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RESUMO

A capacidade biossintética dos fungos endofiticos, aliado aos estudos quimico e bioldgicos
relatados para Eugenia brasiliensis, motivou a idealizacdo do projeto, a prospec¢do quimica,
bioldgica e enziméatica em fungos endofiticos associados a folhas, caules e frutos saudaveis de
Eugenia brasiliensis e a avaliacdo do co-cultivo e epigenética em Xylaria cubensis, Diaporthe
sp. e Colletotrichum sp., na obtencdo de novas substancias. O isolamento dos fungos
endofiticos, resultou em dezessete linhagens de fungos endofiticos, sendo estes cultivados em
escala reduzida em meio liquido de batata e dextrose (PDB) e Czapek, a 25 °C, sob modo
estatico para obtencdo dos respectivos extratos brutos em AcOEt. A avaliagdo metabdlica
destes extratos foi realizada por CCDC, HPLC-DAD e RMN de 'H, como também a
potencialidade enzimatica e biologica pela avaliagho das atividades antiflngica,
anticolinesterasica e citotoxica, sendo que estes extratos demonstraram ser promissores. A
prospeccao inicial conduziu a selecdo de trés fungos endofiticos identificados como Xylaria
cubensis (Eb_caH_5), Diaporthe sp. (Eb_caS_4), e Colletotrichum sp. (Eb_frmH_1), os quais
foram cultivados (escala ampliada) em PDB para isolamento e determinagédo/elucidacéo
estrutural dos metabolitos secundarios. O estudo de Xylaria cubensis, resultou no isolamento
de 8 substancias, sendo da classe dos nucleosideos, dicetopirazinas, isocumarinas e
citocalasinas. De Diaporthe sp. foi isolado e identificado 8 substancias: duas
dicetopiperazinas, acido nitropropibnico, uracila, tirosol, zygosporina D, pirrolidona (inédita)
e alternariol. Colletotrichum sp. resultou no isolamento de 6 substancias, sendo trés
dicetopiperazinas, além das substancias N-(2-feniletil)acetamida, N-acetiltriptamina e
metanoato de 2-hidroxibutila 3-indol (inédita). Todas as classes de substancias produzidas por
estes fungos endofiticos apresentam diversas atividades bioldgicas relatadas na literatura.
Destaca-se a atividade fitotoxica da citocalasina D frente a coleoptilos de trigo superior ao
herbicida comercial GOAL®. Para verificar a influéncia na producdo metabélica de Xylaria
cubensis, Diaporthe sp. e Colletotrichum sp., utilizou-se estratégias como o co-cultivo em
meio s6lido (PDA) e liquido (PDB) e a epigenética (escala reduzida), nas quais os endofitos
mostraram producdo metabolica diferente em relacdo a producdo das monoculturas e na
auséncia do modulador epigenético é&cido hidroxamico suberoilanilida (SAHA),
respectivamente. As ferramentas estatisticas, como PCA (Analise de componentes principais)
e PLS-DA (Analise discriminante com calibracdo multivariada por minimos quadrados
parciais) permitiram uma rapida identificacdo e localizacdo dos perfis metabdlicos dos co-
cultivos comparados as monoculturas. Estes dados contribuem para o conhecimento dos perfis
metabolicos, biolégicos e enziméticos dos fungos endofiticos isolados de Eugenia
brasiliensis, bem como suas interagdes com o hospedeiro.

Palavras-chave: Fungos endofiticos. Xylaria cubensis. Diaporthe sp. Colletotrichum sp. Co-
cultivo. Epigenética.



ABSTRACT

The biosynthetic capacity of endophytic fungi, allied chemical and biological studies reported
to Eugenia brasiliensis motivated the idealization of the project, prospection chemical,
biological and enzymatic in endophytic fungi associated with healthy leaves, stems and fruits
from Eugenia brasiliensis and evaluation co-culture and epigenetic in Xylaria cubensis,
Diaporthe sp. and Colletotrichum sp., in obtaining new substances. The isolation of
endophytic fungi resulted in seventeen endophytics fungi, these being cultivated in small scale
on potato dextrose broth (PDB) and Czapek at 25 °C under static mode to obtain the
corresponding crude extracts in AcOEt. The metabolic evaluation of these extracts was
performed by CCDC, HPLC-DAD and 'H NMR, also enzymatic and biological potential
were performed by antifungal, cytotoxic, and anticholinesterase activities, and these extracts
have shown promise. The preliminary prospection led to the selection of three endophytic
fungi identified as Xylaria cubensis (Eb_caH_5), Diaporthe sp. (Eb_caS_4) and
Colletotrichum sp. (Eb_frmad_1) which were cultivated (larger scale) in PDB for isolation
and determination or structural elucidation of secondary metabolites. The study of Xylaria
cubensis resulted in the isolation of eight substances, as follows: nucleoside,
diketopiperazines, isocoumarins and cytochalasins class. From Diaporthe sp. was isolated and
identified eight substances, as follows: two diketopiperazines, nitropropionic acid, uracil,
tyrosol, zygosporin D, pyrrolidone (unpublished) and alternariol. Colletotrichum sp. resulted
in the isolation of six substances, three diketopiperazines, besides the substances N-(2-
phenylethyl) acetamide, NB-acetyltryptamine and 3-hydroxybutan-2-yl-1H-indol-3-ylacetate
(unpublished). All classes of substances produced by these endophytic fungi present several
biological activities reported in the literature. Noteworthy is the phytotoxic activity of
cytochalasin D against wheat coleoptile higher than commercial herbicide GOAL®. To
verify the influence on the metabolic production of Xylaria cubensis, Diaporthe sp. and
Colletotrichum sp., used strategies such as the co-culture on solid (PDA) and liquid medium
(PDB) and epigenetic (small scale), in which endophytes showed an interesting and different
metabolic production when compared with the production of monocultures and the absence of
epigenetic modulator SAHA, respectively. The statistical tools, such as PCA (Principal
component analysis) and PLS-DA (discriminant analysis with multivariate calibration partial
least squares) allowed quick identification and location of the metabolic profiles of the co-
culture compared monocultures. These data will contribute to the knowledge of the metabolic
profiles, biological and enzymatic of endophytic fungi isolated from Eugenia brasiliensis and
their interactions with host.

Keywords: Endophytic fungi. Xylaria cubensis. Diaporthe sp. Colletotrichum sp. Co-culture.
Epigenetic.
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1. INTRODUCAO

1.1 Fungos: uma viséo geral

Os fungos sdo organismos heterotréficos, ou seja, adquirem o0s nutrientes no meio
ambiente, parasitando outros organismos vivos ou pela decomposicéo de matéria organica. Os
fungos podem infectar diferentes hospedeiros, levando-os & morte ou desenvolvendo uma
relacdo simbidtica com os mesmos (MAUSETH, 2003; SCHARDL, 2004). Os fungos
constituem o segundo maior grupo de espécies sobre a Terra, estimados em 5,1 milhGes de
espécies existentes, sendo que apenas 98 mil foram descritas (BLACKWELL, 2011;
MOORE; ROBSON; TRINCI, 2011). Os fungos habitam praticamente todos os nichos
ecologicos da Terra e possuem a capacidade de utilizar varios substratos para o seu
desenvolvimento. Fungos, durante o seu desenvolvimento, utilizam diferentes rotas
biossintéticas que levam a producao de inimeros metabdlitos secundarios, aléem da producao
de enzimas de interesse comercial (ZAIN et al., 2014).

O estudo sistematico de metabolitos secundarios oriundos de fungos iniciou-se em
1922 por Harold Raistrick, que caracterizou mais de 200 metabdlitos fungicos (RAISTRICK,
1950). No entanto, a atencdo voltou-se aos metabolitos produzidos por fungos somente apos a
descoberta e desenvolvimento da penicilina. As inddstrias famacéuticas investiram em
programas de triagem e por volta de 1950 descobriram-se valiosos produtos microbianos com
aplicacGes farmacéuticas. Deste modo, a busca por metabolitos secundarios bioativos
continuou ininterruptamente, e milhares de compostos que inibem o crescimento de bactérias,
fungos, protozoarios, parasitas, insetos, virus e células tumorais foram descobertos (ZAIN et
al., 2014). Destes, dos que foram estudados do ponto de vista quimico e bioldgico, foram
isolados uma grande variedade de micromoléculas bioativas, que incluem desde substancias
toxicas como aflatoxinas, ocratoxinas e citreoviridinas a substancias com aplicacGes
terapéuticas (GUNATILAKA, 2006; MILLER; TRENHOLM, 1991). Dentre o0s
medicamentos de maior repercussdao terapéutica para doencas infecciosas destacam-se 0s
antibioticos pB-lactamicos das classes de penicilina e cefalosporina, como os exemplos mais
conhecidos de produtos de fungos. A atorvastatina (Lipitor) € um dos medicamentos mais
vendidos, um hipocolesterolémico de origem microbiana, que vendeu mais de (US) $ 11
bilhdes em 2004 e, se incluirmos as vendas da Pfizer e Astellas Pharma no periodo de 2004 a
2014, as vendas estdo na faixa de (US) $12-14 bilhdes de ddlares dependendo do ano
(NEWMAN; CRAGG, 2015).
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Substancias isoladas de fungos sdo empregadas também no combate de pragas, que
consomem um grande percentual da producdo agricola mundial, calculado em bilhGes de
dolares em prejuizos. Esses metabolitos atuam como agroquimicos naturais, como por
exemplo, os alcaloides inddlicos, derivados de pirrolizidinas, quinazolinas e criptocina
(antimicotico), que sdo inibidores de fitopatégenos (insetos, fungos, herbivoros) (ZHANG;
SONG; TAN, 2006).

Vérias vantagens sdo observadas quanto a utilizacdo de fungos na obtencdo de
produtos naturais bioativos em relacdo a outras fontes naturais, pois S&o recursos renovaveis e
a sua producdo em escala ampliada pode ser realizada usando a tecnologia existente, como
variagdo do meio e otimizagdo das condig¢Oes de cultivo. Como exemplo, a manipulagédo no
meio de cultura do Penicillium notatum, resultou em um aumento de 6000 vezes na producéo
da penicilina (DEMAIN, 2000). Outra vantagem esta relacionada com a conservacéo
ambiental uma vez que requerem uma Unica e pequena remocdo de material vivo (BILLS,
1995).

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

1.2 Fungos Endofiticos

Os micro-organismos como fungos, bactérias e virus tem atraido a atencdo de
pesquisadores durante séculos, pela percepcdo da importancia destes para os humanos,
animais e plantas, apesar dos efeitos negativos, os fungos sdo responsaveis pela producéo de
vitaminas, antibidticos, bem como utilizados em processos fermentativos e de
biotransformacdo (IOCA; ALLARD; BERLINCK, 2014). De 23.000 compostos ativos
(antimicrobianos, citotdxicos, antivirais e imunossupressores) a partir de micro-organismos,
42% sdo produzidos por fungos e 32% por actinomicetos. 12% dos antibidticos sdo
produzidos por bactérias ndo filamentosas e cerca de 20% sdo produzidos por fungos
filamentosos (DEMAIN, 2014).

Produtos naturais bioativos isolados de fungos endofitos associados a plantas
superiores estdo atraindo a atengdo de quimicos e bidlogos devido ao aumento constante de
publicacBes dedicadas a este tema nos ultimos anos (113 artigos de pesquisa sobre
metabolitos secundarios de fungos endéfitos no periodo de 2008-2009, 69 em 2006-2007, 36
em 2004-2005, 14 em 2002 - 2003, e 18 em 2000-2001) (ALY et al., 2010).



Introducdo 35

Fungos endéfitos (endon = no interior; phyton = planta) sdo micro-organismos que
colonizam assintomaticamente o interior de plantas, sendo encontrados em 6rgdos vegetais
como as folhas, caule, frutos, sementes e raizes, podendo habitar a planta por toda vida, sendo
transmitidos, em alguns casos, para futuras geracfes através da semente do hospedeiro
(GUNATILAKA, 2006; RODRIGUEZ et al., 2009; TAN; ZOU, 2001; KUSARI; PANDEY;
SPITELLER, 2013). Azevedo e Aradjo (2007) definem como micro-organismos endéfitos
todos aqueles que sdo cultivaveis ou ndo e que habitam o interior de vegetais sem prejudicar o
seu hospedeiro e sem produzir estruturas externas emergindo dos vegetais.

Normalmente, os enddfitos penetram nas plantas por aberturas naturais (estdbmatos e
hidatddios), feridas, também pela producéo de enzimas hidroliticas, em especial as celulases,
que facilitam sua penetracdo. Ap0Os a entrada na planta hospedeira, os endofitos podem
colonizar os espagos inter ou intracelulares e em vasos condutores com xilema e floema
(AZEVEDO; ESPOSITO, 2010).

As interacdes estabelecidas pelos endéfitos podem variar desde o mutualismo
(endofito e planta hospedeira obtém vantagens) até o parasitismo (somente o endofito é
beneficiado). Na associacdo mutualistica o endofito recebe nutrientes e protecdo da planta
hospedeira, enquanto o endéfito sintetiza metabolitos bioativos, auxiliando nas respostas de
defesa da planta, quer por inibicdo de enzimas ou por compostos de sinalizacdo (BAE et al.,
2009; KUSARI, 2015). A visdo mutualistica da interacdo fungo endofitico-planta tem sido
associada a endofiticos de gramineas de regifes temperadas. Esta visdo foi sustentada
principalmente por estudos com endofiticos do género Neotyphodium, os quais infectam
gramineas, protegendo-as contras herbivoros pela producdo de alcaloides (BULTMAN;
BELL, 2003). Alguns relatos sugerem um complexo sistema de comunicacdo envolvendo
cruzamento de informacdes genéticas entre enddfitos e sua planta hospedeira durante a
formacdo da associacdo. Além disso, 0s genes podem regular a producdo de metabdlitos
secundarios bioativos pelos endéfitos e essas interacdes podem induzir a expressdo de genes
que conferem resisténcia as plantas hospedeiras (BAILEY et al., 2006). Como citado, 0s
fungos endofiticos podem influenciar direta ou indiretamente na fisiologia da planta
hospedeira, reduzindo ou prevenindo o stress. Em plantas sensiveis a seca, 0os fungos
endofiticos, além de armazenarem e secretarem acucar e alcool, também reduzem a
transpiragdo das folhas, evitando assim o stress hidrico da planta (ZHANG; SONG; TAN,
2006).

Uma pesquisa com endéfitos isolados da planta Vinca minor identificou, em uma

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

No entanto, este dogma de interacdo mutualistica entre fungos endofiticos e plantas
estd sendo questionado, pois a adaptacdo em seu hospedeiro ndo depende somente da
presenca do endofito, mas também do gendtipo da planta e do endéfito, de véarios fatores
abidticos e de outras espécies que interagem com o hospedeiro direta ou indiretamente
(FAETH, 2002; MULLER; KRAUSS, 2005). Pode-se citar algumas razdes do
questionamento deste dogma como conflitos entre o hospedeiro e a reproducgdo dos fungos
endofiticos, os custos energéticos de abrigar o endofito e a supresséo do sistema imunoldgico
do hospedeiro para que o enddfito sobreviva e com isso aumente a suscetibilidade a outros
fungos patogenos. Estes fatores podem desestabilizar a simbiose e conduzir mudancas na
reproducdo do fungo e do hospedeiro e nas interacfes endofito-planta (SAIKKONEN et al.,
2004).

Outros autores sugerem que a colonizacdo assintomatica € uma balanca de
antagonismo, onde ocorre um equilibrio entre a viruléncia do fungo endofitico e as respostas
de defesa da planta. Esta balanca é dindmica e pode ser alterada sob condicbes de stress do
hospedeiro ou alteracdes fisiologicas em um dos organismos envolvidos (SCHULZ et al.,
2005). Recentemente, revelou-se que a interacdo endofito-planta pode ndo ser apenas o
equilibrio entre a viruléncia e as respostas de defesa, mas uma interacdo mais complexa. Por
exemplo, o endofito F. solani, isolado de C. acuminata, que produz o anticancerigeno
camptotecina (KUSARI et al., 2009), poderia também produzir os precursores da
camptotecina. No entanto, a enzima envolvida na biossintese deste composto esta presente
somente na planta hospedeira (KUSARI; ZUHLKE, SPITELLER, 2011). Ento é necessario
reconsiderar se a transferéncia horizontal de genes (planta para genoma do enddéfito ou vice-
versa) é 0 unico mecanismo no qual os endofitos possam produzir 0s mesmos compostos que
seu hospedeiro (KUSARI; SPITELLER, 2011). Como as plantas sdo colonizadas por diversos
micro-organismos endofiticos, estes podem interagir direto ou indiretamente como outros
endofitos. Estas interacdes desempenham um papel fundamental na producdo de metabolitos
por bactérias e fungos endofiticos (Figura 1) (KUSARI; HERTWECK; SPITELLER, 2012).
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Figura 1. Esquema representativo de “crosstalk” entre espécies endofito-endofito. (A) “Crosstalk”
entre fungos endofiticos; (B) “Crosstalk” entre fungos e bactérias endossimbiontes; (C) “Crosstalk”
entre fungos e bactérias enddfiticas.
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Fonte: Adaptado de Kusari; Hertweck; Spiteller (2012, p.795)

1.3 Espécie vegetal hospedeira: Eugenia brasiliensis

O género Eugenia é um dos mais representativos da familia Myrtaceae. No Brasil,
existem 350 espécies nativas desse género. Eugenia brasiliensis Lam. € uma arvore
encontrada no litoral das florestas brasileiras comumente conhecida como grumixama ou
cereja brasileira (FISCHER et al., 2005). O fruto é rico em antocianinas e carotenoides, o que
confere uma alta capacidade antioxidante e anti-inflamatdria para estes extratos (TEIXEIRA
et al., 2015).

E. brasiliensis (Figura 2) possui casca e folhas aromaticas, sendo que suas folhas séo
utilizadas na medicina popular no tratamento de reumatismo, artrites e diabetes, além de
demonstrarem atividades antidepressiva e anti-inflamatdria, as quais podem ser atribuidas a
presenca dos compostos fendlicos (COLLA et al., 2012; PIETROVSKI et al., 2008).
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Figura 2. Eugenia brasiliensis (a), frutos (b) e folhas (c).

Fonte: Autor

Estudos fitoquimicos das folhas de E. brasiliensis, descrevem o isolamento e
identificacdo de triterpenos como a-amirina, f-amirina, betulina, e compostos fendlicos como
a quercetina, catequina e galocatequina (MAGINA et al., 2012).

Estudos realizados por Dametto (2014) por LC-MS/MS com os frutos de E.
brasiliensis permitiram a identificacdo de varias antocianinas como a delfinidina-3-O--
laminaribiosideo, delfinidina-3-Ogalactosideo, delfinidina-3-O-glicosideo, cianidina-3-O-
galactosideo, dentre outras. Estudos bioldgicos com os extratos das folhas de E. brasiliensis
mostraram atividade antioxidante e anti-inflamatoria, evidenciada pela inibicdo de enzimas
cicloxigenases COX-1 e COX-2. As substancias isoladas das folhas de E.brasiliensis
pertencem a classe dos dissacarideos, flavanonas, chalconas e neolignanas.

Estas e outras questdes instigam o estudo quimico, enzimatico e biolégico dos fungos
endofiticos associados a esta espécie vegetal, objetivando obter dados que direcionem para a
compreensdo da relacdo endofito-hospedeiro e a utilizacdo dos produtos destes endofitos nas

areas de interesse.
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1.4 Potencial biotecnoldgico dos endoéfitos

Os fungos endofiticos possuem a capacidade de produzir uma ampla variedade de
enzimas e metabolitos secundarios, que exibem diversas atividades biologicas (CORREA,
2014). Atualmente os micro-organismos sdo uma das formas de vida mais importantes, a qual
fornece ferramentas biotecnoldgicas para a transformagdo da matéria organica, assim como a
producéo de produtos quimicos e bioquimicos uteis (IOCA; ALLARD; BERLINCK, 2014).

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

Entre micro-organismos capazes de produzir enzimas destacam-se 0s fungos
filamentosos, pelo seu facil cultivo e elevada producgédo de enzimas extracelulares de grande
interesse industrial. Os fungos endofiticos representam uma fonte pouco explorada na

obtencdo de enzimas com diferentes aplicacoes tecnologicas (BHAGOBATY; JOSHI, 2012).

1.4.1 Metabdlitos bioativos

Trabalhos mostraram que os fungos endofitos como, Didymostilbe sp., isolado de
Taxus chinensis var. (WANG, Y.; TANG, 2011) e Botryodiplodia theobromae Pat., isolado
de Morinda citrifolia Linn., (PANDI; MANIKANDAN; MUTHUMARY, 2010) produzem o
farmaco taxol, sendo este isolado pela primeira vez do fungo endofitico Taxomyces
andreanae durante os anos 90 (STIERLE et al.,1993). Na producdo de paclitaxel pelo
endofito Penicillium aurantiogriseum, isolado de Corylus avellana, foi possivel identificar
clusters de genes envolvidos nesta producdo diferentes do hospedeiro, demonstrando a
evolucao biossintética em espécies de Penicillium, independente da planta hospedeira (YANG
et al., 2014; NEWMAN; CRAGG, 2015). Com as evidéncias de que fungos endofitos podem
também produzir o taxol visualizou-se um novo processo, talvez mais eficiente e menos
dispendioso, para a producdo deste importante farmaco.

Outros produtos potencialmente bioativos produzidos por fungos endofiticos merecem
destague, como 0s anticancerigenos: derivados de antracenediona (ZHANG et al., 2010), 22-
oxa-(12)-citocalasinas (PRITI et al., 2009) e novos meroterpenoides (pestalafones J e K)
(WANG, B., 2016). Pesquisas ainda relatam outros compostos com atividades promissoras
como a antraquinonas (ZHANG; SONG; TAN, 2006) e a 10-hidroxicamptotecina (SHWETA
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et al., 2010), poderosos agentes antineoplasicos, isolado dos fungos endofitos Pleospora sp. e
Fusarium solani, respectivamente; e o subglutinol A e B, um agente imunossupressor,
produzido pelo endéfito Fusarium subglutinans (GUO et al., 2008). Kusari e Spiteller (2011)
descreveram a producdo de hipericina a partir de um endofito isolado de Hypericum
perforatum, um agente no combate a depresséo e ansiedade. Em 2012, isolou-se do fungo
endofitico pertencente ao género Phoma associado a Arisaema erubescens, 0os metabolitos
tricodermina e cercosporamida, com fortes atividades antifingicas e antineoplasicas (WANG,
L. et. al., 2012).

Dentro deste contexto, 0s produtos naturais de fungos endofiticos apresentam um
amplo espectro de atividades biologicas, sendo alguns exemplos, antimicrobiana (ALY;
DEBBAB; PROKSCH, 2011; WANG, L. et. al., 2012), ansiolitica (KUSARI; SPITELLER,
2011), neuroprotetiva (ALY et al., 2010), propriedades imunossupressoras (GUO et al., 2008)
e antineoplasicos (YANG et al., 2014; WANG, B., 2016; SHWETA et al., 2010; WANG, L.
et. al., 2012) (Figura 3).
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Figura 3. Substancias bioativas isoladas de fungos endofiticos.
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1.4.2 Enzimas

As enzimas de origem microbiana ocupam lugar de destaque no mercado
biotecnoldgico, sendo inimeras as aplicacdes em processos industriais. As proteases, por
exemplo, sdo comercializadas em grande escala em biorremediacdo, nas industrias de
alimentos, detergente, couro e na indlstria farmacéutica. As amilases, por sua vez, sdo
utilizadas nas industrias de amido e panificacdo; em cosméticos e produtos farmacéuticos. As
pectinases sdo empregadas na extracdo de Gleos vegetais, nas industria téxtil e de sucos
naturais. As xilanases sdo utilizadas em industrias de alimentos, de farmacos, de polpa de
celulose e papel (SAID; PIETRO, 2004). As celulases sdo utilizadas em industrias de papel,
alimenticia, farmacéutica e, mais recentemente, na hidrolise da xilana presente em materiais
lignoceluldsicos, para a obtencdo de xilose, a qual pode ser convertida em etanol de segunda
geracdo por alguns micro-organismos fermentadores (KUHAD; GUPTA; SINGH, 2011;
SHARADA, 2014). Estima-se que, a venda mundial de enzimas industriais ja atingiu um
valor de US 1,6 bilhdes de dolares, dos quais a celulase e enzimas aliadas ocupam no mercado
uma posicdo significativa (SHARADA, 2014).

Devido a atividade significativa das substancias produzidas pelos fungos e a
capacidade de serem facilmente cultivados em escala industrial, coquetéis de celulases em
fungos sdo um excelente ponto de partida para aplicacdes em biorrefinarias (PAYNE, 2015).

Um dos problemas para a utilizacdo de enzimas nos processos industriais € o alto custo
envolvido e alternativas para solucionar este problema é o cultivo de micro-organismos por
fermentacdo em estado sélido (FES), devido a possibilidade de utilizacdo de substratos
lignocelulésicos de baixo custo e amplamente disponiveis, como residuos agricolas,
agroindustriais, florestais e urbanos, que suportam o crescimento microbiano e estimulam a
producdo das enzimas (GAO et al., 2008; GRAMINHA et al., 2008; SUKUMARAN et al.,
2009). No Brasil, estes residuos e subprodutos agricolas/agroindustriais sao abundantes, o que
possibilita a sua utilizacdo em bioprocessos, especialmente no que se refere ao bagaco de
cana-de-acucar (LEITE et al., 2009), cuja producédo anual € estimada em torno de 186 milhdes
de toneladas (SOCCOL et al., 2010). O cultivo de fungos filamentosos por FES simula as
condicdes do habitat onde estes micro-organismos séo naturalmente encontrados e, em geral,
possibilita a vantagem em termos de elevadas concentracbes enzimaticas e produtividade
fermentativa (GERVAIS; MOLIN, 2003; YOON, 2014).

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

excelente capacidade de producdo de enzimas extracelulares. Deste modo, fungos endofiticos
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sdo capazes de degradar matrizes complexas (Figura 4) para a producdo do combustivel etanol
e outros produtos com valor agregado. Além disso, os fungos endofiticos podem se tornar a
nova fonte de enzimas Uteis industrialmente, como as amilases, lipases e proteases
(CORREA, 2014).

Bhagobaty e Joshi (2012) relatam que enddéfitos isolados das plantas Potentilla fulgens
e Osbeckia stellata apresentaram a producéo de xilanase, lipase, protease, amilase e celulase.
O fungo endofitico Acremonium strictum, isolado de biomas brasileiros, apresentou boas
atividades celuloliticas quando cultivado em bagaco de cana-de acucar (GOLDBECK et al,
2013). Ja o endofito Cylindrocephalum sp., isolado de Alpinia calcarata, demonstrou elevada
atividade amilolitica (SUNITHA et al., 2012).

