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RESUMO

Os fungos séo considerados fontes promissoras de compostos bioativos com
potencial aplicagdo na industria alimenticia, agricultura e medicina, e de fato,
diversos medicamentos utilizados na saude publica sdo originarias de fungos. Estes
sao encontrados em varios ecossistemas, entre os quais podemos citar os que
vivem no interior das espécies vegetais. Estes micro-organismos sdo denominados
de enddfitos e tem se revelado uma fonte promissora de metabdlitos bioativos.
Dentro deste contexto, este trabalho foi idealizado, objetivando a obtencdo de
substancias potencialmente bioativas a partir do estudo quimico e bioldégico dos
extratos produzidos pelos fungos endofiticos Camarops sp., Periconia atropurpurea
e Pseudofusicoccum stromaticum isolados de espécies vegetais do Cerrado e, o
estudo epigenético de Phoma sp. isolado de espécie vegetal do Deserto de Sonora,
utilizando no cultivo o modificador epigenético SAHA. Estes enddfitos foram
cultivados em escala reduzida em meios de cultivo liquidos e solidos para obtencao
dos extratos brutos, os quais foram submetidos a analises quimicas (CCDC, HPLC e
RMN de 'H) e biolégicas (antifingico, anticolinesterasico e citotoxico). Todos os
extratos brutos apresentaram pelo menos uma atividade bioldgica, o que adicionado
as analises quimicas permitiram selecionar os meios de cultivo adequados para o
crescimento em escala ampliada e, isolamento dos metabdlitos secundarios. Do
cultivo de Camarops sp. no meio sélido de Milho isolou-se cinco substancias, das
quais quatro sdo inéditas 3-((1S,2S)-1,2-dihidroxibut-3-enil)-4-((E)-pent-1-enil)furan-
2(5H)-ona (1), 3, 5, 9-trihidroxi presilfiperfolano (2), deacetilbotridial (3), acido (E)-
2,4-dimetilocta-2-endico (4) e, acido (E)-2,4-dimetilnon-2-endico (5), os compostos 4
e 5 foram ativos na inibicdo da enzima acetilcolinesterase. Do extrato, obtido do
meio liquido de Malte, de P. atropurpurea foram isoladas duas substancias, 4,5-
dietil-3,4,5,6-tetrahidrobenzo|c][1,6]dioxecina-1,8-diona (6) e, periconicina B (7). Do
cultivo de P. stromaticum em meio liquido Czapek® foram identificadas duas
substancias, acido succinico (8) e, alcool gentisil (9). E, no cultivo em escala
reduzida de Phoma sp., em meio liquido de PDB, o modificador epigenético
aumentou o rendimento do extrato bruto, e pela analise em HPLC foi possivel
observar a producao de compostos diferentes. Este enddfito foi cultivado em escala
ampliada na presenca e auséncia do modificador epigenético e apds realizar o
isolamento dos metabdlitos secundarios foram isoladas as substancias
fenilacetamida (10), vermistatina (11), dihidrovermistatina (12), (R)-6,8-dihidroxi-5-
((2E,6E)-10,11-dihidroxi-3,7,11-trimetildodeca-2,6-dienil)-3-metilisocroman-1-ona
(13), nafuredina (14) e, 7,8-dihidroxi-2-propil-2,4-octadien-4-olideo (15), sendo 13 e
15 inéditas. A configuracdo absoluta das substancias 1, 13 e 15 foi determinada
utilizando-se o método de ésteres de Mosher e, Dicroismo Circular.

Palavras Chaves: Fungos endofiticos, Espécies Vegetais do Cerrado e do Deserto,
Atividades Bioldgicas, Epigenética.
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ABSTRACT

Fungi are considered promising sources of bioactive compounds with potential
application in the food, agriculture and medicine industry, and in fact, many drugs
used in public health originate from fungi. These are found in various ecosystems,
among which we can mention those who live inside the plant species. These
microorganisms are called endophytes and have proved to be a promising source of
bioactive metabolites. Within this context, this work was carried out, aiming to obtain
potentially bioactive substances from chemical and biological study of extracts
produced by the endophytic fungi Camarops sp., Periconia atropurpurea and
Pseudofusicoccum stromaticum isolated from plant species of the Cerrado and
epigenetic studies of Phoma sp. isolated from plant species of the Sonoran Desert
using in cultivation the epigenetic modifier SAHA. These endophytes were grown on
small scale in liquid culture media and solid to obtain the crude extract. These were
subjected to chemical analysis (TLC, HPLC and 'H NMR) and biological (antifungal,
anticholinesterase and cytotoxic). All crude extracts showed at least one biological
activity, which added the chemical analysis allowed to select the culture medium of
appropriate for growth in large scale and isolation of secondary metabolites. The
growing of Camarops sp. in solid medium of corn were isolated five compounds of
which four are new 3-((1S,2S)-1,2-dihydroxybut-3-enyl)-4-((E)-pent-1-enyl)furan-
2(5H)-one (1), 3, 5, 9-trihydroxy presilphiperfolane (2), deacetyl-botrydial (3), (E)-2, 4-
dimetilocta-2-enoic acid (4), and (E)-2, 4-dimetilnon-2-enoic acid (5), compounds 4
and 5 were active in inhibiting the enzyme acetylcholinesterase. From the extract
obtained from the liquid medium Malt, of P. atropurpurea were isolated the
compounds 4,5-diethyl-3,4,5,6-tetrahydrobenzo|c][1,6]dioxecine-1,8-dione (6) and
periconicina B (7). From the cultivation of P. stromaticum in the liquid medium
Czapek® led to the identified two compounds, succinic acid (8) and gentisil alcohol
(9). And, in the small scale cultivation of Phoma sp. in PDB liquid medium the
epigenetic modifiers increased the yield of the crude extract and by HPLC analysis it
was possible to observe the production of different compounds. This endophyte was
grown on an large scale in the presence and absence of epigenetic modifier and after
carrying out isolation of secondary metabolites were identified the compounds
phenylacetamide (10), vermistatin (11), dihydrovermistatin (12), (R)-6,8-dihydroxy-5-
((2E, 6E)-10,11-dihydroxy-3,7,11-trimethyldodeca-2,6-dienyl)-3-methylisocroman-1-
one (13), nafuredin (14) and 7,8-dihydroxy-2-propyl-2,4-octadien-4-olide (15), with 13
and 15 are the new compounds. The absolute configuration of the compounds 1, 13
and 15 was determined using the method of Mosher esters and Circular Dichroism.

Keywords: Endophytic fungi, Cerrado and Desert Plant Species, Biological
Activities, Epigenetics.
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CAPITULO 1
1.0 INTRODUGAO GERAL

1.1 Fungos Endofiticos

Durante séculos micro-organismos tém fascinado pesquisadores que logo
perceberam a importancia de bactérias, fungos e virus para a saude humana, animal
e, vegetal, com a produgao de compostos bioquimicos uteis, tais como vitaminas e
antibidticos, assim como na promog¢ao de processos como a fermentagdo, a
transformacao e a decomposigdo da matéria organica’.

Atualmente ha uma visdo amplamente aceita de que os micro-organismos
constituem se ndo o mais, mas, sem duvida, uma das mais importantes formas de
vida que fornecem ferramentas biotecnoldgicas que auxiliam na transformacgao da
matéria organica, assim como na fabricagdo de produtos quimicos e bioquimicos'.

A enorme diversidade gerada pela presenga de vida microbiana é amplificada
pela sua capacidade em habitar novos nichos. Fungos endofiticos habitam um nicho
bioldgico e sao categorizados como um grupo altamente diversificado, capazes de
colonizar tecidos de plantas de forma assintomaticaZ.

O termo endofitico passou a existir em 1866, quando De Bary apresentou ao
mundo que “‘um fungo endofitico € qualquer organismo que ocorre dentro dos
tecidos vegetais”. No entanto, a definicdo mais amplamente referida foi dada por
Petrini em 1991 afirmando que enddfitos sdo "todos os organismos que habitam os
orgaos da planta que, em algum momento de sua vida, podem colonizar tecidos
internos da planta sem causar dano aparente para o hospedeiro”. Mais tarde, Bacon
e White propuseram uma definicdo mais conclusiva e amplamente aceita: "enddfitos
sdo micro-organismos que colonizam tecidos internos das plantas, sem causar
efeitos negativos imediatos” 3. Atualmente, a definicdo dada por Strobel (2013) é
que “fungos endofiticos sdo encontrados em toda a natureza e, habitam os espagos
intersticiais dos tecidos vegetais sem provocar nenhuma evidéncia externa aparente
de sua presenca na planta™.

Embora, o primeiro relato de isolamento de um micro-organismo endofitico a
partir das sementes de Lolium temulentum data de 1898 foi, apenas em 1904, que
surgiram os primeiros detalhes da histéria de vida planta-endoéfito, observada através

da colonizagdo de Lolium temulentum pelo micro-organismo Neotyphodium
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occultans muito antes da maturagéo das sementes?. No entanto, eles ndo receberam
muita atencdo nesse periodo, até que o recente avango no reconhecimento de sua
importancia ecoldgica e farmacéutica se tornasse eficaz®.

Os enddfitos representam uma pequena fragao de cerca de 500.000 espécies
de fungos conhecidos. Por outro lado, estima-se que das 300 mil espécies de
plantas que existem na terra, cada uma hospede no interior de seus tecidos um ou
mais fungos endofiticos, podendo-se talvez chegar a um milhdo de espécies de
fungos, considerando-se apenas os endofiticos. Consequentemente sao grandes as
chances de se encontrar novos micro-organismos endofiticos dentre as milhares de
plantas nos diferentes ecossistemas terrestres e aquaticos, constituindo-se numa
fonte rica, de diversidade genética e, possivelmente, de novos produtos naturais?.

Os micro-organismos endofiticos estdo associados as raizes, caules, folhas,
flores e frutos de plantas e, geralmente um ou mais destes tecidos vai dar origem a
um enddfito. Eles diferem dos epifiticos, que vivem na superficie dos vegetais, dos
micorrizos que vivem em associagao com as raizes das plantas e, dos fitopatdégenos,
que causam doencas a espécie vegetal que habitam?.

Um fungo endofitico encontra-se em um processo de relacionamento
biolégico com a planta hospedeira, no entanto, seu papel na vida das plantas
permanece obscuro, alguns autores sdo da opinido que os enddéfitos podem ser
patdogenos, mas, que estdo em estado latente, no entanto, o que decide se um
enddfito é inofensivo ou prejudicial € o equilibrio entre as demandas da invasao de
fungos e a resposta da planta, sendo que uma vez desequilibradas, o enddfito pode
se transformar em um patégeno3.

Embora a relacdo entre fungos endofiticos e seus hospedeiros varie de
organismo para organismo, eles constituem um componente importante da
biodiversidade microbiana. Eles ocorrem basicamente em trés modos de vida,
simbidtico, parasitismo e saprofita. Quando associados as plantas, assumem varios
tipos de interagdes, sendo as simbidticas as que conferem a ambos 0s organismos
diversas vantagens® .

Nas associagbes simbidticas o endofito acaba produzindo ou induzindo a
producdo de metabdlitos que podem auxiliar a planta evitando o ataque de
herbivoros, no aumento da tolerancia a estresses abiodticos e no controle de ataque
de insetos ou outros micro-organismos?. Por outro lado, eles sdo capazes de

sequestrar os metabdlitos produzidos pelas plantas que irdo atuar como defesa
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quimica, ou produzi-los em resposta a pressao exercida por outros micro-
organismos endofiticos ou fitopatégenos ou até mesmo por predadores® 8. Dois tipos
principais de interagdes simbidticas (planta-fungo) sdo observados: relagbes
mutualisticas e antagonisticas.

As relagdes mutualisticas s&o as que garantem a sobrevivéncia do fungo pela
absorcao de alimentos fornecidos pela planta, e do hospedeiro pela prote¢cado contra
insetos, animais ou patégenos, garantida por substéncias de defesa produzidas
pelos endofitos. Como exemplo desta associagdo, observou-se que plantas
infectadas por fungos endofiticos podem apresentar maior taxa de crescimento e
area foliar além de um aumento do numero de perfilhos, em comparagdo com
plantas nao infectadas®.

E, as relagdes antagonisticas sdo as que ocorrem um equilibrio entre a
viruléncia do fungo endofitico e as respostas de defesa da planta. Sendo assim, a
variabilidade da interacdo depende n&o s6 da adaptagédo do fungo endofitico a um
hospedeiro ou érgao em particular e dos estagios de desenvolvimento dos parceiros,
mas também da viruléncia inata do endofitico, da resposta de defesa do hospedeiro
e das condi¢gdes ambientais. No entanto, este balanco nao exclui a possibilidade dos
endofiticos em produzir metabdlitos secundarios biologicamente ativos sem seu
hospedeiro©.

Nas associagdes parasitarias o fungo vive dentro da planta, de onde obtém o
alimento necessario para seu desenvolvimento. Neste caso, geralmente o
metabolismo secundario do fungo é prejudicial a planta, ou pelo consumo de seus
elementos vitais ou pela biossintese de substancias tdxicas as plantas. O
parasitismo esta relacionado a patogenicidade e pode, eventualmente, levar a planta
a morte3.

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

Muitos autores ja comprovaram que o tipo de interagdo entre um enddfito e
uma planta é controlado pelos genes de ambos os organismos e modulado pelo
meio ambiente, no entanto essa interagdo € pouco conhecida''. Existe a
possibilidade de micro-organismos trocarem material genético com a planta quando

ocorre a penetragdo de suas organelas no interior das células do hospedeiro, ou
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quando libera parte deste material genético para fora da célula, existem relatos que
demonstram a ocorréncia desta transferéncia genética’?. Como exemplo vale citar a
constatacdo de sequencias de bases no DNA de espécies de Bambusoideae
(Bambu) contaminadas com DNA de fungos endofiticos' 14,

Essas interacbes devem envolver um conjunto complexo de passos onde 0s
genes em ambos 0s parceiros sdo ativados ou desativados por sinais especificos.
Esses sinais sdo frequentemente efetivos em determinados estagios ou condi¢des
fisioldgicas a uma dada condigdo ambiental®®.

