise dos dados do

espectro de massas de alta resolucdo por ionizagdo em eletrospray (EM-ESI-QTOF)
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onde foi visualizado o sinal de m/z 451,3062 referente & molécula protonada [M+H]"
(Figura 96, pag. 139). A massa para [M+H]" foi calculada em 451,3054 o que com 0
auxilio dos espectros de RMN de **C permitiu confirmar a férmula molecular Cz6H420e.

Intens. +MS, 16.6min #309
x104

451.3062

3.0

473.2965

2.0

233.1530

1.5+

07 4892725

054 385.2895

{ 341.2635
!

mL Ll { l Jlu@m ML LMHAJ JAL \ LTT] b jZTI,

T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz

0.0

Figura 96 - Espectro de massas da substancia 7 [ESI-MS (+)]

O espectro de IV (Figura 97, pag. 140) exibiu uma banda larga em 3427 cm™
caracteristico de hidroxila, uma banda associada a cetona a, f — insaturada em 1662

cm™ e outra associada a um éster alifatico em 1736 cm™.
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Figura 97 - Espectro de infravermelho da substancia 7

O espectro de RMN de 'H (Figura 98, pag. 141) apresentou sinais de dois
hidrogénios olefinicos em &y 6,28 (s, 6c 129,3; C-9) e by 6,77 (s, 0c 152,2; C-6), além
de seis metilas em &4 0,79 (d 5,0 Hz, 8¢ 20,1); 0,77 (t, d¢ 11,3); 0,89 (d, 6,0 Hz &¢ 21,8);
1,06 (d, 7,0 Hz, &¢ 15,9); 1,07 (d, 6,5 Hz, &¢ 16,3); 1,18 (s, 8¢ 18,2). Também foi
observada por RMN de 'H (Figura 98, pag. 141) e **C (Figura 99, pag. 142) uma
cetona a, B, o, B’ - insaturada com carbonos em &¢ 186,9; 129,3 (s, 1H &y, 6,28), 159,1;
139,3 e 152,2 (s, 1H, &4 6,77).
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Pelas analises dos mapas de contorno de gHMQC (Figura 100, pag. 143) de 7

foi possivel atribuir todos os hidrogénios aos respectivos atomos de carbono.

smimnmbsrmmsnsemsib el il

150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f2 (ppm)

f1 (ppm)

Figura 100 - Mapa de contorno de gHMQC da substancia 7 (CDCl;, 125 MHz)

No espectro de UV em CH3OH da substancia 7 (Figura 101, pag. 144),
podemos observar um maximo de absorcdo em 246nm que s&o caracteristicos de

cetonas q, B, o, B’ - insaturadas.
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Figura 101 - Curvas de absorc¢éo no ultravioleta para a substancia 7

A andlise detalhada e cuidadosa dos espectros de RMN de *H, *C, gHMQC e
gHMBC (Figura 102, pag. 145) de 7 e comparacdo com 6 evidenciou semelhanca

entre as duas substancias.
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Figura 102 - Mapa de contorno de gHMBC da substancia 7 (DMSO-de, 125 MHZz)

A Unica diferenca observada entre as substancias 6 e 7 foi a multiplicidade dos
hidrogénios H-13. Na substancia 6, H-13 apresentou-se na forma de um duplo dubleto
(tripleto aparente) e em 7 como um dubleto. Esta multiplicidade sugere que a
estereoquimica de C-11 € diferente nas duas substancias, sendo uma R e a outra S.

Objetivando a confirmacédo desta suposicdo, as substancias 6 e 7 foram
submetidas a CLAE,nq utilizando uma coluna de silica de fase reversa C18 e como
eluente CH3CN/H,0. As substancias 6 e 7 apresentaram tr distintos (Figura 104, pag.

146) o que foi confirmado com a co-injecao (Figura 103, pag. 146).
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Figura 103 - Cromatograma analitico (A) substancia 6 e (B) substancia 7
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Figura 104 - Cromatograma analitico obtido da co-inje¢do das substancias 6 e 7

Para justificar esta observacédo, estudos da configuracdo do C-11 para 6 e 7

foram realizados para se compreender a diferenca de multiplicidade dos H-13 das

substancias 6 e 7.