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

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

O endofito Xylaria sp. (Figura 5a), € conhecido por produzir muitos metab6litos novos
e bioativos, como por exemplo, citocalasinas (CAFEU et al., 2005), fitoxinas (ABATE;
ABRAHAM; MEYER, 1997), ciclopeptideos (WU et al., 2011), sesquiterpenos eremofilanos
(SONG et al., 2012), entre muitas outras. Xylaria cubensis, isolado de Litsea akoensis,
produziu sesquiterpenoides como 10-hidroxitujopsena e xylaritriol, um novo diterpenoide
(cubentriol), um alcaloide (akodionina), uma nova isocumarina (akolitserina) (FAN et al.,
2014), dentre outras.

O endofito Diaporthe sp. (Figura 5b), que em sua forma assexuada € denominado
Phomopsis sp. produz as citocalasinas H e J, as quais demostraram ter efeitos inibitorios
potentes frente aos neutréfilos humanos, atuando como inibidores potenciais de NADPH-
oxidase e podendo assim ser alvos promissores para 0 desenvolvimento de agentes anti-
inflamatdrios (CHAPLA et al., 2014). Estudos realizados por Silva et al. (2006) com o fungo
Phomopsis cassiae conduziram ao isolamento de dois novos policetideos e cinco novos
sesquiterpenos da classe dos cadinanos, sendo que algumas destas apresentaram atividade
antifangica contra os fungos  fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e C.
sphaerospermum, e também atividade citotoxica, in vitro, contra linhagem celular de tumor
cervical humano (HeLa). Destaca-se 0 isolamento de duas novas benzopiranonas
(Diaporteona A e B) deste fungo, as quais inibiram o crescimento da linhagem
Mycobacterium tuberculosis (BUNGIHAN et al., 2011). O endofito Diaporthe sp., isolado de
Camptotheca acuminate, produziu quatro andlogos da lovastatina, um importante redutor de
colesterol (LIU et al, 2013). J& o enddfito Phomopsis vexans, isolado de Solanum
xanthocarpum, produziu 550 mg L* de lovastatina (PARTHASARATHY;
SATHIYABAMA, 2015). Um composto inédito, derivado de triterpenoide tretraciclico 19-
nor-lanostana, isolado de Diapothe sp., exibiu atividade antibacteriana significativa frente a
bactérias Gram-positiva e negativa, especialmente as Streptococcus pyogenes e Pseudomonas
aeruginosa, bem como a linhagem patogénica humana Staphylococcus aureus (LI et al.,
2015).

Colletotrichum (Figura 5c), € conhecido pela producdo do &cido colletétrico,
produzido por C. gloesporioides, associado a espécie vegetal Artemisia mongolica, que
apresentou bioatividade contra as linhagens de Bacilus subtilis e Staphylococcus aureus
(ZOU et al., 2000). Ressalta-se que Colletotrichum gloeosporioides, isolado como endéfito de
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Piper nigrum, produziu o alcaloide piperina, o qual é um metabolito caracteristico da planta
hospedeira. A piperina é relatada por apresentar atividades biologicas como: antimicrobianas,
antidepressivas, anti-inflatmatorias, antioxidantes e antitumorais (CHITHRA et al., 2014).
Nos estudos com Colletotrichum sp., um endofito de Buxus sinica (planta tradicional da
medicina Chinesa), isolou-se trés novos compostos (colletotrichonas A-C), os quais
apresentaram excelentes atividades antibacterianas (WANG, W. et al., 2016).

Dentro deste contexto, é evidente a grande diversidade e potencialidade bioldgica

destes géneros de fungos endofiticos.

Figura 5. Fotos de Xylaria cubensis (a), Diaporthe sp. (b) e Colletotrichum sp. (c) cultivados em PDA
em placa de Petri.

(@) (b)

Fonte: Autor
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Figura 6. Substancias isoladas dos géneros Xylaria, Diaporthe e Colletotrichum.
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Fonte: Caféu et al. (2005); Fan et al. (2014); Chapla et al. (2014); Bungihan et al. (2011);
Parthasarathy; Sathiyabama et al. (2015); Li et al. (2015); Zou et al. (2000); Chithra et al. (2014);
Wang,W. et al. (2016).

1.6 Co-cultivo

Estudos recentes do genoma de micro-organimos revelaram que tais organismos sao
capazes de biossintetizar metabolitos secundarios com diversidade estrutural superior as ja
existentes. Como muitos genes, responsaveis pela biossintese de produtos naturais podem
estar silenciados em condigOes laboratoriais, instiga-se o desenvolvimento de novas
estratégias para a ativacdo das vias biossintéticas. Neste sentido uma das estratégias € o co-
cultivo de micro-organismos, que envolve o cultivo de dois ou mais micro-organismos no

mesmo ambiente.
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Os micro-organismos ndo vivem isoladamente na natureza, fazendo parte de
complexos ecossistemas e, por isso, as comunidades microbianas carregam um imenso
potencial para a producdo de novos compostos. H& uma diversidade de sinalizacdes e
interacdes ocorrendo entre 0s micro-organismos que sao capazes de instigar a producdo de
novos compostos. Tais compostos, produzidos de forma dinamica, sdo de muito interesse para
a descoberta de novos farmacos. A sobrevivéncia em um ambiente competitivo exige
estratégias que provavelmente culminam na produgdo de compostos bioativos (BRAKHAGE
& SCHROECKH, 2011; BERTRAND et al., 2014).

O co-cultivo de micro-organismos pode ser realizado tanto em meios s6lidos ou
liquidos e, recentemente, os estudos centraram-se nas interacGes e na descoberta de novos
metabdlitos bioativos de origem microbiana (BERTRAND et al., 2014).

Estudos realizados com co-cultivos de Trichophyton rubrum e Bionectria ochroleuca
em meio solido foi possivel observar a inibicdo do crescimento a longa distancia entre os
micro-organismos. A partir deste co-cultivo foi identificado o metabdlito: 4"-hidroxisulfoxi-
2,2"-dimetiltielavina P (um trimero substituido de &cido 3,5-dimetilorselinico) (Figura 7)
(BERTRAND et al., 2013). A co-cultura em meio liquido de Fusarium tricinctum e F.
begoniae induziram a producdo de dois novos depsipeptideos como subeniatinas A e B
(Figura 7), os quais ndo foram detectados nas monocultutras (WANG, J. et al., 2013).

O co-cultivo de Inonotus obliquus e Phellinus punctatus demonstrou a reducdo na
producdo de biomassa micelial, mas houve um aumento na producdo de compostos fenolicos,
melaninas e da classe dos triterpenoides lanostanos (ZHENG et al., 2011).

Nonaka e colaboradores (2011) isolaram uma nova substancia, denominada
secopenicilida C e outras quatro conhecidas, como: penicilida, MC-141, pestalasina A e
estromemicina (Figura 7), todas do co-cultivo liquido de Penicillium pinophilum e
Trichoderma harzianum. A producdo desses compostos, exceto a pestalasina A foi de 2 a 6
vezes superior no co-cultivo comparado a monocultura P. pinophilum, o qual é responsavel
pela producdo destes compostos isoladamente.

Devido a complexidade dos extratos microbianos, métodos analiticos avancados,
como a espectrometria de massas, sdo fundamentais para o éxito na detec¢do e identificacéo
de metabolitos produzidos pelos co-cultivos (BERTRAND et al., 2014). A comparagdo da
producdo da monocultura com a do co-cultivos pode ser avaliada por ferramentas estatisticas
como scores de PCA (Analise de componentes principais), PLS (Minimos quadrados

parciais), PLS-DA (Analise discriminante com calibracdo multivariada), dentre outras.
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Figura 7. Compostos isolados do co-cultivo de fungos.
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1.7 Epigenética
Os fungos sdo organismos capazes de biossintetizar uma grande diversidade quimica e

biolégica de metabolitos secundarios. Infelizmente, métodos de fermentacdo em condicdes

laboratoriais sdo ineficientes para mimetizar o habitat natural de um organismo. Como muitos
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genes, responsaveis pela biossintese de produtos naturais ndo sdo expressos no ambiente
artificial de laboratdrio, instiga-se o desenvolvimento de novas estratégias para a ativacdo das
vias biossintéticas (BRAKHAGE; SCHROECKH, 2011; WILLIAMS et al., 2008). Neste
sentido uma das estratégias que possibilitard caminhos para a descoberta de novas moléculas
bioativas é a epigenética como uma metodologia alternativa e eficaz para induzir a expressdo
de vias silenciosas e melhorar a producdo de produtos naturais em fungos (WILLIANS, et al.,
2008). A epigenética consiste em mudancas hereditarias na expressao génica, sem alteracdo
na sequéncia de DNA. Dos mecanismos epigenéticos, 0s mais estudados e conhecidos sdo a
metilacio do DNA e as modificagdes das histonas, ao quais provocam a repressao
transcricional (CICHEWICZ, 2010), inibindo a expressdo de genes que culminariam na
producdo de metabolitos secundarios.

As metilagbes no DNA ocorrem pelas enzimas DNA metiltransferases (DNMTS),
resultando na conversdo da citosina em seu correspondente 5’-metilcitosina (Figura 8)
(CICHEWICZ, 2010).

Figura 8. Metilacdo da citosina do DNA.

+

NH,
H H 5 N
H ~S-Enz CHs / ‘ XN
o ) )
Lo S N =
o=h—0 CHy o N
(ID H,N H H
1 ! !
R o OH OH
L N
Citosina SAM (cofator)

S-adenosilmetionina

NH,

N
© N
+ HS-Enz +
/N =
‘%‘ct‘ CH,
H

-citosina

NH,

N AN
s =
~, N
H. N 0.
feo + W }(\qu

HoN, A H !

H
COzH L .
S-adenosil-L-cisteina Acido glutamico

H
OH OH

Fonte: Autor



Introducdo 50

As histonas sdo proteinas associadas & cromatina e possuem importantes funcdes.
Nestas proteinas hd o enovelamento do DNA e as mesmas participam no controle da
regulacdo transcricional, que é essencial para o bom funcionamento celular (CICHEWICZ,
2010). A acetilacdo do grupo 3-amino da lisina (Figura 9) é a mais estudada modificacdo pés-
traducional em histonas de fungos. O processo de acetilacdo e desacetilacdo da lisina é
realizado por dois grupos de enzimas: histonas acetiltransferases (HATS) e histonas
desacetilases (HDACS), respectivamente. A acetilacdo/desacetilacdo da lisina influencia na
afinidade de ligacdo com o DNA (Figura 10), o que contribui para uma transi¢cdo entre o
estado da cromatina “aberta” e “fechada”, que estdo envolvidos na regulagcdo da expressao ou
ndo dos genes, respectivamente (CICHEWICZ, 2010; CHERBLANC et al., 2013; PONS et
al., 2009).

Figura 9. Acetilagdo nos residuos de lisina da histona.
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Figura 10. Modificagdes na histona: cromatina “aberta” e “fechada”.

DNA inacessivel === cromatina muito condensada
®» @
Desacetilagdo Acetlla(;ao
Metilacao

DNA acesswel === Cromatinapouco condensada

Fonte: Adaptada: Pons et al. (2009).

Uma série de pequenas moléculas surgiu como ferramentas e tem permitido o
desenvolvimento de técnicas epigenéticas, sendo estas capazes de seletivamente ou semi-
seletivamente inibir a DNA metiltransferase (DMNT) ou a histona desacetilase (HDAC)
alterando o processo de transcricdo do DNA.

Para expressar 0s genes silenciados, surgiram moléculas como 5-azacitidina e acido
hidroxadmico suberoilanilida (Figura 11), capazes de inibir a metilacdo do DNA e a enzima
desacetilase (HDAC), respectivamente (CHERBLANC, et al., 2013).
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Figura 11. Estruturas de moléculas utilizadas como moduladores epigenéticos.
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Fonte: Cichewicz (2010).

Os moduladores epigenéticos podem ser empregados para expressar vias biossintéticas
silenciosas e melhorar a producdo de metabolitos secundarios de fungos (WILLIAMS et al.,
2008).

As modificacdes epigenéticas em culturas fangicas tém demonstrado bons resultados na
producdo de produtos naturais, como por exemplo, o cultivo de Cladosporium cladosporioides na
presenca de 5-azacitidina (inibidor de DMNT) resultou no isolamento de oxilipinas (Figura 12),
substancias sinalizadoras de células intra e inter-espécies (WILLIAN, 2008).

Chung e colaboradores (2013) observaram a mudanca da producdo metabdlica do fungo
Beauveria felina cultivado com o modulador SAHA (inibidor de HDAC), isolando trés
ciclodepsipeptideos inéditos (Figura 12), ndo encontrados no controle. Outro trabalho
interessante foi o cultivo do fungo Leucostoma persoonii na presenca do modulador butirato de
sodio (inibidor de HDAC), resultando no aumento da producdo dos compostos
antimicrobianos conhecidos como citosporonas B (360 %), C (580%) e E (890%), além da

producdo da citosporona R (Figura 12), ainda ndo relatada na literatura (BEAU et al., 2012).
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Figura 12. Compostos isolados do cultivo de fungos com moduladores epigenéticos.
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Fonte: Williams et al. (2008); Chung, Y. et al. (2013); Beau et al. (2012).
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2. OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos deste trabalho foram o estudo quimico, biolégico e enzimatico dos

fungos endofiticos, isolados de Eugenia brasiliensis. Dentre os isolados, os fungos Xylaria

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

sendo ainda avaliados sob influéncia de moduladores epigenéticos e co-cultivo.

2.1 Objetivos Especificos

1.

Isolamento, purificacdo e preservacdo dos fungos endofiticos associados a Eugenia
brasiliensis;
Cultivo dos enddfitos isolados de E. brasiliensis em PDB e Czapek (escala reduzida)

e obtencdo dos respectivos extratos brutos;

3. Triagem quimica dos extratos brutos obtidos, por RMN de *H e HPLC-DAD;

10.

11.

Triagem biologica dos extratos brutos obtidos, pela avaliagdo das atividades:
anticolinesterasica, citotoxica e antifingica;

Triagem enzimatica dos endofitos isolados de E. brasiliensis pelo cultivo por
fermentacdo em estado sélido (FES) utilizando-se bagaco de cana-de-agucar e farelo
de trigo como substratos;

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

Cultivo em PDB dos endofitos Xylaria cubensis, Diaporthe sp. e Colletotrichum sp.
em escala ampliada;

Isolamento, elucidacdo ou determinacdo estrutural dos metabdlitos secundarios por
técnicas cromatograficas (HPLC-DAD, colunas abertas) e espectrométricas (RMN de
'H e 3C uni e bidimensionais, EM);

Avaliacio por LC-MS e por RMN de *H do co-cultivo dos endéfitos Xylaria cubensis,
Diaporthe sp. e Colletotrichum sp. em meio sélido e liquido constituido por PDA e
PDB, respectivamente;

Avaliacdo dos co-cultivos frente aos ensaios biologicos anticolinesterdsico e
antifangico;

Avaliacdo da influéncia dos moduladores epigenéticos na producdo metabolica dos

fungos selecionados (Xylaria cubensis, Diaporthe sp. e Colletotrichum sp.).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais
3.1.1 Meios de cultivo
Tabela 1. Meios de cultura utilizados para o cultivo dos fungos endofiticos.
Meios de Cultura Tipo [ ]gL™ Composicao Fabricante
PDB Liquido 24 Fécula de batata (4g), dextrose (20g) Acumedia
Sacarose (30g), NaNOs (3g), Naz(PO4)s (109),
Czapek Liquido 35 (309) » (30). Na:(PO.)s (10) Himedia
MgSO; (0,5g), KCI (0,5g), FeSO, (0,01g)
) Fécula de batata (4g), dextrose (20g), )
PDA Solido 39 Acumedia
agar (159)
_ » Digestdo enzimatica de gelatina (5g), extrato _
Nutrient Solido 23 Acumedia

de carne (3g), Agar (159)

Fonte: Autor

3.1.2 Solventes

Para a obtencdo dos extratos brutos em escala reduzida e ampliada, como para CCDC,

separacOes cromatograficas em coluna e em HPLC, foram utilizados, acetato de etila, metanol

P.A. e analitico, cloroférmio e acetonitrila das seguintes marcas: Merck, J.T. Baker, Synth e
Qhemis. Em analises de RMN 1D e 2D utilizou-se os solventes deuterados: DMSO-dg, CDCl3

e CH30H-d,4 (Aldrich, CIL e Deutero).

3.1.3 Reagentes

Os moduladores epigenéticos utilizados foram: &cido hidroxamico suberoilanilida
(SAHA) e 5-azacitidina >98% HPLC (Sigma-Aldrich).

3.1.4 Cromatografia em Coluna

Nos fracionamentos cromatograficos em coluna aberta sob vacuo foram utilizadas

colunas de vidro de diferentes diametros internos e comprimentos. A fase estacionaria
utilizada foi: silica gel 50-60 C-18 (Macherey-Nagel).
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3.1.5 Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)

Nas andlises por CCDC foram utilizadas placas de silica gel 60 G Fys4 analiticas
(Macherey-Nagel).

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

As andlises por HPLC-DAD analitico foram realizadas no equipamento Shimadzu
com detector ultravioleta em arranjo de diodos (DAD) (Shimadzu SPD-M20A), com
degaiseificador DGU-20A; e injetor automatico Shimadzu SIL-20A. O tratamento dos dados
foi obtido através do software Shimadzu LC solution (versdo 1.25 SP2). Foi utilizada uma
coluna analitica Phenomenex Luna com silica tipo octadesil silano (C-18) (250 x 4,60 mm; 5
um). Realizou-se também anélises no equipamento Waters (UPLC) com detector UV-Vis e
injetor automatico SIL-10ADVp. Foi utilizada a coluna analitica Acquity UPLC®, silica C-18
(2,1 x 100 mm; 1,7 pm).

As separacdes cromatograficas por HPLC-DAD preparativo foram realizadas no
equipamento Shimadzu com detector ultravioleta em arranjo de diodos (DAD) (Shimadzu
SPD-M20A), com degaiseificador, injetor manual e software Shimadzu LC solution (verséo
1.25 SP4). Foi utilizada uma coluna semi-preparativa Phenomenex Luna, silica C-18 (250 x

10,0 mm; 5 pm).

3.1.7 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono (RMN de *H e 3C)

Os espectros de RMN de *H (300 e 600 MHz) e *C (75 e 151 MHz) 1D e 2D foram
realizados em espectrometro Bruker 300 Fourier (7,1 T) e Bruker Ascend 600 (14,1 T).

3.1.8 Espectrometria de Massas

Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos em espectrdmetros como:
Bruker Maxis Impact-ESI-QqTOF-MS (software Data Analysis, versdo 4.2) e Thermo
Scientific LTQ Orbitrap Velos (software X-calibur).

Os espectros de massas de baixa resolucdo foram obtidos em espectrdmetros como:
Thermo Scientific LCQ Fleet lon Trap LC/MS (software X-calibur, versdo 2.1) e Agilent
3200 QTRAP (Linear lon Trap Quadrupole LC/MS/MS) (software Analyst, versdo 1.5.1).
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3.1.9 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas

As anédlises das micro-extraces, oriundas do co-cultivo e da epigenética foram
analisadas no cromatografo liquido de ultra-alta pressdo (UHPLC) Accela High Speed LC-
Thermo Scientifce acoplado ao espectrdmetro de massas (HRMS) LTQ Orbitrap Velos. Foi
utilizada a coluna analitica Acquity UPLC®, silica C-18 (2,1 x 100 mm; 1,7 um).

As amostras oriundas da epigenética também foram analisadas no HPLC analitico
Agilent acoplado ao espectrometro de massas Agilent 3200 QTRAP (Linear lon Trap
Quadrupole LC/MS/MS). Foi utilizada uma coluna analitica Phenomenex Luna com silica
tipo octadesil silano (C-18) (250 x 4,60 mm; 5 pum).

3.1.10 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a SPE-TT

A separacdo cromatografica por HPLC-SPE-TT (High Performance Liquid
Chromatography-Solid Phase Extraction-Transfer Tube) analitico foi realizada no
equipamento Agilent 1260 Infinity, com detector ultravioleta em arranjo de diodos (DAD)
(1260 DAD VL), com injetor automatico, sistema de extracdo em fase solida Bruker/Spark
Prospekt Il e um transferidor/preparador automatico de amostras (Gilson). O software
utilizado foi HyStar (versdo 3.2). Foi utilizada uma coluna analitica Phenomenex Luna com

silica tipo octadesil silano (C-18) (250 x 4,60 mm; 5 pm).

3.1.11 Andlise de rotacio optica [a] 25

Os valores de rotacdo Optica foram obtidos em polarimetro digital Perkin Elmer,
modelo 341 LC, com lampada de sédio (A = 589 nm) e cela de quartzo com caminho 6tico de
1,00 dm.
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3.1.12 Equipamentos

Tabela 2. Equipamentos para o desenvolvimento do projeto.

Equipamentos Fabricante
Autoclave vertical Quimis e Phoenix Luferco
Camara de fluxo laminar Pachane PA-310
Incubadora com agitacéo orbital QUIMIS
Milli-Q Millipore
Rotaevaporador BUCHI
Balanga analitica Mettler Toledo AG 245 e AG 204
Balanga semi-analitica Gehaka BG 2000

Fonte: Autor

3.2 Métodos

3.2.1 Obtencéo da linhagem fungica

A coleta de folhas, frutos e ramos jovens e saudaveis de Eugenia brasiliensis realizou-
se na cidade de Araraquara-SP. O isolamento dos endofitos iniciou-se com a lavagem da
superficie do material vegetal em agua corrente, e esterilizacdo por imersdao em NaClO 1% e
em etanol 70%, seguida de uma dupla lavagem em agua esteril (Tabela 3) (SILVA, 2005).
Ap0s o processo de esterilizacdo, as folhas/frutos/ramos foram seccionados assepticamente (3
a 4) e incubados em placas de Petri contendo batata-dextrose-agar (PDA) e Nutrient agar
estéril a 28 °C. Apds a esterilizagdo em autoclave, adicionou-se o antibidtico sulfato de
gentamicina (66,7 pg mL™) ao meio de cultivo para inibir o crescimento bacteriano. O
crescimento dos fungos foi monitorado diariamente e repiques sucessivos foram realizados até
a obtencdo das linhagens puras. As linhagens foram avaliadas quanto a pureza, através da
aparéncia uniforme nas placas com os meios de cultivos adequados, sendo posteriormente

preservadas em agua estéril (slants) (Figura 13).
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Figura 13. Isolamento dos fungos endofiticos de Eugenia brasiliensis.

Eugenia brasiliensis

Preservagéo

* H,0;
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D
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Fonte: Autor

Tabela 3. Tempo de esterilizagdo das folhas, frutos e ramos.

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

Fonte: Autor

Apds o isolamento, os fungos endofiticos selecionados para os estudos quimicos foram

identificados por taxonomia e biologia molecular pelo Prof. Dr. Ludwig Heinrich Pfenning,

da Universidade Federal de Lavras (UFLA) e estdo depositados na Micoteca do Departamento
de Quimica Organica do 1Q/Ar-UNESP.
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3.2.2 Obtencdo dos extratos brutos dos endofitos em PDB e Czapek (escala reduzida)

Os dezessete fungos endofiticos foram primeiramente cultivados em PDA (placas de
Petri) durante 10 dias a 25 °C e posteriormente aproximadamente um terco de micélio de cada
placa de Petri foi inoculado em cada meio liquido: PDB e Czapek, sob modo estatico por 28
dias a 25° C (Figura 14). O cultivo em escala reduzida foi realizado adicionando em frascos
de Erlenmeyer (500,0 mL), 900,0 mL de cada meio liquido sendo estes previamente
autoclavados a 121° C por 20 minutos. Apos 28 dias de incubacdo o caldo fermentado foi
separado do micélio por filtracdo a vacuo e submetido a particdo liquido/liquido com AcOEt.
O solvente foi evaporado, obtendo-se assim 0s extratos brutos (Tabela 6). Paralelamente foi
realizado o branco PDB e Czapek seguindo a mesma metodologia sem a inoculacdo dos

fungos endofiticos.

Figura 14. Cultivo e obtencédo dos extratos brutos em PDB e Czapek (escala reduzida).

------------------------------------------------

. Crescimento: 900 mL de cada :
: meio de cultivo, sendo 3 frascos de :

: Erlenmeyer (500 mL) cada.
|

------------------------------------

—>

Crescimento em

PDB e Czapek

(28 dias; 25°C)
Estatico

1) Filtracdo a véacuo;
2) 3x AcOEt;
3) Evaporagdo.

Extratos Brutos

Coluna Luna Phenomenex (C-18)

30,0 pL; grad. exploratério H,O:CH,;OH
(95:05 v/v) & (0:100 v/v); 50 min., :
Vazédo: 1,0 mL min

BIOENSAIOS HPLC-DAD k=220nmate400nm‘y

RMN de *H

Fonte: Autor
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Os solventes recolhidos foram reutilizados nesta extragdo e apds o término desta foram
adequadamente descartados em frascos previamente rotulados e encaminhados ao descarte
conforme as Normas Gerais de Gerenciamento de Residuos Quimicos no IQ/UNESP presente
no site: www.ig.unesp.br/APOIO-TECNICO/normas-residuos.pdf.

Os extratos brutos obtidos foram submetidos aos ensaios biolégicos, a RMN de 'H e a
HPLC-DAD. As amostras foram submetidas a um “clean up” utilizando cartuchos de silica C-
18 acoplado em membrana (0,2 pm). Apés este procedimento, as amostras (3,5 mg mL™)
foram injetadas em HPLC-DAD, utilizando uma coluna analitica Phenomenex Luna tipo
octadesil silano (C-18), com injecdo de 30,0 pL e eluicdo em gradiente exploratério H,O:
CH3OH (95:05 v/v) a (0:100 v/v) por 50 min., permanecendo nesta condi¢do por mais 10

min., numa vazdo de 1,0 mL min™ e A= 220 nm a 400 nm.

3.2.3 Obtencao dos extratos brutos de Xylaria cubensis, Diaporthe sp. e Colletotrichum sp.
em PDB (escala ampliada)

Para obtencdo dos extratos brutos em escala ampliada, o fungo endofitico Xylaria
cubensis (Eb_caH_5) foi cultivado em 17 frascos de Erlenmeyers (5,1 L), o Diaporthe sp.
(Eb_caS_4) em 19 frascos de Erlenmeyers (5,7 L) e o Colletotrichum sp. (Eb_frmH_1) em
40 frascos de Erlenmeyers (12 L), todos contendo meio de cultura PDB. A metodologia de
crescimento e extracdo foi a mesma utilizada em escala reduzida (item 3.2.2). O solvente foi
evaporado, obtendo-se assim 0s extratos brutos. Os extratos AcOEt foram submetidos a
analise do perfil quimico em RMN de 'H e em HPLC-DAD nas mesmas condicdes descritas

no item 3.2.2.