A espécie hospedeira pode ser infectada pelos enddfitos horizontalmente por
lesdes naturais, como estdbmatos ou crescimento das raizes, e artificiais, como
injurias causadas por praticas agricolas. A infecgdo também pode ocorrer
verticalmente pelas sementes do hospedeiro, neste caso, o endéfito pode se instalar
em uma planta por toda sua vida. O modo com que o fungo infecta uma espécie
vegetal pode alterar o tipo de interagcdo endéfito-hospedeiro. Na transmissao vertical
€ predominante a interagdo mutualistica, enquanto que na transmissao horizontal
(nao-sistémica) essa interagao tende a ser antagbnica. Uma vez no hospedeiro o
enddfito permanece, geralmente, em um estado latente por toda sua vida ou por um
periodo prolongado, até que as condigdes ambientais Ihe sejam favoraveis. Neste
caso, o enddfito pode assumir uma fungao patogénica® ®.

Uma caracteristica importante de fungos endofiticos é que eles séao
generalizados e diversificados na sua ocorréncia e sdo conhecidos por colonizar
plantas que crescem em diferentes regides ambientais, como o Artico e a Antartida,
os solos geotérmicos, desertos, oceanos, florestas, mangues e florestas costeiras'’.
Além disso, eles tém sido isolados de uma variada gama de hospedeiros, que incluiu
algas, esponjas, bridfitas, pteridofitas, gimnospermas e angiospermas? 1.

As florestas tropicais sdo consideradas ecossistemas com grande diversidade
biolégica quando comparadas as florestas temperadas, pois compreendem mais de
60% da biodiversidade terrestre do mundo. Diversidade biolégica implica em
diversidade quimica, pois no contexto da corrida evolucionaria, sobrevive o
organismo capaz de estar em constante inovagdo quimica. Florestas tropicais sao
excelentes exemplos desse tipo de ambiente. A competicdo é constante, os recursos
sao limitados e a pressao seletiva esta em seu apice. Isto faz com que seja alta a
probabilidade das florestas tropicais serem fontes de novas estruturas moleculares e

combinagdes biologicamente ativas. De fato, os mesmos autores mostram que
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endofiticos de ambientes tropicais, fornecem um maior numero de produtos naturais
quando comparados com endofiticos de regides temperadas, além disso, notaram
que é significativamente alto o numero de endofiticos tropicais produzindo um
grande numero de metabdlitos secundarios ativos, se comparado com os fungos de
florestas temperadas. Esta observagdo sugere a importancia do ambiente em que a
planta hospedeira esta inserida sobre o metabolismo dos endofiticos*.

Atualmente, os endodfitos sédo potencialmente uteis na agricultura e na
industria, particularmente na alimenticia e farmacéutica. Podem ser utilizados como
vetores para introdugédo de genes de interesse nas plantas, como agentes inibidores
de pragas e patogenos e como fontes de metabdlitos primarios e secundarios de
interesse'”- 18 além disso, a produgdo de produtos naturais de fungos endofiticos
tem um amplo espectro de atividade biolégica e podem ser agrupadas em varias
categorias, incluindo: alcaldides, esterodides, terpendides, flavonoides, glicosideos,
xantonas, isocumarinas, quinonas, fenil propanoides, lignanas, metabdlitos alifaticos,
lactonas, etc. Fungos endofiticos s&o um grupo pouco estudado de micro-
organismos que representam uma fonte abundante e confiavel de compostos novos
e quimicamente bioativos® 1920,

A literatura recente citou que dos 23.000 compostos ativos produzidos por
micro-organismos, tais como antimicrobianos, antivirais, citotoxicos, e
imunossupressores, 42% sao produzidas por fungos e 32% por bactérias
filamentosas e, deste percentual ainda, 51% destas substancias isoladas de
endofitos sdo metabdlitos inéditos e desconhecidas em comparacdo a 38% das
substancias bioativas isoladas de fungos do solo. Assim, fungos endofiticos devem
ser submetidos a exploracdo exaustiva como grande maioria deles permanecem
ainda desconhecidos e obscuros? 4.

As bases de dados atuais revelam o crescente aumento das pesquisas com
micro-organismos endofiticos, nos ultimos 20 anos observou-se que a publicagéo de
trabalhos relacionados com isolamento, determinacéo estrutural e caracterizagao de
metabdlitos secundarios produzidos por micro-organismos endofiticos cresceram
drasticamente. Estas evidéncias atraem a atencdo dos quimicos de produtos
naturais e de bidlogos, conforme indicado pelo aumento constante de publicagbes
dedicadas a este tema nos ultimos anos.

Considerando a relevancia evidente da investigacao sobre o metabolismo

secundario microbiano durante os ultimos 60 anos, é bastante surpreendente que o
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primeiro produto natural oriundo de micro-organismos descoberto por pesquisadores
brasileiros no Brasil sé foi relatado apenas em 2000".

Assim, ha um enorme potencial a ser explorado, pois esses micro-organismos
possuem uma das mais fascinantes e importantes propriedades, que é a capacidade
de produzir uma grande variedade de metabdlitos secundarios, com amplo aspecto
de atividade biologica, podendo servir como uma fonte alternativa de principios
bioativos derivados de plantas, levando a conservagdo e preservagcao do meio

ambiente.

1.2 Produtos Naturais de Fungos Endofiticos

A primeira referéncia sobre metabdlitos fungicos parece ter sido publicada em
19112', desde entdo, até o primeiro trimestre de 2015, foram cadastradas nos
bancos de dados Caplus e Medline 33.896 publicacbes sobre este tema, inclusive
patentes, evidenciando o crescente interesse por esta area.

Dentro deste contexto, uma grande vantagem da prospecg¢ao quimica de
metabdlitos fungicos em relacdo as demais fontes é o fato de que micro-organismos
podem ser cultivados em larga escala em fermentadores, ndo havendo prejuizo ao
ecossistema, como pode ocorrer com a retirada de plantas e algas de areas
naturais, nem problemas éticos como os que podem advir da prospecg¢ao de
metabolitos bioativos a partir de insetos, anfibios e outras espécies animais?’.

No entanto, os produtos naturais oriundos de micro-organismos associados a
plantas, sdo em grande parte inexplorados. Esses compostos sdo de interesse na
medicina, agricultura e industria alimenticia, sendo que, estudos com culturas de
fungos endofiticos ja renderam uma ampla variedade de produtos naturais bioativos
tais como antimicrobianos, antiparasitarios, citotoxicos, neuroprotetores,
imunossupressores, entre outros3 22-24,

Alguns dados da literatura tém reportado a habilidade dos fungos endofiticos
em produzir in vitro metabdlitos secundarios idénticos aos da planta hospedeira. O
primeiro exemplo e 0 mais marcante foi o isolamento do paclitaxel (taxol, 1, Figura
1) do fungo endofitico Taxomyces andreanae a partir de Taxus brevifolia (Taxane). O
taxol € um potente agente terapéutico antineoplasico e foi identificado inicialmente
em Taxus brevifolia. Outro exemplo € a vincristina (2), substancia anticancer, foi

isolada a partir do fungo endofitico Mycellia sterilia associado a Catharanthus

41



Bioprospecgao de fungos endofiticos Camarops sp., Periconia atropurpurea e Pseudofusicoccum stromaticum e avaliagao epigenética de Phoma sp.

roseus. Outros exemplos de micro-organismos endofiticos produtores dos mesmos
metabdlitos que a planta hospedeira podem ser ilustrado pelo fungo Gibberela
fugikuroi, associado a planta Curcubita maxima (Curcubitaceae) que produz
derivados do acido giberélico (3), e pelos fungos Fusarium e Myrothecium,
produtores de tricotocenos macrociclicos (4) os quais foram isolados das plantas
Baccharis megapotamica e Baccharis cordifolia. Os anticancerigenos podofilotoxina
(5) obtido a partir do endofito Trametes hirsuta, associado ao hospedeiro
Podophyllum hexandrum; camptotecina (6), isolada do fungo Entrophospora
infrequens encontrado em associacdo com Camptotheca acuminata e a hipericina
(7) isolada do fungo INFU/Hp/KF/34B associado a Hypericum perforatum®: 2°.
Diversos metabdlitos secundarios com importantes propriedades
farmacolégicas foram isolados de espécies de bactérias e fungos. A avermectina B1
(8), um macrolideo isolado de Streptomyces sp., € um agente anti-helmintico potente
com amplo espectro de acdo sendo recomendado, inclusive, para o combate ao

Schistosoma mansoni?®.

Figura 1: Metabdlitos secundarios de fungos endofiticos idénticos aos da planta hospedeira.
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A diversidade quimica obtida a partir de fungos endofiticos contempla
diversas classes quimicas incluindo policetideos, derivados do acido chiquimico,
terpenos, alcaldides e peptideos. Alguns artigos de revisdo tem destacado a ampla
diversidade de produtos naturais produzidos por enddfitos, eles ilustram uma ampla
variedade de novos compostos, bem como substancias bioativas isoladas
recentemente de fungos endofiticos?>. A Tabela 1 ilustra alguns metabdlitos
secundarios bioativos isolados de fungos endofiticos nos ultimos cinco anos (2010-
2014).

Tabela 1: Alguns metabdlitos secundarios bioativos isolados de fungos endofiticos.

Fungo endofitico Hospedeiro Metabolito secundario/ Referencia

Atividade biolégica

Chaetomium globosum Ginkgo biloba ° Li et al. (2011)%7

OH

Gliotoxina
(Antifungico)

Phomopsis sp. Gossypium hirsutum Fu et al. (2011)28
Phoma sp. Arisaema erubescens Wang et al.
(2012)*
Aspergillus niger MA- Avicennia marina Liu et al. (2013)30
132

Aspergillus sp. 085242 Acanthus ilicifolius Huang et al.

(2013)3"

Asperterpenol (Inibidor AChE)
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o

OH
Ol

Nigrospora sp. MA75 Pongamia pinnata Hyco on Shang et al.
"o (2012)32
Griseofenona C (Antibacteriano)
Camarops sp. Alibertia macrophylla : l § Gubiani et al.
o (2014)33

Xylarenona G (Antinflamatorio e

Antioxidante)

5
7

Fusarium oxysporum Smallanthus : Nascimento et al.
o )\/o (2012)%
sonchifolius
Beauvericina (Citotdxico)
Xylaria sp. Piper aduncum " ; — Silva et al.
. o (2010)3°
Faseolinona (Citotoxico)
Asperqgillus sp Eudistoma vannamei W Montenegro et al.
Acido Penicilico (Inibidor AChE e (2012)36
Citotoxico)
Penicillium janthinellum Melia azedarach IF:P Marinho and
Rodrigues-Fo
Citrinina (Bactericida) (2011)%7
Alternaria alternata Capsicum annum Devari et al.
(2014)38
Alternariol-10-metil éter
(Citotoxico)
Chaetomium globosum Ginkgo biloba vo oo Ye et al. (2013)%
cbwv o
Flavipina (Antioxidante)
/\)c]\
Diaporthe phaseolorum Laguncularia ) " ] OFT . Sebastianes et al.
Acido 3-Hidroxipropionico (2012)%0
racemosa

(Antibacteriano)
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Zhao et al.
(2012)41:42

Fusarium Cajanus cajan

Acido Cajaninstilbeno

(Antioxidante)

No Brasil estudos realizados com folhas saudaveis de Cryptocarya
mandioccana, planta tipica da Floresta Atlantica brasileira, levou ao isolamento do
enddfito Colletotrichum gloeosporioides, que foi cultivado em caldo de batata
dextrosado levando ao isolamento de (-)-cis-4-hidroxi-6-deoxiscitalona (9, Figura 2)
e (4R)-4,8-di-hidroxi-a-tetralona (10). Estas substéncias apresentaram atividade
antifungica significativa pelo teste de bioautografia contra Cladosporium
cladosporioides e C. sphaerospermum, comparavel com a atividade da nistatina. Os
autores sugerem que a atividade apresentada pelos metabdlitos secundarios
produzidos C. gloeosporioides esteja relacionada a fungcéo de protegcao da planta
hospedeira contra fitopatégenos, demonstrando o significado ecoldgico do estudo
deste tipo de micro-organismo?? 43,

Em estudo com plantas do mangue, extratos obtidos de culturas de enddfitos,
apresentaram atividade antimicrobiana, o endofito Talaromyces sp. foi o micro-
organismo isolado que produziu metabodlitos com maior atividade antimicrobiana
contra as bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Sarcina ventriculi,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Aspergillus niger e Fusarium
oxysporum f. sp. Cubense. Investigacdo quimica do extrato do enddfito, isolado da
casca do caule de Kandelia candel (L.) Druce (Rhizophoraceae), conduziu ao
isolamento de sete metabdlitos: 7-epiaustdiol (11), 8-O-metilepiaustdiol (12),
estemfiperilenol (13), esquirina (14), acido secalbnico A (15), emodina (16) e
norlichexantona (17). Notavelmente, todos os compostos isolados mostraram
significativa atividade inibitoria de Pseudomonas aeruginosa, que é uma bactéria
multi-resistente e, um patogeno clinico oportunista altamente relevante*4.

Outra aplicagdo dos produtos naturais obtidos de fungos endofiticos é a
pronunciada atividade antioxidante dos metabdlitos pestacina (18) e isopestacina
(19), isolados de Pestalotiopsis microspora associado a planta Terminalia
morobensis?® 43 45 A isopestacina tem acgdo pela converséo de radicais livres como
superoxido e hidroxil, demonstrando ser tdo efetiva quanto o acido ascorbico (20). A

pestacina, por sua vez, mostrou ser capaz de clivar radicais livres reativos, como as
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ligacdes C-H e O-H. A atividade antioxidante de pestacina é pelo menos 1 ordem de

magnitude mais potente do que a de Trolox® (21), um derivado de vitamina E*°.