Neste estudo propomos duas situagdes para C-11em6e 7:



Resultados e Discussao 147

1- C-11 com configuracdo S
Para o primeiro caso temos que na substancia 6 (Xylarenona F), demonstrada
na Figura 105 (p4g. 147), a carbonila em C-8 dificulta a livre rotacdo da ligacdo C-
11/C-13 devido ao forte impedimento estérico, colocando H-13a e H-13b em uma
vizinhanca diferente o que os conduzem a diferentes deslocamentos quimicos, no
entanto com a mesma multiplicidade, desdobrando-os como duplos dubletos que

coalecem em um tripleto aparente (J = 6,0 Hz).

Impedimento
estérico grande

15

Figura 105 — Nova estrutura proposta para a substancia 6 (Xylarenona F)

2- C-11 com configuracédo R

Para o segundo caso, temos que a substancia 7 (Xylarenona G), demonstrada
na Figura 106 (pag. 148), o impedimento estérico causado pelo H-6 € menor quando
comparado com o impedimento estérico da carbonila observado na substancia 6,
sugere-se gque esta é a conformacédo preferencial para a hidroxila. A livre rotacao desta
em funcdo do baixo impedimento estérico de H-6 ndo distingue a vizinhanga quimica
de H-13a e H-13b, deixando-os em uma mesma vizinhanca quimica semelhante e,
mesmo deslocamento quimico, conduzindo-os ao desdobramento de um dubleto (J =
6,0 Hz).
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Figura 106 — Nova estrutura proposta para a substancia 7 (Xylarenona G)

Assim, conclui-se pelo estudo da configuracdo do C-11 em ambas as
substancias que, a configuracéo absoluta do C-11 na substancia 6 € S e a configuracao
absoluta do C-11 na substancia 7 € R, sendo esta diastereoisbmeros, pois nao se
relacionam como um objeto e sua imagem especular.

A configuracéo relativa de 7 assim como para a substancia 6 foi determinada
através da andlise dos espectros de NOESY 2D (Figura 107, pag. 149), onde se
verificou a interacdo entre a metila H-15 com H-6 e H-14 indicando que estes
hidrogénios encontram-se em uma relacdo cis e comparacdo com os dados
reportados®’ para a substancia 5. Deste modo a configuracdo relativa de 7 foi
estabelecida como (1R*, 4S*, 5S*), o que esta de acordo com a configuragao relativa
estabelecida para outros sesquiterpenos eremofilanos obtidos de fungos®”.

Estudos para a determinacdo da configuracdo absoluta de C-13 de 6 e 7

encontram-se em andamento.
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Figura 107 - Espectro de NOESY da substéancia 7 (CDCls;, 500 MHZz)

Estas observagdes associadas a massa molecular e as correlagdes observadas

em gHMBC nos permitiram propor a estrutura da substédncia 7, como um novo

sesquiterpeno eremofilano denominado Xylarenona G.
Os deslocamentos quimicos encontram-se na Tabela 12 (pag. 150).
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—> Principais correla¢des observadas nos mapas de contorno de gHMBC
—> Principais correlagdes observadas no experimento de NOESY-2D

Figura 108 - Principais correlagdes observadas nos mapas de contorno de gHMBC para a

substancia 7

Tabela 12 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e **C (125 MHz) da substancia 7 em CDCI5.

Posicao Posicao
) 8¢ () gHMBC H () ) gHMBC
1 5,55 (S) 77,1 14 1,18 (s) 20,1 C-5; C-6; C-10
2 N Ob 31,7 15 1,06 (d; 7,0) 15,9 C-3;C-4; C-5; C-7
3 1,52 (m) 25,8 1 - 175,0
4 N Ob 35,6 C-6; C-15 2 - 79,1
5 N Ob 43,5 3 1,40 (m) 42,0 C-1’; C-2
1,58 (m)
6 6,77 (s) 152,2 C-4;C-8; C-10 4 1,54 (m) 26,9
7 - 139,3 5 0,86 (M) 46,0
1,38 (m)
8 - 186,9 6 2,06 (M) 32,4
9 6,28 (s) 129,3 C-1;C-5;C-7 7 1,23 (s) 28,8
10 - 159,1 8 0,76 (t; 7,0) 11,3 C-5; C-6’; C-7
11 1,52 (m) 41,3 C-6; C-7 9 0,79 (d; 7,0) 18,2 C-5;C-6";C-T’
12 1,07 (d;6,5) 16,3 c-13 10 0,90 (d; 6,0) 21,8 C-3;C-4;C-%5
13 353(d; 6,00 67,3 11 3,45 (d 11,0) 68,5 c-1;C-2
3,60 (d; 11,0)

ddeslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (8) em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.
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4.4.1.8. Identificacao Estrutural da Substancia 8