3.2.4 Fracionamento dos extratos brutos em PDB (escala ampliada)

A analise dos cromatogramas em HPLC-DAD dos extratos brutos em escala ampliada
em PDB permitiu realizar um fracionamento de cada extrato por cromatografia em coluna sob
vacuo, utilizando como fase estacionaria silica de fase reversa (C18) e como fase movel o

sistema de eluentes em gradiente (Tabela 4 e 5), resultando em 6 fracdes cada fracionamento.
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Tabela 4. Dados dos fracionamentos em coluna aberta dos extratos ACOEt (escala ampliada).

Volume .
Massa Massa Gradiente de

Extratos AcOEt . Dimensées da coluna de cada o
aplicada C18 eluicdo eluicéo

g30mg  LePemMCIBXIS 0 aomL
cm de didmetro
H,0: CHsOH
- 370 mg 14(’:?;;2 (dcl::r?])e:(rc:)as 80g 210mL  30-100%
(CH3OH (viv)
16,0 cm (C18) x 3,5
- 105049 cm de diametro %9 230 mL

Tabela 5.Massas das fracOes obtidas do fracionamento dos extratos AcOEt (escala ampliada).

30% 290,0 145,5 600,0
55% 200,1 96,0 324,5
65% 80,0 74,9 40,6
80% 25,0 15,0 19,0
95% 11,1 4,8 6,5
100% 18,0 2,3 3,8

As fracdes obtidas foram submetidas a analise em RMN de *H e em HPLC-DAD nas

mesmas condicOes descritas no item 3.2.2.

3.2.5 Isolamento dos metabolitos produzidos por Xylaria cubensis (Eb_caH_5)

A separacdo cromotagrafica de Eb_Xyl-Frl, Eb Xyl-Fr2 e Eb Xyl-Fr3 foram
otimizadas em HPLC-DAD analitico (Shimadzu) utilizando uma coluna C18 (Phenomenex-
Luna; 250 x 4,60 mm; 5 pm) e eluigdo em gradiente (H,O:CH3OH). Ap0s as otimizagOes, as
amostras foram fracionadas em HPLC-DAD preparativo (Shimadzu) em colunas C18
(Phenomenex-Luna; 150 x 21,2 mm; 5 pum e 250 x 10,0 mm; 5 um) (Figura 15, 16 e 17).
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Figura 15. Isolamentos dos metabolitos da fracdo Eb_Xyl-Fr1, produzidos por Xylaria cubensis.

Eb_Xyl-Frl
(80,0 mg)

HPLCsemiprep. C18

Gradiente H,0:CH;0H
(95:05-25:75-0:100-95:05 v/v); t= 60 min
Vazéo: 4 mL mint; A= 220 nm e 254 nm

RMN 1D e 2D
Tr=6,0min Tr=11,0min Tr=13,0min Tr=15,1min Tr=18,5min Tr=23,5min
—
Pico1 Pico3 Pico5 | Pico 7 I | Pico9 I Pico 11
(1,7 mg) (1,5mg) (3,2mg) (1,3 mg) (2,9 mg) (1,1 mg)
Tr=9,0 min Tr=12,5min Tr=14 min Tk =16,6 min Tr=19,6 min
)
Pico 2 Pico4 Pico 6 Pico 8 Pico 10
| (1,7 mg) I | (1,5mg) I (1,2 mg) (1,1 mg) | (3,1 mg)
l Subl l [ Sub2 ISubgei'r
Figura 16. Isolamentos dos metabodlitos da fracdo Eb_Xyl-Fr2, produzidos por Xylaria cubensis.
Eb_Xyl-Fr2
(80,0 mg)
HPLCsemiprep. C18
Gradiente H,0:CH,0OH
(70:30-28:72-0:100-70:30 v/v); t =50 min
Vazdo: 10 mLmin; 15 mg mL*; A= 254 nm
RMN1De 2D
Tr=9min Tr =24,5 min Tr =25,5 min Tg=27,5min Tr=29,5 min Tr=31,5 min Tr=32,5min

Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4 Pico 5 Pico 6 Pico 7
(3,5mg) (1,0 mg) (0,5mg) (1,5 mg) (1,0mg) (24,0 mg) (1,8 mg)

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

RMN 1D e 2D

Sub5s Sub 6 SubZ?
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Figura 17. Isolamentos dos metabdlitos da fracdo Eb_Xyl_5-Fr3, produzidos por Xylaria cubensis.

Eb_Xyl-Fr3
(80,0 mg)

HPLCsemiprep. C18

Gradiente H,0:CH;OH

(40:60-0:100-40:60v/v); t=50 min

Vazdo:4 mLmint; 20mgmL?; A= 220 nme 254 nm
RMN 1De 2D

Tr=3,0-5,2 min

Tr=13,1min

Tr=13,6 min

Tgr=14,7min Tr=15,7min Tr=16,3min Tz =18,3min

[

Pico 1 Pico 2
(7,4 mg) (9,0 mg)

Pico 3 Pico 4 Pico 5 Pico 6 Pico7
(1,7 mg) (1,6 mg) (3,5mg) (12,0 mg) (1,4 mg)

RMN1De2D

Sub?

RMN1De 2D

Sub8

3.2.6 Isolamento dos metabolitos produzidos por Diaporthe sp. (Eb_caS_4)

A separacdo cromotagrafica de Eb_Diap_4-Frl e Eb_Diap_4-Fr3 foram otimizadas

em HPLC-DAD analitico (Shimadzu) utilizando uma coluna C18 (Phenomenex-Luna; 250 x

4,60 mm; 5 um) e eluicdo em gradiente (H,O:CH3OH). Apos as otimizacfes, as amostras

foram fracionadas em HPLC-DAD preparativo (Shimadzu) em colunas C18 (Phenomenex-
Luna; 150 x 21,2 mm; 5 um e 250 x 10,0 mm; 5 um) (Figura 18 e 19).

Figura 18. Isolamentos dos metabolitos da fracdo Eb_Diap_4-Frl, produzidos por Diaporthe sp.

Eb_Diap-Frl
(100,0 mg)

HPLCsemiprep. C18
Gradiente H,0:CH,CN
(95:05v/v) a (0:100 v/v); t = 60 min
Vazdo: 10 mL min1; A=230 nm e 254 nm
RMN 1D e 2D
Tr=5min Tr=8,8min Tr=12min Tr=13,5min Tr =16,6 min
Picol Pico 3 Pico5 Pico 7 Pico 9
(5,2mg) (8,0mg) (2,1 mg) (3,2mg) l (0,9 mg) l
Tr=7min Tr=11min Tr=12,5 min Tg =15,0 min Tr =50 min
Pico 2 Pico4 Pico 6 Pico 8 I | Pico 10 I
(2,4 mg) (1,5mg) (13,3 mg) (1,6 mg) (2,0 mg)

[
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Figura 19. Isolamentos dos metabolitos da fracdo Eb_Diap_4-Fr3, produzidos por Diaporthe sp.

Eb_Diap-Fr3
(49,0 mg)

HPLCprep. C18

Gradi

ente H,O:CH5;CN

(95:05v/v) a (0:100 v/v); t =50 min
Vazdo: 10 mL min-t; A=230 nm e 254 nm

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

enen

3.2.7 Isolamento dos metabolitos produzidos por Colletotrichum sp. (Eb_frmH_1)

Primeiramente a fracdo Eb_Colle_1-Frl foi fracionada por cromatografia em coluna

aberta sob vacuo, utilizando como fase estacionaria silica de fase reversa (C18) e como fase

movel o sistema de eluentes em gradiente , resultando em 4 fracGes (Figura 20).
A separacdo cromotagrafica de Eb_Colle_1-Frl.2 foi otimizada em HPLC-DAD

analitico (Shimadzu) utilizando uma coluna C18 (Phenomenex-Luna; 250 x 4,60 mm; 5 um) e
eluicdo em gradiente (H,O:CH3CN). Apds as otimizacbes, a amostra foi fracionada em
HPLC-DAD preparativo (Shimadzu) em coluna C18 (Phenomenex-Luna; 250 x 10,0 mm; 5
um) (Figura 20).
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Figura 20. Fracionamento de Eb_Colle_1_Frl e isolamento dos metabdlitos da fracdo Eb_ Colle_1-

Fr1.2, produzidos por Colletotrichum sp.

Eb_Colle_1-Fr1

(412,0 mg)

CC (11,0 cm (C18) x 2,8 cm de diamétro)
Gradiente H,0:CH;0H

(35:100% CH30H (v/v))

Volume de eluigdo: 102,0 mL

35% CH;0H

60% CH3;0H

100% CH;OH

Eb_Colle_1-Fr1.1
(301,0 mg)

6t |

Eb_Colle_1-Fr1.2
(82,4 mg)

Eb_Colle_1-Fr1.3
(8,20 mg)

Eb_Colle_1-Fr1.4
(18,3 mg)

J( ]

75% CH,OH
HPLCsemiprep. C18
Gradiente H,0:CH4CN
(75:25-0:100-75:25 v/v);t =71 min
Vazdo: 3,5 mL min-1; 15 mg mL1; A=220 nm
RMN 1D e 2D

Tr=8,0min

Picol
(4,7 mg)

Tr=10,0 min

Pico 3
(3,9 mg)

Tr=9,0 min

Pico 2
(6,8 mg)

Tr=14,0 min

Pico5
(2,6 mg)

Tr=11,5min

Pico4
(2,8 mg)

Tgr=17 min

Pico7
(2,3mg)

Tr=24,5min|

Pico9
(2,5mg)

Tr =33 min

Pico 11
(2,9 mg)

Pico 6
(3,7 mg)

Tr=15min Tr=20,5min

Pico 8
(2,3mg)

Tr=29,5min

Pico 10
(1,5mg)

gn

g

[Subﬁ][Subg

| Sub 18 I

A separacdo cromotagrafica de Eb_Colle_1-Fr2 foi otimizada em HPLC-DAD analitico

(Shimadzu) utilizando uma coluna C18 (Phenomenex-Luna; 250 x 4,60 mm; 5 um) e eluig¢do
em gradiente (H,O:CH3CN). Apo6s as otimizacbes, a amostra foi fracionada em HPLC-DAD

preparativo (Shimadzu) em coluna C18 (Phenomenex-Luna; 150 x 21,20mm; 5 um) (Figura

21).
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Figura 21. Isolamentos dos metabolitos da fracdo Eb_ Colle_1-Fr2, produzidos por Colletotrichum sp.

Eb_Colle_1-Fr2
(130,0 mg)

HPLCprep. C18

Gradiente H,0:CH,CN

(95:05v/v)a (0:100 v/v); t=50 min

Vazdo: 10 mL min-t; 15 mg mL*?; A= 254 nm

RMN1De 2D
Tr= 15,4 min Tr= 16,2 min Tr=17,9 min Tr= 18,4 min Tr=19,2 min
Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4 Pico5
(1,3 mg) (1,7 mg) (0,5mg) (2,8 mg) (9,7 mg)

Sub 19

3.2.8 Co-cultivo

3.2.8.1 Co-cultivo em meio solido (PDA)
Xylaria cubensis (A), Diaporthe sp. (B) e Colletotrichum sp. (C) foram primeiramente

cultivados em PDA (placas de Petri) durante 10 dias a 25 °C. Os co-cultivos foram realizados
por micro-cultivos, em placas de Petri contendo PDA, inoculando dois plugs (5 mm) de cada
linhagem fangica em lados opostos da placa de Petri, numa distancia de aproximadamente 2
cm uma da outra. Apds 7 dias de incubacdo, trés plugs (5 mm de didmetro) das regides de
micro-extracdo do co-cultivo (Figura 22) foram seccionados e transferidos para eppendorf (2
mL) (triplicata). Adicionou-se 1,5 mL da mistura de solventes CH3;OH: AcOEt:CH,Cl, (1:2:3)
com 0,1% de acido formico em cada eppendorf (2 mL). Estes foram submetidos a extracédo
por ultrassom por 60 min. Em seguida, centrifugou-se por 5 min a 10.000 rpm e transferiu-se
0 sobrenadante para outro eppendorf. Logo apds a evaporacdo, realizou-se a suspensdo em
CH30H e filtrou-se as amostras em membrana PTFE 0,22 pum e transferido para vial de 2 mL
para analise em UPLC (Waters), UHLC-MS e infusdo direta (UPLC Thermo Scientifc®
acoplado ao espectrometro de massas (HRMS) LTQ Orbitrap Velos) (Figura 24). Utilizou-se
uma coluna analitica Acquity UPLC®, silica C-18 (2,1 x 100 mm; 1,7 pm), com injecdo de
10,0 pL e eluicdo em gradiente H,O:CH3CN (75:25-10:90-02:98-75:25 v/v, 0,1 % de &cido
formico) por 10 min., numa vazdo de 0,4 mL min® e A= 220 nm a 400 nm. Estes

experimentos foram realizados em triplicata (MEDEIRQOS, L. S., 2014).
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Figura 22. Regides de micro-extragédo dos co-cultivos.

FungoA  FungoB

Fonte: Adpatado Medeiros (2014).

As regides de micro-extracdo do co-cultivo (Regido 1 e 2) podem ser visualizadas na
Figura 22, sendo esta a interface de crescimento entre os fungos. Além disso, Xylaria
cubensis, Diaporthe sp. e Colletotrichum sp. foram cultivados separadamente em PDA como

controles para posterior comparagao.

Figura 23. Micro-extragdo dos co-cultivos fungicos.

i 15mL
i CH3OH:ACOEt:CH,Cl,
(1:2:3)
0,1% de acido férmico

1) Crescimento do co-cultivo em PDA Ultrassom Centrifugou-se:
(10dias; 25 °C); i 60 min. i 10.000 rpm,
2) Secgdo e transferénciados plugs. | 5 min.
€« W €«
1) Transferéncia para vial; 1) Evaporacéo; i Transferéncia do
2) Analise por UHLC-MS e infusdo direta. 2) Suspensédo em CH30H; sobrenadante
3) Filtragdo em membrana 0,22 pm. |

Fonte: Adpatado Medeiros (2014).

3.2.8.2 Co-cultivo em meio liquido (PDB)
Xylaria cubensis (A), Diaporthe sp. (B) e Colletotrichum sp. (C) foram primeiramente

cultivados em PDA (placas de Petri) durante 10 dias a 25 °C e posteriormente

aproximadamente um terco de micélio de cada placa de Petri foi inoculado em meio liquido
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(PDB), seguindo as combinagdes: A+B, A+C e B+C. O co-cultivo realizou-se em escala
reduzida, utilizando 900 mL de PDB para cada co-cultivo (triplicata), sendo estes previamente
autoclavados a 121 °C por 20 minutos. A metodologia de crescimento e extragdo foi a mesma
utilizada no item 3.2.2. O solvente foi evaporado, obtendo-se assim 0s extratos brutos (Tabela
33). Os perfis quimicos dos extratos AcOEt foram analisados por LC-MS (UPLC Thermo
Scientifce acoplado ao espectrometro de massas (HRMS) LTQ Orbitrap Velos) e por RMN de
'H. Para o tratamento estatistico dos dados foi utilizado os softwares MATLAB, versdo
8.3.0.532 e Amix, versdo 3.9.12.

3.2.9 Epigenética

Os fungos endofiticos Xylaria cubensis, Diaporthe sp. e Colletotrichum sp. foram
primeiramente cultivados em PDA (placas de Petri) durante 10 dias a 25 °C. Em seguida
preparou-se uma suspensdo de esporos e mediu-se a transmitancia (A= 600 nm) em
espectrofotometro de UV/Vis. A suspensdo de esporos foi adicionada (1,2 mL) em tubos
Falcon, os quais continham 12 mL de PDB e diferentes concentragdes dos modificadores
epigenéticos, acido hidroxamico suberoilanilida e 5-azacitidina (125; 250 e 500 uM). As
solugdes preparadas nos tubos Falcon foram transferidos para placas de 24 pocos sendo
incubadas com agitacédo orbital durante 7 dias, a 28 °C e 160 rpm. Ap0s esse periodo o volume
presente nos pocos foi transferido para tubos Falcon e foram submetidos a extragédo
liquido/liquido com acetato de etila (3 x 5,0 mL) O solvente foi evaporado obtendo-se o0s
respectivos extratos brutos (Figura 24). Os extratos brutos foram submetidos a andlise por
HPLC acoplado a espectrometria de massas a baixa resolugcdo (Agilent 3200 QTRAP (Linear
lon Trap Quadrupole LC/MS/MS) (LC-MS e infusdo direta) e a analise por espectrometria de
massas de alta (Thermo Scientific LTQ Orbitrap Velos). Utilizou-se uma coluna analitica
Phenomenex Luna tipo octadesil silano (C-18), com injecdo de 30,0 pL e eluicdo em
gradiente H,O:CH3CN (95:05 v/v) a (0:100 v/v) por 50 min., permanecendo nesta condicao
por mais 10 min., numa vazéo de 1,0 mL min™ e A= 220 nm a 400 nm.

A separacdo cromotagrafica do extrato Diap_ SAHA 500 uM foi realizada em LC-
SPE-TT em coluna C18 (Phenomenex-Luna 250 x 10,0 mm; 5 um) (Figura 25), injecdo de
30,0 pL e eluicdo em gradiente H,O:CH3CN (95:05 v/v) a (0:100 v/v) por 50 min.,

permanecendo nesta condicdo por mais 10 min., numa vazao de 1,0 mL min™ e A= 254 nm.
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Figura 24. Cultivo e obtengdo dos extratos brutos em PDB com moduladores epigenéticos.

Crescimentoem PDA
(10 dias; 25°C)

w-=

1) Suspensdodeesporosem

20 mL de 4gua estéril;

2) Agitagdo em Vortex;

3) Decantagéo;

1,2 mL dasuspensdo

de esporos (A)

3) Controle.

4) Absobancia (.= 600 nm).

Transferéncias

1)12mL de PDB (A);
2) Moduladores epigenéticos (125; 250 e 500 uM);

2mL dasolugdo (A) +
SAHA ou 5-azacitidina

Shaker: 130 rpm, durante 7 diasa 28 °C.

Fonte: Autor.
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Figura 25. Isolamentos dos metabolitos do extrato Diap_ SAHA 500 uM , produzidos por Diaporthe
sp., com o modulador SAHA 500 uM.

Diap_SAHA 500uM

(4,0 mg)

LC-SPE-TT, C18

Gradiente H,0:CH;CN

(95:05 v/v) a (0:100 v/iv); t=50 min
Vazédo: 1 mL min'l; 4 mg mL1; A= 254 nm
RMN 1D e 2D

Tr=15,7 min

Tr=16,7 min

Tr=17,5 min

Tr=18,8 min

() G () o)

Sub 20
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3.2.10 Ensaios Bioldgicos

3.3.10.1 Avaliagdo da atividade antiftingica®
Os extratos brutos (40 pg pL™) e as fragdes (20 pg pL™) foram eluidos em CCDC

(CHCI5:CH30H (88:12)). As cromatoplacas foram nebulizadas com os fungos fitopatogénicos
Cladosporium cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum (concentracdo de 5x10°
esporos mL™, em solucdo de glicose e sais). As placas foram incubadas a 25° C por 48 horas,

na auséncia de luz. O padrdo positivo utilizado para comparagéo foi a nistatina (5 pg).

3.3.10.2 Avaliacdo da atividade anticolinesterasica’
A atividade anticolinesterasica foi detectada a partir da eluicdo dos extratos brutos

(20pg 1uL™) em placas de silica gel com eluentes adequados. Nestas cromatoplacas foram
borrifadas uma solucdo da enzima acetilcolinesterase, em seguida incubadas em camera
imida fechada a 37° C por 20 minutos e apés este periodo foi borrifada uma solugdo C2.
Como padrio positivo foi utilizado o composto fisostigmina a 0,05 pg mL™ (MARSTON;
KISSLING; HOSTETTMANN, 2002).

'Ensaio biolégico realizado pela Profa. Dra. Maria Claudia Marx Young do Instituto Botanico, SP.
?Solucdo C contém 10 mL da solucdo A e 40 mL da solucdo B. Solugdo A: 250 mg de acetato de 1-
naftila em 100 mL de etanol. Solucdo B: 400 mg do sal Fast Blue B em 160 mL de agua destilada.

3.3.10.3 Avaliacdo da atividade antitumoral (citotoxicidade)?
O potencial citotoxico dos extratos brutos foi avaliado usando linhagens de células

tumorais. As linhagens a serem utilizadas séo MCF-7 (mama - humano), HCT-8 (célon-
humano) HL-60 e CEM (leucemia promielocitica humana) e Melanoma- B16 (pele-murino),
cedidas pelo Mercy Children’s Hospital, foram cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos, mantidas em estufa a
37 °C e atmosfera contendo 5% de CO.. Neste ensaio as células foram plaqueadas 2 x 10*
céls./100 pL, para células suspensas e 2 x 10° céls 100 pL™, para células aderidas. As
amostras teste foram acrescidas em diferentes concentracfes, que variam entre 3,9 a 125 ug
mL™ para extratos. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa com 5% de CO; a 37°
C. Em seguida, foram centrifugadas e o sobrenadante removido, quando entdo foram
adicionados 200 uL da solucdo de MTT (sal de tetrazolium), incubando-se as placas por 3h. A
absorbancia foi lida apds dissolugdo do precipitado com DMSO em espectrofotdmetro de

placa a A= 550 nm.

2 Ensaios realizados pelas Profa. Dra. Leticia Lotufo e Claddia Pessoa, UFC, LOE.
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3.3.10.4 Avaliacdo da atividade fitotdxica sobre o crescimento de coleoptilos de trigo
(Triticum aestivum L.)3

A avaliagdo da atividade fitotoxica foi realizada pelo bioensaio de crescimento de
coledptilos de trigo (Triticum aestivum L. variedade Pizon). Cariopses de trigo foram
germinadas em &gua destilada e mantidas em camara de germinacéo a 25° C, durante 4 dias
em auséncia de luz (HANCOCK, et al. 1964). Posteriormente sob luz verde (NITSCH e
NITSCH, 1956), para evitar a estagnacdao do crescimento das células, os coledptilos foram
selecionados e cortados em guilhotina de Van der Weij. Os éapices dos coledptilos foram
descartados, enquanto o restante foi cortado em 4 mm e adicionados em tubos de ensaio
contendo uma solugdo tampao® (pH = 5,6). Em cada tubo de ensaio foi adicionado 2 mL das
amostras nas concentragdes 0,8, 0,4 e 0,2 mg mL™ e cinco coledptilos, sendo assim mantidos
a 25 °C no escuro, sob agitacdo de 6 rpm (MACIAS et al., 2010). Apds 24h, os coledptilos
foram retirados dos tubos, fotografados e medidos com o auxilio do programa Image J. Como
controle positivo foi utilizado o herbicida comercial GOAL® (Oxyfluorfen 240 g.i.a. L™) nas
mesmas concentracdes das amostras. Como controle negativo foi utilizado a solu¢do tampéo
com DMSO (5%). A substancia pura, foi testada nas concentracées 10, 3. 10, 10*, 3. 107,
10 (NOVAES et al., 2013).

Os dados foram avaliados pela porcentagem de inibicdo ou estimulo em relacdo ao
controle negativo, onde 0 “zero” referencia o controle, enquanto os valores positivos indicam
o0 estimulo da caracteristica analisada, e 0s negativos a inibicdo (NOVAES et al., 2013).

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

teste de Tukey.

® Ensaios realizados pela Profa. Dra Sonia Cristina Juliano Gualtieri, UFSCAR.
* Solugo tampéo: sacarose (20 g L™), &cido citrico monohidratado (1,05 g L™) e hidrogenofosfato de
potassio tri-hidratado (2,9 g L™).

3.2.11 Prospec¢do Enzimatica

Todos os fungos endofiticos isolados de E. brasiliensis foram cultivados por
fermentacdo em estado sélido (FES) em bagaco de cana-de-agucar e farelo de trigo (1:1)
previamente lavados e secos a 65 °C. O bagaco foi triturado em triturador e peneirado em
peneira de 0,59 mm de malha para a remocdo do excesso de p6. Segundo metodologia
adaptada de Lotong e Suwanarit (1985) e Merheb-Dini et al., (2007) a FES foi realizada em

sacos de polipropileno autoclavaveis de 16 x 22 cm. Adicionou-se em cada saco 2,5 g de
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bagaco de cana-de-agUcar, 2,5 g de farelo de trigo e um espiral de fio de cobre encapado, para
evitar a compactacdo do saco com o meio de cultivo. Um pedaco de cano de PVC (5 cm de
altura x 2,2 cm de didmetro) foi utilizado como gargalo, vedado com tampdo de algodao.
Entdo cada saco de fermentagédo continha 5g de substrato e a umidade inicial foi padronizada
em 70% (m/v), utilizando-se solugdo nutriente composta por (g L™): (NH)4S04 (3,5); KH2PO,
(3,0); MgSQ,. 7H,0 (0,5); CaCl, (0,5) e Tween 80 (10,0), sendo o pH ajustado para 5,0. O
material foi autoclavado a 121 °C por 20 minutos. Para cada cultivo em FES, os fungos foram
pré-cultivados, a 28 °C, em placas de Petri contendo meio de batata dextrose agar (PDA), por
8-10 dias até completo desenvolvimento micelial. Apds este periodo, 5 discos de micélio de
8,0 mm de diametro foram utilizados como inoculo para cada saco de fermentacdo. Apds o
periodo de cultivo por FES, durante 8 dias, a 28 °C, foi adicionado 50 mL de agua destilada
em cada saco de fermentacdo para a extracdo das enzimas. Esta mistura foi homogeneizada
manualmente, sendo transferida para frascos Erlenmeyer (250 mL) e mantida sob agitacdo de
150 rpm, por 1 hora, sob temperatura ambiente. Apds este periodo, a mistura foi filtrada em
tecido de naylon, o filtrado foi centrifugado a 10.000 xg, a 5 °C, por 15 minutos e as

atividades enzimaticas foram quantificadas no sobrenadante (Figura 26).

Figura 26. Prospecc¢do enzimatica nos fungos endofiticos isolados de Eugenia brasiliensis.

i Crescimentoem ! ‘ ‘
: PDA i FES em bagaco de cana-de-acucar e farelo de trigo (1:1); !
i (8dias; 28°C) ! Umidade inicial: 70 % (m/v).
1 1) 2,5 g de bagago de cana-de-agucar + 2,5 g de farelode trigo; !
2) 5 discos de micélio de 8,0 mm de diametro; :
i 3) Crescimento durante 8 dias a 28° C;
4) Adiciona-se 50 mL de 4gua destilada.

Xilanase ‘ ) /
B-xilosidase 1 -
Endoglucanase Extrato ——
B-glicosidase enzimatico ’

Pectinase
Amilase

! Centrifugou-se a 10.000 xg, i 1) Agitou-se por 1h a 150 rpm;

Atividades 5°C por 15 min. ! 2) Filtrou-se em tecido de naylon.