Figura 2: Metabdlitos secundarios com potencialidade biolégica produzidos por fungos

endofiticos.
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Adicionalmente a produgao de metabolitos bioativos, os fungos endofiticos
apresentam vantagens sobre outras fontes naturais, pois s&o recursos renovaveis e
a producio em escala ampliada dos metabdlitos bioativos pode ser realizada usando
a tecnologia existente, como variagdo do meio e otimizagdo das condi¢cbes de
cultivo. Outra vantagem esta relacionada com a conservagao ambiental uma vez que
requerem uma Unica e pequena remoc¢éo do ambiente natural?'.

A identificacdo de novas substdncias e as atividades biolégicas ja
estabelecidas com o cultivo de fungos endofiticos indicam que esses micro-
organismos constituem uma fonte potencial de substancias bioativas e novas

entidades quimicas que ainda sdo pouco exploradas.
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1.3 Epigenética

O termo epigenética origina-se do prefixo grego epi, que significa “acima ou
sobre algo” e estuda as mudangas herdadas nas fungdes dos genes, observadas na
genética, mas que nao alteram as sequéncias de bases nucleotidicas da molécula
de DNA. Inclui o estudo de como os padrdes de expressao sao passados para os
descendentes; como ocorre a mudanga de expressédo espago temporal de genes
durante a diferenciacdo de um tipo de célula e como fatores ambientais podem
mudar a maneira como 0S genes sao expressos. A pesquisa na area da epigenética
alcanca implicagbes na agricultura, na biologia e doengas humanas, incluindo o
entendimento sobre células tronco, cancer e envelhecimento*®: 47

Os fungos filamentosos s&o uma importante fonte de metabdlitos
farmacologicamente ativos, e uma grande diversidade de produtos naturais tem sido
isolada a partir deles. Analise da sequéncia do genoma fungico revelou que os
fungos tém potencial para produzir uma variedade de novos metabdlitos
secundarios. No entanto, a maioria dos genes que codificam a biossintese desses
metabdlitos secundarios permanecem nao expressa sob condi¢gdes de cultura de
laboratério®®.

Os métodos tradicionais para a busca de substancias bioativas a partir de
fungos endofiticos envolvem o cultivo de cole¢cdes de micro-organismos, métodos de
fermentacdo como agitacdo em “shaker”, culturas estaticas ou artificialmente
definidas e, procedimentos de extracdo, isolamento e identificacdo de moléculas,
que na maioria das vezes sao monitoradas por ensaios de atividade bioldégica sao
pobres em mimetizar o habitat natural dos fungos endofiticos e, a utilizagdo desta
abordagem tem sido limitada quanto a descoberta de novas moléculas?*® 4°.

Como consequéncia apenas um subconjunto de vias biossintéticas que
codificam a producdo de metabdlitos secundarios sdo expressas ou pode ocorrer
dos metabdlitos serem produzidos em baixas quantidades devido as condi¢cdes de
cultivo utilizadas, que néo estimulam a biossintese destes compostos, ou seja, os
sinais quimicos ou ambientais necessarios para a producdo destes metabdlitos
podem estar ausentes, limitando assim as perspectivas para realizar uma completa
busca no potencial de descoberta de novos metabdlitos bioativos em micro-

organismos. Esta constatagdo sugere que novas alternativas sejam utilizadas de

47



Bioprospecgao de fungos endofiticos Camarops sp., Periconia atropurpurea e Pseudofusicoccum stromaticum e avaliagao epigenética de Phoma sp.

modo a mimetizar, de forma mais precisa, o habitat natural dos micro-organismos®®
51

A produgao metabdlica dos micro-organismos endofiticos pode ser alterada
dependendo das condigdes de cultivo utilizadas, um método para alterar o
metabolismo secundario dos fungos € conhecido como OSMAC (do inglés one strain
many compounds). A abordagem desse método resulta na observagdo de que
pequenas alteragdes nas condigdes de cultivo podem mudar completamente o perfil
metabodlico de muitos micro-organismos®?. Com esta variagdo metabdlica novas
entidades quimicas podem ser produzidas e possivelmente com potencial a ser
utilizados na terapéutica.

Outro método de modificar a produgcéo metabdlica de endofitos é a utilizacao
de manipuladores de genes, também conhecidos como modificadores epigenéticos.
Esses modificadores atuam na transcricdo do DNA alterando as rotas biossintéticas,
ou ativando as rotas biossintéticas silenciosas®°.

Recentemente, a adigdo de modificadores quimicos epigenéticos tais como,
modificadores de histona (HDAC) ou inibidores da enzima DNA metil-transferase no
meio de cultura de fungos, provou ser uma técnica eficaz para estimular a
transcricdo dos agrupamentos de genes biossintéticos silenciosos, resultando na
producdo de uma variedade de novos metabdlitos secundarios®3.

A regulacdo baseada na modificagdo da cromatina € também um importante
mecanismo de controle utilizado por fungos para modular a transcricdo de genes
envolvidos na producédo de metabolitos secundarios®*.

A cromatina é o complexo formado por DNA nuclear e proteinas em que o
material genético dos eucariontes esta empacotado. A principal subunidade da
cromatina € o nucleossomo. Ele consiste em cerca de 165 pares de bases de DNA
envolvidos em duas voltas superhelicais em torno de um octamero formado por oito
unidades de diferentes proteinas histonas (H2A, H2B, H3 e H4) com duas copias.
Este arranjo fisico em nucleossomos resulta numa compactagdo de
aproximadamente 10 vezes da cromatina, que € adicionalmente aumentada pelas
interagbes com o0s nucleossomos vizinhos para formar uma fibra de 30 nm da
cromatina®®.

Mudancas na estrutura da cromatina influenciam a expressao de genes.

Quando a cromatina esta na forma condensada, os genes sao inativos e quando a
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cromatina esta descondensada os genes sdo expressos. Estes estados dinamicos
da cromatina s&o controlados por padrdes de fatores epigenéticos®® .

Os mecanismos epigenéticos estdo envolvidos nas alteragbes no epigenoma,
que esta envolvido no controle da acessibilidade transcricional dos genes que
codificam as enzimas biossintéticas® 7. Existem dois principais mecanismos de
alteracdes epigenéticas: metilagdo do DNA e modificagdes nas histonas, estes
podem atuar interferindo na transcrigdo de genes. Os padrbes de metilagdo de DNA
sdo os mais estudados e melhor entendidos dentre estes mecanismos, embora
modificagdes de histonas também sejam bastante discutidas®.

A metilacdo do DNA ¢é um processo catalisado por enzimas DNA
metiltransferases (DNMTs) que utilizam S-adenosilmetionina (SAM) como doador de
grupo metilico para adigao do grupo metilico ao carbono da posi¢cao 5’ da citosina,
resultando na formacdo de um composto chamado 5-metilcitosina. Este processo
estd correlacionado com o silenciamento génico*” 5 %, O mecanismo deste
processo inicia com o grupamento tiol do residuo de cisteina que ataca a posi¢céo 6
da citosina e gera um intermediario DNA-proteina, que possui propriedade
nucleofilica na posi¢cado 5. O intermediario aceita o grupamento metila de SAM, em
seguida o hidrogénio da posi¢cao 5 € abstraido por um residuo basico e eliminado

por B eliminagdo na posigao 6 e formando o composto 5-metilcitosina (Figura 3)8.

Figura 3: Mecanismo de metilagdo do DNA catalisado por enzimas DNA metiltransferases.
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A metilacdo do DNA opera um numero de fungdes vitais, como na regulagao
da expressao génica e, € considerada um tragco hereditario, mas nao altera a
sequéncia original de DNA. Manipula¢des genéticas resultando na alteracdo nos
niveis da metilacdo do DNA tém sido estudadas, e essas mudangas tem como
resultado os fendtipos modificados dramaticamente, incluindo desenvolvimento
sexual alterado e comportamento cromossémico irregular (replicagdo do DNA
anormal ou segregagdo cromossdmica)®* %9,

As modificagbes de histonas melhor estudadas e mais encontradas sdo as
acetilagcoes, metilagbes e fosforilagbes®’, que ocorrem nos residuos N-terminais de
aminoacidos presentes nas histonas.

A acetilacdo é a modificacdo em histonas mais estudada em fungos, este
processo provoca um desenrolamento da cromatina que torna possivel a transcricéo
dos genes. A acetilagcdo de histonas € realizada por enzimas histona-
acetiltransferases (HATs). A cauda N-terminal das histonas contem grandes
quantidades de aminoacidos basicos, como lisinas e argininas, resultando em uma
carga positiva e possibilitando sua ligagdo com o DNA, carregado negativamente.
ApoOs a acetilagao, as cargas positivas do grupo NHs™ dos aminoacidos basicos séo
neutralizadas, eliminando assim sua interagdo com o grupo fosfato do DNA,
resultando em uma estrutura da cromatina menos condensada, o que facilita o
acesso dos fatores regulatérios ao DNA. O processo contrario, a desacetilagado da
cromatina, resulta na cromatina mais condensada e o silenciamento génico. A
desacetilagdo de histonas é realizada por enzimas histona-desacetilases (HDACs)*"
55,60 O mecanismo de acetilacdo-desacetilagdo das histonas encontra-se descrito

na Figura 4.
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Figura 4: Mecanismo de acetilacao-desacetilgdo de histonas.
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As histonas sao proteinas associadas a cromatina e possuem duas
importantes fungdes, encontram-se sob a forma da estrutura basica de condensacao
do DNA, o nucleossomo, e participam no controle da regulagao transcricional, que €
essencial para o bom funcionamento celular®* %°.

Uma série de pequenas moléculas surgiram como ferramentas e tem
permitido o desenvolvimento de técnicas epigenéticas quimicas (Figura 5), essas
moléculas sao capazes de seletivamente ou semi-seletivamente inibir a DNA
metiltranferase (DNMT) ou a histona deacetilase (HDAC) alterando o processo de
transcricdo do DNA®. O &acido hidroxamico suberoilanida SAHA (Vorinostat) foi
clinicamente aprovado pelo FDA para o tratamento de linfoma cutaneo de células T.
SAHA bloqueia a atividade enzimatica de HDACs Classe | (HDAC 1, 2 e 3) e Classe
Il (HDACG6) em concentragdes nanomolar, interagindo no sitio ativo das enzimas. Em
concentracbes que nao sao toxicas para as células normais, SAHA altera
dramaticamente os padrbes de acetilagdo e provoca interrupcdo e morte do
crescimento de células cancerigenas tanto in vitro como em modelos animais. A
inibicdo das HDACs por SAHA resulta na acumulagao de histonas acetiladas, o que

leva a ativagdo da expresséo de genes*’:61.62,
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Figura 5: Exemplos de moléculas utilizadas como modificadores epigenéticos
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Os modificadores epigenéticos podem ser empregados racionalmente para
expressar vias biossintéticas silenciosas e melhorar a produgédo normal de
metabolitos secundarios de fungos®. As vias silenciosas sdo uma fonte rica de
diversos compostos quimicos (caracteristicas estereoquimicas, incorporagao de
heteroatomo, etc.) com excelente potencial para a geracdo de novos derivados
terapéuticos®’. Esses modificadores epigenéticos sdo também, componentes criticos
no desenvolvimento normal e no crescimento das células. A regulagdo epigenética
do gene colabora com as alteragdes genéticas do desenvolvimento do cancer isso
por que, 0s genes supressores tumorais atuam normalmente reprimindo o
crescimento celular e metilagbes nestes genes leva ao seu silenciamento e, por
conseguinte, a sua perda de fungao“®.

A técnica da epigenética tem sido utilizada por diversos grupos de pesquisa e
tem-se comprovada a sua eficiéncia. Liu e colaboradores (2014)% isolaram dois
novos compostos (Figura 6, 22 e 23) no cultivo de Penicillium funiculosum tratado
com 5-azacitidina (inibidor de DMNTs). Wang e colaboradores (2010)%* observaram
a mudanga da produgédo metabdlica do fungo Penicillium citreonigrum cultivado com
5-azacitidina, isolando dez compostos diferentes, sendo dois inéditos e, dois
apresentaram atividade antimicrobiana inibindo o crescimento de Staphylococcus
epidermidis e Candida (24 e 25). Chen e colaboradores (2013)% introduziram SBHA
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(inibidor de HDACs) no meio de cultivo do endéfito Fusarium oxysporum f. sp. e,
isolaram dois novos compostos n&o encontrados no controle (26 e 27). Yang e
colaboradores (2013)%¢ obtiveram alteragdo do perfil da produgdo metabdlica do
fungo patogénico Stagonospora nodorum no cultivo com os dois modificadores
epigenéticos concomitantemente SAHA e nicotinamida (inibidor de HDACs) e
isolaram trés compostos aromaticos, sendo um destes inédito (28). Chung e
colaboradores (2013)'® induziram a produgdo de trés novos compostos (29 a 30)
pertencentes a classe dos ciclodepsipeptideos e, que apresentaram atividade anti-
inflamatoria utilizando SAHA como modificador epigenético no cultivo do enddfito

Beauveria felina.

Figura 6: Compostos isolados do cultivo de fungos com modificadores epigenéticos.
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Essa técnica exibe varias vantagens em relacdo as técnicas existentes

3 H H CHj (Isaridina F)

disponiveis. A principal € que fornece uma ferramenta para o acesso rapido aos
produtos naturais de fungos presentes apenas em seus hospedeiros nativos. Essa
metodologia pode ser facilmente implantada na maioria dos laboratérios sem a

necessidade de equipamentos caros e, os custos e esforgcos para obter informacgdes
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sobre as vias metabdlicas silenciosas sao reduzidos, uma vez que ndo é necessario
fazer uma varredura pré-selecionando fungos utilizando diferentes condigdes de
cultivo®. E, a obtencdo de uma variedade de produtos naturais disponiveis através
destes conjuntos de genes silenciosos provou ser um desafio maior para qualquer

grupo de pesquisa.
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CAPITULO 2
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CAPITULO 2

2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar o estudo quimico dos extratos brutos, com potencial biologico,
produzidos pelos endofitos Camarops sp., Periconia atropurpurea e
Pseudofusicoccum stromaticum, em meios de cultivo liquidos e sélidos e,
avaliar a producao metabdlica do fungo endofitico Phoma sp., no cultivo com

e sem modificador epigenético.