Figura 109 - Estrutura da Substancia 8 (Xylarenona C)

A substancia 8 (Figura 109, pag. 151) foi isolada como um 6leo amarelo, [a]*°5 +
108,8 (c 0,1, CH3OH). A formula molecular foi estabelecida ap6s analise dos dados do
espectro de massas de alta resolucdo por ionizacdo em eletrospray (EM-ESI-QTOF)
onde foi visualizado o sinal de m/z 455,2276 referente a formac&o de aduto [M+Na]"
(Figura 110, pag. 152). A massa para [M+Na]" foi calculada em 455,2765, o que aliado

aos dados de RMN de *3C confirmou a férmula molecular C,gH4oNaOs.



Resultados e Discussao 152
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Figura 110 - Espectro de massas da substancia 8 [ESI-MS (+)]

O espectro de IV (Figura 111, pag. 153) exibiu uma banda larga em 3481 cm™
caracteristico de hidroxila, uma banda associada a cetona a, § - insaturada em 1668

cm™ e outra associada a um éster alifatico em 1727 cm™.
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Figura 111 - Espectro de infravermelho da substancia 8

O espectro de RMN de 'H (Figura 112, pag. 154) exibiu a presenca de dois
hidrogénios oximetinicos em &y 3,44 (s, 1H, H-6,) e em ®y 5,39 (s, 1H, H-1), trés
hidrogénios olefinicos: &y 5,91 (s, &¢c 125,2, H-9) e &4 5,07./5,21; (s, H-12,/ d; H-12, J
= 1,5Hz, ¢ 111,7), duas metilas, &4 1,24 (s, 6c 18,1, H-14) e 64 1,05 (d; J = 6,5Hz, &¢
15,5, H-15) e um metileno carbindlico em &y 4,25/4,13 (d, J = 13,0Hz, &¢ 61,5, H-13,,
H-13p).
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Estes dados evidenciaram uma grande semelhanca entre 8 e 5, sendo que a
Gnica diferenca observada, foi a presenca de uma metila desdobrando como um
dubleto e auséncia dos carbonos em &¢.11- 68,4 (d, 3,44, J = 11,0Hz/ d, 3,60, J =
11,0Hz) e d¢c.»- 68,0 (carbono quaternario), revelando a reducédo de C-2’ para C-H e
C11’ para CHs.

A anélise do espectro de RMN de 'H associado aos espectros de RMN de *C
(Figura 113, pag. 156) e DEPT (Figura 114, pag. 157) revelou a presenca de quatro
metilas &4 0,79 (H-8, d; J = 6,0Hz), &4 0,75 (H-9’, d; J = 7,0Hz), 4 0,77 (H-10’, d; J =
6,0Hz) e &4 1,06 (H-11’, d; J = 6,5Hz), sendo esta ultima ndo observada em 5 além de
sete carbonos metilénicos e, sete carbonos metinicos. No espectro de RMN de **C foi
observado sinais em 6¢ 125,2 (64 5,91, H-9, s) e &¢ 157,4 (C,) que evidenciaram a
presenca de uma cetona q, B - insaturada, e um sinal em &¢ 174,6 sugerindo um éster,

assim como para a substancia 5.
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Figura 114 - Espectro de DEPT (A) 135 e (B) 90 da substéncia 8

A atribuicdo de todos os hidrogénios aos respectivos atomos de carbono, foi
realizada apos avaliacdo das interacdes J, no experimento bidimensional gHMQC
(Figura 115, p4g. 158).

Observa-se pela anédlise do mapa de contorno de gHMBC (Figura 116, pag.
158) que ocorre uma esterificacdo em C-1 entre H-9 e C-1. A cadeia lateral do grupo
acila foi definida através das multiplicidades de H-10’, H-11’, H-9’ e H-8 e das

correlacbes observadas no gHMBC.
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Figura 115 - Mapa de contorno de gHMQC da substancia 8 (DMSO-dg, 125 MHZ)
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Figura 116 - Mapa de contorno de gHMBC da substancia 8 (DMSO-de, 125 MHZz)
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No espectro de UV em CH30H da substancia 8 (Figura 117, pag. 159) podemos

observar um maximo de absorcdo em 235nm que sado caracteristicos de enonas
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Figura 117 - Curvas de absorc¢éo no ultravioleta para a substancia 8