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

extrato enzimatico e 225 pL de solugdo de substrato xilana Beechwood (Sigma X4252) (10,0
g L, em solugdo tamp&o acetato 0,1 mol L™, pH 5,0). A reagdo foi mantida a 45°C por 10
minutos e, ent&o, interrompida pela adicdo de 250 pL do reagente DNS (MILLER, 1959), a
partir da curva padrédo de xilose. Para o controle da reagdo adicionou-se 250 pL de DNS, 225
ML de solucdo de substrato Xilana e, por fim, 25 puL do extrato enzimatico. As misturas
(reacdo e controle) foram submetidas a banho, a 100 °C, por 10 minutos e, em seguida,
resfriadas em banho de gelo. Adicionou-se 2,5 mL de &gua destilada, homogeneizou-se e

realizou-se a leitura da absorbancia em A= 540 nm.

3.2.11.2 B-xilosidase
Para a determinacdo da atividade de B-xilosidase, 50 pL do extrato enzimatico foram

adicionados a mistura de 250 pL de solucdo tampéo acetato (0,1 M, pH 5,0) e 250 pL de 4-
nitrofenol-B-D-xilopiranosideo 4 mM (PNPX, Sigma). A reacdo foi mantida a 45 °C, por 10
minutos, e entdo interrompida com a adic&o de 2,0 mL de solucdo de Na,COs; (2 mol L™). O
tubo controle continha as mesmas quantidades de reagentes do tubo de reacdo, porém com a
adicdo da solucdo de Na,COs3 antes do extrato enzimatico. As leituras de absorbancia foram
realizadas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 410 nm. Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0
umol de nitrofenol por minuto de reagdo (FERNANDEZ; GOMES; SILVA, 2002).

3.2.11.3 Endoglucanase

A atividade de endoglucanase (CMCase) foi determinada pelo mesmo procedimento
descrito no item 3.2.11.1, porém utilizando-se carboximetilcelulose (CMC-Sigma C5768)
(40,0 g L™) como substrato e curva padréo de glicose. Uma unidade de atividade enzimatica
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 umol de agucar redutor

por minuto de reacdo.

3.2.11.4 B-glicosidase
A atividade de B-glicosidase foi avaliada pelo mesmo procedimento descrito no item

3.2.11.2, exceto pela substituicdo do substrato pelo 4-nitrofenol-p-D-glicopiranosideo 4 mM
(PNPG, Sigma).
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3.2.11.5 Pectinase
A atividade de pectinase foi avaliada em relagdo a exopoligalacturonase (Exo-PG),

sendo pelo mesmo procedimento descrito no item 3.2.11.1, porém utilizando-se pectina de
citrus (10,0 g L™ em solucéo tamp&o acetato pH 5,5, 0,2 mol L™) como substrato e curva
padrdo do acido galaturénico. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 umol de acido galacturdnico por minuto de

reacao, sob as condi¢des de reacao.

3.2.11.6 Amilase
A atividade desta enzima foi analisada pelo método dextrinizante, como descrito por

Fuwa (1954) e por Ponsawasdi e Yagisawa (1987), com pequenas modificacGes. Para o este
método utilizou-se 300 pL de solucdo de substrato (amido 5,0 g L™ em solucdo tamp&o
acetato, pH 5,0, 0,1M) e 100 puL de extrato enzimatico. A mistura de reacdo foi incubada a 45
°C, por 10 minutos, e finalizada com 4,0 mL de HCI 0,2 mol L™. Adicionou-se 0,5 mL de
solucdo de iodo (KI 3,0 g L*e1,0,3 g L™?) e 10 mL de 4gua, e a leitura da absorbancia foi
realizada ao A = 700 nm. O tubo controle continha 300 puL de solugdo de substrato, 4,0 mL de
HCI 0,2 mol/L, 0,5 mL da solucéo de iodo, 100 pL de extrato enziméatico e 10mL de agua.
Uma unidade de atividade foi definida como sendo a quantidade de enzima necessaria para

reduzir em 10% a intensidade da cor azul do complexo lodo-Amido por minuto.



Resultados e Discussoes 78

Resultados e Discussoes



Resultados e Discussoes 79

Isolamento de fungos endofiticos associados a

Eugenia brasiliensis e Prospeccdo quimica, bioldgica e
enzimdtica dos extratos brutos produzidos pelos fungos
endofiticos isolados.
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4. Isolamento de fungos endofiticos associados a Eugenia brasiliensis e Prospec¢ao
quimica, bioldgica e enzimatica dos extratos brutos produzidos pelos fungos endofiticos
isolados.

4.1 Fungos isolados do caule, dos frutos maduros e das folhas

Os fungos endofiticos foram isolados conforme a metodologia descrita no item 3.2.1. O
meio de cultivo PDA, foi selecionado para o isolamento, pela sua composigdo ser rica em
nutrientes. Alguns fungos necessitam de condicBes e nutrientes especificos para o
crescimento, o que poderia ter impedido o isolamento de outras linhagens fungicas.
Observou-se que o crescimento dos fungos Eb FmH_1, Eb FrmH_2, Eb FrmH_3,
Eb FrmH_5, Eb FrmH_6, isolados dos frutos maduros, ocorreu somente em meio de
Nutrient agar. No entanto, os fungos isolados foram as linhagens que mais se adaptaram as
condicdes e nutrientes fornecidos.

A avaliacdo da pureza das linhagens foi realizada por estrias paralelas e pela aparéncia
uniforme das placas. Foram obtidas 17 linhagens puras (Figuras 27 e 28) codificadas como
Eb caH 1, Eb caH 3, Eb caH 4, Eb caH 5, Eb caH 6, Eb caH 7, Eb caS 1, Eb caS 2,
Eb caS 3, Eb caS 4, Eb FmH 1, Eb FrmH 2, Eb FrmH_3, Eb FrmH_4, Eb FrmH_5,
Eb FrmH_6 e Eb _flH 1 (Eb= Eugenia brasiliensis; ca= caule; fl= folha; frm= frutos
maduros; H= Horto da Farmacia; S= SENAI) sendo posteriormente preservados em “slants”
(método Castelani) e depositadas na micoteca do Departamento de Quimica Orgéanica, 1Q-
UNESP. O fungo codificado como Eb_FrmH_3 ndo compde a Figura 28, devido sua foto ndo

possuir boa resolucao.
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Figura 27. Fungos endofiticos isolados do caule de Eugenia brasiliensis.
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Figura 28. Fungos endofiticos isolados dos frutos maduros e das folhas de Eugenia brasiliensis.

-

Eb _frmH_1 Eb_frmH_2 Eb frmH_4

Eb frmH 5 Eb_frmH_6 Eb fH 1

81



Resultados e Discussoes 82

4.2. Prospeccdo quimica dos fungos endofiticos isolados

4.2.1 Rendimento dos extratos brutos obtidos pelo cultivo em escala reduzida

As 17 linhagens fungicas isoladas foram cultivadas conforme a metodologia descrita
no item 3.2.2. Os dois meios de cultivo foram selecionados pela sua composicdo quimica,
sendo o PDB, considerado um meio rico em nutrientes essenciais, e 0 Czapek, que possui
majoritariamente compostos inorganicos.

Os fungos Eb ca H 1, Ebca H 3, Ebca HJ5 EbcaS4 e EbfrmH?2

destacaram-se por apresentarem rendimentos satisfatérios para ambos os meios de cultivo.

Tabela 6. Massa dos extratos brutos obtida do cultivo dos endofitos dos caules, folhas e frutos
maduros em PDB e Czapek (escala reduzida).

~ Massasdosextratos (mg)
. EaH1 055 2266
. EbaHs 54,1 1423
. EbaHe 265 1488
. EbaHs 156, 72
. EbaHs a0 1226
. BT 603 613
. Ebest 0.2 500
. Ebws2 o4 5 82
. Ebess 5.4 52,0
. Ebess a2 8
 EbiH1 25,5 747
C EbfmHL 1300 2
. ebfmH2 1050 8.
. EbfmHs 23,0 220
 EbfmH4 46,0 18,0
. EbfmHs 1540 20
 ebfmHs 65, 100

Eb = E. brasiliensis; ca, fl e fm = 6rgdo do isolamento; H e S = local da coleta; numeral =
ordem de isolamento dos endéfitos.
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4.2.2 Perfil cromatografico dos extratos brutos obtidos em PDB e Czapek (escala reduzida)

Os cromatogramas dos extratos brutos PDB e Czapek, utilizando gradiente exploratorio
(HPLC-DAD) apresentaram além de picos com diferentes absorbancias, varios picos com
polaridades variando de média a alta, e boa resolucdo cromatogréafica. Comparando o0s
cromatogramas dos extratos brutos em PDB e Czapek (Figuras 29, 30 e 31), observou-se uma
maior producdo metabdlica pelos endéfitos cultivados em PDB, podendo evidenciar poucos
constituintes quimicos no extrato bruto em Czapek, ou constituintes que nao absorvem na
regido ultravioleta. Pode-se observar a variagdo metabodlica dos diferentes meios de cultivo em
A =254 nm, no qual os extratos brutos apresentaram picos por todo o cromatograma.

Comparando-se os perfis cromatograficos, observou-se uma semelhanca no perfil dos
fungos Eb_frmH_1 e Eb_frmH_5. Os cromatogramas apresentaram perfis cromatograficos
semelhantes, podendo indicar fungos da mesma espécie e/ou género.

Figura 29. Cromatogramas dos extratos brutos obtidos em PDB e Czapek (A= 254 nm) dos endofitos

isolados dos frutos maduros: Eb_frmH_1 (a), Eb_frmH_2 (b), Eb_frmH_3 (c), Eb_frmH_4 (d),
Eb_frmH_5 (e) e Eb_frmH_6 (f).
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Figura 30. Cromatogramas dos extratos brutos obtidos em PDB e Czapek (A= 254 nm) dos endofitos
isolados de caules de E. brasiliensis: Eb_caH_1 (a), Eb_caH_3 (b), Eb_caH_4 (c), Eb_caH_5 (d),
Eb_caH_6 (e), Eb_caH_7 (f), Eb_caS_1 (g), Eb_caS_2 (h), Eb_caS_3 (i) e Eb_caS_4 (j).
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Figura 31. Cromatograma do extrato bruto obtido em PDB e Czapek (A= 254 nm) do endéfito isolado
de folhas de E. brasiliensis: Eb_fIH_1.
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4.2.3 Perfil quimico (RMN de *H) dos extratos brutos obtidos em PDB e Czapek (escala
reduzida)

Os espectros de RMN de *H (Figuras 32, 33 e 34) destes extratos brutos corroboraram
com a analise em HPLC-DAD, evidenciando sinais de hidrogénios na regido dos carbindlicos
(0w 3,0-4,0 ppm), sinais de hidrogénios aromaticos (dn 6,5-8,0 ppm), olefinicos (dn 4,5-6,0
ppm), hidrogénios metilénicos e metilicos (64 0,8-3,0 ppm). Os extratos em PDB dos fungos
Eb frmH 1, Eb frmH 2 e Eb frmH 5 apresentaram um sinal interessante em oy 10,9,
podendo ser sinais de hidrogénio de &cido carboxilico ou hidroxila quelada. Majoritariamente
houve uma producdo metabolica superior em PDB, devido a rica composi¢cdo deste meio de
cultivo, mas os extratos em Czapek dos fungos Eb_frmH_3 e Eb_frmH_4, merecem destaque
pela sua rica producdo metabdlica.

Comparando-se os espectros de RMN de *H dos extratos brutos em PDB, observou-se
uma semelhanca no perfil dos fungos Eb_frmH_1, Eb_frmH_2 e Eb_frmH_5. Corroborando
com os cromatogramas em HPLC-DAD, pode-se evidenciar fungos da mesma espécie e/ou

género.
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Figura 32. Espectros de RMN de 'H dos extratos brutos obtidos em PDB e Czapek dos endéfitos
isolados de caules de E. brasiliensis: Eb_caH_1 (a), Eb_caH_3 (b), Eb_caH_4 (c), Eb_caH_5 (d),
Eb_caH_6 (e), Eb_caH_7 (f), Eb_caS_1 (g), Eb_caS_2 (h), Eb_caS_3 (i) e Eb_caS_4 (j) (DMSO-ds,

300 MHz).
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Figura 33. Espectros de RMN de 'H dos extratos brutos obtidos em PDB e Czapek dos endéfitos
isolados dos frutos maduros de E. brasiliensis: Eb_frmH_1 (a), Eb_frmH_2 (b), Eb_frmH_3 (c),

Eb_frmH_4 (d), Eb_frmH_5 (e) e Eb_frmH_6 (f) (DMSO-ds, 300 MHz).
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Figura 34. Espectros de RMN de 'H dos extratos brutos obtidos em PDB e Czapek do endéfito

isolado de folhas de E. brasiliensis: Eb_flH_1 (DMSO-ds, 300 MHz).
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Verificou-se nos extratos brutos dos endéfitos Eb caH 3, Eb caH 6, Eb caH_7,

Eb_caS_3 cultivados em PDB e do Eb_caS_4 tanto em PDB quanto em Czapek a producédo

do &cido nitropropidnico (Figura 35), devido a presenca dos sinais de hidrogénio em oy 2,88
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(t, J= 6,0 Hz) e 6y 4,7 (t, J= 6,0 Hz) comparados com a literatura (CHOMCHEON et al.,
2005; CHAPLA, 2010).

Figura 35. Estrutura do &cido nitropropidnico.

O

HO” " no,

Fonte: Autor

Este metabdlito j& foi isolado pelo nosso grupo de pesquisa, dos fungos endofiticos
Phomopsis sp. e Phomopsis stipata (CHAPLA, 2010; LEPTOKARYDIS, 2008). O &cido
nitropropiodnico isolado de Phomopsis sp. associado as espécies vegetais Urobotrya siamensis
e a Mesua férrea apresentou alta atividade antibacteriana frente a Mycobacterium tuberculosis
(CHOMCHEON et al., 2005; ELSASSER et al., 2005).

Este &cido também possui propriedades nematicidas (SCHWARZ et al., 2004) e ¢
conhecido como um potente agente neurotdxico, inibindo o metabolismo oxidativo
mitocondrial (BROWNELL et al., 2004). As atividades biologicas descritas para este
metabolito nos permitem sugerir uma relagdo ecologica entre os fungos endofiticos e a
espécie vegetal Eugenia brasiliensis. O acido nitropropionico, o qual possui atividade
antibacteriana, poder ser produzido por estes endofitos, como uma maneira de sobrevivéncia

dentro dos tecidos vegetais e protegendo a espécie hospedeira de outros patdgenos.

4.2.4 Avaliacao das atividades biologicas dos extratos brutos (escala reduzida) produzidos

pelos fungos endofiticos isolados dos caules, frutos maduros e folhas

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

meio ambiente, sdo prejudiciais a saide humana. InfeccBes fungicas sdo as principais causas
de morbidade e mortalidade, sendo assim esta constatacdo indica a urgéncia pela busca de
novos antifungicos, os quais os fungos sdo produtores promissores (COLEMAN et al., 2010).

Os extratos brutos testados apresentaram de baixo a alto potencial contra o fitopatégeno
ensaiado (Tabela 7), destacando-se os extratos em PDB de Xylaria cubensis (Eb_caH_5),
Eb _caH_7, Diaporthe sp. (Eb_caS_4), Colletotrichum sp. (Eb_frmH_1) e Eb_frmH_5 como
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prolificos produtores de compostos bioativos frente ao C. sphaerospermum. No meio de
cultivo Czapek destaca-se o Eb_frmH_3, Eb_frmH_4 e novamente o endéfito Diaporthe sp.
Para a descoberta de novos inibidores da acetilcolinesterase realizou-se 0 ensaio
bioautogréafico (CCDC) para 0s extratos brutos (Tabela 7). Os resultados indicam potencial de
baixo a moderado na inibicdo da enzima acetilcolinesterase, destacando-se os endofitos:
Eb_caS_1 (PDB), Diaporthe sp. (PDB), Colletotrichum sp. (PDB) e Eb_frmH_4 (Czapek).
Os fungos codificados como Eb_caH 5 (PDB), Eb _caH_7 (PDB), Eb_caS_4 (PDB),
Eb frmH_1 (PDB) e Eb_frmH_5 (PDB), Eb_frmH_3 (Czapek) e Eb_frmH_4 (Czapek) sé&o
notaveis por apresentar tanto potencial antifungico quanto a inibicdo da enzima

acetilcolinesterase.

Tabela 7. Avaliacdo dos extratos brutos frente ao fitopatdgeno C. sphaerospermum e inibicdo da
AChE.

Extrotos C. sphaerospermum Anticolinesterasica Fxtratos C. sphaerospermum Anticolinesterasica
Eb_caH_1 e @ Eb_caH_1
Eb_caH_3 > o Eb_caH_3
Eb_caH_4 s & Eb_caH_4
Eb_caH_5 K [k [k [ [k [ * Eb_caH_5
Eb_caH_6 & & Eb_caH_6
Eb_caH_7 ok [k [roak * Eb_caH_7 *
Eb_caS_1 5 s Eb_caS_1
Eb_caS_2 * ** Eb_caS_2 * *
Eb_caS 3 - s Eb_caS 3 i
Eb_caS_4 ok [k ok Eb caS 4 Kk [Rxk
Eb_fIH_1 - - Eb flH 1
Eb_frmH_1 ok ok * ik Eb_frmH_1 o *
Eb_frmH_2 - * Eb_frmH_2 =
Eb_frmH_3 * B Eb_frmH_3 [k ok e
Eb_frmH_4 * - Eb_frmH_4 ok ok o
Eb_frmH_5 ok ek [ * Eb_frmH_5 * ok
Eb_frmH_6 N * Eb_frmH_6 *

*fraca ** intermediaria *** forte atividade

A atividade antifingica apresentada nos extratos brutos permite sugerir uma relacao
ecoldgica entre os fungos endofiticos e a espécie vegetal Eugenia brasiliensis. Este potencial
pode ser expresso por estes endéfitos, como uma maneira de sobrevivéncia dentro dos tecidos

vegetais e protegendo a espécie hospedeira frente aos fitopatdgenos.
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4.2.4.2 Ensaio antitumoral
Compostos derivados de metabolitos secundérios de plantas e micro-organismos séo

frequentemente utilizados no tratamento do cancer, como por exemplo, taxol e camptotecina.
A quimioterapia tem sido melhorada ao longo dos Gltimos anos, mas até hoje, muitos
pacientes ndo tiveram boas respostas a quimioterapia, principalmente pelos efeitos colaterais
ou resisténcia a multi-drogas. Dentro deste contexto 0s produtos naturais continuam a
desempenhar um papel importante na pesquisa de novas moléculas com potencial antitumoral
(COSTA et al., 2008).

Todos os extratos brutos testados apresentam atividade antitumoral (Tabela 8 e 9),
mesmo que em pequenas porcentagens. Os extratos Eb_caH_6 (PDB e Czapek), Eb_caS 2
(PDB) e Diaporthe sp. (Eb_caS_4-Czapek) apresentaram notavel potencial contra as
linhagens tumorais testadas (ativo > 75%), sugerindo novas fontes naturais de metabolitos

secundarios com potencial antitumoral.

Tabela 8. Avaliacdo dos extratos brutos em PDB frente as células tumorais.

HCT-116 OVCAR-8 SF-295
Extratos (PDB) Gl% SD Gl% SD Gl1% SD

(média) (média) (média)
Eb caH_1 66.89% 6.33% 38.36% 8.58% 37.92% 6.01%
Eb caH_3 34.10% 5.34% 20.28% 18.12% 25.06% 1.03%
Eb caH_4 42.64% 3.03% 24.87% 1.72% 19.69% 3.63%
Eb caH 5 71.04% 0.86% 42.61% 5.63% 70.55% 1.35%
Eb _caH_6 100.00% 0.59% 99.46% 0.00% 99.92% 0.22%
Eb caH_7 33.64% 4.81% 9.69% 14.97% 34.25% 5.04%
Eb caS_1 32.80% 0.20% 18.93% 1.91% 28.04% 6.66%
Eb_caS 2 95.48% 2.31% 61.49% 31.00% 70.28% 4.77%
Eb caS_3 63.28% 16.05% 6.31% 5.78% 9.19% 1.53%
Eb _caS 4 83.86% 9.76% 37.08% 0.48% 73.92% 2.33%
Eb fIH_ 1 38.49% 6.40% 4.37% 8.97% 10.04% 1.35%
Eb_frmH _1 11.02% 12.13% 8.10% 7.77% 5.33% 7.61%
Eb_frmH _2 9.68% 11.62% 19.22% 5.06% 6.89% 0.25%
Eb_frmH _3 25.49% 5.31% 18.96% 1.99% 23.98% 0.25%
Eb_frmH 4 9.15% 11.37% 21.07% 4.61% 14.26% 2.33%
Eb_frmH 5 5.44% 11.56% 21.07% 7.86% 4.15% 0.18%

Eb_frmH _6 16.25% 13.08% 20.31% 4.79% 10.40% 1.29%
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Tabela 9. Avaliacdo dos extratos brutos em Czapek frente as células tumorais.
HCT-116 OVCAR-8 SF-295
Extratos (Czapek) Gl1% SD Gl1% SD Gl1% SD
(média) (média) (média)

Eb caH 1 44.97% 3.28% 4.71% 6.42% 6.63% 3.80%
Eb caH_3 29.78% 10.11% 15.77% 1.27% 5.93% 4.79%
Eb caH 4 24.11% 10.04% 10.21% 3.52% 16.22% 10.00%
Eb caH_5 29.16% 8.84% 20.75% 3.43% 24.50% 0.86%
Eb caH 6 100.00% 0.19% 100.00% 0.27% 20.34% 9.70%
Eb caH 7 24.65% 1.20% 18.90% 7.86% 15.61% 13.93%
Eb caS 1 34.47% 499% 8.29% 1.17% 2.72% 1.10%
Eb caS 2 24.33% 1.14%  20.50% 2.17% -1.05% 6.32%
Eb caS_3 25.72% 1.71% 16.73% 0.45% 15.09% 1.41%
Eb caS 4 100.00% 0.06% 100.00% 0.00% 100.35% 0.25%
Eb fIH 1 29.07% 14.15% 8.61% 0.18% 8.41% 6.32%
Eb frmH 1 -1.40% 1.52% 12.57% 4.34% 13.92% 3.19%
Eb frmH 2 -3.14% 2.72% 13.34% 8.50% 8.10% 3.07%
Eb frmH _3 34.43% 7.83% 28.74% 2.80% 16.26% 2.45%
Eb frmH 4 3.03% 0.69% 19.22% 0.72% -23.57% 13.26%
Eb frmH 5 1.28% 4.17% 5.16% 4.16% -22.75% 9.95%
Eb frmH _6 22.68% 499% -1.93% 2.80% -40.20% 3.62%

4.2.5 Prospecgao enzimatica
Todos os fungos endofiticos isolados neste trabalho foram capazes de crescer no bagaco

de cana de acucar e farelo de trigo como substrato e isto indica que enzimas hidroliticas foram

secretadas para despolimerizar as fontes de carbono, liberando acUcares simples prontamente

assimilaveis para o seu crescimento, uma vez que nenhuma fonte de carbono adicional foi

utilizada. As producdes enzimaticas obtidas nesta triagem inicial estdo apresentadas na Figura

36. O termo U/g refere-se a unidade de atividade enzimatica/g de substrato seco.
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Figura 36. Producéo de xilanase (a), B-xilosidase (b), endoglucanase (c), B-glicosidase (d), amilase

(e) e pectinase (f) por diferentes isolados fungicos, em FES, tendo bagago de cana de agucar e farelo

de trigo como substratos (misturas a 1:1 m/m).
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Os fungos endofiticos Fusarium solani, Curvularia pallescence e Myrothecium
roridum, isolados de aguapé foram investigados por Okunowo e colaboradores (2010) quanto
a capacidade de produzir enzimas celuloliticas. Fusarium solani, C. pallescence M. roridum
produziram 0,48, 0,84, e 0,39 U/mL de endoglucanase respectivamente, em cultura submersa
contendo serragem como fonte de carbono. A maioria dos endofitos testados no presente

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

Dentre os enddfitos ensaiados, Eb_flH 1 destacou-se por apresentar producbes
significativas de xilanase, B-xilosidase, endoglucanase, B-glicosidase, pectinase e amilase. Os
endofitos Xylaria cubensis (Eb_caH_5) e Colletotrichum sp. (Eb_frmH_1) apresentaram
boas producdes de xilanase, endoglucanase e pectinase. Os end6fitos Eb caH 1 e Eb caS 2
por produzirem significativamente a enzima amilase, sugerem que a degradacdo do amido,
reserva energética vegetal, pode estar relacionada a busca por fontes de carbono para seu
desenvolvimento. Destaca-se a enzima amilase como uma das enzimas mais importantes
utilizadas na biotecnologia moderna, especialmente no processo envolvendo hidrélise do
amido (SUNITHA et al., 2012). Esta enzima possui um alto valor agregado (R$ 326,00 cada
10 g de a-amilase do fungo Aspergillus oryzae, ~30 U/mg, Sigma-Aldrich®), sendo utilizados
em diversos setores industriais como farmacéutico, alimenticio, dentre outros.

Os endofitos Colletotrichum sp. e Alternaria sp. foram capazes de produzir elevadas
quantidades de lipideos utilizando palha de arroz e farelo de trigo como substrato, sendo este
degradado por enzimas extracelulares como as celulases. A partir deste estudo, pode-se
concluir que os dois fungos possuem potencialidade para ser matéria-prima para producao de
biodiesel (DEY; BANERJEE; MAITI, 2011).

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

componentes da parede celular vegetal.
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Avaliacdo, isolamento e determinacdo estrutural
dos metabélitos produzidos por
Xylaria cubensis, Diaporthe sp. e Colletotrichum sp.
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5. Estudo dos metabolitos de Xylaria cubensis, Diaporthe sp. e Colletotrichum sp.

Apb6s uma andlise detalhadas dos perfis quimico, cromatogréafico e bioldgico dos
fungos endofiticos isolados, selecionou-se trés destes enddfitos para o desenvolvimento deste
trabalho, sendo eles: Eb _caH 5, Eb caS 4 e Eb_frmH_1, identificados pelo método de
filogenia Neighbor Joining como: Xylaria cubensis, Diaporthe sp. e Colletotrichum sp,

respectivamente.

5.1 Avaliacdo do perfil quimico e cromatografico dos extratos brutos de X. cubensis,
Diaporthe sp. e Colletotrichum sp. em escala ampliada (PDB)

Os cromatogramas (Figuras 37, 39 e 41) dos extratos brutos de X. cubensis (641,3 mg),
Diaporthe sp. (444,8 mg) e Colletotrichum sp. (1.186,0 mg), obtidos por HPLC_DAD em
diferentes comprimentos de onda apresentaram inumeros picos com intensidades e
polaridades variando de média a alta. Nos espectros de RMN de *H (Figuras 38, 40 e 42)
observou-se sinais por toda faixa espectral variando de &4 0,3 a 6y 11,0, evidenciando extratos
promissores na produgdo de metabodlitos secundarios. A presenca do sinal em 6y 0,35 ppm
nos extratos de Xylaria cubensis e Diaporthe sp. pode-se indicar a presenca de hidrogénios de
metilas blindadas. Estes dados corroboram com o0s observados nos cultivos dos mesmos
fungos em escala reduzida. A analise minuciosa de todos os cromatogramas dos extratos
brutos em PDB, em diferentes comprimentos de onda, utilizando o software LC- Solution
permitiu selecionar o comprimento de onda para estabelecer condi¢bes de gradientes de

eluicdo para o desenvolvimento das CC utilizando C-18, como fase estacionaria.