2.2 Objetivos Especificos

Realizar a triagem quimica e biolégica dos extratos brutos obtidos em escala
reduzida por RMN de 'H, HPLC-DAD e, de inibigdo de linhagens de células
tumorais, da enzima acetilcolinesterase e contra fungos fitopatogénicos
respectivamente;

Selecionar os extratos brutos bioativos obtidos em escala reduzida e, realizar
o cultivo em escala ampliada;

Realizar o fracionamento dos extratos brutos obtidos do cultivo dos enddéfitos
em escala ampliada;

Realizar o isolamento, elucidacdo ou determinacao estrutural dos metabdlitos
secundarios utilizando técnicas cromatograficas e espectrométricas,
respectivamente;

Submeter as substéncias puras isoladas aos ensaios bioldgicos,
respectivamente;

Emprego da técnica de epigenética na avaliagdo da produgcdo metabdlica do
fungo endofitico Phoma sp.

Isolamento e determinacgao estrutural dos metabdlitos secundarios produzidos
por Phoma sp.
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CAPITULO 3

3.0 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais, Equipamentos e Técnicas Utilizadas.

3.1.1 Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)

Nestas analises foram utilizadas placas comerciais de silica gel de fase
normal da Whatman® (AL SIL G/UV 254, 200 um, 20 x 20 cm) e, placas de Alunina
(Agela Technologies, 20 x 20 cm) além de, placas de fase reversa C18 (EDM
Chemicals Inc, Silica gel 60 RP-18, 20 x 20 cm) e, C18 (TLC Plates W/UV; 150 um).
Os solventes utilizados nos sistemas cromatograficos foram selecionados de acordo
com a fase estacionaria.

As revelagbes foram obtidas por: irradiagcao ultravioleta (UV 254 e 366nm);

nebulizagdo com anisaldeido seguido de aquecimento.

3.1.2 Cromatografia em Coluna (CC)

Nas separagdes cromatograficas em coluna aberta ou sob pressdao foram
utilizadas colunas de vidro de diferentes didmetros interno e comprimentos.
Fases estacionarias utilizadas:
v’ Silica gel C18 (tamanho da particula: 40-63 ym; Merck);
v’ Silica gel fase normal (tamanho da particula: 0,060-0,200 ym; didmetro do
poro 6 nm; ACROS organics);
v Silica gel flash (tamanho da particula: 40 um; Baker);

v' Sephadex LH-20 (Amersham Biosciences).

3.1.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC-DAD)

Para as analises do perfil quimico, otimizacdo e isolamento das substancias
por HPLC-DAD foram utilizados equipamentos:

- Shimadzu com detector ultravioleta em arranjo de diodos (DAD) (Shimadzu
SPD-M20A), com degaiseificador DGU-20A3 e injetor automatico Shimadzu SIL-20A;

- Waters Delta Prep. 4000 acoplado ao detector Waters 996 Photodiode
Array;

- HITACHI D-6000: bomba HITACHI L-6200; auto injetor AS-4000; detector

Ultravioleta em arranjo de diodos, L-4500.
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O tratamento dos dados foi obtido através de um microcomputador com
processador Intel® Celeron®, utilizando o software Shimadzu LC solution (versdo
1.23 SP1).

As colunas utilizadas foram:

e Analiticas:

- Luna Phenomenex C18 (250,0 x 4,60 mm; 5 um; 100 A).
e Semi-preparativa:

- Luna Phenomenex C18 (250,0 x 10,0 mm x 5 ym).
e Preparativa:

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

3.1.4 Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 13C (RMN de 'H e 13C)

Os espectros de RMN de 'H, '3C uni e bidimensionais foram realizados em
espectrometros:

- Varian Inova 300 operando em 300 MHz para o nucleo de 'H e em 75 MHz
para o nucleo de "3C.

- Bruker Fourier 300 a 7 Tesla, usando sonda dual "H/'3C 5 mm.

- Bruker Avance 600, usando sonda direta, multinuclear BBO 600 MHz S3.

- Bruker Avance Il 400 operando em 400 MHz para o ntcleo de 'H e em 100
MHz para o ntcleo de "3C.

Todos os espectros foram registrados em CDClz e DMSO-ds como solventes
deuterados, e, usando TMS e solvente residual como padrao de referéncia nos

espectrometros:

3.1.5 Espectrometria de Massas (EM)

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrometro de alta
resolucdo micrOTOF Q Il - ESI-TOF Mass Spectrometer, Bruker Daltonics, Billerica,
MA, EUA) calibrado com NA-TFA a 10 mg/mL (TOF) e, equipado com dispositivo de
inser¢ao direta da amostra com bomba de infusdo (COLE PARMER), utilizando um
fluxo de 300 pL/h e fase moével CH3OH:H20. Modo de detecgao negativo e positivo
para as amostras. A faixa de aquisicao foi de m/z 50-2000. O software Data Analysis
Shortcut (Bruker Daltonik®) foi utilizado durante a aquisicdo dos dados e
processamento dos dados espectrométricos. As condi¢gdes de analise do aparelho

foram:
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End Plate: 500 Volts

Capillary: 3500 Volts

Dry Gas Temp: 180 °C

Dry Gas Flow: 4 L/min

Neb Gas Pressure: 0.4 Bar

Gas: Nitrogénio

Os espectros de baixa resolugao foram obtidos em equipamento Shimadzu
LCMS-8000 QPa e, em um espectrdmetro de massas Varian LC 1200L com injetor
automatico, triplo-quadrupolo e fonte de ionizacdo por electrospray (ESI). Para o
controle do equipamento, aquisicao e processamento dos dados foi utilizado o

software Varian MS Wokstation 6.8.

3.1.6 Preparo das amostras para analise via HPLC-DAD (clean-up)

Na etapa de “clean-up” dos extratos, uma pequena massa (4,0 mg da
amostra) foi aplicada nos cartuchos SPE de RP18. O cartucho foi ativado com
CHsOH (4,0 mL) e o material a ser aplicado no suporte de SPE foi previamente
solubilizado em aproximadamente 1,0 mL de CH3sOH com auxilio de ultrassom. Apos
a filtracao, foi adicionado mais 5,0 mL de CH3OH no cartucho. O material recuperado
foi seco e, a massa obtida foi preparada em uma concentracdo de 4,0 mg/mL e
armazenadas em ‘“vials” acoplados com ‘inserts”, os quais foram injetadas em
HPLC-DAD analitico.

Para as fragcbes, as amostras foram solubilizadas em CH3OH:H20 (95:05) e
submetidas a um “clean up” utilizando cartuchos de SPE de RP18 acoplado em
membrana Millipore® (0,22 um). Apos este procedimento, as amostras (1,5 mg/mL)

foram armazenadas em “vials” para posterior injecao.

3.1.7 Analise de rotagio optica ([a]p?d)

As analises de rotacao o6ptica das substancias isoladas foram realizadas em
um Polarimetro JASCO P-1020, com |ampada de sddio operando a 589 nm e cela
de 1,0 mL e software Jasco Spectra Manager e, em um polarimetro digital JASCO
Dip-370, com medidas em CHCIs, com lampada de sédio operando a 589 nm e cela
de 1,0 mL.
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3.1.8 Espectroscopia de absorgao vibracional na regiao do infravermelho (1V)

Os espectros de IV foram obtidos no espectrometro FT-IR, modelo Spectrum
2000 da Perkin Elmer, Série 1600 sob as seguintes condigbes: porcentagem de
transmitancia (%T) com um acumulo de 32 varreduras, com resolugdo de 1 cm™, na
faixa de absorgdo de 4000-400 cm' e, em espectrofotémetro Shimadzu FTIR-8300,
na regido de 4000-400 cm™", utilizando pastilhas de KBr.

3.1.9 Solventes utilizados

Deuterados: Merck, Aldrich e Fluka.
N&o-Deuterados: Merck, J.T. Baker, Synth, Mallinckrodt P.A. e H20 MilliQ.

3.1.10 Outros Equipamentos

e FEvaporador rotatério - Buchi

e Balanga analitica — METLER TOLEDO AG 245 e SHIMADZU

¢ Balanca semi-analitica — OHAUS.

e Vortex — VWR Scientific Products.

e Linha de vacuo — VWR Scientific Products.

¢ Incubadora vertical - VWR Scientific Products (modelo 1925).

e Incubadora rotatoria (“Shaker”) — New Brunswick Scientific (série 126).
e Espectrofotdbmetro — SHIMADZU UV-1601.

3.1.11 Esterilizacao dos Materiais

A esterilizacdo de todo material utilizado na manipulacdo do micro-organismo,
e também os meios de culturas preparados, foi realizada em autoclaves dos
fabricantes QUIMIS® e MARKET FORGE Industries INC, sendo mantidos a

temperatura de 121 °C por aproximadamente 20 minutos.

3.1.12 Manipulacao do Micro-organismo

Todo o procedimento de esterilizacdo do material vegetal e manipulagéo dos
micro-organismos foram realizados em Capela de Fluxo Laminar Pachame® PA 310-
Série 172-99 e SterilGARD® Advance.

61



Bioprospecgao de fungos endofiticos Camarops sp., Periconia atropurpurea e Pseudofusicoccum stromaticum e avaliagao epigenética de Phoma sp.

3.2 Selecao e Classificagao das Espécies Vegetais

As folhas de Alibertia macrophylla e Xylopia aromatica foram coletadas pela
Prof2. Dr2. Angela Regina Araujo durante o periodo de 15/05/2001 a 13/06/2001 das
mesmas espécimes obtidas anteriormente para estudos fitoquimicos, ja geo-
referenciadas, na Reserva Florestal da Secretaria do Meio Ambiente do Estado de
Sé&o Paulo (Estacédo Ecolégica Experimental de Mogi-Guagu, Fazenda Campininha)
e, identificadas pela Profe. Dr2. Inés Cordeiro, do Instituto de Botanica de Sao Paulo.
As exsicatas dos materiais vegetais encontram-se depositadas no Herbario do
Jardim Botéanico de Sao Paulo.

Os frutos maduros de Eugenia jambolana foram coletados pela Prof2. Dr2
Vanessa M. Chapla da mesma espécime de E. jambolana obtida anteriormente para
estudos fitoquimicos, e ja geo-referenciadas, localizada na cidade de Araraquara,
S&o Paulo-Brasil, em abril 2010 e dezembro 2010.

O caule de Parkinsonia microphylla foi coletado de um individuo adulto

localizado nas encostas de montanhas ao redor de Tucson, Arizona-Estados Unidos.

3.3 Isolamento das Cepas Fungicas

As linhagens de A. macrophylla e X. aromatica, foram isoladas pelos Prof. Dr.
Geraldo H. Silva e Prof. Dr. Helder L. Teles, as linhagens de E. jambolana foram
isoladas pela Prof2. Dr2. Vanessa M. Chapla e estdao depositadas na micoteca do
Departamento de Quimica Orgéanica |Q-Ar. As linhagens de P. microphylla foram
isoladas por A. Elizabeth Arnold da Universidade do Arizona e, estdo depositados no
Herbario Micoldgico Robert L. Gilbertson da Universidade do Arizona (EUA)®7-72,

3.4 Classificagao dos Fungos Endofiticos

O enddfito AM-02 foi identificado no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Biolégicas e Agricolas - Divisdo de Recursos Microbianos da
Universidade Estadual de Campinas (CPQBA/UNICAMP - SP) pela Profé. Dr2. Lara
Duraes Sette e pelo Prof. Dr. André Rodrigues.
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O enddfito XYA-04 foi classificado pelo Prof. Dr. Ludwig H. Pfenning do
Departamento de Fitopatologia/Universidade Federal de Lavras - MG.

O enddfito Ejfm-01 foi classificado pelo técnico Rodrigo Vela do Genotyping
Biotecnologia Ltda — Prospecta/Botucatu - SP.

E, o enddfito LG0217 foi classificado pela professora Dra. A. Elizabeth Arnold
da Universidade do Arizona — EUA.

Todas as linhagens estdo depositadas na micoteca do Departamento de
Quimica Organica/lQAr — SP, no CPQBA (AM-02), no Departamento de
Fitopatologia, da UFLA (XYA-04), no Genotyping Biotecnologia Ltda (Ejfm-01) e, no
Natural Products Center — Tucson, Arizona (LG0217).

3.5 Cultivo dos Fungos Endofiticos em Escala Reduzida

3.5.1 Avaliacao da producao metabdlica dos endoéfitos em diferentes meios de

cultura.

O cultivo dos enddfitos em placas de Petri foi realizado somente em meio de
BDA. As condi¢cdes para o cultivo dos micro-organismos (meio de cultura soélido,
tempo de incubacgao de 21 dias em modo estatico e ambiente climatizado a 25 °C,
meio de cultura liquido para os enddfitos isolados de espécies vegetais do Cerrado,
tempo de incubacgéo de 28 dias em modo estatico e ambiente climatizado a 25 °C"3
e, para os endofitos isolados de espécies vegetais do Deserto de Sonora, o tempo
de incubacgao foi de 14 dias com medidas do nivel de glicose nesse periodo, em
“shaker” (160 rpm) e ambiente climatizado a 28 °C foram adotadas com base nos
resultados obtidos, anteriormente, pelo grupo de pesquisa.

Para a analise da producdo metabdlica foram utilizados cinco meios liquidos e
dois meios solidos. O meio liquido Czapek® “quimicamente definido”, e os outros
meios complexos (Nutrient®, PDB, YM, Extrato de Malte, Arroz e Milho) (Tabela 2).
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Tabela 2: Especificagdes dos meios de cultura utilizados no crescimento dos enddfitos.