A configuracéo relativa de 8 foi determinada através da analise dos espectros de
NOESY 2D (Figura 118, pag. 160), onde se verificou a interagdo entre a metila H-15
com H-6 e H-14 indicando que estes hidrogénios encontram-se em uma relacao cis
Deste modo a configuracéo relativa de 8 foi estabelecida como (1R*, 4S* 5R*, 6R*,

7R*), 0o que esta de acordo com a configuracdo relativa estabelecida para outros
sesquiterpenos eremofilanos obtidos de fungos®’.
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Figura 118 - Espectro de NOESY da substéancia 8 (CDCl;, 500 MHZz)

Estas anadlises aliadas aos dados apresentados por Oliveira et al.,, 2009,
permitiram determinar a estrutura de 8 como Xylarenona C, um sesquiterpeno
eremofilano que apresentou uma potente atividade inibitéria de protease contra as
enzimas subtilisina e pepsina (causadora do virus HIV).*’

Os deslocamentos quimicos em comparagdo com os dados da literatura

encontram-se na Tabela 13 (pag. 161).
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—> Principais correlagbes observadas nos mapas de contorno de gHMBC

—— Principais correlagdes observadas no experimento de NOESY-2D

Figura 119 - Principais correlagfes observadas para a substancia 8

Tabela 13 - Dados de RMN de *H (500 MHz) e **C (125 MHz) da substancia 8 em DMSO-d¢®.

Posicgao Posicéo
() ¢ (5) gHMBC H () N0) gHMBC
1 5,39 (s) 73,8 - 14 1,24 (s) 18,1  C-4;C-5;C-6; C-10
2 1,24 (s) 25,5 - 15 1,05(d; 6,5) 15,5 -
3 1,24 (s) 31,3 C-4;C-5;C-6;C-10 1 - 174,6 -
4 1,77 (m) 36,9 - 2 2,48 (m) 37,5 -
5 - 40,3 - 3 1,60 (m) 41,1 -
1,01 (m)
6 344(s) 683 C-5; C-10 4 1,24 (s) 21,9 ;
7 - 62,0 - 5 0,81 (m) 44,4 -
1,08 (m)
8 - 193,4 - 6’ 1,35 (m) 30,9 -
9 5,91 (s) 125,2 C-1;C-5 7 1,24 (m) 29,1 -
10 - 157,4 - 8 0,79 (d; 6,00 10,9 C-5;C-6
11 - 1444 - o 0,75(d; 7,0) 19,4 C-4,C-5;C-6
12 507a(s)  111,7 C-13 10’ 0,79 (d; 6,00 19,9 C-3;C-4;C-5
5,21 (d; 1,5) c-13
13 4,04 (m) 61,5 - 11 1,06 (d; 6,5) 18,0 c-3,C-2;C-1

? deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (5) em ppm, constante de
acoplamento entre parénteses e em Hz.
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4.5 ENSAIO BIOLOGICO DAS SUBSTANCIAS PURAS

As substancias puras 2 e 7 nao foram testadas nos ensaios bioldgicos,

bioquimicos ou quimicos por ndo apresentarem massa suficiente.

4.5.1 Avaliacdo da Atividade Anticolinesterésica

Neste ensaio as substancias 1 (mevalonolactona), 4 (azepan-2-ona), 5
(xylarenona D), e 8 (xylarenona C) foram avaliadas diante a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, as demais substancias ndo apresentaram massa suficiente para
realizacdo dos ensaios.

O método utilizado esta descrito no item 3.9.2 pag. 64. Manchas brancas na
cromatoplaca sao evidéncias de atividade anticolinesterasica em potencial.

Para as substancias que apresentaram atividade positiva para 50ug/mL foi
realizado o ensaio de limite de deteccéo (Tabela 14, pag. 162).

Tabela 14 - Resultado da atividade anticolinesterasica para as substancias testadas

Amostra Rf
Substancia 1 .
Substancia 4 0,1
Substancia 5 0,4/0,3
Substéncia 8 Rastro (2cm)
Fisostigmina 0,3

As substancias 5 (xylarenona D) e 8 (xylarenona C) apresentaram excelente
atividade frente a inibicdo da enzima acetilcolinesterase, onde foi possivel observar
pelo limite de deteccéo obtido para a Xylarenona D sendo de 25ug e para a Xylarenona
C de 6,25ug. Essas foram as Unicas substancias testadas que apresentaram atividade
anticolinesterasica, evidenciando a potencialidade bioativa desses metabdlitos
produzidos pelo fungo Camarops sp.
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4.5.2 Avaliacdo da Atividade Antioxidante