Figura 37. Cromatogramas do extrato bruto de Xylaria cubensis em PDB (escala ampliada).
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Figura 38. Espectro de RMN de 'H do extrato bruto de X. cubensis em PDB (escala ampliada)
(DMSO-ds, 300 MHz).
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Figura 39. Cromatogramas do extrato bruto de Colletotrichum sp. em PDB (escala ampliada).
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Figura 40. Espectro de RMN de *H do extrato bruto de Colletotrichum sp. em PDB (escala ampliada)
(DMSO-ds, 300 MHz).
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Figura 41. Cromatogramas do extrato bruto de Diaporthe sp. em PDB (escala ampliada).
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Figura 42. . Espectro de RMN de 'H do extrato bruto de Diaporthe sp. em PDB (escala ampliada)
(DMSO-ds, 300 MHz).
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A comparacdo dos cromatogramas e espectros de RMN de 'H dos extratos de X.
cubensis, Diaporthe sp. e Colletotrichum sp. permitiu observar diferencas significativas na
producdo metabolica de cada endofito (Figuras 43 e 44), sugerindo varias classes de

substancias, instigando o estudo quimico destes extratos brutos.

Figura 43. Comparagdo dos cromatogramas dos extratos brutos de Xylaria cubensis, Colletotrichum
sp. e Diaporthe sp. em PDB (escala ampliada) a A= 254 nm.
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Figura 44. Comparacio dos espectros de RMN de 'H dos extratos brutos de Xylaria cubensis,
Colletotrichum sp. e Diaporthe sp. em PDB (escala ampliada) (DMSO-ds, 300 MHz).
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5.2 Avaliacdo do perfil biolégico dos extratos brutos de X. cubensis, Diaporthe sp. e

Colletotrichum sp. em escala ampliada (PDB)

Os extratos brutos obtidos pelo cultivo em escala ampliada apresentaram atividades
significativas tanto para ensaio frente ao fitopatogeno C. spharospermun quanto a inibicao da
enzima acetilcolinesterase (Tabela 10), corroborando com os resultados em escala reduzida.
Os padrdes positivos utilizados para comparacio foram a nistatina (5ug 5uL™) e fisostigmina
(0,05ug 2,5uL™), respectivamente. Os extratos brutos apresentaram atividade moderada frente

as células tumorais testadas (Tabela 11).

Tabela 10. Avaliacdo dos extratos brutos em escala ampliada (PDB) frente ao fitopatogeno C.
sphaerospermum e inibicéo da AChE.

Extratos brutos C. sphaerospermum Anticolinesterasica
Xylaria cubensis * ———
Colletotrichum sp. *kk ok
Diaporthe sp. SRS o [k [

*fraca ** intermediaria *** forte atividade

Tabela 11. Avaliacdo dos extratos brutos em escala ampliada (PDB) frente as células tumorais.

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

Xylaria cubensis 63,18% 4,49% 74,54% 12,76% 79,39% 4,34%
Colletotrichum sp. 18,81% 51,86% 40,95% 53,35% 39,30% 12,73%
Diaporthe sp. 34,78% 86,71% 75,57% 3,06% 76,69% 1,54%
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5.2.1 Avaliacdo da atividade fitotoxica sobre o crescimento de coledptilos de trigo (Triticum

aestivum L.)?

Herbicidas naturais como os bilafanos, &cido pelargdnico e éleo de cravo (COPPING;
DUKE, 2007) nao s&o prejudiciais ao meio ambiente, sendo uma vantagem em relagéo a
herbicidas sintéticos.

Os metabdlitos secundarios como quinonas, flavonoides, fenois, cumarinas, terpeno,
alcaldides, dentre outros, apresentam atividade fitotoxica (RICE, 1984). Dentro deste contexto
os produtos naturais continuam a desempenhar um papel importante na busca por moléculas
com potencial fitotoxico, para substituir o uso de herbicidas sintéticos, os quais provocam

danos ambientais.

Figura 45. Inibicdo/estimulo do crescimento dos coledptilos de trigo sob a atividade dos extratos
brutos em escala ampliada (PDB).
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*Fracdes que apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle negativo (solucéo tampdo).

Fonte: Autor

Os extratos brutos de Diaporthe sp., Colletotrichum sp. e X. cubensis inibiram o
crescimento dos coledptilos de trigo nas duas maiores concentragdes testadas,
0,8 e 0,4 mg mL™ (Figura 45), comparados com os coledptilos crescidos sob o efeito do
controle negativo (solucdo tampdo), que apresentou média de crescimento de 6,9 mm. A

Tabela 12 compara as médias de crescimento dos coledptilos sob os extratos dos fungos
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Diaporthe sp, Colletotrichum sp. e X. cubensis nas concentragdes 0,8; 0,4 e 0,2 mg mL™ com

as respectivas médias de crescimento produzidas pelo controle positivo (herbicida GOAL®).

Tabela 12. Médias de crescimento dos coledptilos sob o efeito dos extratos brutos de Diaporthe sp,
Colletotrichum sp. e X. cubensis e do herbicida comercial GOAL®.

Amostras Concentracdes (mg mL™)
0,8 0,4 0,2
Diaporthe sp. 473+0,1c 4,70+0,1b 6,00£0,1c
Colletotrichum sp. 443+00D 4,31 +0,0 ab 547+£0,1b
Xylaria cubensis 476+0,1c 541+02c 536+0,1b
GOAL 411+00a 4,16 £ 0,0 a 4,12+0,0a

*Meédias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.

A média de crescimento dos coledptilos produzida pelo extrato de Colletotrichum sp,
na concentracdo 0,4 mg mL™ ndo difere estatisticamente da média produzida pelo efeito do
controle positivo (GOAL) na mesma concentracdo, sugerindo, assim que o extrato nesta
concentracdo produz o mesmo efeito fitotoxico que o herbicida.

Considerando as vantagens dos fungos endofiticos como o rapido crescimento em
escala ampliada, aliado a sua potencialidade biossintética, estes extratos testatos instigam

estudos biomonitorados para a descoberta de metabolitos com potencial herbicida.
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5.3 Identificagéo estrutural das substancias produzidas por Xylaria cubensis

Figura 46. Substancias produzidas pelo fungo endofitico X. cubensis cultivado em PDB.

NH,
N AN
a SN
5' O4<N L

4 r

HO

OH OH
Adenosina (1)

9
~
HO o

5-carboxi-6-hidroxi-3-metil- 7-hidroximeleina (6)
3,4-dihidroisocumarina (5)

Citocalasina D (7) Citocalasina C (8)

Fonte: Autor
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5.3.1 Identificagéo estrutural da substancia 1

Figura 47. Estrutura da substancia 1 (Adenosina).

NH,
N NN
7</N IS )
HO—s o N
4' 1
OH OH

Fonte: autor

No espectro de RMN de 'H (Figura 49) observou-se dois sinais na regido dos
hidrogénios aromaticos em 6y 8,13 (s, 1H, 6¢ 152,3) ¢ em oy 8,35 (S, 1H, 8¢ 139,7) e 64 5,87
(d, 6,2 Hz, 1H, 8¢ 87,8), 61 4,13 (m, 1H, 6¢ 70,5) e em 644,60 (t, 5,6 Hz, 1H, 6¢ 73,3). Os trés
altimos sinais mostraram correlacdes no espectro de COSY, o que aliado aos valores de
deslocamento quimico em RMN de *H, HSQC e multiplicidades foram atribuidos a unidade
de ribose. A atribuicdo de todos os hidrogénios aos respectivos atomos de carbono foi
realizada apés avaliacdo das correlagdes observadas pelo HSQC.

As correlactes observadas a longa distancia nos experimentos de HMBC (Figura 51) de
H-3<>C-5/C-1 e H-7«>C-5/C-9, permitiram confirmar a presenca da unidade timina. A
correlacdo observada no espectro de HMBC entre H-1'«<>C-5/C7 permitiu realizar a conexao
entre a base nitrogenada com a unidade glicosidica.

A analise dos dados obtidos ESI-EM (Figura 53), modo positivo, evidenciou a
molécula protonada m/z 268,17 [M+H]", o que associado aos dados de RMN permitiu propor
a formula molecular de C19H1304Ns.

Os dados espectrais (Tabela 13), comparados com a literatura (DOMONDON et al.,

2004) permitiram identificar a substancia como adenosina (1).
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Figura 48. Principais correlagdes de HMBC da substancia 1.

Fonte: autor

Tabela 13. Dados de RMN de 'H (DMSO-ds, 600 MHz) de 1 (5 em ppm e J em Hz).

Posicao oH oC HMBC COosy
1 - 156,4 - -
3 8,13 (s) 152,3 C1;C5 *
5 - 149,1 - -
7 8,35 () 139,7 C5; C9 *
9 - 119,4 - -
| 5,87 (d; 6,2 Hz) 87,8 C5,C7,C3® H2’
2’ 4,60 (t, 6,2 Hz) 73,3 * H1’
3 4,13 (m) 70,5 * H3’
4 3,96 (9; 3,5¢€ 6,7 Hz) 86,0 * H5’
5 3,67/3,53 (m) 61,4 * *

*Sinal ndo observado

Os nucleosideos e seus andlogos possuem diversas atividades biolégicas, como

anticancerigena, anti-agregacao plaquetaria e antioxidante, além de desempenharem fungdes

de regulagem e modulagio de processos fisiolégicos em nosso organismo (CAO, 2014; IYU,
2011; SENANAYAKE, 2011; SPANOU, 2007). Chen e colaboradores (2000) revelaram,

ainda, que a ingestdo da mistura nucleosideo-nucleotideo pode reduzir a deterioracdo da

memoria.
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Figura 49. Espectro de RMN de *H da substancia 1 (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 50. Mapa de contorno de HSQC da substancia 1 (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 51. Mapa de contorno de HMBC da substancia 1 (DMSO-ds, 600 MHZz).

J.L B .mJ

30

L )

F50

60

{5.86,73.55& 70

80

90
100
8.34,119.49 [
{ Qo 120
130
{5.87,‘140.16{F [ 10

{8.13, 149 00{} {5.87,149.28{1r i

{8.34,149. 13{' 8.13.156.42) o
F160

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5

f1 (ppm)




Resultados e Discussoes

106

Figura 52. Mapa de contorno de COSY da substancia 1 (DMSO-ds, 600 MHz).
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5.3.2 Identificagéo estrutural da substancia 2

Figura 54. Estrutura da substancia 2 (ciclo(Pro-Tyr)).

Fonte: Autor

A analise do conjunto dos espectros de RMN de 'H (Figura 56) e dos mapas de
contorno dos experimentos de HSQC (Figura 57) e HMBC (Figura 58) permitiu visualizar a
presenca dos hidrogénios e os respectivos carbonos (Tabela 14). Foram visualizados sinais de
hidrogénios em 6y 4,04 (m, 1H; 6¢c 58,2, H-6), 64 4,24 (t, J= 4,8 Hz, 1H; d¢ 55,8, H-9), e de
duas carbonilas em &¢ 165,8 ¢ ¢ 169,1, que pelos valores caracteristicos dos deslocamentos
quimicos de RMN de *H e **C evidenciaram um anel dicetopiperazinico.

O espectro de RMN de 'H apresentou dois dubletos em oy 7,04 (d; J= 8,5 Hz) e du
6,63 (d; J= 8,5 Hz) indicando um sistema tipico de anel aromatico para-dissubstituido. Foram
observados ainda a presenca de trés multipletos em oy 3,25-3,37 (m, 2H, 6¢c 44,3), 6y 1,70-
1,73 (m, 2H, 8¢ 21,4) ¢ o4 1,38-2,00 (m, 2H, d¢ 27,4). A presenca do deslocamento quimico
em dc 156,4 indicou a presenca de um grupo —OH ligado ao anel aromatico sugerindo a
presenca de residuo do aminoacido Tirosina (Tyr). Analisando o experimento de COSY
(Figura 59) foi possivel observar correlacfes entre os hidrogénios benzilicos H-10—H-9 (64
2,92 e 4,24), confirmando a presenca da unidade Tyr. O sinal em 6y 7,86 no experimento de
RMN de *H foi atribuido ao NH-8, uma vez que n&o apresentou correlagdo direta com 4tomo
de carbono em HSQC e mostrou correlagdo a longa distancia em HMBC com C-6 (3¢ 58,2) e
C-1 (8¢ 165,8). As principais correlacdes de COSY e HMBC estdo representadas na Figura
55.
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Figura 55. Principais correlagcdes de COSY e HMBC da substancia 2.

<—> COSY

—> —> —>—>» HMBC

Fonte: Autor

Tabela 14. Dados de RMN de *H (DMSO-ds, 600 MHz) de 2 (5 em ppm e J em Hz).

Posicao oH oC HMBC COosy
1 - 165,8 - -
3 3,25/3,37 (m) 44,3 * H4
4 1,70/1,73 (m) 21,4 * H3; H5
5 1,38/2,00 (m) 27,4 * H4; H6
6 4,04 (m) 58,2 * H5
7 - 169,1 - -
8 7,86 (s) - C1; C6 -
9 4,24 (t, 4,8 Hz) 55,8 Cl H10
10 2,92 (m) 34,7 Cl;C9;Cl1’; C2 H9
| - 127,3 - -
2’e6 7,04 (d, 8,5 Hz) 130,9 c4 H10; H3’
3e? 6,63 (d, 8,5 Hz) 114,8 Cl’; C3; C4 H2’
4 - 156,4 - -

*Sinal ndo observado

Estes dados espectrais, comparados com a literatura (CAFEU, 2007; BIASETTO,

2011) permitiram identificar a substancia como ciclo(Pro-Tyr) (2).
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Figura 57. Mapa de contorno de HSQC da substancia 2 (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 59. Mapa de contorno de COSY da substancia 2 (DMSO-ds, 600 MHz).
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5.3.3 Identificacdo estrutural das substancias 3 e 4

Analise detalhada dos espectros de RMN de 'H, HSQC e HMBC (Tabela 15) de
Eb_Xyl-Fr1-Picol0 (3,1,mg) evidenciou uma mistura de duas substancias. Assim como para a
substancia 2 foram visualizados sinais atribuidos a carbonos ligados a nitrogénio e carbonilas,

indicando a presenca de um anel dicetopiperazinico.

Figura 60. Estrutura das substancias 3 (ciclo(Pro-Val)) (a) e 4 (ciclo(Val-Tyr)) (b)

O] O

Fonte: Autor
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O espectro de RMN de 'H (Figura 63) apresentou trés sinais na forma de multipletos
(01 3,40; 1,78/1,84 e 2,13/1,82), os quais mostraram correlacdo pelo COSY e sugeriram tratar-
se de residuo do aminoécido Prolina (FDHILA et al., 2003). Também foram visualizados dois
dubletos em 64 0,84 (d, 3H, J=7,0Hz) e 64 1,01 (d, 3H, J= 7,0Hz) ¢ um multipleto em oy 2,34
(m, 1H) que se correlacionaram por COSY, sendo atribuidos aos hidrogénios H-10, H-11 e H-
12, respectivamente. Estas informacgdes evidenciaram uma unidade isopropila, indicando o
aminoacido Valina. Estes dados permitiram identificar a presenca da ciclo(Pro-Val) na
mistura (CAFEU, 2007).
Paralelamente foi observado que os dubletos em &4 0,84 (d, J= 7,0 Hz; &¢ 16,2;) e dn
1,01 (d, J= 7,0 Hz; 8¢ 18,2), também faziam parte de uma segunda substancia que possuia um
anel benzilico com sinais de hidrogénios aromaticos em oy 6,98 (d; J= 8,4 Hz, 2H) ¢ 64 6,65
(d; J= 8,4 Hz, 2H), e um sinal em &c 155,4 (indicando um grupo - OH ligado ao anel
aromatico) evidenciando a presenca do residuo de tirosina (Tyr) como um dos aminoacidos
componentes da segunda substancia presente na mistura. As correlacdes observadas pelo
COSY entre os hidrogénios metilicos (H-8 € H-9) com o hidrogénio metinico 6y 1,82 (H-7; 6¢
27,6) indicou a presenca da valina (Val), como o outro aminoacido da molécula. Estes dados
permitiram sugerir a presenca da ciclo(Val-Tyr) (CAFEU, 2007).
A conferencia de todos os dados obtidos pelos experimentos de HSQC (Figura 64) e
HMBC (Figura 65) foram comparados com a literatura (CAFEU, 2007; BIASETTO, 2011) e
permitiram identificar a substancia 3 como ciclo(Pro-Val) e a substancia 4 como ciclo(Val-

Tyr) em mistura na fracdo Eb_Xyl-Fr1-Picol0.

Figura 61. Principais correlacfes de COSY e HMBC da substancia 3.

— — 3 —» —» —» HMBC

Fonte: Autor
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Figura 62. Principais correlacdes de COSY e HMBC da substéncia 4.

113

0]

HHe

—> —> —> > HMBC

Fonte: Autor

Tabela 15. Dados de RMN de *H (DMSO-ds, 600 MHz) de 3 e 4 (8 em ppm ¢ J em Hz).

Sub 3 Sub 4
Posicao oH oC oH oC
1 - 165,4 7,96 (s) -
2 - - - 170,5
3 3,40 (m) 444 3,51 (t, 7,3 Hz) 62,5
4 1,78/1,84 (m) 21,8 * -
5 2,13/1,82 (m) 27,6 - 165,4
6 4,11 (t, 7,6 Hz) 58,1 3,91 (sl) 59,3
7 - 170,5 1,82 (m) 27,6
8 7,96 (s) - 0,84 (d; 7,0 Hz) 16,2
9 3,91 (sl) 59,3 1,01 (d; 7,0 Hz) 18,2
10 2,34 (m) 27,4 2,60 (t; 7,3 Hz) 38,1
11 0,84 (d; 7,0 Hz) 16,2 - -
12 1,01 (d; 7,0 Hz) 18,2 - -
| - - - 128,9
2’°e6 - - 6,98 (d, 8,4 Hz) 129,6
3e? - - 6,65 (d, 8,4 Hz) 114,8
4 - - - 155,4

*Sinal ndo observado

As dicetopiperazinas sdo conhecidas ha mais de um século, mas o0s estudos sobre esta

classe de substancias intensificaram-se somente-quando comecaram a relatar a potencialidade

biologica destas substancias. Algumas das mais importantes atividades bioldgicas desta classe

estédo relacionadas com as alteragdes em fungbes cardiovasculares e coagulagcdo do sangue.

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

larvicida, agentes antihiperglicémico, afinidades receptoras dos canais de calcio e
serotoninérgico (MARTINS; CARVALHO, 2007; GENDY; RATEB, 2015; SATHYA et al.,

2016).
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Figura 63. Espectro de RMN de *H da substancia 3 e 4 (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 64. Mapa de contorno de HSQC da substancia 3 e 4 (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 65. Mapa de contorno de HMBC da substancia 3 e 4 (DMSO-ds, 600 MHZ2).
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Figura 66. Mapa de contorno de COSY da substancia 3 e 4 (DMSO-ds, 600 MHz).
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5.3.4 ldentificacdo estrutural da substancia 5

Figura 67. Estrutura da substancia 5 (5-carbdxi-6-hidroxi-3-metil-3,4-dihidroisocumarina).
i
1

Fonte: Autor

No espectro de RMN de 'H (Figura 69) pode-se observar sinais na regido dos
aromaticos em oy 6,89 (d, J=8,8 Hz, 1H, 6c 116,1) e 64 8,06 (d, J=8,8 Hz, 1H, ¢ 139,1),
evidenciando um hidrogénio aroméatico em acoplamento orto, 0 que evidenciou a presenca de
anel aromatico tetrasubstituido. No espectro de RMN de *H, foram observados ainda, sinais
em 4 3,00 (dd, 11,8 e 17,6 Hz, d¢ 33,6), 6n 3,84 (dd, 3,05 Hz e 17,6 Hz, ¢ 33,6) atribuidos
aos hidrogénios diastereotopicos H-4a e H-4B, além de um multipleto em 8y 4,70 (m, 8¢ 76,9,
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1H) e um dubleto em oy 1,51 (d, 6,3 Hz) conferidos aos hidrogénios carbindlico H-3 e a Me-
3, respectivamente. A atribuicdo de todos os hidrogénios aos respectivos 4tomos de carbono
foi realizada apds avaliacdo das correlacGes observadas pelo HSQC (Figura 70).

As correlagdes observadas pelo HMBC (Figura 71) permitiram observar carbonos em
dc 170,7 e 8¢ 164,9 caracteristicos de carbonila de éster e de éacido carboxilico,
respectivamente e¢ o sinal em dc 165,4 e, indicando carbono oxigenado. Estes dados,
adicionados aos observados em COSY, permitiram sugerir o esqueleto de uma isocumarina.

As correlagdes observadas a longa distancia nos experimentos de HMBC (Tabela 16)
entre H-7<>C-8a/C-5/C-6, de H-8«»>C-1/C-6/C-4a associados as correlacbes observadas no
espectro de COSY (Tabela 13) de H-3<>H-4a/H-4p e H-3<>Me-3 (Figura 68) e comparagéo
com a literatura (CAFEU, 2007) permitiram identificar a substancia 5-carboxi-6-hidroxi-3-
metil-3,4-dihidroisocumarina (5).

Figura 68. Principais correlacdes de COSY e HMBC da substancia 5.

—> —> —> > HMBC

Fonte: Autor
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Tabela 16. Dados de RMN de *H (CH;OH-d,, 600 MHz) de 5 (8 em ppm ¢ J em Hz).
Posicao oH oC HMBC COosy
1 - 170,7 - -
3 4,70 (m) 76,9 - H-mes; Hap
4a 3,00 (dd; 11,8 € 17,6 Hz) 336 C8a; C5; C4a; C3 Hg
4B 3,84 (dd; 3,05 e 17,6 Hz) ’ C8a; C5 H,
da - 143,4 - -
5 - 123,6 - -
6 - 165,4 - -
7 6,89 (d; 8,8 Hz) 116,1 C8a; C5; C6 H8
8 8,06 (d; 8,8 Hz) 139,1 C1; C4a; C6 H7
8a - 109,6 - -
9 - 164,9 - -
Me-3 1,51 (d; 6,3 Hz) 20,6 C4a, B; C3 H3

A classe das isocumarinas ja foi isolada em nosso grupo de pesquisa, e apresentaram

atividade anticolinesterasica e

inibicdo dos fitopatdégenos C.

cladosporioides e C.

sphaerospermum, além dos relatos na literatura das seguintes atividades: antimicrobiana,

antialérgica, antimalarica, citotoxica, antioxidante, entre outras (OLIVEIRA et al., 2011;
CHAPLA,; BIASETTO; ARAUJO, 2013; SIMIC et al., 2016).
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Figura 69. Espectro de RMN de tH das substancias 5 (CH;OH-d,, 600 MHz).
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Figura 70. Mapa de contorno de HSQC da substéancia 5 (CH;OH-d4, 600 MHz).
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Figura 71. Mapa de contorno de HMBC da substancia 5 (CH30H-d,, 600 MHz).
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Figura 72. Mapa de contorno de COSY da substéancia 5 (CH;OH-d,4, 600 MHz).
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5.3.5 Identificacao estrutural da substancia 6

Figura 73. Estrutura da substancia 6 (7-hidroximeleina).
OH @)

Fonte: Autor

A analise do espectro de RMN de *H (Figura 75) da substancia 6 apresentou dois
dubletos em 8y 6,71 (d, J= 8,9 Hz; d¢ 116,2) e dn 7,03 (d, J= 8,9 Hz; 6c 124,9), evidenciando
um acoplamento orto entre os hidrogénios aromaticos, sugerindo um anel tetrassubstituido.

No espectro de RMN de 'H, foram observados ainda, sinais em 6y 2,63 (dd, J=11,4 e
16,9 Hz; 6¢ 29,2), on 3,17 (dd, J= 3,4 Hz e 16,9 Hz; d¢ 29,2) atribuidos aos hidrogénios

diastereotopicos H-4a ¢ H-4f, além de um multipleto em 3y 4,70 (m, 3¢ 77,5) e um dubleto
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em oy 1,50 (d, J= 6,3 Hz). A atribuicdo de todos os hidrogénios aos respectivos atomos de
carbono foi realizada ap6s avaliagdo das correlagdes observadas pelo HSQC (Figura 76).
Estes dados, adicionados aos observados em HMBC, COSY (Tabela 17) e comparagédo com a
substancia 5 permitiram sugerir o esqueleto de uma isocumarina hidroxilada em C-7/C-8 ou
em C-8/C-5. Para definir a posicdo das hidroxilas foi realizado o experimento HOMODEC,
no qual a irradiacdo em &y 6,71 (H-5) mostrou interacdo com o sinal em oy 2,63 (H4,),
evidenciando que a hidroxila encontra-se no C-7.

Estes dados espectrais, comparados com a literatura (OLIVEIRA et al., 2011)

permitiram identificar a substancia como 7-hidroximeleina (6).

Figura 74. Principais correlages de COSY e HMBC da substancia 6.

<> COSY — —> —> HMBC

Fonte: Autor

Tabela 17. Dados de RMN de *H (CH;OH-d,, 600 MHz) de 6 (8 em ppm e J em Hz).

Posicéo oH oC HMBC COosy

1 - * - -

3 4,70 (m) 77,5 * H-mes; Hap
4a 2,63 (dd; 11,4 e 16,9 Hz) 29.2 C6; C3 H3; Hp; H5
4p 3,17 (dd; 3,4 € 16,9 Hz) ' C8a; C6 H3: H,
4a - * - -

5 6,71 (d; 8,9 Hz) 116,2 C8a; C7 H6

6 7,03 (d; 8,9 Hz) 124,9 C8; C7 H5

7 - 146,0 - -

8 - 155,3 - -
8a - 108,2 - -

Me-3 1,50 (d; 6,3 Hz) 20,8 C3 H3

*Sinal ndo observado
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Figura 75. Espectro de RMN de *H da substancia 6 (CH;OH-d,, 600 MHz).
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Figura 76. Mapa de contorno de HSQC da substéncia 6 (CH;OH-d,4, 600 MHz).
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Figura 77. Mapa de contorno de HMBC da substancia 6 (CH;OH-d,4, 600 MHz).
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Figura 78. Mapa de contorno de COSY da substéncia 6 (CH;OH-d,4, 600 MHz).
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5.3.6 ldentificacdo estrutural da substancia 7

Figura 79. Estrutura da substancia 7 (citocalasina D).