Meios de Tipo Composiciao Especificagoes Fabricante
Cultura
Arroz Sdlido Arroz Arroz parboilizado MARCON
BDA Sdlido Fécula de batata (4g);  Base para cultivo de fungos SIGMA e
Dextrose (20g), Agar e bactérias DIFCO
(15g)
Czapek-Dox Liquido  Sacarose (30g), NaNOs Base para cultivo de fungos DIFCO
Broth® (3g), Naz(POa4)s (1), e bactérias capazes de

MgSOs4 (0,5g), KCI utilizar nitrogénio inorganico
(0,5g), FeS0Oa4 (0,01g)
Extrato de Liquido Extrato de Malte (20g)  Base para cultivo de fungos Acumedia

Malte e bactérias

Milho Sdlido Milho Milho tipo canjica YOKI

PDB Liquido Batata (49g), Base para cultivo de fungos  Acumedia e

Dextrose (209) DIFCO
Nutrient® Liquido Extrato de Carne (3g), Base para cultivo de micro- DIFCO
Peptona (5g) organismos nao-fastidiosos
YM Liquido Extrato de Levedura Base para cultivo de fungos, Acumedia
(39), Extrato de Malte leveduras e outros micro-
(3g), Peptona (59), organismos aciduricos

Dextrose (10g)

3.5.2 Cultivo dos endéfitos em meios liquidos e soélidos

3.5.2.1 Avaliagao do cultivo dos endéfitos nos meios liquidos

A obtengdo dos extratos AcOEt, nos meios de cultivo liquido dos micro-
organismos isolados de espécies vegetais do Cerrado, foi realizado de acordo a
metodologia mostrada no Fluxograma 1.

Os extratos AcOEt obtidos dos meios liquidos, em escala reduzida, foram
submetidos a analise em RMN de 'H e HPLC-DAD em gradiente exploratério.

O sistema utilizado para analise em HPLC-DAD foi como fase estacionaria uma
coluna analitica tipo Octadesil silano (C18) e eluicdo em gradiente H20/CH3OH
(95:05 v/v) até 100% de CH3OH em 40 min., e permaneceu por mais 10 min., num
fluxo de 1,0 mL/min., e A de 254 nm para posterior escolha do melhor comprimento
de onda. Além de andlise dos espectros de RMN de 'H e, otimizagdo cromatografica
em placas de CCDC utilizando Hex/AcOEt 70:30 e, CHCI3/CH30OH 95:05 como fase
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movel e, como revelador luz ultravioleta nos comprimentos de onda A = 254 e 366

nm seguido de anisaldeido e aquecimento.

Fluxograma 1: Fluxograma de obteng¢ao dos extratos brutos em meio liquido em escala
reduzida.

’ i.i Crescimento: 750 mL (PBD,

Czapek®, Extrato de Malte, YM e
Nutrient®) - 3 Erlenmeyers
contendo 250 mL cada.

Crescimento em meios
liquidos
(28 dias; 25 °C)

Filtracao

Endéfitos |
(BDA) S i
(10 dias; 25°C) Micelio Filtrado

AcOEt (3 x 300 mL);
Evaporacao do solvente.

Extrato
AcOEt

CCDC

RMN de 'H HPLC-DAD Ensaio Biologico

3.5.2.2 Avaliagao do cultivo do enddfito isolado de espécie vegetal do Deserto
de Sonora nos meios liquidos na presenca e auséncia de modificador
epigenético

O fungo endofitico Phoma sp. foi repicado para placas de Petri contendo BDA
e incubado por 5 dias. Em seguida, preparou-se uma solugdo de esporos, que foi
preparada adicionando esporos do fungo em agua destilada estéril, agitando-se em
vortex e filtrando-se em separador celular. Nesta solugdo de esporos mediu-se a
absorbancia em espectrofotdbmetro (Abs 1,0). A solugéo de esporos foi adicionada
(1,2 mL) em frascos de Erlenmeyer (125 mL) que continham meio de cultivo PBD e
YM (20 mL) os quais foram chamados de controle, e em frascos de Erlenmeyer (125

mL) que continha ambos os meios de cultivo (20,0 mL) mais o modificador
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epigenético SAHA (500 uM). Os fungos foram incubados em “shaker” durante 14
dias, a 28 °C e 160 rpm e, durante esse periodo medidas do nivel de glicose foram
realizados.

A obtencdo dos extratos AcOEt, nos meios de cultivo liquido dos micro-
organismos isolados de espécies vegetais do Deserto de Sonora, foi realizado de
acordo a metodologia mostrada no Fluxograma 2.

Os extratos AcOEt obtidos dos meios liquidos, em escala reduzida, foram
submetidos a analise em HPLC-DAD em gradiente exploratério.

O sistema utilizado para analise em HPLC-DAD foi realizado em gradiente
exploratdrio, utilizando como fase estacionaria uma coluna analitica Phenomenex
(tipo Luna, C18) e eluicdo em gradiente de H20:CHsCN 0,1% CH202 (70:30 v/v
durante 10 minutos, diminuindo a polaridade até 0:100% em 40 minutos
permanecendo nesta condigdo por mais 10 min.), com uma vazao de 0,8 mL min-'e
A de 280 nm para posterior escolha do melhor comprimento de onda. Além de
otimizagdo cromatografica em placas de CCDC de fase normal (silica gel) utilizando
5% de CH3OH em CH2Cl2 como fase mével e, em placas de CCDC de fase reversa
(C18) utilizando 80% de CH3OH em H20, sendo utilizado como revelador luz
ultravioleta nos comprimentos de onda A = 254 e 366 nm seguido de anisaldeido e

aquecimento.
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Fluxograma 2: Fluxograma de obtencao dos extratos liquidos em escala reduzida dos
enddfitos utilizando modificador epigenético.

Craescimento:
20mL (PDB e YM)
Controle
L .3

Solucéo de Esporos Liofilizac&o (15 hrs)

Meio + Micelio

- 1:1 cH;OH/CHCI3 (2 x 30 mL);

- Agitaco (1 hr) e Sonicacdo (30 min);
- Filtracéio Simples;

| | - Evaporacéo do solvente.

Crescimento em
meios liquidos
Endéfitos (14 dias; 28 °C, 160 rpm)
(BDA)
(7 dias; 25°C)

B Extrato
- ] Micelio
Crascimento:

CH,OHICHCI,
20 mL (PDB e YM) :

+500 uM SAHA - Solubilizac&o em H,O (10,0 mL);
- Particdo AcOEt (3 x 5,0 mL);
- Lavagem H,0 (10,0 mL);
- Evaporacéo do solvente.

Extrato AcOEt
CCDC
HPLC-DAD

3.5.2.3 Cultivo dos endéfitos nos meios sélidos

A obtengdo dos extratos CH3CN, nos meios de cultivo sélido dos micro-
organismos selecionados, foi realizado de acordo a metodologia mostrada no
Fluxograma 3.

Os extratos CH3CN obtidos dos meios solidos, em escala reduzida, foram
submetidos a analise em RMN de 'H, HPLC-DAD e CCDC nas mesmas condigbes

dos extratos obtidos nos meios liquidos descrito no item 3.5.2.1 pagina 64.
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Fluxograma 3: Fluxograma de obtencao dos extratos solidos em escala reduzida dos

enddfitos
Crescimento: 3 Erlenmeyers
contendo 90,0g de milho ou
: arroz e, 80,0mL de agua
Crescimento em ik
meios sdlidos
(21 dias; 25°C;
estatico) 250 mL CH;0H a cada 12hs (7 dias);
Filtrac8o;
Evaporacgao do solvente.
Endofitos
(503) Extrato CH,OH

(10 dias; 25°C)

-150mL de H,0;
-3 x 75mlL de AcOEt;
-Evaporacdo do solvente.

I I
Fase Aquosa Extrato AcOEt

-50mL de CH;CN;
-3 x 25mL de Hexano;
-Evaporagdo do solvente.

Fase Hexanica Extrato CH,CN ___ HPLC-DADe
RMN de 'H
| ccoe

Ensaio Biologico

3.6 Avaliagao das Atividades Biol6gicas

As analises biologicas realizadas para os extratos AcOEt, CH3CN, fracbes
oriundas do fracionamento do extrato CH3CN e, as substancias puras obtidas do

cultivo dos endofitos em estudo foram: citotdxico, antifungico e anticolinesterasico.

3.6.1 Ensaio Citotéxico"
Material

Células: As linhagens tumorais utilizadas, OVCAR-8 (carcinoma de ovario),
HCT-116 (célon - humano) e SF-295 (glioblastoma - humano), foram cedidas pelo
Instituto Nacional do Cancer (EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1% de antibidtico, mantidas em

estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de COo.
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Amostras: As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril para a
concentragédo estoque de 20 mg mL™"! (extratos), 10 mg mL-" (fragdes) ou 5 mg mL"’
(substancias puras).

Meétodo

O método descrito primeiramente por Mosman (1983)74, tem a capacidade de
analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula. E uma analise colorimétrica
baseada na conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes
somente nas células metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do
MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de ag&o’®.

As células foram plaqueadas na concentragédo de 0,1 x 10° cél/mL para as
linhagens MDA/MB-435 e SF-295 e 0,7 x 10° cél/mL para a linhagem HCT-8. As
placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO2a 37 °C. Ao término
deste, as mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante, removido. Em seguida,
foram adicionados 150 uL da solugdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram
incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apés dissolugao do precipitado com 150 uL
de DMSO puro em espectrofotdbmetro de placa a 595 nm.

Anélise Estatistica

Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrao da
média (DPM) da porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o programa
GraphPad Prism.

*Ensaios realizados pelas Prof?. Dr? Claudia Pessoa e Paulo Michel P. Ferreira, UFC, LOE.

3.6.2 Ensaio Antifungico**

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

Os extratos CH3OH e CH3CN (400 pg), e as substancias puras (100 ug, 50
ug, 25 ug, 10 ug, 5 ug e 1 ug), foram aplicadas em cromatoplacas de silica gel e
eluidas com solventes adequados CHCI3:CH3OH (90:10). Em seguida foram
evaporadas para completa remocdo dos solventes. As cromatoplacas foram
borrifadas com uma suspenséao de fungos C. cladosporioides e C. sphaerospermum,
na concentracdo de 5 x 107 esporos/mL, em solugéo de glicose e sais. As placas
aspergidas com suspensao de fungos foram incubadas em camara umida a 25 °C,

durante 48 horas, na auséncia de luz. Decorrido o periodo de incubagao, o fungo
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cresceu por toda placa, exceto nas regides onde se encontravam as substancias
ativas inibindo o crescimento do fungo, em comparagdo com o padrao positivo

nistatina 1 pg’®.

**Ensaio bioldgico realizado pela Dra. Maria Claudia Marx Young do Instituto Botanico, SP.

3.6.2 Ensaio Anticolinesterasico***

Os extratos de interesse foram submetidos a constatacdo da inibicao da
enzima acetilcolinesterase (AChE), de acordo com a metodologia de Marston,
Kissling e Hostettmann’’, utilizando cromatoplacas.

O ensaio qualitativo e quantitativo por bioautografia (Cromatografia em
Camada Delgada Comparativa — CCDC) consiste na eluigdo de uma cromatoplaca
da substancia em anadlise, juntamente com um controle positivo inibidor da enzima
acetilcolinesterase (AChE), galantamina. Foram aplicados 100 yg dos extratos de
interesse em uma cromatoplaca de silica gel. A placa foi eluida com eluentes
adequados (CHCIs/CH3OH (95:05) e Hex/AcOEt (70:30)), objetivando encontrar a
menor quantidade inibidora da AChE, que possa ser observada visualmente. Apds o
desenvolvimento da cromatografia, a placa foi borrifada com a solugdo da enzima
AChE (6,66 U) (solugao A). A placa cromatografica foi incubada em camara umida
fechada a 37°C por 20 minutos, e em seguida borrifada com a (solugao D).

O aparecimento de manchas brancas sobre um fundo de coloragdo roxa

indica que houve inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase.

Solugodes:

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

v" Solugao B: 250 mg de acetato de 1-naftila em 100 mL de etanol;

<\

Solugao C: 400 mg do sal Fast Blue B em 160 mL de agua destilada;
v" Solugao D: mistura de 10 mL da solucdo B + 40 mL da solucéo C.

***Ensaio bioldgico realizado pela Dra. Maria Claudia Marx Young do Instituto Botanico, SP.
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CAPITULO 4
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CAPITULO 4

4.0 Avaliacao da Producao Metabdlica dos Endéfitos

4.1 Estudo da variagao metabdlica dos endéfitos isolados de espécies vegetais

do Cerrado.

4.1.1 Obtencao dos extratos brutos

Os fungos endofiticos isolados de plantas do Cerrado tém demonstrado um
grande potencial na produgdo de metabdlitos secundarios bioativos, a qual é
dependente dos nutrientes disponiveis no meio de cultivo.

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

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

orgéanicos providos pela peptona e extratos de carne’®.

4.1.1.1 Obtenc¢ao dos extratos em meios de cultivo liquido

Os extratos brutos foram obtidos de acordo com a metodologia descrita na
secdo 3.5.2.1, pag. 64.
Os rendimentos dos extratos obtidos no crescimento em 750 mL de meio

liquido estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Massas dos extratos ACOEt obtidas nos meios de cultivo liquidos dos enddfitos.

Meios de Cultivo Camarops sp. Periconia atropurpurea Pseudofusicoccum stromaticum

(mg) (mg) (mg)

PDB 153,9 110,0 59,2
Nutrient® 28,5 31,0 124,1
YM 33,7 377,7 165,3
Czapek® 187,5 165,8 255,7
Extrato de Malte 102,4 268,2 92,2

Esta diversidade pode ser explicada pela presenga de diferentes

componentes nutricionais em cada meio de cultivo.