Neste ensaio as substancias 1 (mevalonolactona), 3 (Acido (E)-5-(1-hidroxialil)-
4-(pent-1-enil)-2,5-diidrofurano-3-carboxilico), 4 (azepan-2-ona), 5 (xylarenona D), 6
(xylarenona F) e 8 (xylarenona C) foram avaliadas, as demais substancias né&o
apresentaram massa suficiente para realizar os ensaios. Os resultados obtidos estéao

demonstrados na Figura 120 (pag. 163).
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Figura 120 - Concentracédo versus % Sequestro das substancias produzidas pelo enddfito
Camarops sp. em comparacdo com o padrdo quercetina.

Através da analise deste ensaio qualitativo foi possivel observar que as

substéancias produzidas pelo fungo endofitico Camarops sp. foram inativos.

4.5.3 Avaliacao da Atividade Anti-tumoral

Cancro ou Cancer € uma doenca caracterizada por uma populacdo de células
que cresce e se dividem sem respeitar os limites normais, invadem e destroem tecidos
adjacentes, e podem se espalhar para lugares distantes no corpo, através de um

processo chamado metastase. Estas propriedades malignas do cancer o diferenciam
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dos tumores benignos, que sdo auto-limitados em seu crescimento e ndo invadem
tecidos adjacentes (embora alguns tumores benignos sejam capazes de se tornarem
malignos). O cancer pode ser considerado uma doenca genética uma vez que €
desencadeado por alteragdes no DNA da célula. No entanto, ao contrario das demais
sindromes genéticas humanas, o cancer ndo € necessariamente uma doenca
hereditaria. Os canceres humanos séao, na sua maioria, de origem somatica resultantes
da interacdo de fatores genéticos e ambientais.®*

O cancer pode afetar pessoas de todas as idades, mas o risco para a maioria
dos tipos de cancer aumenta com o acréscimo da idade. O céancer causa cerca de 13%
de todas as mortes no mundo, sendo os canceres de pulmao, estbmago, figado, célon
e mama os que mais matam.®

Neste ensaio, somente as substancias 5 (xylarenona D), e 8 (xylarenona C)
foram avaliadas, as demais substancias ndo apresentaram massa suficiente para
realizar os ensaios, sendo que este ensaio requer uma quantidade maior de massa
quando comparado com 0s outros ensaios realizados. O potencial antitumoral dos dois
sesquiterpenos eremofilanos foi avaliado frente a quatro linhagens tumorigénicas
humanas e comparadas com o controle positivo (doxorrubicina).

A atividade citotoxica das substancias testadas estd apresentada na Tabela 15
(pag. 164) com seus respectivos percentuais de inibicdo. Somente as substancias que
apresentaram valores de inibicdo = 75 % em pelo menos duas linhagens tumorais séo
consideradas ativas, valor esse considerado como cut-off para o screening de novas

substancias com potencial antitumoral.

Tabela 15 - Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das amostras em trés
linhagens tumorais testadas na dose Unica de 5ug/mL.

Amostras HCT-8 SD MDAMB-435 SD SF-295 SD
(colon) (mama) (glioblastoma)
Identificacdo  GI% (média) Gl%(média) Gl%(média)
Substancia 5 100,87 0,00% 99,75% 0,12% 100,59% 0,06%
Substéncia 8 100,95 0,12% 99,41% 0,60% 100,09% 0,51%

Inicialmente, as duas substancias 5 e 8 foram ensaiadas em uma concentracao

Unica de 5ug/mL. As substancias capazes de inibir 90% o crescimento das células
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tumorais foram diluidas seriadamente com o intuito de determinar a concentracao
capaz de inibir em 50% do crescimento das células tumorais (ICsp). As duas
substancias avaliadas apresentaram uma porcentagem de inibicdo superior a 90%
exibindo assim ICsp < 5ug/mL (Tabela 16, pag. 165)

Tabela 16 - Atividade citotdxica in vitro das substancias 5 e 8 contra linhagens tumorais
humanas apo6s 72h de incubacéo quantificada através do ensaio de MTT

ICs0 (Mg/mL)*
Substancias HL-60 MDA/MB-435 HCT-8 SF-295
(leucemia) (mama) (célon) (glioblastoma)
Substancia 5 1,2 2,1 1,5 1,9
09-1,6 1,9-23 1,3-1,6 16-21
Substancia 8 1,5 2,4 1,9 2,1
1,3-1.9 22-2,7 1,8-2,1 19-25
Doxorrubicina 0,02 0,5 0,01 0,2
0,01 -0,02 0,3-0,7 0,01 -0,02 0,2-0,3

*Os valores (n=2) correspondem a ICs, e intervalo de confianca de 95 % obtidos por regressdo néo-
linear para as linhagens tumorais humanas de leucemia (HL-60), carcinoma de coélon (HCT-8),
glioblastoma (SF-295) e de melanoma (MDA/MB-435).