Fonte: Autor

A analise do espectro de RMN de 'H (Figura 82) indicou a presenca de um anel
aromatico monosubstituido, quatro metilas (6y 0,55, 1,14, 1,48 e 2,29) e sinais em oy 2,71 €
dn 2,88 atribuidos aos hidrogénios benzilicos H-10a ¢ H-10p. Também foram observados um
metileno terminal em &y 4,98 e 5,17 (s, 6¢ 113,7, C-12), duas ligacdes duplas endociclicas em
on 5,54 (dd, 6¢ 131,8, C-13), o4 5,29, (m, d¢ 134,5, C-14) e 4 5,23 (d, d¢ 128,9, C-19) e o1
5,98 (dd, 8¢ 133,4, C-20). A geometria das ligacdes duplas A" e A% foi definida como
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trans através da andlise da constante de acoplamento de 15,7 e 159 Hz entre estes
hidrogénios, respectivamente

Os espectros de RMN apresentaram ainda sinais em oy 3,75 (d, J= 10,4 Hz, d¢ 72,3,
H-7) e 6y 5,41 (t; J= 2,5 Hz, 5¢ 78,2, H-21) e um terceiro carbono carbindlico quaternario (dc
79,3).

O espectro de RMN de **C (Figura 83) indicou a presenca trés carbonilas, sendo uma
de cetona (8¢ 211,7) e duas de éster ou amida (6c 171,8 e 176,6), e trés carbonos carbindlicos.
A atribuicdo de todos os hidrogénios aos respectivos atomos de carbono foi realizada ap6s
avaliacdo das correlacbes observadas pelo HSQC (Tabela 19). Analise de todos os
exeprimentos de RMN 1D e 2D e comparagdo com a literatura (ZANARDI, 2010) permitiu
identificar a substancia 7 como Citocalasina D.

A configuracdo relativa de 7 foi determinada por comparacdo dos valores dos
deslocamentos em RMN de 'H, *C e constantes de acoplamentos com dados da literatura
(CAFEU et al., 2005).

Na literatura a citocalasina D apresenta atividade citotdxica e inibitoria frente aos

fitopatogenos C. cladosporioides e C. sphaerospermum (CAFEU et al., 2005).

Figura 80. Principais correlacdes de COSY e HMBC da substancia 7.

Fonte: Autor
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Tabela 18. Dados de RMN de *H (CH3;0H-d,, 300 MHz) de 7 (8 em ppm e J em Hz).
Posicao oH oC HMBC COosy
1 - 176,6
2 * - * *
3 3,28 (m) 55,2 Cl;C5;¢C4; C1’ H4
4 2,17 (m) 49,6 C1; C5; C10; C3; C6 H3; H5
5 2,61 (m) 33,4 C4; C11; C12 H4
6 - 150,9 - -
7 3,75 (d; 10,4 Hz) 72,3 C5; C12; C13 H8
8 2,86 (m) 47,8 C1; Ce; C7; C21 H7; H13
9 - 54,9 = _
ig; ;;g E:; 44,9 C2’e6’;C17;C4,C3 H3
11 0,55 (d; 6,8 Hz) 13,5 C5; C4; C6 H5
120 4,98 (s) o
128 517 (5) 113,7 C5; C6; C7 H5
13 5,54 (dd; 9,8; 15,7 Hz) 131,8 C15; C8; C7 H8
14 5,29 (m) 134,5 C15;C8 H158
15a 1,99 (dd; 5,0; 13,0 Hz) 394 C22; C16, C13; C17 H14
158 2,37 (m) ’ C16; C13; C17 H16; H14
16 2,82 (m) 43,4 C15; C17 H22; H153
17 - 211,7 - -
18 - 79,3 - -
19 5,23 (d; 2,5 Hz) 128,9 C20; C21 *
20 5,98 (dd; 2,5; 59 Hz) 1334 C21, C18; C19 H19
21 5,41 (t; 2,5 Hz) 78,2 C4; C3; C19; C20; C24 *
22 1,14 (d; 6,8 Hz) 19,7 C15; C16; C17 H16
23 1,48 (s) 24,6 C19; C17 *
24 - 171,8 - -
25 2,29 (s) 20,6 C21; C24 -
| - 138,4 - -
2’e6’ 7,18 (d; 8,1 Hz) 130,9 C10; C4’ H3’/HS5’
3e? 7,30 (t; 7,5 Hz) 129,6 cr H2’/H6’
4 7,23 (t; 7,5 Hz) 127,9 c2’/Cce6’ *

*Sinal ndo observado

A citocalasina D inibiu o crescimento dos coledptilos de trigo em todas as

concentracdes testadas, assim como o controle positivo (herbicida GOAL®). As porcentagens

de inibicdo da citocalasina D foram superiores as porcentagens de inibicdo causadas pelo

efeito do herbicida comercial GOAL® (Figura 81). Utilizou-se como controle negativo uma

solugéo tampao.
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Figura 81. Inibicdo/estimulo do crescimento dos coledptilos de trigo sob a atividade da citocalasina D.

301 NN 10°MEEE3.10*MITJ10* MEZA3.10°M[_J10° M
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104
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25] .
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Inibigao/Estimulo do comprimento dos coleoptilos (%)

*FracOes que apresentaram diferenca significativa em relagdo ao controle negativo (solucdo tampéo).

Fonte: Autor

A Tabela 19 apresenta as médias de crescimento dos coledptilos sob o efeito da
citocalasina D, assim como as médias de crescimento dos coledptilos sob a atividade do

controle positivo (herbicida GOAL®) nas mesmas concentracoes.

Tabela 19. Médias de crescimento dos coledptilos sob o efeito da citocalasina D e do herbicida
comercial GOAL®.

Amostras Concentracdes (mol L™)
10° 3.10* 10* 3.10° 10°
CitocalasinaD 4,6+00a 48%+01b 48+00b 49+00b 50£02b
GOAL 49+00a 55+00a 58+00a 58+00a 58%05a

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

Observou-se que na concentragdo 10 mol L™, a média de crescimento dos coledptilos

na presenca da citocalasina D e do herbicida GOAL ndo diferem estatisticamente.
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Figura 82. Espectro de RMN de *H da substancia 7 (CH;OH-d4, 300 MHz).
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Figura 83. Espectro de RMN de **C da substancia 7 (CH;OH-d,, 300 MHz).
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Figura 84. Mapa de contorno de HMBC da substéncia 7 (CH;OH-d,, 300 MHz).
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Figura 85. Mapa de contorno de HSQC da substancia 7 (CH;OH-d,4, 300 MHz).
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5.3.7 ldentificacao estrutural da substéncia 8

Figura 87. Estrutura da substancia 8 (citocalasina C).

Fonte: Autor

O espectro de RMN de 'H (Figura 89) apresentou um perfil semelhante ao da
citocalasina D (substancia 7), sendo que as uUnicas diferencas observadas foram o
desaparecimento da ligacdo dupla exociclica e do metileno na posicdo 12 o aparecimento de
duas metilas sobre carbono sp® em &4 1,49 (s) e &y 0,91 (s) e dois carbonos olefinicos
quaternarios (8¢ 125,5 , 8¢ 133,2), sugerindo a isomerizacdo da ligagdo dupla de A®*? para
A>®. A anélise do espectro de HMBC (Figura 92) mostrou as correlagdes & longa distancia de
H-11 e H-12/C4«>C6<>C7, podendo fixar a posicdo da ligacdo dupla em 5,6.

A andlise dos dados obtidos ESI-EM (Figura 94), modo positivo, evidenciou a
molécula protonada m/z 508,2682 [M+H]", o que associado aos dados de RMN permitiu
propor a formula molecular de C3oH3706N.

Estes dados aliados as informacdes obtidas pelo espectro de RMN de *H e & literatura
(ESPADA et al., 1997; CAFEU, 2007) permitiu identificar a substancia 8 como citocalasina
C.

Figura 88. Principais correlagfes de COSY e HMBC da substéancia 8.

Fonte: Autor
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Tabela 20. Dados de RMN de 'H (DMSO-ds, 600 MHz) de 8 (5 em ppm e J em Hz).
Posicao oH oC HMBC COosy
1 - 174,1 - -
2 8,16 (sl) - C3; C4; C9 H3
3 3,16 (m) 59,7 C1; Ch H2; H10
4 2,27 (m) 48,4 C1;C6; C7;C9; C21 H11
5 - 125,5 - -
6 - 133,2 - -
7 3,54 (d; 7,1 Hz) 67,9 C6; C8 H8; H12
8 2,30 (m) 49,0 C6; C9; C14; Cc21 H13
9 - 52,5 - )
100 2,74 (m) e s e
108 2.94 (m) 43,6 Cl’;C2’e6”;C3; C4 H9
11 1,49 (s) 14,4 C4; C5; C6; C7 H4
12 0,91 (s) 16,5 C4; C6; C7; C11 H7
13 5,56 (dd; 15,4 10,1 Hz) 131,1 C7; C8:;C15 H8; H14
14 5,06 (m) 131,6 C8; C15 H13; H15
150 1,90 (dd; 12,4; 4,5 Hz) _ _ _ H14
156 219 (m) 38,0 C17; C14; C22; C16 H16: H14
16 2,75 (m) 41,5 C17;C22 H22; H15B
17 - 209,9 - -
18 - 77,6 - -
19 5,16 (dd; 15,8; 1,9 Hz) 127,8 C21; C23 H19
20 5,80 (dd; 15,8; 1,9 Hz) 131,8 C18; C21 H20
21 5,67 (sl) 74,9 C4; C9; C24; C20; C19 H19
22 1,04 (d; 6,7 Hz) 19,4 C15; C16; C17 H16
23 1,38 () 24,6 C17;C19 *
24 - 170,5 - -
25 2,29 () 20,7 C21; C24 -
| - 137,8 - -
2’e6 7,19 (d; 7,3 Hz) 129,4 Cl0; c4 H3’/H5’
3e? 7,32 (t; 7,5 Hz) 128,6 Ccr H2’/H6’
4 7,23 (t; 7,3 Hz) 126,7 c2’/Cce’ *

*Sinal ndo observado

As citocalasinas exibem um amplo espectro de atividades, incluindo atividade

antibidtica, antitumoral, inibidor de proteases de HIV, atividade fitotdxica, entre outras
(CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2013).
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Figura 89. Espectro de RMN de tH da substancia 8 (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 90. Espectro de RMN de **C da substancia 8 (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 91. Mapa de contorno de HSQC da substancia 8 (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 92. Mapa de contorno de HMBC da substancia 8 (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 93. Mapa de contorno de COSY da substancia 8 (DMSO-ds, 600 MHz).
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5.4 Identificagéo estrutural das substancias produzidas por Diaporthe sp.

Figura 95. Substancias produzidas pelo fungo endofitico Diaporthe sp. cultivado em PDB.

Tirosol (10)

\\
NH
1 CH
HaC—\ 3
5 7
CHj
H3C

5-isobutil-3,4-dimetil-1H-pirrol-
2(5H)-ona (12)

Alternariol (13)

Fonte: Autor
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5.4.1 ldentificaco estrutural da substéncia 9

Figura 96. Estrutura da substancia 9 (Uracila).

Fonte: Autor

A anélise do espectro de RMN de 'H (Figura 97) evidenciou detectar a presenca de
hidrogénios em 06y 5,43 (d, J=7,6 Hz, 1H) e 7,38 (d, J=7,6 Hz, 1H), sendo estes atribuidos a
uma posicdo « e S de uma carbonila. As constantes de acoplamento evidenciam uma ligagédo
dupla de configuracéo cis.

A comparagdo desses valores com os descritos na literatura (SCHINDLER; 1988),

permitiram identificar a substancia 9 como a uracila (Figura 96).

Tabela 21. Dados de RMN de *H (DMSO-ds, 300 MHz) de 9 (6 em ppm e J em Hz).

Posicéo oH
1 -
2 -
3 -
4 -
5 7,38 (d; 7,6 Hz)
6 5,43 (d; 7,6 Hz)

A uracila e seus derivados, componentes do material genético, desempenham um
papel fundamental em processos bioldgicos. A importancia da uracila tem sido reportada por
inimeras publicacdes com interesse na biogquimica e na farmacologia da uracila 5-substituida.
Como exemplo, 5-fluoruracila é utilizado no tratamento de tumores de cabeca, pescogo e
mama e exibe também atividade antibacteriana (PALAFOX et al., 2010).
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Figura 97. Espectro de RMN de *H da substancia 9 (DMSO-ds, 300 MHz).
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5.4.2 ldentificacdo estrutural da substancia 10

Figura 98. Estrutura da substancia 10 (Tirosol).

OH

HO

Fonte: Autor

A analise do espectro de RMN de *H (Figura 99), evidenciou a presenca de
hidrogénios em dy 6,98 (d, J= 8,4 Hz, 2H) e 6,65 (d, J= 8,4 Hz, 2H), indicando um sistema
tipico de anel aromatico para-dissubstituido, e dois tripletos em 6y 2,59 (J= 7,3 Hz, 2H) ¢ o1
3,51 (J= 7,3 Hz, 2H) evidenciando metilenos benzilicos e carbindlicos, respectivamente. As
constantes de acoplamento destes dois tripletos de 7,3 Hz indicam que ha acoplamento entre
eles.

A comparacgédo desses valores com os descritos na literatura (CHEN, H. et al., 2004;

CAFEU, 2007), permitiram identificar a substancia 10 como o tirosol (Figura 98).
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Tabela 22. Dados de RMN de *H (DMSO-ds, 300 MHz) de 10 (5 em ppm e J em Hz).

Posicéo oH
1 3,51 (t; 7,3 Hz)
2 2,59 (t; 7,3 Hz)
3 -
4e8 6,98 (d; 8,4 Hz)
5e7 6,65 (d; 8,4 Hz)
6 -

O tirosol ja foi relatado como metabdlito secundario produzido pelos fungos
endofiticos Phomopsis oblonga e Ceratocystis fimbriata. Esta substancia é relatada na
literatura como molécula sinalizadora com importantes implicacbes na dindmica do
crescimento e morfogénese de Candida albicans, além de ser um agente antifingico em
potencial (GUIMARAES, 2006).

Figura 99. Espectro de RMN de tH da substancia 10 (DMSO-ds, 300 MHz).
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5.4.3 ldentificacéo estrutural da substancia 11

Figura 100. Estrutura da substancia 11 (Zygosporina D).

Fonte: Autor

O espectro de RMN de 'H da substancia 11 (Figura 102) apresentou perfil
espectrocopico muito semelhante ao da citocalasina D (substéncia 7), sendo que a Unica
diferenca observada foi a auséncia da fungédo acetato em C-21 e da carbonila de cetona em C-
17. O valor do deslocamento quimico de H-21 que passou de oy 5,41 (6. 78,2) da substancia
7 para oy 4,10 (8. 76,5) evidenciam protecdo de C-21 e corroboram para a desacetilacdo na
substancia 11. A atribuicdo de todos os hidrogénios aos respectivos atomos de carbono foi
realizada apés avaliacédo das correlagfes observadas pelo HSQC (Tabela 23).

A andlise dos dados obtidos ESI-EM (Figura 106), modo positivo, evidenciou a
molécula protonada m/z 452,2797 [M+H]", o que associado aos dados de RMN permitiu
propor a formula molecular de C,gH3704N.

Estes dados aliados as informacgdes obtidas pelos espectros de RMN 1D e 2D e a
literatura (ESPADA et al., 1997; CAFEU, 2007) permitiram identificar a substancia 11 como

zygosporina D.

Figura 101. Principais correlacdes de COSY e HMBC da substancia 11.

-<—> COSY — — —» —>» —» HMBC

Fonte: Autor
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Tabela 23. Dados de RMN de *H (CDCl;, 600 MHz) de 11 (5 em ppm e J em Hz).
Posicao oH oC HMBC COosy
1 - 175,8 - -
2 5,60 (sl) - C1;C4 H3
3 3,28 (m) 53,7 C1;,C5;Cr’ H4
4 2,60 (m) 50,2 C1; C3; C5; C6; C8; C21 H3; H5
5 2,90 (m) 32,9 C6; C7; C9; C11; C12 H4; H11
6 - 148,5 - -
7 3,81 (d; 10,8 Hz) 69,8 C12; C13 H8
8 2,91 (m) 45,5 C6; C14 H7
9 - 52,9 = _
10a 2,89 (m) s,
10p 2,59 (m) 45,5 C2’e6’; C4 H3
11 1,10 (d; 6,7 Hz) 13,9 C4; C5; C6 H5
12a 5,11 (sl) o .
128 533 (s1) 113,8 C5; C6; C7
13 5,74 (m) 127,8 C8; C15 H8: H14
14 5,33 (m) 137,8 C15; C16 H13; H15
150 1,79 (d; 11,5 Hz) _ _
15p 2,00 (dd: 4,7: 11,5 H2) 42,5 C13; C17, C22 H14
16 1,78 (m) 28,3 Cl4 H22
17a 1,56 (dd; 14,3; 2,8 Hz) _
178 2,00 (dd; 11,7; 4,7 Hz) 03,7 C18; C22 -
18 - 74,5 - -
19 5,77 (d) 137,1 C21 H20; H21
20 6,02 (dd; 16,7; 2,1 Hz) 131,1 C18; C21 H19; H21
21 4,10 (sl) 76,5 C4; C8; C19 H19; H20
22 1,03 (d; 6,7 Hz) 26,3 C15; C17 H16
23 1,37 (s) 31,0 C17, C19 *
| - 137,0 - -
2’e6 7,15 (d; 7,4 Hz) 129,1 C10; C4’ H3’/HS5’
3ed 7,31 (t; 7,4 Hz) 129,0 cr *
4 7,24 (t; 7,4 Hz) 127,0 c2’/Cce6’ *

*Sinal ndo observado
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Figura 102. Espectro de RMN de tH da substéncia 11 (CDCl;, 600 MHz).
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Figura 103. Mapa de contorno de HMBC da substancia 11 (CDCls, 600 MHz).
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Figura 104. Mapa de contorno de HSQC da substancia 11 (CDCls, 600 MHz).
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Figura 106. Espectro de Massas da substancia 11.
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5.4.4 ldentificacéo estrutural da substancia 12

Figura 107. Estrutura da substancia 12 (5-isobutil-3,4-dimetil-1H-pirrol-2(5H)-ona).

0
\\
TNH
HaC—
5
H4C

Fonte: Autor

A anélise dos espectros de RMN de *H e **C (Figura 112 e 113) indicou a presenca de
duas metilas sobre carbono sp? em &y 1,84 (s; 8¢ 11,9, Me-3) e &y 1,61 (s; 8¢ 8,2, Me-4), e

valores de deslocamento quimico observados em é¢c 173,6; 126,9 e 152,5 sugerem uma

lactama a,B-insaturada. Estas observagdes associadas as correlagdes observadas no

experimento de HMBC (Figura 115) permitiram propor a estrutura parcial A (Figura 108)

para a substancia em questao.
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Figura 108. Estrutura parcial A.

Fonte: Autor

Adicionalmente no espectro de RMN de 'H e *C foram observados duas outras
metilas desdobrando como dois dubletos em 6 0,87 (d, J= 6,6 Hz, ¢ 23,9, Me-7;) e 0,90 (d,
J=6,6 Hz, 6¢c 21,5, Me-7,), alem de sinais em oy 1,02 (ddd, 3.,2; 10,1 e 13,4 Hz, 6¢c 41,8), ou
1,45 (ddd, 3,8; 10,2 e 13,8 Hz, ¢ 41,8) atribuidos aos hidrogénios diastereotdpicos H-6a. e H-
6B, um multipleto em oy 1,75 (M, d¢ 24,8, 1H) ¢ um dubleto em d4 3,83 (d, 9,9 Hz). Estas
informagOes aliadas as correlagbes entre H-7a e H-7b<>H-7/H-6,/H-65 pelo COSY,

permitiram propor a estrutura parcial B (Figura 109).

Figura 109. Estrutura parcial B.

Fonte: Autor

A conexao entre as estruturas parciais A e B foi realizada pelas correlagdes observadas
em HMBC entre H-5-C-3/C-7 (Figura 110).

Figura 110. Unido das estruturas parciais A e B.

o)
W\

Fonte: Autor
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Os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos com base na
analise do espectro de HSQC (Tabela 24).

As correlacdes observadas nos experimentos de HMBC e COSY (Figuras 115 e 116;
Tabela 24) permitiram propor a estrutura 12 como 5-isobutil-3,4-dimetil-1H-pirrol-2(5H)-ona.
Levantamento bibliogréafico realizado no SciFinder e Web of Science sugeriram esta
substancia como inédita, sendo apenas encontrado na literatura relatos da sintese de seus
analogos (SHEN et al., 2010).

A andlise dos dados obtidos ESI-EM (Figura 117), modo positivo, evidenciou a
molécula protonada m/z 168,1385 [M+H]", o que associado aos dados de RMN permitiu
propor a formula molecular de C10H170ON. Realizou-se a anélise de [a]p e 0 valor obtido foi
[a]p +2,50° (¢ 0,10, CH3OH, T= 29,0 °C), no entanto a configuracdo absoluta ndo foi

determinada.

Figura 111. Principais correlacbes de COSY e HMBC da substancia 12.

O @)
\\ /_\\\\
H,C \

Fonte: Autor
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Tabela 24. Dados de RMN de *H (DMSO-ds, 600 MHz) de 12 (5 em ppm e J em Hz).
Posicao oH oC HMBC COosy
1 8,17 (s) - C5;C3;C4 *
2 - 173,6 - -
3 - 126,9 - -
4 = 152,5 = -
5 3,83 (d; 9,9 Hz) 57,6 C7;C6; C3; C4 H6; H-me-4
60 1,02 (ddd; 3,2; 10,1; 13,4 Hz) 418 C5; C7, H5;H6g; H7
6p 1,45 (ddd; 3,8; 10,2; 13,8 Hz) ’ C7,, C7,y H5; H6,; H7
7 1,75 (m) 24,8 CMe-3 HGB, H-me-70
Me-3 1,84 (s) 11,9 C4; Cpye4; C5; C2; C3 -
Me-4 1,61 (s) 8,2 Cwme-3; C5; C6; C2; C3 -
Me-7, 0,90 (d; 6,6 Hz) 21,5 C6; C7y H7; H6,
Me-7; 0,87 (d; 6,6 Hz) 23,9 C6; C7, H7

*Sinal ndo observado

As substancias pertencentes a classe das y-lactamas como R-metileno-y-lactamas sao
unidades estruturais fundamentais que ocorrem em uma grande variedade de produtos naturais
biologicamente ativos. Comparando aos seus isomeros de substituicdo, R-metileno-y-lactonas,
as y-lactamas sdo frequentemente utilizadas como inibidor da DNA polimerase e do receptor
nuclear da vitamina D, devido a suas bioatividades semelhantes em propriedades
antibacteriana, anti-inflamatoria e antianafilatica, no entanto, com efeitos colaterais muito
menos toXicos.

Nas Ultimas décadas os esqueletos R-metileno-y-lactamicos, receberam atencao
por serem candidatos potencias a farmacos, assim como pelo seu papel significativo em
blocos de construcdo para a sintese total de uma série de compostos-alvo bioativos (SHEN et
al., 2010).
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Figura 112. Espectro de RMN de *H da substancia 12 (DMSO-ds, 600 MHZz).
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Figura 113. Espectro de RMN de **C da substancia 12 (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 114. Mapa de contorno de HSQC da substancia 12 (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 115. Mapa de contorno de HMBC da substancia 12 (DMSO-ds, 600 MHz).

{8.18,57.53{’

{8.18,127.10{’

{8.17,152.47{’

{3.83,24.40{*

{3.83,41 .65{‘

{3.83,152.64{

1.72,8.
1731185 A1 72800

1087,21.56} {1.03,21.86}
’
)
(0.89,24.08] (1:0021.43}
LN B a

1.84,57.61 1.03,57.63
{ {' /( }

{1.61 1127-03&1 .84,128.62}

{1.84,152.57{6 ({1.61,152.57)

{1.84,173.83{‘ {1.61,173.72}
4

100 95 9.0 85

30 25 20 15 10 05 00

ro

10
20
30
40
50
60
r70
80

f1 (ppm)




Resultados e Discussoes 155
Figura 116. Mapa de contorno de COSY da substancia 12 (DMSO-ds, 600 MHz).
\
ro
® r2
r3
= r4 E
r5
ré
r7
r8
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
f2 (ppm)
Figura 117. Espectro de Massas da substancia 12.
Intens. Pico5FR3ca31000001.d: +MS, 0.4-0.6min #23-33]
x106 .
1eg.138 [M+H]
1.51
1.0
0.5
190.1202
163.0271 181,0379
0.0+ . P | L ’ TR | ] — + i
150 160 170 180 190 200 m/z




Resultados e Discussoes 156

5.4.5 Identificaco estrutural da substancia 13

Figura 118. Estrutura da substancia 13 (Alternariol).

Fonte: Autor

O espectro de RMN de *H (Figura 120) apresentou sinais em &y 6,37 (d; 1,8 Hz), &y
6,64 (d; 2,6 Hz), o4 6,72 (d; 2,6 Hz) e o4 7,24 (d; 1,8 Hz), evidenciando dois sistemas
aromaticos de acoplamento meta, o que sugeriu a presenca de dois aneis aromaticos
tetrassubstituidos. Observou-se um sinal em &y 2,70 (s), atribuido a uma metila benzilica.

Os hidrogénios foram atribuidos aos seus respectivos carbonos pelos mapas de contorno do
experimento HSQC. No espectro de HMBC observou-se um sinal em 8¢ 164,2 caracteristico
de carbonila de éster conjugado.

As correlacbes observadas a longa distancia em HMBC (Figura 122) entre H-
8—C6a/C10; H10-~C6a/C8/C10b ¢ H4+-C2/C10b, reforcaram a substancia 13 como o
alternariol. A andlise dos dados obtidos ESI-EM (Figura 123), modo negativo, evidenciou a
molécula desprotonada m/z 257,0450 [M-H]’, o que associado aos dados de RMN permitiu
propor a formula molecular de C14H100s.

Estes dados aliados as informacdes obtidas pelo espectro de RMN de *H e & literatura

(CHAPLA, 2010) permitiram identificar a substancia 13 como alternariol.

Figura 119. Principais correlacdes de COSY e HMBC da substancia 13.
OH O

—> —> —> > HMBC

Fonte: Autor
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Tabela 25. Dados de RMN de ‘H (DMSO-ds, 600 MHz) de 13 (5 em ppm e J em Hz).