4.1.1.2 Obtengao dos extratos brutos em meios de cultivo sélido

Os extratos brutos foram obtidos de acordo com a metodologia descrita na
secao 3.5.2.3, pag. 67.

A fim de diminuir ou eliminar os interferentes provenientes do meio de cultivo
solido, o extrato CH3OH produzido pelos enddfitos foi particionado duas vezes. A
primeira particdo foi realizada com AcOEt/H20 objetivando a eliminagdo dos
agucares oriundos do meio de cultivo e, a segunda foi realizada com CH3CN/Hexano
objetivando a eliminagao das graxas, também provenientes do meio de cultivo sdélido
em milho e arroz. Este procedimento foi adotado apds avaliagdo dos espectros de
RMN de 'H dos meios solidos sem inoculagdo dos enddfitos (extrato controle), que
se mostrou rico em agucares e substancias graxas.

Deste modo, evitou-se isolar os metabdlitos procedentes do meio de cultivo
em milho.

Os rendimentos dos extratos obtidos no crescimento em 270 g de meio solido

estao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Massas dos extratos CH3CN obtidas nos meios de cultivo solidos dos endofitos.

Meios de Cultivo  Camarops sp. Periconia atropurpurea Pseudofusicoccum stromaticum
(mg) (mg) (mg)
Arroz 379,9 300,3 713,0
Milho 524,9 727,5 240,9

A alta massa obtida pode estar associada a alta producido metabdlica dos
fungos em estudo. A metodologia empregada nesse trabalho foi a mesma para

todos os fungos.
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4.1.2 Analise quimica

4.1.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear de 'H

Todos os extratos brutos obtidos foram submetidos a analise de RMN de 'H
(Figuras 7 a 9) com o objetivo de obter indicios sobre a natureza quimica dos

hidrogénios presentes nos metabdlitos produzidos por cada fungo.

4.1.2.2.1 Extratos brutos obtidos nos meios liquidos e sélidos do fungo

Camarops sp.

Os espectros de RMN de 'H (Figura 7) dos extratos obtidos em escala
reduzida apresentaram sinais, variando de 61 0,8 até aproximadamente on 9,5
demonstrando a presenga de hidrogénios metilicos, metilénicos e, metinicos
sugerindo varias classes de substancias e evidenciando a diversidade metabdlica

nestes extratos.

4.1.2.2.2 Extratos brutos obtidos nos meios liquidos e sélidos do fungo

Periconia atropurpurea.

Foram observados sinais no espectro de RMN de 'H (Figura 8) em uma
ampla faixa espectral, como sinais de hidrogénios aromaticos, olefinicos e

carbindlicos, metilénicos e metilicos.

4.1.2.2.3 Extratos brutos obtidos nos meios liquidos e sélidos do fungo

Pseudofusicoccum stromaticum.

Os espectros de RMN de 'H (Figura 9) dos extratos brutos do fungo P.
stromaticum apresentaram uma vasta producdo de metabdlitos secundarios, pois foi
possivel visualizar sinais em uma ampla faixa espectral (0,5 a 11 ppm), diversos
sinais de hidrogénios aromaticos, olefinicos, carbindlicos, metilénicos e metilicos,

evidenciando a produg¢ao de muitos constituintes quimicos.
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Figura 7: Espectros de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) dos extratos Camarops sp.
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Figura 8: Espectros de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) dos extratos de P. atropurpurea.
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Figura 9: Espectros de RMN de 'H em DMSO-ds (300 MHz; para os extratos liquidos) e, em CDCI3 (300 MHz; para os extratos solidos) dos extratos

de P. stromaticum.
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Pela analise dos espectros de RMN de 'H, notou-se uma variagdo na produgéo
metabdlica dos enddfitos, em funcdo do meio de cultivo, evidenciando a
dependéncia dos nutrientes na producao destes. Analise detalhada dos espectros de
RMN de 'H dos extratos em milho e arroz sugeriu que muitas substancias de carater
graxo ainda encontram-se presentes, prejudicando as analises e comparagoes.

Para fim de comparacao, obteve-se o extrato controle de cada um dos meios
de cultivo utilizados, tanto liquido quanto solido. Comparagédo com os espectros de
RMN de 'H (Figura 10) obtidos dos extratos controle revelaram que a variedade dos
sinais corresponde somente aos metabdlitos secretados pelos fungos, uma vez que
os espectros de RMN de 'H dos extratos controle apresentaram picos ndo
coincidentes com os dos extratos brutos obtidos dos endéfitos. Deste modo, nos
asseguramos que os metabdlitos isolados foram produzidos pelos micro-organismos

€ nao procedentes dos meios de cultivo.
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Figura 10: Espectros de RMN de "H em DMSO-ds (300 MHz; para os extratos liquidos) e, em CDCIz (300 MHz; para os extratos solidos)

dos extratos controle.
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4.1.3 Avaliagcao das atividades biolégicas dos extratos brutos obtidos nos
meios liquidos e sélidos pelos endoéfitos em comparagao com os extratos

controle.

4.1.3.1 Ensaio Citotoxico

A atividade citotoxica dos extratos testados esta apresentada na Tabela 5
com seus respectivos percentuais de inibicdo. Somente os extratos que
apresentaram valores de inibicdo = 75 % em pelo menos duas linhagens tumorais
sdo consideradas ativas, valor esse considerado como cut-off para o screening de

novas substancias com potencial antitumoral.

Tabela 5: Percentual de inibicdo do crescimento celular (ICs0%) dos extratos em trés

linhagens tumorais testadas na dose unica de 5 ug/mL

Amostra HCT-116* sD OVCAR 8** sD SF-295*** sD
N° Identificagao Gl1% (média) Gl% (média) Gl% (média)
1 Arroz-Camarops sp. 21,98% 12,32% 52,56% 1,06% 51,76% 6,76%
2 PDB-Camarops sp. 4,20% 4,97% 17,06% 2,61% 38,80% 4,94%
3 Malte-Camarops sp. 7,30% 2,64% 4,44% 4,44% 35,49% 2,60%
4 YM-Camarops sp. 1,46% 2,13% 14,27% 0,97% 59,75% 3,77%
5 Nutrient-Camarops sp. 511% 1,87% 8,87% 10,52% 37,70% 2,60%
6 Milho-Camarops sp. 93,39% 9,87% 103,69% 3,48% 64,94% 6,95%
7 Czapek-Camarops sp. 8,34% 0,26% -4,37% 1,64% 49,55% 1,69%
8 PDB-P. atropupurea 5,52% 4,64% 20,27% 3,09% 29,06% 0,52%
9 Nutrient-P. atropurourea 13,13% 7,29% 24,85% 2,03% 51,44% 0,45%
10 Milho-P. atropurpurea 0,50% 1,42% 33,79% 4,44% 31,86% 1,10%
11 Czapek-P. atropurpurea 8,76% 1,35% 48,81% 0,58% 50,70% 2,66%
12 Arroz-P. atropurpurea 16,14% 2,52% 32,22% 8,40% 37,61% 3,51%
13 Malte-P. atropurpurea 84,22% 1,03% 78,50% 18,44% 77,49% 2,99%
14 YM-P. atropurpurea 71,50% 32,44% 66,89% 13,03% 73,95% 30,08%
15 PDB-P. stromaticum 3,32% 9,34% -11,68% 1,62% 38,62% 6,89%
16 YM-P. stromaticum 13,62% 1,35% -0,14% 1,02% 38,96% 2,62%
17 Czapek®-P. stromaticum 11,70% 3,55% 0,29% 1,07% 38,71% 1,30%
18 Malte-P. stromaticum 89,35% 0,14% 80,86% 3,33% 91,06% 0,15%
19 Nutrient®-P. stromaticum -6,10% 5,84% -20,86% 0,39% 27,97% 11,81%
20 Arroz-P. stromaticum 81,82% 3,27% 37,13% 3,74% 63,39% 5,89%
21 Milho-P. stromaticum 75,10% 2,89% 81,62% 8,88% 60,02% 2,60%

*OVCAR 8 (carcinoma de ovario); **HCT-116 (cdlon - humano); ***SF-295 (glioblastoma - humano)

Assim, pode-se concluir que os extratos de Milho obtido do endofito

Camarops sp. o Extrato de Malte obtido do enddfito P. atropurpurea e, o Extrato de
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Malte e de Milho obtidos do enddfito P. stromaticum demonstraram forte potencial
citotoxico frente as trés linhagens tumorais testadas. Os extratos bioativos
produzidos pelos endoéfitos Camarops sp. e P. atropurpurea foram selecionados para
o crescimento e cultivo em escala ampliada, ja o endofito Pseudofusicoccum
stromaticum foi crescido no meio liquido de Czapek® devido a esta linhagem ter

apresentado potencial anticancer em estudos preliminares.
4.1.3.2 Ensaio Antifungico

Os resultados da avaliacdo da atividade antifungica contra os fungos C.
cladosporioides e C. sphaerospermum (Figuras 11 e 12) sdo interessantes e,

sugerem que a maioria dos extratos apresentaram atividade antifungica.

Figura 11: Resultado da atividade antifungica frente ao fitopatégeno C. cladosporioides, dos
extratos brutos, para os diferentes meios de cultivo dos enddfitos.

Periconia atropurpurea Camarops sp. Pseudofusicoccum stromaticum

2 3 4 5 6 7 P1

Legend Legend Legenda

1- Malte 5-YM 1- Malte 5-YM 1- Malte 5-YM

2- Nutrient® 6 - Milho 2- Nutrient® 6 - Milho 2-Czapek®  6-Arroz

3-Czapek® 7-Arroz 3-Czapek® 7 -Arroz 3-PDB 7-Milho

4-PDB P1 - Nistatina [5 pg] 4-PDB P1 - Nistatina [5 pg] 4 - Nutrient®  P4-Nistatina [5 ugl

Figura 12: Resultado da atividade antifungica frente ao fitopatégeno C. sphaerospermum,

dos extratos brutos, para os diferentes meios de cultivo dos enddfitos.

Periconia atropurpurea Camarops sp. Pseudofusicoccum stromaticum
4 5 6 7 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 P1
Legend Legend Legenda
1- Malte 5-YM 1- Malte 5-YM 1 - Malte 5-YM
2 - Nutrient® 6 - Milho 2 - Nutrient® 6 - Milho 2-Czapek®  6-Arroz
3-Czapek® 7-Arroz 3-Czapek® 7-Arroz 3-PDB 7-Milho
4-PDB P1- Nistatina [5 pg] 4-PDB P1 - Nistatina [5 pg] 4-Nutrient®  P1-Nistatina [5 pg]
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Esses dados podem estar diretamente relacionados a ecologia quimica, onde
0s micro-organismos endofiticos produzem substancias bioativas como autodefesa e
contra micro-organismos fitopatdégenos. Deste modo, os fungos associados a
espécies vegetais sao promissoras fontes na busca por novos metabdlitos

secundarios com atividade antifungica.
4.1.3.3 Ensaio Anticolinesterasico

O ensaio anticolinesterasico realizado em CCDC é qualitativo e é definido
através do halo branco em fundo roxo, para atividade inibitoria positiva. Os
resultados obtidos na avaliagdo da atividade anticolinesterasica (Figura 13) foram
muito bons, demonstrando que a maioria dos extratos inibiu a agado da enzima
acetilcolinesterase. Pode-se destacar os extratos de milho e arroz obtidos do cultivo
do endofito Camarops sp. que apresentaram uma forte inibicdo da enzima
acetilcolinesterase sendo comprovada pelo forte halo de inibicdo quando comparado

com o padrao fisostigmina.

Figura 13: Atividade anticolinesterasica, dos extratos brutos, para os diferentes meios de
cultivo dos enddfitos.

Periconia atropurpurea Camarops sp. Pseudofusicoccum stromaticum

1 2 3 4 5 6 7 P2 1 2 3 4 5 6 7 P2 41 2 3 4 5 6 7 P2

Legenda Legenda Legenda

1- Malte 5-YM 1- Malte 5-YM 1- Malte 5-YM

2- Nutrient® 6 - Milho 2- Nutrient®  6- Milho 2-Czapek®  6-Arroz

3-Czapek® T7-Arroz 3-Czapek® 7-Arroz 3-PDB 7-Milho

4-PDB P2 - Fisostigmina [0,05 pg] 4-PDB P2 - Fisostigmina [0,05 pg] 4 - Nutrient® PpP2- Fisostigmina [0,05 ug]
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4.2 Estudo da Variagao Metabdlica do Endéfito isolado de espécie vegetal do

Deserto de Sonora.

4.2.1 Obtencao dos extratos brutos

4.2.1.1 Obtencgao dos extratos em meios de cultivo liquido com e sem adigao

de modificador epigenético

Os extratos brutos foram obtidos de acordo com a metodologia descrita na
secao 3.5.2.2, pag. 66. Os rendimentos dos extratos obtidos no crescimento em 20

mL de meio liquido foram satisfatérios e, estdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6: Massas dos extratos AcOEt obtidas nos meios de cultivo liquidos do enddfito.

Meios de Cultivo Phoma sp. (mg)
PDB 7,7
PDB + SAHA 16,9
YM 3,8
YM + SAHA 4,8

Pode-se observar que a adigao do modificador epigenético SAHA aumentou a
producao metabdlica do enddfito tanto no meio de cultivo de PDB como no meio de
cultivo de YM. Esses resultados evidenciam que o modificador epigenético SAHA
empregado no cultivo exerceu uma alteragdo na produgdo metabdlica do fungo, o
gue nos motivou a cultivar o fungo em escala ampliada com adi¢do do modificador
epigenético (4 L) e sem a adicao do modificador epigenético (9 L) para avaliagao da

produgao metabdlica.

4.2.2 Analises quimicas

4.2.2.1 Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC)

Visando estabelecer condigdes primarias de separagao cromatografica como
etapa inicial para os ensaios de detec¢cdo de substancias bioativas e uma prévia
comparagao dos metabdlitos produzidos, os extratos brutos foram submetidos a
separagao cromatografica em CCDC.