Assim, podemos concluir que as substancias 5 e 8 demonstraram forte potencial
citotoxico frente as quatro linhagens tumorais testadas, com um ICs, variando de 1,2 a
2,4uM, sendo que ambas as substancias apresentaram uma maior atividade sobre
células tumorais de mama (MDA/MB-435) com um ICsy de 2,1uM para a substancia 5
e, 2,4uM para a substancia 8, valor correspondente a uma poténcia forte,
comportando-se cerca de 5 vezes menos ativa que a doxorrubicina e, uma menor acao
sobre células tumorais de colon (HCT-8) com um ICso de 1,5uM para a substéncia 5 e,
1,9uM para a substancia 8, valor correspondente a uma poténcia fraca, comportando-
se cerca de 150 vezes menos ativa que a doxorrubicina.

Estudos do mecanismo de acdo destas substancias diante das quatro células

tumorigénicas testadas encontram-se em andamento.
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5.0 CONCLUSOES

Este trabalho permitiu dar continuidade aos estudos com fungos endofiticos de
espécies vegetais de Cerrado e Mata Atlantica. Permitiu, também o isolamento,
identificagdo e determinagdo estrutural de oito metabdlitos secundérios, sendo os
sesquiterpenos Xylarenona F (6) e G (7), inéditos. Os metabdlitos primarios como a
(S)-mevalonolactona (1) substancia isolada pela primeira vez de um fungo endofitico e
0 azepan-2-ona (4) sendo este, relatado pela primeira vez como produto natural, o que
evidencia a diversidade de metabdlitos produzidos por micro-organismos endofiticos.

Com o cultivo e obtencéo dos extratos CHzOH e CH3CN no meio solido de milho
e pela anélise dos espectros de RMN de 'H e dos cromatogramas por CLAE-DAD,
notou-se uma variagdo na producdo metabdlica de Camarops sp. indicando uma
producdo metabdlica muito rica e com um perfil quimico promissor, além de que 0s
extratos obtidos em meio solido apresentaram um rendimento em massa satisfatorio.
Estas observacbes sugerem que essas espécies de micro-organismos estudados
estejam desempenhando um possivel papel ecolégico de cada linhagem em
associacdo com a espécie vegetal.

A potencialidade destes extratos frente aos ensaios anticolinesterasicos e
antifingicos contra os fungos fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e C.
sphaerospermum e o0s resultados qualitativos do potencial antioxidante foram
surpreendentes, principalmente frente ao ensaio anticolinesterasico, pois observou-se
uma atividade moderada diante da inibicdo da enzima acetilcolinesterase.

Os ensaios bioldgicos realizados com as substancias isoladas, para avaliacao
das atividades antitumoral, de inibicAo da enzima acetilcolinesterase e do potencial
antioxidante evidenciaram que: Xylarenona D (5) e Xylarenona C (8), apresentam
excelentes resultados de atividade antitumoral frente as linhagens de MDA-MB435
(mama - humano), HCT-8 (c6lon - humano) e SF-295 (glioblastoma - humano) sendo
gue, esses estudos encontram-se em andamento, com estudos do mecanismo de acéo
destas substancias diante de cada uma das células tumorigénicas testadas.
Apresentaram também resultados promissores diante da atividade anticolinesterasica.
E, nem uma das substancias testadas apresentou atividade antioxidante.

As demais substancias identificadas sdo conhecidas e descritas por
apresentarem  potencialidades biolégicas, como antifingicas, antitumorais,

antibacterianas, entre outras.
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Os resultados encontrados até 0 momento reforcam a suposicéo das interacdes
ecologicas entre estes micro-organismos como fontes de metabdlitos secundarios e a
sua planta hospedeira. As informacdes contidas nesse trabalho demonstraram a
importancia do estudo com micro-organismos endofiticos, pois conduziram a
significativos resultados, proporcionando o conhecimento da composicdo quimica dos

fungos endofiticos associados a espécie vegetal Alibertia macrophylla.
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