Posicéo oH oC HMBC
1 - 138,3 -
2 6,72 (d; 2,6 Hz) 117,6 C4; C11; C10b
3 - 158,7 -
4 6,64 (d; 2,6 Hz) 101,5 C2; C10b
4a - 152,8 -
6 - 164,2 -
6a - 97,4 -
7 - 164,8 -
8 6,37 (d; 1,8 Hz) 100,6 C6a; C10
9 - 165,5 -
10 7,24 (d; 1,8 Hz) 104,2 C8; C6a; C10b
10a - * -
10b - 108,8 -
11 2,70 (s) 25,0 C1; C2; C10b

*Sinal ndo observado

O alternariol é uma micotoxina, frequentemente encontrado em alimentos
contaminados com Alternaria alternata (PFEIFFER et al., 2007). A presenca destas
micotoxinas em ambientes naturais, bem como em géneros alimenticios, € descrito como um
problema na agricultura. De acordo com FAO (Food and Agriculture Organization),
aproximadamente 25% dos alimentos colhidos no mundo sdo contaminados com micotoxinas.
As micotoxinas, como o alternariol sdo mutagénicas em bactérias e células de mamiferos,
entdo suspeita-se que esses metabdlitos estejam associados ao cancer de es6fago humano
(WATANABE et al., 2007). O alternariol ja foi isolado do género Phomopsis (DAI et al.,
2005), indicando assim que o endofito deve estar exercendo um papel ecoldgico na espécie

hospedeira, possivelmente protegendo-a contra possiveis predadores.
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Figura 120. Espectro de RMN de *H da substancia 13 (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 121. Mapa de contorno de HSQC da substancia 13 (DMSO-dg, 600 MH2z).
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Figura 122. Mapa de contorno de HMBC da substancia 13 (DMSO-ds, 600 MH2z).
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Figura 123. Espectro de Massas da substancia 13.
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5.5 Identificagéo estrutural das substancias produzidas por Colletotrichum sp.

Figura 124. Substancias produzidas pelo fungo endofitico Colletotrichum sp. cultivado em PDB.

ciclo(Pro-lle) (14) ciclo(Pro-Leu) (15)

. CHj

O NH\4/
1 4 /||\ \C\)

metanoato de
2-hidroxibutila-3-indol (18) ciclo(Pro-Phe) (19)

Fonte: Autor
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5.5.1 Identificaco estrutural da substancia 14

Figura 125. Estrutura da substancia 14 ciclo(Pro-lle).

Fonte: Autor

O espectro de RMN de 'H (Figura 126) apresentou-se similar ao da substancia 3,
sendo que a unica diferenca foram as metilas em &y 0,82 (t, 3H, J= 7,4 Hz, 6¢ 12,1) e 64 0,98
(d, 3H, J= 7,4 Hz, 6c 14,8) (Tabela 26) desdobrando-se como tripleto e dubleto,
respectivamente, em substituicdo ao dois dubletos. Esses dados indicaram a presenca do
residuo do amino&cido Isoleucina (lle) na substancia 14 ao invés da valina como na Sub 3.

A comparacao destes dados espectrais com os descritos na literatura (FDHILA et al.,
2003; BIASETTO, 2011), confirmam a estrutura proposta para a substancia 14 como sendo

ciclo(Pro-lle).

Tabela 26. Dados de RMN de *H (DMSO-ds, 600 MHz) de 14 (5 em ppm ¢ J em Hz).

Posicéo oH 6C
1 - *
3 3,34/3,41 (m) 44,5
4 1,84/1,79 (m) 21,8
5 2,14/1,80 (m) 27,8
6 4,11 (t;7,9 Hz) 58,0
7 - *
8 7,97 (sl) -
9 3,95 (sl) 59,0
10 2,02 (m) 34,6
11 1,33 (m) 23,7
12 0,82 (t; 7,4 Hz) 12,1

Me-10 0,98 (d; 7,4 Hz) 14,8

*Sinal ndo observado
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Figura 126. Espectro de RMN de *H da substéncia 14 (DMSO-ds, 600 MHz).
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5.5.2 Identificaco estrutural da substancia 15

Figura 128. Estrutura da substancia 15 ciclo(Pro-Leu).
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Fonte: Autor

O espectro de RMN de *H (Figuras 130) da substancia 15 mostrou-se semelhante com
a substéncia 14, sendo que a Unica diferenca observada foi a presenga de 2 metilas
desdobrando-se como dubletos em &4 0,86 (J= 6,5Hz, 3H) e 0,87 (J= 6,5Hz, 3H) em
substituicdo as duas metilas, que desdobravam-se em dupleto e tripleto na substancia 14. As
correlacdes observadas em COSY (Figuras 133) de Me-11<—H11 e Me-12<H9+-H10-~H11
confirmaram as observacdes acima e indicaram a presenca de uma unidade do aminoacido
Leucina (Leu) como um dos componentes da substancia 15.

A substéncia 15 encontra-se em mistura, mas pelas correlagdes observadas nos
experimentos COSY e HMBC (Tabela 27) e comparacdo com a literatura permitiram
identificar a substancia majoritaria como ciclo(Pro-Leu). (CAFEU, 2007; FDHILA et al.,
2003).

Figura 129. Principais correla¢cdes de COSY e HMBC da substancia 15.

<> COSY —» —> —> —> —>» HMBC

Fonte: Autor
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Tabela 27. Dados de RMN de *H (DMSO-ds, 600 MHz) de 15 (5 em ppm e J em Hz).
Posicao oH oC HMBC COosy
1 - 170,4 - -
3 3,33 (m) 44,7 C5; C6 H4
4 1,79/1,82 (m) 22,1 C6 H3
5 1,90/2,11 (m) 27,2 C3; C7 H4
6 4,19 (t; 8,0 Hz) 58,2 C1 H5
7 - 166,6 - -
8 8,02 (sl) - C6 *
9 4,00 (t; 6,3 Hz) 52,4 C7;Cl11 H10
10a 1,35 (ddd; 13,8; 7,5; 6,0 Hz) _ _ _
10b 1,76 (m) 37,7 C1; C12; Me-11 H9; H11
H10; H12;
1,87 2 ; C1 ’ ’
11 ,87 (m) 3,8 C9; C10 Me-11
Me-11 0,86(d; 6,5 Hz) 22,1 C10; C12 H11
Me-12 0,87(d; 6,5 Hz) 22,2 C10; Me-11 H11

*Sinal ndo observado
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Figura 130. Espectro de RMN de *H da substancia 15 (DMSO-ds, 600 MHZz).
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Figura 131. Mapa de contorno de HSQC da substancia 15 (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 133. Mapa de contorno de COSY da substancia 15 (DMSO-ds, 600 MHz).
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5.5.3 Identificacéo estrutural da substancia 16

Figura 134. Estrutura da substancia 16 (N-(2-feniletil) acetamida).

@)

v 4 NH/\CH3
1

Fonte: Autor

Os espectros de RMN de 'H (Figura 136) evidenciaram a presenca de uma metila
ligada a uma carbonila, dois grupos metilénicos, sendo um benzilico e o outro ligado a
nitrogénio.

Na regido de aromaticos, foram visualizados sinais em oy 7,20 (m; 1H; ¢ 126,0), 7,21
(m; 2H; 6¢ 128,5) ¢ 6y 7,29 (m; 2H; ¢ 128,3) (Tabela 28) evidenciando um sistema benzilico
monossubstituido.

Todos os deslocamentos quimicos de RMN de *H foram atribuidos aos respectivos
atomos de carbono através da analise de HSQC (Figura 137).

A conexdo da unidade etilénica ao anel aromatico foi permitida pela correlacédo
observada em HMBC (Figura 138) de H-4<>C-1’. As correlagcdes observadas em HMBC
(Figura 135) de H-1/H-4<>C-2 associado as correlacGes observadas em COSY (Figura 139)
entre H-4/H-5 e a comparacdo com dados da literatura (MASKEY et al., 2002; CAFEU,
2007) permitiram identificar a substancia 16 como sendo N-(2-feniletil)acetamida.

A estrutura proposta para esta substancia foi confirmada apds analise por ESI-EM
onde ha a presenca da molécula protonada de m/z 164,08 ([M+H]") (Figura 140), o que

associado aos dados de RMN permitiu propor a formula molecular C1oH;2NO.
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Figura 135. Principais correlacfes de COSY e HMBC da substancia 16.
Fonte: Autor
Tabela 28. Dados de RMN de 'H e **C (DMSO-ds, 600 MHz) de 16 (5 em ppm ¢ J em Hz).
Posicao on dc HMBC COosy
1 1,77 (s) 22,4 C2 *
- 169,1
3 7,93 (sl) - * *
4 3,24 (m) 40,0 Cl; Cs5; Cr° H3; H5
5 2,69 (t; 7,5Hz) 35,0 C4 H4
r - 139,7 - -
2’e® 7,20 (m) 126,0 C5 *
3’es 7,21 (m) 128,5 * *
4 7,29 (m) 128,3 cr *

*Sinal ndo observado

As ariletilamidas sdo descritas
(MASKEY et al., 2002).

na literatura

pelo seu potencial antimicrobiano
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Figura 136. Espectro de RMN de *H da substancia 16 (DMSO-ds, 600 MHZz).
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Figura 137. Mapa de contorno de HSQC da substancia 16 (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 139. Mapa de contorno de COSY da substancia 16 (DMSO-ds, 600 MHz).
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5.5.4 Identificaco estrutural da substancia 17

Figura 141. Estrutura da substancia 17 (N-acetiltriptamina).

Fonte: Autor

Os sinais presentes nos espectros de RMN de *H (Figura 143) sdo semelhantes ao da
substancia 16, sendo que a Unica diferenca observada foi a presenca de um nucleo indélico na
substancia 17 no lugar de um sistema benzilico monossubstituido como na substancia 16. Os
sinais referentes ao nucleo indélico foram observados em &y 6,97 (ddd; 1H; &¢ 118,2), 7,06
(ddd; 8¢ 120,9), 6 7,33 (dt; 1H; 8¢ 111,4) e oy 7,51 (d; 1H; 8¢ 118,3) (Tabela 29). Todos 0s
deslocamentos quimicos dos hidrogénios foram atribuidos aos respectivos atomos de carbono
pelas anélises do experimento de HSQC (Figura 144).

A conexdao da unidade etilénica ao anel inddlico foi realizada pela correlagédo
observada em HMBC (Figura 142) de H-1’«<>C2/C-3a. As correlacdes observadas em HMBC
(Figura 145) de H-2’/H-5’«<>C-4’ associado as correlaces observadas em COSY (Figura 146)
entre H-1’/H-2 e a comparacdo com dados da literatura (NAGIA et al., 2012) permitiram
identificar a substancia 17 como sendo N-acetiltriptamina.

A estrutura proposta para esta substancia foi confirmada apos analise por ESI-EM pela
presenca da molécula protonada de m/z 203,1175 ([M+H]") (Figura 147), o que associado aos

dados de RMN permitiu propor a formula molecular C1,H;14N0.
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Figura 142. Principais correlacfes de COSY e HMBC da substancia 17.

=<—> COSY —> —> —>—» HMBC

Fonte: Autor

Tabela 29. Dados de RMN de *H e **C (DMSO-ds, 600 MHz) de 17 (8 em ppm ¢ J em Hz).

Posicao on dc HMBC COosy
1 10,8 (sl) i C2; C7 H2
2 7,13 (d; 2,3 Hz) 1225 C3; C3a; CTa HI; HI
3 : 111,9 : :
3a . 127,2 :

4 7,51 (d; 8,4 Hz) 118,3 C6; C7a *
6,97 (ddd; 8,0; . «
5 0. 10 H2) 118,2 C7;C3a
7,06 (ddd; 8,0; _ *
6 100 120,9 C5; C7a
7 7,33 (dt 8,0: 1.0 111,4 C5; C3a *
Hz)
7a : 136,3 : :
e 2,80 (t; 7,3 Hz) 25,1 C2’; C2; C3a H2
2 3,30 (m) 39,4 C1’; C4’; C3 H3’
3 7,96 (t; 5,3 Hz) : * H2’
e : 169,2 :
5 1,80 (s) 22,5 c4’ *

*Sinal ndo observado
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Figura 143. Espectro de RMN de *H da substéncia 17 (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 144. Mapa de contorno de HSQC da substéncia 17 (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 145. Mapa de contorno de HMBC da substancia 17 (DMSO-ds, 600 MH2z).
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Figura 146. Mapa de contorno de COSY da substancia 17 (DMSO-ds, 600 MHz).

ri
r2
r3
F4
s
£
a
&
e S
r7
r8
r9
r1o
rii
11.0 105 100 95 9.0 85 80 75 0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
f2 (ppm)
Figura 147. Espectro de Massas da substancia 17
Intens. Picof_Fr2_Mad1000001.d: +MS, 0.3-0.5min #16-28|
x10%7 +
M+HI
144.0804 203.1175
0.8
0.6
0.4+
163.0273
225.0991
849594
0.2 107.0405
125.9857 181.0378
‘ | \ | “ N T v A
0.0 L. N R R OO O O H‘ b J bl sl INETRI | Aoy
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 miz




Resultados e Discussoes 179

5.5.5 Identificacéo estrutural da substancia 18

Figura 148. Estrutura da substancia 18 (metanoato de 2-hidroxibutila 3-indol).

Fonte: Autor

Os espectros de RMN de 'H (Figura 150) da substancia 18 assim como da Sub 17
evidenciaram a presenca de um nucleo indolico com sinais em 6y 6,97 (t; 1H; 6¢ 118,3), 7,07
(t; 6¢c 121,0), 6n 7,34 (d; 1H; 6¢ 111,3) e o1 7,49 (d; 1H; 6¢c 118,4) (Tabela 30) e um dubleto
em oy 7,24 (1H; d¢ 123,8) atribuido ao H-2. O singleto observado em 8y 3,71 (S, ¢ 30,8) foi
atribuido ao H-1", que foi confirmado pela correlagdo de H-1’<>C2/C-3a. Estas observacoes
permitiram confirmar a presenca de um derivado esterificado do &cido indol acético.

Ainda no espectro de RMN de *H foram observadas duas metilas desdobrando-se
como dubletos em &y 0,98 (d; J=6,4 Hz, 3H; &¢c 18,1), o4 1,08 (d; J=6,4 Hz, 3H; 6c 15,0) e
dois multipletos em &y 3,62 (¢ 67,3) e oy 4,68 (8¢ 73,6) evidenciando serem carbindlicos.
Com o auxilio do experimento de COSY foram visualizados correlacGes entre H-4’<>Me-4’ ¢
H5’«<>Me-5. As correlacdes observadas em HMBC (Figura 152) de Me-4’/Me-5’<>C4’ ¢
Me-4’/Me-5’«<>C5’ corroboram para a proposta acima.

Todos os deslocamentos quimicos de RMN de 'H foram atribuidos aos respectivos
atomos de carbono através da analise de HSQC (Figura 151).

A conexdo da unidade esterificada do acido indol acético com a unidade inddlica foi
verificada pela correlacdo observada em HMBC (Figura 149) de H-1<»C2/C-3a. A
comparacdo com dados da literatura (SUGIYAMA et al., 2009) permitiram identificar a Sub
18 como uma substancia inédita e nomeada metanoato de 2-hidroxibutila 3-indol.

A estrutura proposta para esta substancia foi confirmada apds analise por ESI-EM
onde ha a presenca da molécula protonada de m/z 248,1277 ([M+H]") (Figura 154), e os
principais fragmentos m/z 230,1181 [M+H-18]", m/z 176,0707 [M+H-72]" e m/z 130,0649
[M+H-46]", o que associado aos dados de RMN permitiu propor a formula molecular
C14H17NOs3.
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Figura 149. Principais correlacdes de COSY e HMBC da substancia 18.

—> —> —> > HMBC

Fonte: Autor

Tabela 30. Dados de RMN de *H e **C (DMSO-ds, 600 MHz) de 18 (8 em ppm ¢ J em Hz).

Posicao on dc HMBC COosy
1 10,92 (sl) - * *
2 7,24 (d; 2,2 Hz) 123,8 C3a; C7a HI1; HI”
3 - 107,6 - -
3a - 127,2 - -
4 7,49 (d; 7,8 Hz) 118,4 C6; C7a *
5 6,97 (t; 7,6 Hz) 118,3 C7;C3a *
6 7,07 (t; 7,6 Hz) 121,0 C5; C7a *
7 7,34 (d; 8,0 Hz) 111,3 C5; C3a *
7a - 136,2 - -
| 3,71 (s) 30,8 C2; C3a *
2’ - 171,2 - -
4 3,62 (m) 67,3 * Me-4’; Me-5’
Me-4’ 0,98 (d; 6,4 Hz) 18,1 C4’; C5° H4’
5 4,68 (m) 73,6 * Me-5’
Me-5’ 1,08 (d; 6,4 Hz) 15,0 C4’; C5° H5’

*Sinal ndo observado

Os derivados inddlicos apresentam atividade antioxidante (SUGIYAMA et al., 2009) e
anti-inflamatoria (RANI; SRIVASTAVA; KUMAR, 2004) na literatura. A maioria dos
micro-organismos produz o &cido indol-3-acético (IAA) e seus derivados, apenas na presenca
do aminoé&cido triptofano no meio cultivo (CHUNG, K. et al., 2003; MAOR et al., 2004).
Sugere-se que os fungos podem produzir IAA para mediar a interacdo do fungo-planta, na
qual altas concentragfes de IAA podem inibir a resposta de hipersensibilidade e suprimir a

expressao génica de defesa da planta (MAOR et al., 2004).
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Figura 151. Mapa de contorno de HSQC da substancia 18 (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 153. Mapa de contorno de COSY da substancia 18 (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 154. Espectro de Massas: molécula protonada ([M+H]") e principais fragmentos da substancia
18.
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5.5.6 Identificacdo estrutural da substancia 19

Figura 155. Estrutura da substancia 19 ciclo(Pro-Phe).

Fonte: Autor

A anélise do espectro de RMN de 'H (Figura 157) e dos mapas de contorno dos
experimentos HSQC e HMBC permitiu detectar a presenca de hidrogénios em 6y 4,07 (t; 6¢c
58,1), on 4,35 (t; dc 55,5) e de duas carbonilas em &c 169,3 e d¢c 165,1 (Tabela 31),
caracteristicos de anel dicetopiperazinico. A substancia 19 apresentou o mesmo perfil
espectroscopico que a Sub 2, sendo que a Unica diferenca observada foi a substituicdo do anel
aromatico. Na Sub 2 visualiza-se a unidade Tirosina (Tyr) e em 19 a Fenilalanina (Phe). As
principais correlacbes de COSY e HMBC, que confirmam a estrutura proposta estdo
representadas na Tabela 31.

Os dados espectrais foram comparados com a literatura (WANG, G. et al., 2010;
BIASETTO, 2011) e permitiram identificar a substancia 19 como ciclo(Pro-Phe).

Figura 156. Principais correlacdes de COSY e HMBC da substancia 19.

—> —> —> > HMBC

Fonte: Autor
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Tabela 31. Dados de RMN de *H (DMSO-ds, 600 MHz) de 19 (5 em ppm e J em Hz).
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Posicao oH oC HMBC COosy
1 - 165,1 - -
3 3,26 (m)/3,38 (m) 443 C4,; C5; C6;C7 H4
4 1,72 (m) 21,7 C3; C5; C6 H3; H5
S5a 1,40 (m) 275 C1; C4; C6 H4; H6
5p 2,00 (m) ’ C3;C4; C6 H6
6 4,07 (t; 9,0 Hz) 58,1 C1;C5 H5
7 - 169,3 - -
8 7,98 (s) - - -
9 4,35 (t; 5 Hz) 55,5 Cl10; C1; C1” H8; H10
10 3,04 (dd; 5,0 e 13,5 Hz) 351 C9; C17; C7 H9
3,05 (dd; 5,2 e 13,5 Hz ’ C9; C1’; C7
| - 137,3 - -
2’e® 7,27 (m) 127,1 cr *
3e? 7,24 (m) 129,5 Cl10; C1° *
4 7,19 (m) 126,2 C3eCS *

*Sinal ndo observado
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Figura 157. Espectro de RMN de *H da substancia 19 (DMSO-ds, 600 MHZz).
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Figura 158. Mapa de contorno de HSQC da substancia 19 (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 160. Mapa de contorno de COSY da substancia 19 (DMSO-ds, 600 MHz).

| I

f1 (ppm)

8.5 8.0 7.5 70 65 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f2 (ppm)

Os endofitos representam um importante reservatorio de exclusivas estruturas quimicas
que foram modificadas através evolucdo e acredita-se que estdo envolvidas na protecdo e
comunicagdo com a planta hospedeira (GUNATILAKA, 2006).
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Co-cultivo e Epigenética :
Xylaria cubensis, Diaporthe sp. e Colletotrichum sp.
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6. Co-cultivo e Epigenética: Xylaria cubensis, Diaporthe sp. e Colletotrichum sp.

IndUstrias farmacéuticas, assim como pesquisadores de produtos naturais, dedicam
suas investigacOes pela busca de novas substancias com potencial biol6gico. Co-cultivo e
epigenetica sdo ferramentas que vem sendo desenvolvidas para a busca de novas substancias,
ativando genes silenciados do sistema fungico, visando assim a descoberta de novas vias
metabdlicas (WILLIAMS et al., 2008; GERKE et al., 2012; TAKAHASHI et al., 2013).

6.1 Co-cultivo: Xylaria cubensis, Diaporthe sp. e Colletotrichum sp.

O co-cultivo pode ser considerado uma vertente da abordagem OSMAC, pois a
competicdo entre os micro-organismos pode leva-los a produzir novas substancias ou
maximizar/minimizar a producdo de substancias ja biossintetizadas.

Conhecendo alguns metabdlitos identificados neste trabalho e pelos relatos da literatura,
instigou a aplicacdo desta estratégia com o objetivo avaliar a produgédo de novos metabolitos
pelo co-cultivo em meio sélido (PDA) e liquido (PDB) dos fungos endofiticos Xylaria

cubensis, Diaporthe sp. e Colletotrichum sp. (Figura 161), isolados de Eugenia brasiliensis.

Figura 161. Co-cultivos realizados entre: Xylaria cubensis, Diaporthe sp. e Colletotrichum sp.

Fonte: Autor
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6.1.1 Co-cultivo em meio sélido (PDA)

Xylaria cubensis (A), Diaporthe sp. (B) e Colletotrichum sp. (C) foram cultivados em
PDA (placas de Petri) durante 7 dias a 25 °C, seguindo as combinacbes: A+B, A+C e B+C.
Em todos os ensaios realizados, as amostras analisadas foram correspondentes as regies de
micro-extracdo do co-cultivo (Regido 1 e 2) (Figura 22) e ao cultivo das monoculturas
fungicas, como branco.

As andlises das micro-extracfes do co-cultivo por UPLC-MS evidenciaram a producao
de substancias diferentes somente para o extrato co-cult_Xyl Diap (A+B) (Figura 162), picos
aparentemente inexistentes nos cromatogramas das monoculturas. Com relacdo aos extratos
co-cult_Xyl Colle (A+C) e co-cult_Diap_Colle (B+C), ndo foram detectados metabdlitos
produzidos exclusivamente pela realizacdo do experimento, quando comparados com 0s
extratos dos endofitos isoladamente. Observou-se a intensificacdo da producdo de alguns
metabdlitos perante outros, quando comparadas as intensidades destes compostos nos
cromatogramas adquiridos. Na Tabela 32, esta apresentado a média aritmética das massas

obtidas nas triplicatas, referentes a cada co-cultivo e as monoculturas.

Tabela 32. Massa dos extratos brutos obtida dos co-cultivos e monoculturas (PDA) dos enddfitos X.
cubensis, Diaporthe sp. e Colletotrichum sp.

Extratos Massa (mg)

0,20
0,27
0,23
0,10
0,20
0,27

A analise do cromatograma do co-cultivo entre Xylaria cubensis e Diaporthe sp.

(Figura 162), evidenciou dois picos em 2,21 e 2,31 minutos, inexistentes nos cromatogramas
dos extratos controles. Este co-cultivo demonstrou atividade moderada frente ao fitopatégeno

C. cladosporioides.
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Figura 162. Cromatogramas dos extratos de: Xylaria cubensis (a), Diaporthe sp. (b) e co-cultivo (c).

(@)

(b)

(c)

Co-cultivo

Xylaria cupnensis

Diaporthe sp.

Para confirmar este resultado, realizou-se LC-MS para verificar as massas

correspondentes as bandas cromatograficas. As relacbes massa/carga encontradas foram m/z

497 e 543 no modo negativo, entre 2,31-2,44 minutos no cromatograma avaliado.

Com o processamento do cromatograma de ions extraidos para m/z 497 e 543,

constatou-se novamente a auséncia destes ions em ambos os controles fangicos, sendo que a

deteccdo dos ions ocorreu apenas no extrato de co-cultivo (Figura 163 e 164).

Figura 163. Cromatogramas de ions extraidos para m/z 497-498 (-) dos extratos de: Xylaria cubensis
(a), Diaporthe sp. (b) e co-cultivo (c).
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Figura 164. Cromatogramas de ions extraidos para m/z 543-544 (-) dos extratos de: Xylaria cubensis
(a), Diaporthe sp. (b) e co-cultivo (c).
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Posteriormente, realizou-se o crescimento deste co-cultivo em escala ampliada e apds
a obtencdo do extrato bruto, este foi submetido ao fracionamento em HPLCprep para isolar as
substancias de interesse, ou seja, produzidas somente em co-cultivo. O isolamento ndo foi
satisfatorio, sendo assim utilizou-se a derreplicacdo como estratégia para identificar os
metabdlitos. O extrato foi submetido a LC-MS/MS e consultas ao banco AntiBase2012.

A andlise dos espectros de massas de alta resolucdo, modo negativo, indicou
substancias com m/z 497,2776 [M-H] e m/z 543,2831 [M-H] (Figura 165). Entdo realizou-se
uma busca nos bancos de dados, sugerindo 14 estruturas para m/z 497,2776 [M-H] e 15
propostas para m/z 543,2831 [M-H] pelo banco AntiBase2012. Bancos de dados como
Massbank, Chemspider e Metlin propuseram outras estruturas quimicas. Algumas estruturas

propostas pelos bancos de dados (AntiBase) estdo nas Figuras 166 e 167.
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Figura 165. Espectro de massas (alta resolugédo), referente aos picos produzidos pelo

propostas de formulas moleculares.
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Figura 166. Propostas geradas pelo banco AntiBase aos metabdlitos de m/z 497,2776 [M-H]".
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Fonte: AntiBase
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Figura 167. Propostas geradas pelo banco AntiBase aos metabdlitos de m/z 543,2831 [M-H]".