O cultivo do fungo Phoma sp. com e sem modificador epigenético apresentou
mudancas significativas na producdo metabdlica, sendo esta avaliada por CCDC

(Figura 14), no entanto o cultivo no meio liquido de YM n&o apresentou alteracdes
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significativas, diferente do cultivo no meio liquido de PDB onde notou-se o
desaparecimento de compostos apolares e polares, e também variagao na coloragao

das manchas apoés a revelagao com anisaldeido.

Figura 14: CCDC dos extratos obtidos do crescimento do endéfito Phoma sp. nos meios de

cultivo liquidos com e sem modificador epigenético (A) fase normal e (B) fase reversa.

A B
Legenda
;‘ L S A = PDB Controle
B = PDB + SAHA
C = YM Controle
D =YM + SAHA
A B C D A B C D

Esses resultados evidenciam que o modificador epigenético SAHA
empregado no cultivo exerceu uma alteragdo na produgdo metabodlica do fungo
quando este foi crescido no meio liquido de PDB. Para comprovar essa alteragao

realizou-se a analise quimica por HPLC-DAD analitico.

4.2.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodos (HPLC-DAD)

Os extratos brutos AcOEt do enddfito isolado de uma espécie vegetal do
Deserto de Sonora foram submetidos a uma avaliagdo do perfil cromatografico por
HPLC-DAD em gradiente exploratério, utilizando-se uma coluna analitica de fase
reversa C18.

O perfil por HPLC-DAD do extrato bruto AcOEt obtido do cultivo na presenca
de 500 uM de SAHA, mostrou o aparecimento de novos picos entre os tempos de
retencdo de 20 a 40 minutos, além do aumento da producdo de alguns destes,
indicando a presenca de novas substancias produzidos apenas na adicdo do

modificador epigenético, confirmando que este influencia a produgdo metabdlica.
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Nas Figuras 15 a 18 estdo ilustrados os cromatogramas em A = 254 nm e
280 nm dos extratos brutos AcOEt obtidos nos meios de cultivo liquido com e sem
adicdo do modificador epigenético do fungo isolado de uma espécie vegetal do

Deserto de Sonora.

Figura 15: Cromatograma do extrato AcCOEt em PDB sem a adicdo do modificador

epigenético SAHA em 250 nm.
Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 250 nm
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Figura 16: Cromatograma do extrato AcOEt em PDB com a adi¢gdo do modificador
epigenético SAHA em 250 nm.
Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 250 nm
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Figura 17: Cromatograma do extrato AcOEt em PDB sem a adi¢gdo do modificador
epigenético SAHA em 280 nm.

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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Figura 18: Cromatograma do extrato AcOEt em PDB com a adigdo do modificador
epigenético SAHA em 280 nm.
Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 280 nm
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Ap0s o resultado obtido das analises quimicas, o micro-organismo Phoma sp.
foi cultivado em escala ampliada com e sem a adicao do modificador epigenético
(SAHA), afim de isolar os metabdlitos produzidos por este micro-organismo e,
comparar se a produgcdo metabdlica foi modificada ou ndo com a utilizagdo do

modificador epigenético.
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CAPITULO 5
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CAPITULO 5

5.0 ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE Camarops sp.

5.1 INTRODUGAO

5.1.1 Endéfito em Estudo: Camarops sp.

Fungo endofitico pertencente a classe Sordariomycetes, a ordem Boliniales e,
a familia Boliniaceae. E considerado um fungo que habita madeira e, sdo
encontrados em regides de clima temperado e tropical®”.

A cultura de Camarops sp. forma micélio abundante, na superficie, de
coloragdo branca e, o reverso da colbnia torna-se laranja acastanhado apdés o
envelhecimento (Figura 19). O género Camarops € caracterizado por apresentar
ascosporos marrons, uniformes e pequenos, hifas de parede fina e estruturas
reprodutivas ndo assexuadas®’.

Os estudos descritos para este endofito sdo os realizados por nosso grupo de
pesquisa e indicam-no com enorme potencial biolégico como, inibidores da enzima
acetilcolinesterase, das enzimas pepsina e subtilisina e consideravel potencial

citotoxico frente a trés células cancerigenas®’: 7°.

Figura 19: Camarops sp. (A) Superficie e, (B) Parte inferior do enddfito.
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SUBSTANCIAS ISOLADAS DO ENDOFITO Camarops sp.
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5.2 METODOLOGIA

5.2.1 Cultivo de Camarops sp. em escala ampliada

Toda discussao apresentada até o momento, nos conduziu a selegdo do meio
sélido de Milho para o cultivo em escala ampliada do endofito Camarops sp.

Considerando o perfil quimico, cromatografico e as atividades
anticancerigena, antifungica e anticolinesterasica apresentadas pelo extrato CH3CN,
em escala reduzida em Milho, este foi cultivado em escala ampliada para o
isolamento das substéncias potencialmente bioativas, conforme metodologia descrita
no Fluxograma 3.

O extrato bruto obtido foi submetido a analise por RMN de 'H (Figura 20) e
HPLC-DAD em gradiente exploratério (ltem 3.5.2.3, pag. 67), e mostrou perfil
quimico muito semelhante ao extrato cultivado em pequena escala, evidenciando

apenas diferencgas na intensidade de alguns sinais.

Figura 20: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) do extrato CH3;CN em Milho (A)

Escala Ampliada e, (B) Escala Reduzida.
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Estes resultados mostraram que a produgdo metabdlica foi reprodutiva
quando este enddfito foi crescido em escala ampliada e o extrato bruto obtido

comparado com o extrato obtido em escala reduzida.

5.2.2 Fracionamento do extrato CH3CN em milho de Camarops sp. obtido em

escala ampliada

Apos obtengdo do extrato CHsCN, este foi submetido a cromatografia em
coluna sob pressdo, onde foram obtidas oito fracbes como visualizado no
Fluxograma 4, de 1,6 L cada (Fr1-Ca a Fr8-Ca).

O perfil quimico destas fragdes foi avaliado por HPLC-DAD e RMN de 'H. As
massas obtidas destas fracdes, aliadas a resolugcdo por CCDC, aos espectros de
RMN de 'H e aos resultados dos ensaios biologicos, conduziram a selegdo das

fragdes Fr2-Ca, Fr3-Ca e Fr4-Ca para o estudo quimico.

Fluxograma 4: Fluxograma do fracionamento do extrato CH3CN, em milho, de Camarops

Sp.

HPLC-DADanal.
Coluna Octadesil Silano (C-18)
Extrato CH;CN Eluigio: H20:CH;OH (95:05 viv) &
(1 5,09) (0:100 viv) gradiente exploratdrio;

I 50min_,
| Fluxo: 1,0mL min!
CCemC-18
1
RMN de 'H H,0/CH,OH HPLC-DAD
30/70 50/50 75/25 90/10 100/0 50/50 0/100 50/50

CH;OH/H,0 | CH;0H/H,0 | CH;OH/H,0 | CH;OH/H,0 |CH;OH/H,0 | CH;OH/AcOEt | CH;OH/ACOEt | AcOEt/Hexano

Fri-Ca Fr2-Ca Fr3-Ca Fr4-Ca Fr5-Ca Fr6-Ca Fr7-Ca Fr8-Ca
(7,249) (1,279) (1,57g) (2,729) (1,72q) (1,94q) (0,439) (0,02q)

RMN de 'H, HPLC-DAD
e
Ensaio Biolégico
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5.2.3 Purificagao da Fragao Fr2-Ca

Apos analise dos resultados quimicos e biolégicos das fragbes oriundas do
extrato em Milho obtido do endéfito Camarops sp., a fragao Fr2-Ca apresentou uma
massa consideravel, boa resolugdgo por CCDC e, inibicio da enzima
acetilcolinesterase o que possibilitou a selegcao desta para fracionamento por coluna
cromatografica como mostrado nos Fluxogramas 5 e 6.

A subfragéo Fr2-Ca-2-2 forneceu a substancia 1.

Fluxograma 5: Fluxograma de purificagao da fragdo Fr2-Ca.

Fr2-Ca
(1,2009)

1. CC em Silica gel fase normal
2. CHCIl;MeOH gradiente (~20mL)

140 Subfracdes
Fr2-Ca-1 a Fr2-Ca-140

1. Analise em CCDC
2. Reunifo das Fracdes

Fr2-Ca-1 Fr2-Ca-3 Fr2-Ca-5 Fr2-Ca-7 Fr2-Ca-9 Fr2-Ca-11 Fr2-Ca-13 Fr2-Ca-15
(5,1mg) (28,5mg) (51,9mg) (35,4mg) (34,8mg) (40,4mg) (41,3mg) (125,8mg)

Fr2-Ca-2 Fr2-Ca-4 Fr2-Ca-6 Fr2-Ca-8 Fr2-Ca-10 Fr2-Ca-12 Fr2-Ca-14
(180,1mg) (125,3mg) (49,2mg) (89,7mg) (33,5mg) (20,1mg) (29,8mg)

re ui:i:acsa-i; 36 er:stjr:taan:em Fr2-Ca-2
por ap (334,0mg)

mesmo perfil por RMN de 'H

Fluxograma 6: Fluxograma de purificagao da fragdo Fr2-Ca por CCDC.

Fr2-Ca-2
(334,0mg)

1. Placa preparativa em Silica gel fase normal
2. Hexano/AcOEt 60:40

Fr2-Ca-2-1 Fr2-Ca-2-2 Fr2-Ca-2-3 Fr2-Ca-2-4 Fr2-Ca-2-5
(12,6mg) (56,1mg) (6,0mg) (2,4mg) (3,0mg)

1
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5.2.4 Purificagcao da Fracao Fr3-Ca

A fracdo Fr3-Ca apresentou massa consideravel, boa resolugao por CCDC e,
inibicdo da enzima acetilcolinesterase, o que possibilitou a selecdo desta para
separacao e purificagcdo da mesma por cromatografia em coluna sob pressdo como
visualizado nos Fluxogramas 7 e 8.

Apds andlise por RMN de 'H e '3C a subfragdo Fr3-Ca-4 forneceu a
substancia 2, a subfracdo Fr3-Ca-7 a substancia 4 e, a subfragdo Fr3-Ca-6-3

forneceu a substancia 3.

Fluxograma 7: Fluxograma de purificacao da fragdo Fr3-Ca.

Fr3-Ca
(1,5009)
1. CC em fase reversa sob presséo
2. CH;0H/H,0 gradiente (~360mL)
10/90 15/85 20/30 25/75 30/70 35/65 40/60 45/55 50/50 10040 50/50
(CH,0H/H,0 | CH,0H/H,0 |CH;0H/H,0|CH,0H/H,0 | CH,0H/H,0 |CH,0H/H,0 |CH,0H/H,0 |CH,0H/H,0 | CH,OH/H,0|cH,0H/H,0 |CH,0H/AcOE
Fr3-Ca-1 Fr3-Ca-3 Fr3-Ca-5 Fr3-Ca-7 Fr3-Ca-9 Fr3-Ca-11
(71,5mg) (21,0mg) (35,2mg) (54,6mg) (261,7mg) (42,9mg)
Fr3-Ca-2 Fr3-Ca-4 Fr3-Ca-6 Fr3-Ca-8 Fr3-Ca-10
(40,7mg) (2,5mg) (41,2mg) (124,7mg) (1003,3mg)
Substancia
4
Substéncia Substéancia

|

2

J(

3 impura

|
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Fluxograma 8: Fluxograma de fracionamento da fragcao Fr3-Ca-6.
Fr3-Ca-6
(41,2mg)

1. CC em Silica gel fase normal
2. Hexano/AcOEt gradiente (~20mL)

15 Subfragbes
Fr3-Ca-6-1 a Fr3-Ca-6-15

1. Anélise em CCDC
2. Reunido das Fracdes

Fr3-Ca-6-1 Fr3-Ca-6-2 Fr3-Ca-6-3 Fr3-Ca-6-4 Fr3-Ca-6-5 Fr3-Ca-6-6
(1,8mg) (7,8mg) (2,0mg) (3,4mg) (8,4mg) (8,7mg)

5.2.5 Purificagao da Fragao Fr4-Ca

A fragdo Fr4-Ca apresentou uma massa consideravel, boa resolugao por
CCDC e, inibicao da enzima acetilcolinesterase, o que possibilitou a selegao desta
para separacao por CC como visualizado no Fluxograma 9.

As subfra¢des Fr4-Ca-6 e Fr4-Ca-7 foram reunidas por apresentarem perfil

idéntico por analise dos espectros de RMN de 'H e forneceu a substancia 5.
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Fluxograma 9: Fluxograma de purificagao da fracdo Fr4-Ca.

15/85 chon/0 | Frd-Ca-t
(48,7mg)
20/80 CH;0H/H,0 Fr4-Ca-2
(60,1mg)
25/75 CH;0H/H,0 | Frd-Ca-3
(14,6mg)
30/70 CH;0H/H,0 | Fr4-Ca-4
(14,3mg)
35/65 CH,0H/H,0 | Frd-Ca-5
(14,0mg)
40/60 CH,0H/H,0 .
1. CC em fase /60 CH,ON/H; Flrg-;:nigel  —
Fr4-Ca reversa sob pressio , | |=3r14.g:a.5
Ca- ,0m
(2,500g) 2 CH,0nH,0 45/55 CH,0H/H,0 | Flrgt;:n? 7} ( g)
gradiente (~285mL) ;Umg |
50/50 CH,0H/H,0 | Fr4-Ca-8
60/40 CH,0H/H,0 | Fr4-Ca-9 3

(15,2mg)

70/30 CH,0H/H,0 | Fr4-Ca-10
(67,8mg)

100/0 CH,0H/H,0 | Fr4-Ca-11
{1708,3mg)

50/50 CH,0H/AcOEt | Fr4-Ca-12
{126,0mg)

0/100 CH,0H/AcoEt| Frd-Ca-13
(38,7mg)

5.2.6 Esterificagcao de Mosher

O &cido 2,5-dihidro-2-(1-hidroxialil)-4-((E)-pent-1-enil) furano-3-carboxilico foi
esterificado com acido (R) e (S) a-metoxifenilacético (MPA). Resumidamente, a
solugdo do furano (1 equiv) em presenga de cloridrato de 1-etil-3-[3-
(dimetilamino)propil] carbodiimida (EDC) (1 equiv para cada hidroxila) e 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) catalitico em diclorometano seco sob atmosfera de N2
foi adicionada uma solugdo de MPA (1 equiv para cada hidroxila) diclorometano
seco. A mistura foi mantida sob agitagao por 3-8 horas. A seguir, a fase organica foi
lavada com uma solugéo de HCI (1 M), agua, NaHCOs3sat) € agua, entdo seca com
Na2S04 e concentrada a vacuo em rota evaporador®®. O composto foi caracterizado
por RMN (1D e 2D).
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Avaliacao da atividade biologica das fragées obtidas do fracionamento do

extrato CH3CN em Milho de Camarops sp.