26/Feb/2015 15:30:59 O:\SOFTWARE\ACD ANTIBASE\ANTIBASE2012NEW.CFD Page: 1(1)

1 (ID:25886) 2 (ID:25891) 3 (ID:25892) 4(ID:25893) 5 (ID:25894)

Guadinomine D 15-Desmethylmacbecin Deoxy-dihydroxychlamydocin Pyrocystis luciferin DKxanthene 544
C_H N O C__H N O C_H N O C_H_NO C..H_NO

22 40 8 8 29 40 2 8 28 40 4 7 3136 4 5 3136 4 5
[B] Streptomyces sp. K01-0 [B] Actinosynnema pretiosu [D] Pyrocystis fusiformis [M] Myxococcus xanthus
6 (ID:25895) 7 (ID:25896) 8 (ID:25897) 9 (ID:25898) 10 (ID:25899)

Difficidin iso-Difficidin Difficidin thermoisomer Methyl ganoderate M Methyl ganoderate N
C. H_oOP C H_OP C_ H_OP C_H O C..H O
31 45 6 31 45 6 31 45 6 3144 8 31 44 8
[B] Bacillus subtilis [B] Bacillus subtilis [B] Bacillus subtilis mb3575/ [F] Ganoderma lucidum [F] Ganoderma lucidum
11 (ID:25900) 12 (ID:25901) 13 (1D:25902) 14 (ID:25903) 15 (ID:25904)

CH,

30-Hydroxymilbemycin-a3 5-0-Demethyl-28-deoxy-6,2 4a-Hydroxymilbemycin a1; M 14,15-Epoxymilbemycin A3 Elfvingic acid H Me ester
C..H O C. H O C._H O C_H O C..H O

31 44 8 31 44 8 31 44 8 31 44 8 31 44 8

[B] Amycolata autotrophica s [B] Streptomyces libani libani [B] Streptomyces sp. ksb-19 [B] Streptomyces libani libani [F] fungus Elfvingia applanat

Fonte: AntiBase

O extrato bruto co-cult_Xyl Diap foi submetido a infuséo direta para fragmentacéo de
m/z 497,2776 [M-H] e m/z 543,2831 [M-H]". Para m/z 497,2776 [M-H] observou-se 0s
principais fragmentos em m/z 479,2652 [M-H-18], m/z 451,3190 [M-H-28] e m/z 435, 2662
[M-H-16] (Figura 168). Para m/z 543,2831 [M-H] observou-se os principais fragmentos em
m/z 525,2212 [M-H-18]", m/z 507,2863 [M-H-18] e m/z 499, 2666 [M-H-44] (Figura 169).
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Figura 168. Fragmentacdo do metabdlito de m/z 497,2776 [M-H].
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Figura 169. Fragmentacdo do metabdlito de m/z 543,2831 [M-H]".
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No Dicionario de Produtos Naturais foi realizado uma busca pela massa molecular na

faixa entre 498 e 499 g mol™, aonde foi possivel correlacionar com os endéfitos envolvidos

no co-cultivo, resultando assim em 4 provaveis substancias (Figura 170).
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Figura 170. Propostas geradas pelo Dicionario de Produtos Naturais aos metabdlitos com a massa

molecular na faixa de 498 a 499 g mol™.
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Fonte: Dicionario de Produtos Naturais

A busca pela massa molecular 544,2831 g mol™, no Banco de Dados Metlin e

Massbank, e correlacionando com os principais fragmentos, sugeriu 3 provaveis estruturas

quimicas (Figura 171).
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Figura 171. Propostas geradas pelos Bancos de Dados Metlin e Massbank aos metabdlitos de m/z

543,2831 [M-HJ.
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Fonte: Bancos de Dados Metlin e Massbank

Analisando as provaveis substancias sugeridas pelos bancos de dados, € possivel
indicar algumas moléculas, pelos fragmentos obtidos. Como por exemplo, para a m/z
497,2776 [M-H]’, é possivel sugerir a classe de metabdlitos das Mildiomicinas M e D, pois
nestas moléculas observou-se a perda de uma molécula de agua, carbonila, amina,
corroborando com os principais fragmentos obtidos no co-cutivo. Para a m/z 543,2831 [M-H],
é possivel sugerir a classe de metabolitos das Deoxy-dihidroxiclamidocina, Guadinomina D e
Arg-GIn-Leu-Glu, pois nestas moléculas observou-se a perda de duas moléculas de agua e de

uma amida. Desta maneira, corrobora com os principais fragmentos obtidos no co-cutivo.

6.1.1.1 Anélise multivariada dos dados de LC-MS do co-cultivo em PDA
Os extratos brutos dos co-cultivos em duplicatas (1 mg mL™) foram analisados por

LC-MS (ESI), modo negativo, com 0 objetivo de comparar estatisticamente a producdo
metabolica dos co-cultivos, com as monoculturas e com o branco (extrato somente do meio de
cultivo PDA).

Os dados foram tratados estatisticamente, utilizando o software MATLAB (versdo
8.3.0.532), com a ferramenta PLS-DA (Analise discriminante com calibragdo multivariada

por minimos quadrados parciais). Esta consiste em uma técnica de classificacdo
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supervisionada que pode ser utilizada para melhorar a separacdo das amostras entre classes
(WISHART, 2008).

A matriz foi normalizada, com o intuito de remover variacBes sistematicas das
amostras e centrada na média, para que as coordenadas fiqguem no centro dos dados. Entéo a
PLS-DA foi aplicada, gerando gréaficos de scores da PLS-DA (Figuras 172 e 173).

Figura 172. Grafico de scores da PLS-DA normalizado e centrado na média: PC1xPC2.
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Figura 173. Gréfico de scores da PLS-DA normalizado e centrado na média: PC1xPC3.
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Nos gréaficos de scores da PLS-DA, utilizando PC1xPC2 e PC1xPC3 (componentes
principais), pode-se observar evidentemente uma boa separacdo das classes. Além disso, é
possivel observar: a) o branco distanciou-se das amostras, indicando que as monoculturas e 0s
co-cultivos produzem metabolitos distintos do branco; b) duplicatas localizam-se préximas
uma das outras, indicando reprodutibilidade das mesmas e c) o extrato co-cult_Colle_Diap
apresenta caracteristicas similares as monoculturas correspondentes, o que é verificado pela
proximidade e sobreposicéo entre os dados.

Os resultados obtidos pelo scores da PLS_DA demonstraram que o co-cultivo das
linhagens envolvidas, produziu metabdlitos diferentes, quando comparados com a producgédo

das monoculturas.

6.1.2 Co-cultivo em meio liquido (PDB)

Xylaria cubensis (A), Diaporthe sp. (B) e Colletotrichum sp. (C) foram primeiramente
cultivados em PDA (placas de Petri) durante 10 dias a 25 °C. Posteriormente
aproximadamente um terco de micélio de cada placa de Petri foi inoculado em meio liquido
(PDB), seguindo as combinagdes: A+B, A+C e B+C em triplicatas. A0 mesmo tempo
cultivou os trés endofitos separadamente, como branco. A metodologia de crescimento e
extracdo foi a mesma utilizada no item 3.2.2.

Na Tabela 33, esta apresentado a média aritmetica das massas obtidas nas triplicatas,

referentes a cada co-cultivo e as monoculturas.

Tabela 33. Massa dos extratos brutos obtida dos co-cultivos e monoculturas (PDB) dos enddfitos X.

cubensis, Diaporthe sp. e Colletotrichum sp.
Massa (mg)

Extratos
115,6

107,8
33,0
137,1
117,7
45,5
32,9
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6.1.2.1 Atividade bioldgica do co-cultivo em meio liquido (PDB)
Os extratos dos co-cultivos em PDB apresentaram atividades significativas tanto para o

ensaio frente aos fitopatdgenos C. cladosporioides e C. spharospermum quanto a inibicdo da
enzima acetilcolinesterase (Tabela 34). Os extratos apresentaram uma atividade frente ao
fitopatogeno C. cladosporioides tdo extraordiondria, que foi necessario realizar 0 ensaio
novamente utilizando metade da concentracdo (200 ug) usual para este ensaio. E mesmo para
a concentracdo de 200 ug, demonstraram uma alta atividade fitopatogena.

Os padrdes positivos utilizados para comparacdo foram a nistatina (5ug 5uL™) e
fisostigmina (0,05ug 2,5uL™), respectivamente.

Tabela 34. Avaliacdo dos extratos dos co-cultivos frente aos fitopatdgenos C. cladosporioides e C.
sphaerospermum (400 ug) e inibicdo da AChE.

C. C.

Extratos brutos cladosporioides  sphaerospermum Anticolinesterasica
Co-cult_Xyl _Diap bt % [ [*HK *
Co-cult_Xyl_Colle *kx * *

Co-cult_Diap_Colle ok [Rkx [k [Hekk [k % *[**
Co-cult_Xyl Diap_Colle  ***/***[*x* * [ *
Xylaria cubensis *kk *x *
Diaporthe sp. ok Sk [Hekk o [Hkk
Colletotrichum sp. Fekk ek [ ok
Padrao *Hx *kk —

*fraca ** intermedidria *** forte atividade

6.1.2.2 Anélise multivariada dos dados de LC-MS do co-cultivo em PDB
Os extratos brutos dos co-cultivos em duplicata (1 mg mL™) foram analisados por LC-

MS (ESI), modo positivo, com o0 objetivo de comparar estatisticamente a producdo metabolica
dos co-cultivos, com as monoculturas e com o branco (extrato somente do meio de cultivo
PDB).

Os dados foram tratados estatisticamente, utilizando o software MATLAB (versao
8.3.0.532), com a ferramenta PLS-DA. A matriz foi normalizada, com o intuito de remover
variagdes sistematicas das amostras e centrada na média, para que as coordenadas fiqguem no
centro dos dados. Entdo a PLS-DA foi aplicada, gerando graficos de scores da PLS-DA
(Figura 174).
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Figura 174.Gréfico de scores da PLS-DA normalizado e centrado na média: PC1xPC2.

PC1xPC2
1,50E-01
® o
1,00E-01 e
@® Diaporthe sp.
>/00€-02 L) @ Xylaria cubensis
0,00E+00 Colletotrichum sp.
® Co-cult_Colle_Diap
-5,00E-02 ) ° @ Co-cult_Xyl-Diap
[ ) ® Co-cult_Xyl_Diap
-1,00E-01 ®
@ Co-cult_Xyl_Diap_Colle
-1,50E-01 @ Branco
-2,00E-01 ®
-2,50E-01 ¢

-3,00E-01
-5,00E-01  -4,00E-01  -3,00E-01  -2,00E-01  -1,00E-01 0,00E+00 1,00E-01 2,00E-01

Nos graficos de scores da PLS-DA, utilizando PC1xPC2 (componentes principais),
pode-se observar evidentemente uma boa separacdo das classes. Além disso, é possivel
observar: a) o branco distanciou-se das amostras, exceto do extrato de Colletotrichum sp.
indicando que a producéo desta monocultura pode conter substancias presente no branco; b)
duplicatas localizam-se préximas uma das outras, indicando reprodutibilidade das mesmas e
c) o extrato co-cult_Colle_Diap apresenta caracteristicas similares a monocultura de
Colletotrichum sp.; d) o extrato co-cult_Xyl Diap_Colle, apresenta uma producdo metabdlica
similar ao extrato co-cult_Xyl Diap, o que ¢ verificado pela proximidade e sobreposicao entre
o0s dados.

Os resultados obtidos pelo scores da PLS_DA demonstraram que o co-cultivo das
linhagens envolvidas, produziu metabdlitos diferentes, quando comparados com a producédo

das monoculturas.

6.1.2.3 Anéalise multivariada dos dados de RMN de *H do co-cultivo em PDB
Os extratos brutos dos co-cultivos em duplicata (13 mg mL™) foram analisados por

RMN de 'H (CD;0D) com o objetivo de comparar estatisticamente a producdo metabdlica
dos co-cultivos com as monoculturas e com o branco (extrato somente do meio de cultivo
PDB).
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Os dados foram tratados estatisticamente, utilizando o software Amix, com a

ferramenta PCA.

Figura 175. Grafico de scores da PCA normalizado: PC1xPC2.
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Nos gréaficos de scores da PCA, pode-se observar evidentemente uma boa separacao
das classes. Além disso, € possivel observar: a) o branco distanciou-se das amostras,
indicando que as monoculturas e os co-cultivos produzem metabolitos distintos do branco; b)
na maioria dos scores, as duplicatas localizam-se proximas uma das outras, indicando
reprodutibilidade das mesmas. Na Figura 175, o extrato co-cult_Colle_Diap apresentou
caracteristicas similares ao cultivo de Colletotrichum sp., o que pode ser verificado pela
proximidade dos dados.

Os resultados obtidos pelo scores da PCA demonstraram que o co-cultivo das
linhagens envolvidas, produziu metabdlitos diferentes, quando comparados com a producéo
das monoculturas.

Os resultados obtidos das analises multivariadas tanto por LC-MS, quanto por RMN
de 'H reforcam que o metabolismo dos micro-organimos é influenciado, na presenca de outra
linhagem, podendo ativar a expressdao de genes silenciados ou maximizar/minimizar a

producdo de metabdlitos de interesse.



Resultados e Discussoes 204

6.2 Epigenética: Xylaria cubensis, Diaporthe sp. e Colletotrichum sp.

Os fungos sdo organismos capazes de produzir uma gama de estruturas quimicas com
potencial biol6gico. Infelizmente, os métodos mais comuns de fermentacéo, ainda sdo pobres
para mimetizar o habitat natural desses micro-organimos. Com isso muitas vias biossintéticas
tornam-se silenciadas, limitando a completa descoberta do potencial desses micro-organismos
(WILLIAMS et al., 2008).

Conhecendo alguns metabdlitos identificados neste trabalho e pelos relatos da literatura,
instigou a aplicacdo desta estratégia com o objetivo avaliar a producdo de novos metabdlitos,
pela ativacdo de genes silenciados, oriundos do cultivo dos fungos endofiticos Xylaria
cubensis, Diaporthe sp. e Colletotrichum sp. (Figura 5) com os moduladores epigenéticos:
acido hidroxamico suberoilanilida (SAHA) e 5-azacitidina (AZA).

6.2.1 Cultivo dos endofitos na presenca dos moduladores

O cultivo dos fungos Xylaria cubensis, Diaporthe sp. e Colletotrichum sp. em placa de
24 pocos, na presenca do modulador epigenético SAHA (250 e/ou 500 xM) apresentou
mudancas na producao metabolica. As analises dos extratos obtidos por LC-MS evidenciaram
a producdo de picos diferentes no extrato produzido pelo endofito Diporthe sp., com o
modulador SAHA (500 uM) (Figura 176) e pelo demais fungos na presenca do SAHA (250
#M), quando comparado com o controle (PDB+endofito). O cultivo dos endofitos na presenca
do modulador AZA a 125 uM , 250 uM e 500 uM , ndo apresentou mudancas significativas na
producdo metabdlica.

Observou-se que ndo houve crescimento dos endofitos Xylaria cubensis e
Colletotrichum sp. na presenga do modulador SAHA somente na concentragdo de 500 uM,
constatando que esta concentragdo foi toxica a estes endofitos.

Nas Tabelas 35, 36 e 37, estdo apresentadas as massas obtidas, referentes aos cultivos

na presenca dos moduladores e do controle.


https://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&biw=1366&bih=667&site=webhp&q=%C3%A1cido+hidrox%C3%A2mico+suberoilanilida&sa=X&ved=0ahUKEwio6Jzo0vrLAhXHIJAKHTYfBFcQ7xYIGSgA
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Tabela 35. Massa dos extratos brutos obtida do cultivo de Xylaria cubensis na presenca dos
moduladores SAHA e AZA e do controle.

SAHA-Massa (mg) AZA-Massa (mg)
O oxyisuM 59 19

6,0 3,0
* 3,4
4,6 3,5

*Nao houve crescimento do endoéfito.

Tabela 36. Massa dos extratos brutos obtida do cultivo de Diaporthe sp. na presenca dos moduladores
SAHA e AZA e do controle.

Extratos SAHA-Massa (mg) AZA-Massa (mg)

3,7 0,7
5 2,6
5,0 2,7
2,8 0,8

Tabela 37. Massa dos extratos brutos obtida do cultivo de Colletotrichum sp. na presenca dos
moduladores SAHA e AZA e do controle.

Extratos SAHA-Massa (mg) AZA-Massa (mg)

3,8 1,6
6,3 1,6
* 1,4
3,2 2,4

*Nao houve crescimento do endéfito.

Analisando as massas de uma maneira geral, pode-se observar a obtencdo de maiores
rendimentos dos extratos na presenca do SAHA, exceto X. cubensis e Colletotrichum sp., que
ndo se desevolveram na concentracdo de 500 pM. Observou-se que o crescimento de
Diaporthe sp. foi influenciado pela presenga do modulador SAHA somente na concentracdo
de 500 uM, pois visualmente foi possivel perceber que seu crescimento foi inferior as demais
concentracdes e ao controle. Os moduladores epigenéticos influenciam na transcrigdo de
diferentes clusters génicos, tal interferéncia pode afetar de forma negativa a sobrevivéncia dos
micro-organismos alvo. A diversidade de alvos relacionados ao epigenoma em fungos é
ampla, porém nem todas as espécies respondem positivamente aos modificadores epigenéticos
conhecidos, sendo 0 sucesso desta abordagem considerado ainda imprevisivel (CICHEWICZ,
2010; BERTRAND et al., 2014).



Resultados e Discussoes 206

A Figura 176 foi o primeiro LC-MS (baixa resolucéo) realizado com os extratos, no
qual, foi possivel observar os valores de m/z referente a cada sinal diferente produzido pelos
endofitos na presenca do SAHA. Os trés endofitos apresentaram picos distintos do controle
em 15,69 e 16,49 min, os quais pode-se detectar m/z 265 [M+H]" e 271 [M+Na]’,
respectivamente. Ap6Os observar os picos distintos, analisou-os novamente por LC-MS (alta

resolucdo) (Figura 177) para confirmar e fragmentar os m/z obtidos.

Figura 176: LC-MS (baixa resolucdo) dos extratos na presenca do modulador SAHA: Diap_500 uM
(a), do Diap_controle (b); m/z 265,2 [M+H]" (c) e m/z 271,2 [M+H]" (d).
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Figura 177: LC-MS (alta resolugdo) dos extratos na presenca do modulador SAHA: Diap_500 uM
(a), do Diap_controle (b); m/z 265,0 [M+H]" (c) e m/z 271,0 [M+H]" (d).
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6.2.2 Isolamento dos metabolitos produzidos na presenca do modulador SAHA

Para confirmar os metabdlitos detectados no LC-MS, o extrato Diap 500 pM, foi
submetido a LC-SPE-TT, no qual isolou-se quatro picos. Sendo que o primeiro pico (Pico
1_LC-SPE-TT) foi identificado por RMN de 'H (Figura 179) e confirmado pelo espectro de
massas (Figura 180), que tratava-se do préprio modulador SAHA (Figura 178) (STOWELL,;
HUOT; VOAST, 1995).

Figura 178. Estrutura do acido hidroxamico suberoilanilida (SAHA).

|| NH
O

Fonte: Autor

O espectro de RMN de *H (Figura 179) evidenciou a presenca dos grupos metilénicos,
sendo dois ligados as carbonilas.
Na regido de aromaticos, foram visualizados sinais em oy 7,08 (m; 1H), 7,29 (t; 2H) e

dn 7,53 (dd; 2H) evidenciando um sistema benzilico com o anel aroméatico monossubstituido.
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A estrutura foi confirmada apds anélise por ESI-EM onde h& a presenca da molécula
protonada de m/z 265,1 ([M+H]") e de m/z 287,1 ([M+Na]") (Figura 180), o que associado aos
dados de RMN permitiu propor a férmula molecular C14H20N20s.

Figura 179. Espectro de RMN de 'H do Pico 1 LC-SPE-TT (SAHA) (DMSO-ds, 600 MHz).
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Figura 180. Espectro de massas do Pico 1 LC-SPE-TT (SAHA).
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O segundo pico (Pico 2_LC-SPE-TT), isolado do extrato Diap 500 pM foi
identificado por RMN de *H (Figura 182) e confirmado pelo espectro de massas (Figura 184),
como sendo um derivado do modulador SAHA (Figura 181).

Figura 181. Estrutura da substancia 20 (N-feniloctanodiamida).

Fonte: Autor

O espectro de RMN de *H (Figura 182) evidenciou a presenca dos grupos metilénicos,
sendo dois ligados as carbonilas.

Na regido de aromaticos, foram visualizados sinais em oy 7,08 (m; 1H), 7,29 (t; 2H) e
dn 7,53 (dd; 2H) evidenciando um sistema benzilico com o anel aroméatico monossubstituido.

Os dados de RMN de *H da substancia 20 s&o similares ao espectro de RMN de *H do
SAHA (STOWELL; HUOT; VOAST, 1995), observando somente uma diferenca no
deslocamento quimico do tripleto 6y 2,09 (Picol LC-SPE-TT), referente ao grupo metilénico
ligado a carbonila C2. O tripleto no Pico2_LC-SPE-TT foi observado em 6y 2,21. Esse dado
pode ser relacionado a auséncia da hidroxila na substancia 20 e sugere também que este
metileno ndo esta localizado no cone de protecdo da carbonila, deslocando-o para regides de

maior frequéncia do espectro de RMN de *H (Figura 183).
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Figura 183. Espectros de comparacdo de RMN de H na regido de 2,05-2,40 ppm, referente aos Pico
1 LC-SPE-TT e Pico 2_LC-SPE-TT (DMSO-ds, 600 MHZz).
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A estrutura foi confirmada apds anélise por ESI-EM onde h4 a presenca da molécula
protonada de m/z 249,1 ([M+H]") e de m/z 271,1 ([M+Na]") (Figura 184), o que associado aos

dados de RMN permitiu propor a férmula molecular C14H20N20x.

Figura 184. Espectro de massas do Pico 2_LC-SPE-TT (Sub 20).
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O endofito ndo conseguiu se desenvolver satisfatoriamente na presenca do SAHA (500
M), sendo assim sugere-se que o endéfito biotransformou o modulador epigenético (SAHA)
na substancia N-feniloctanodiamida, um derivado do SAHA, para sua sobrevivéncia.
Infelizmente, dentro do reino fungi, uma porcéo de fungos isolados pode ser resistente as

moléculas atualmente disponiveis como moduladores epigenéticos (CICHEWICZ, 2010).



Conclusées 212

Conclusoes
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7. CONCLUSOES

Nesta tese foi discutido amplamente que fungos endofiticos compreendem um grupo
de micro-organismos que possuem uma enorme capacidade na producdo de substancias
bioativas com potencial para serem utilizados na inddstria alimenticia, farmacéutica e na
agricultura. Eugenia brasiliensis é uma espécie pertencente a familia Myrtaceae e mostrou ser
uma hospedeira de diversos fungos endofiticos, sendo que neste trabalho isolou-se 17
linhagens que resultaram em extratos brutos muito promissores na producdo de enzimas e
substancias bioativas. E importante destacar que as enzimas produzidas pelos endéfitos
possuem um grande interesse comercial e sdo amplamente empregadas em diversos setores
industriais. A variacdo metabélica observada pela anélise dos dados de RMN de *H e HPLC-
DAD dos extratos brutos das linhagens cultivadas foi muito distinta, evidenciando diversas
classes de metabdlitos secundarios. Esta observacdo sugere que essas substancias estejam
exercendo um possivel papel ecologico na espécie vegetal. A potencialidade destes extratos
frente aos ensaios anticolinesterasico e antifungico contra os fungos fitopatogénicos
Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum, ensaios para avaliacdo da atividade
herbicida, assim como atividade citotoxica foram surpreendentes, considerando que todas as
linhagens apresentaram uma ou mais substancias com potencial atividade.

As citocalasinas isoladas neste trabalho tém demostrado inimeras atividades
biologicas, como antibiotica, antitumoral, antifingica, fitotoxica, dentre outras. A producdo
desta classe de substancias pode estar associada ao mecanismo de protecdo do hospedeiro
como forma de assegurar sua sobrevivéncia no espaco inter ou intracelular de E. brasiliensis.
As dicetopiperazinas sdo substancias produzidas por varias espécies de fungos e apresentam
diversas atividades biologicas, como antibidtica, ansiolitica, citotdxicas entre outras, o que
sugere um papel ecoldégico deste micro-organismo quando associado a espécie vegetal,
protegendo-a de possiveis patdgenos ou predadores ou ainda letal a estes. As isocumarinas
responsaveis por atividades antimicrobiana, antialérgica, antimalarica, citotoxica,
antioxidante, entre outras, também reforcam esta suposicéo.

Finalmente o isolamento de duas substancias inéditas 5-isobutil-3,4-dimetil-1H-pirrol-
2(5H)-ona e metanoato de 2-hidroxibutila 3-indol, sendo a Gltima um derivado esterificado do
acido indol acético, horménio de crescimento, o qual sugere que 0S Micro-organismos
associados estejam em uma relacdo de simbiose com E. brasilienses produzindo horménios
que auxiliem no desenvolvimento fisiolégico da mesma. O isolamento de 5-isobutil-3,4-
dimetil-1H-pirrol-2(5H)-ona continua evidenciando a capacidade biossintética de fungos

endofiticos na producdo de estruturas novas e provavelmente bioativas.
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A atividade herbicida comprovada da citocalasina D mostra que esta substancia possui
maior potencial fitotoxico a coledptilos de trigo que o herbicida comercial GOAL®. Este dado
justifica inquestionavelmente a importancia de fungos endofiticos na inibicdo de ervas
daninhas causadoras de grandes prejuizos na agricultura.

Os resultados obtidos dos co-cultivos demonstraram uma produgdo metabdlica
interessante e diferente em relagcdo a producdo das monoculturas. Constatando que micro-
organismos sao influenciados na presenca de outros micro-organismos. Além disso, 0
excelente resultado antifungico contra o fitopatégeno C. cladosporiodes, apresentado pelos
co-cultivos, demonstram uma interacdo ecoldgica com o hospedeiro, onde esses endofitos
vivendo em associacdes no interior dos vegetais podem potencializar a producdo de
subtancias para protecdo do hospedeiro. A ferramenta estatistica PLS-DA permitiu uma
rapida identificacdo e localizacdo dos perfis metabdlicos dos co-cultivos comparados as
monoculturas, o qual demonstrou novamente que a producdo metabolica dos co-cultivos foi
diferente da producao das monoculturas.

Com relacdo a utilizacdo de moduladores epigenéticos no cultivo de X. cubensis,
Diaporthe sp. e Colletotrichum sp., pode-se observar a alteragdo na producdo metabdlica dos
endofitos, ocorrendo um aumento de até 2 vezes na produgdo em relacdo a massa na presenca
do SAHA. Na triagem em escala reduzida, utilizando os moduladores SAHA e AZA e nas
respectivas concentracdes, nao foi possivel detectar diferencas significativas na producdo de
novos compostos, porém observou-se que o fungo endofitico Diaporthe sp. biotransformou o
modulador epigenético (SAHA) na substancia N-feniloctanodiamida para sua sobrevivéncia.
Como descrito anteriormente 0os moduladores epigenéticos podem influenciar de forma
positiva ou negativa na sobrevivéncia dos micro-organismos alvo. A diversidade de alvos
relacionados ao epigenoma em fungos é ampla, porém nem todas as espécies respondem
positivamente aos modificadores epigenéticos conhecidos, sendo o sucesso desta abordagem
considerado ainda imprevisivel (CICHEWICZ, 2010; BERTRAND et al., 2014).

Os resultados obtidos neste trabalho reforcam a potencialidade do estudo neste nicho
de micro-organismos, principalmente quando considera-se a taxa de extincdo da
biodiversidade que abriga indmeros endofitos que nem sequer foram descritos e

consequentemente explorados do ponto de vista quimico e bioldgico.
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