Todas as fragdes obtidas do fracionamento do extrato CH3CN em Milho de
Camarops sp. foram avaliadas nos ensaios citotoxico, anticolinesterasico e

antifungico.
5.3.1.1 Ensaio Citotoxico

A atividade citotdxica de todas as fragdes esta apresentada na Tabela 7 com
seus respectivos percentuais de inibicao.

Observa-se que a fragdo Fr4-Ca demonstrou moderado potencial citotoxico
frente as linhagens tumorais testadas, no entanto, esta ndo é considerada
potencialmente citotdxica, pois apenas fracées que apresentam valores de inibicao =
75% em pelo menos duas linhagens tumorais sdo consideradas ativas. Assim,

nenhuma fragéo apresentou citotoxicidade frente as linhagens tumorais testadas.

Tabela 7: Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC50%) das fragbes

em trés linhagens tumorais testadas na dose unica de 5 ug/mL

Amostra SF- 295 OVCAR HCT-116
Identificagdo| , G\ DPM Gl% DPM Gl% DPM
¢ (média) (média) (média)

Fri-Ca 25,821% | 3% | 27,368% | 6% | 21,358% | 3%
Fr2-Ca 19,015% | 10% | 21,392% 1% 6,947% 16%
Fr3-Ca 44248% | 6% | 53,768% 1% | 42,125% | 3%
Frd-Ca 57,173% | 3% | 75585% | 6% | 63,325% 1%
Fr5-Ca 36,175% | 3% | 31,505% | 13% | 36,600% | 12%
Fr6-Ca 27,740% | 3% 15,942% | 2% 17,597% | 0%
Fr7-Ca 27,306% | 9% | 22,706% | 5% 13,271% | 9%
Fr8-Ca 35017% | 15% | 43,064% | 10% | 16,199% | 15%

*Valores sdo média + DPM (Desvio Padrao da Média)

5.3.1.2 Ensaio Antifungico

As fragdes obtidas do fracionamento do extrato CH3CN do cultivo em Milho de
Camarops sp. nao apresentaram atividade antifungica contra os fungos

fitopatogénicos C. cladosporioides e C. sphaerospermum.
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5.3.1.3 Ensaio Anticolinesterasico

De acordo com o observado na Figura 21 as fragdes Fr2-Ca, Fr3-Ca e Fr4-
Ca apresentaram atividade inibitéria variando de fraca a moderada da enzima
acetilcolinesterase, sendo selecionadas para fracionamento e purificacdo dos

metabdlitos responsaveis pela atividade.

Figura 21: Atividade anticolinesterasica das fragcdes obtidas do fracionamento do extrato

CH3CN do endofito Camarops sp.

Legenda

1-Fr1-Ca
2-Fr2-Ca
3-Fr3-Ca
4-Fr4-Ca
5-Fr5-Ca
6- Fr6-Ca
7-Fri-Ca
8-Fr8-Ca
P - Fisostigmina [0,05 pg]

5.3.2 Determinagao estrutural da substancia 1

Figura 22: Estrutura da 3-((1S,2S)-1,2-dihidroxibut-3-enil)-4-((E)-pent-1-enil)furan-2(5H)-ona

A substancia 1 foi isolada como um oleo de cor amarela [0]**p -22,6 (c 0,1,
CHs3OH) e, com 56,1 mg de massa.

No espectro de massas de alta resolugéo utilizando a técnica de ionizagao por
eletrospray, no modo positivo (LC-MS-TOF), foi visualizado o sinal de m/z 261,1070
(Erro calulado: 13,0213 ppm) referente a formagao de aduto [M-Na]* (Figura 23), o
que com auxilio dos dados de RMN de 'H e '3C foi possivel propor a formula

molecular C13H180a4.
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Figura 23: Espectro de massas de alta resolugcao da substancia 1

Intens. +MS, 2.2-3.0min #(130-177)
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O espectro de IV (Figura 24) exibiu uma banda intensa e larga em 3336 cm"’
caracteristico de hidroxila, uma banda associada a C=0 conjugada em 1735 cm™ e

uma banda em 2940 cm-" caracteristico de C-H sp3.

Figura 24: Espectro de infravermelho da substancia 1
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Pelos espectros de RMN de '*C e DEPT 135 (Figuras 25 e 26) foi possivel
observar a presenga de 13 atomos de carbono, consistentes com seis olefinicos
(dois quaternarios, trés metinicos e um metilénico), trés metilénicos (um vinilico, um
oxivinilico e um alilico), dois metinicos (um oxivinilico e um oxialilico), uma metila e

um carbono atribuido a uma carbonila de lactona.
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Figura 25: Espectro de RMN de "*C (600 MHz, CDCls) da substancia 1
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Figura 26: Espectro de RMN DEPT 135 (600 MHz, CDCIs) da substancia 1.
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Os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos, pela
analise dos mapas de contorno dos experimentos HSQC e RMN de 'H (Figuras 27
e 28).
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Figura 27: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCIs) da substancia 1.

0.9448
0.9205
0.8957

1.5061
1.4814
1.4567
1.4321
1.2303

4.9383

4.9329
_./-_ .
ki

5.3631
—~5.3058
_~4.6466

~6.6150

~™-6.5612
_~6.1219
™-6.0682

100



Bioprospecgao de fungos endofiticos Camarops sp., Periconia atropurpurea e Pseudofusicoccum stromaticum e avaliagao epigenética de Phoma sp.

Figura 28: Mapa de correlagdo 'H-'*C a uma ligagéo (600 MHz, CDCI3) da substancia 1
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Através da analise dos espectros de RMN de '"H em conjunto com os valores
de deslocamento quimico para os carbonos C-2, C-3, C-4 e C-5 aliado as
correlagdes observadas no experimento de HMBC (Figura 29), foi possivel sugerir

um anel caracteristico de lactona para a substancia 1.

Figura 29: Mapa de correlagédo 'H-'3C a longa distancia (600 MHz, CDCIs) da substancia 1
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Na interpretacéo cuidadosa e detalhada do experimento COSY (Figura 30) foi
possivel definir dois sistemas contiguos e independentes de spins. No primeiro caso
as interagbes visualizadas entre H-5"—H-4"-H-3"oH-2"-H-1"  permitiram
estabelecer um substituinte 1-pentenila, —CH=CHCH2CH2CH3 (subunidade A). A
configuracado trans da ligagdo dupla foi estabelecida pelo valor da constante de

acoplamento de 16,0 Hz entre H-1" (&1 6,59, d) e H-2" (&1 6,09, dt).

Figura 30: Espectro de COSY (600 MHz, CDCl3) da substancia 1
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No segundo caso, as interagdes dos spins 'H-'H entre H-1"<—H-2'—H-3'«—H-4’
conduziu a subunidade but-3’-ene-1’,2’-diol, H2C=CHCH(OH)CH(OH)—(subunidade
B).

Estas subunidades foram ratificadas pelas correlagées observadas a longa
distancia 3J nos experimentos de HMBC, pelos deslocamentos quimicos em RMN de
'H e 13C, assim como as respectivas multiplicidades dos hidrogénios.

Anadlise do mapa de contorno do experimento HMBC foi decisivo na
determinacao estrutural desta substancia, fornecendo subsidio para posicionar os
substituintes no anel lactonico. A subunidade A foi conectada em C-4, devido as

correlagdes a longa distancia observada entre H-1"<>C-4/C-5, assim como de H-
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2’<C-4. A analise dos espectros de NOESY confirmou a posigdo da subunidade A
em C-4, devido a interagcao espacial observada entre H-1" e H-1".

A subunidade B foi posicionada em C-3 devido as correlagdes a longa
distancia observada no experimento HMBC entre H-1'<>C-2/C-3/C-4 e H-2'«<> C-3.
As demais correlacbes observadas no experimento de HMBC podem ser
visualizadas na Figura 31. Os deslocamentos quimicos para a substancia 1
encontram-se na Tabela 8.

Essas analises nos permitiram determinar a substancia 1 como 3-((1S,2S)-
1,2-dihidroxibut-3-enil)-4-((E)-pent-1-enil)furan-2(5H)-ona e, inédita na literatura.
Substancias dessa classe conhecidas como 2(5H)-furanona ou pestalofuranonas
apresentam inumeras atividades biologicas tais como: atividade citotoxica,

antibidtica, antifingica e inibidora da replicagdo do HIV-1 em células C81668'-84,

Figura 31: Principais correlagdes observadas no experimento de HMBC (H—C) e 'H-"'H
COSY (—)

Tabela 8: Dados de RMN de 'H e "*C da substancia 1 (600 MHz, CDCl3?)

Posicao
'H (3) 13C (3) HMBC
2 - 175,4; C -
3 - 122,7; C -
4 - 158,0; C -
5 4,97 (d;16,2) 70,2; CH2 C-2; C-4; C-1
4,91 (d; 16,2)
1 4,64 (d; 5,0) 69,3; CH C-2; C-3; C-4; C-5; C-3
2 4,38 (ddt, 5,5; 5,5; 1,5) 74,9; CH C-3; C-1; C-3; C-4’
3 5,82 (ddd, 17,0; 10,5; 6,0) 135,8; CH Cc-2
4 5,33 (ddd, 17,0; 3,0; 1,5) 117,6; CH2 C-2; C-3
5,20 (ddd, 10,5; 3,0; 1,5) C-4; C-5; C-12
1” 6,59 (d; 16,0) 120,4; CH C-4; C-2"; C-3”
2” 6,09 (dt; 16,0; 7,0) 142,2; CH C-4
3” 2,20 (ddd; 14,5; 7,5; 1,5) 35,6; CH2 C-17; C-2"; C-47; C-5”
4” 1,47 (dt; 7,5) 21,8; CH2 C-2”; C-3”; C-5”
5” 0,92 (t; 7,5) 13,8; CHs C-37; C-4”

2deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (8) em ppm, constante de acoplamento entre
parénteses e em Hz.

103



Bioprospecgao de fungos endofiticos Camarops sp., Periconia atropurpurea e Pseudofusicoccum stromaticum e avaliagao epigenética de Phoma sp.

5.3.2.1 Determinagao da configuragao absoluta de C-7 da substancia 1

O método de Mosher utiliza reagentes de derivatizagao quiral e posterior
analise por RMN de 'H. O interesse despertado por este método baseia-se tanto na
possibilidade de trabalhar com amostras em pequenas quantidades, quanto devido a
sua simplicidade. Entretanto, este método requer a presenca de grupos funcionais
especificos, tais como -CO2H, -NH2 e —OH, necessarios para ligar o substrato ao
reagente, mostrando-se util apenas para alcoois primarios e secundarios, aminas
primarias e secundarias e para acidos carboxilicos8® 8.

O método é baseado na dupla derivatizagdo ou na simples derivatizagéo. A
dupla derivatizacdo consiste na esterificacdo do alcool de configuragcdo absoluta
desconhecida com os dois enantibmeros (R) e (S) do reagente auxiliar quiral,
enquanto que a simples derivatizagcao consiste na esterificagdo do alcool com
apenas um dos enantibmeros do reagente auxiliar, (R) ou (S). Nos dois métodos,
sao registrados os espectros dos dois diasteroisbmeros resultantes da reacao e
comparados, sendo realizada a medida da diferenca dos deslocamentos quimicos
AdR S, A determinagado da configuragdo R/S no centro quiral do alcool é feita através
da correlagdo entre esse centro e o centro quiral do reagente auxiliar que é de
configuracdo absoluta conhecida, de acordo com o efeito de protegcdo e/ou
desprotecdo que o grupo aromatico do reagente auxiliar produzira nos hidrogénios
dos substituintes L1 e L2 do alcool®®.

O reagente MPA (acido a-metoxi-fenil acético) foi introduzido por Raban e
Mislow e, é comercialmente encontrado na forma de &cido ou cloreto de acido nas
duas configuracbes enantiomericamente puras, sendo também um dos reagentes
mais utilizados para determinagdo da configuragéo absoluta de didis®’.

A Figura 32 apresenta o modelo proposto por Seco e colabs. (2004)% para
determinagcdo da configuragdo de didis. Quando um sin-1,2-diol é considerado,
cuidado deve ser tomado, porque apenas 0s sinais devidos aos protons em posi¢des
R sao uteis para a atribuigdo. A Figura 32 mostra que R1 e R2 estdo ambos
protegidos pelo diéster bis-(R) e (S)-MPA, o que torna a previsdo do sinal de AdR S
um valor impossivel. Por sua vez, o Ca’H e Ca’H sao protegidos somente no diéster
bis-(S)-MPA; Assim, um AR S positivo deve ser esperado para ambos os prétons

Ca’H e Ca’H. Este modelo pode perfeitamente ser aplicado a substancia 1.
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Figura 32: Estrutura do reagente de derivacao (R)-MPA e modelo para determinacgéo da

configuragao de didis.

Levando em consideragdo a analise configuracional, a aplicagdo mais geral
para assinalar a configuragédo absoluta por espectroscopia de RMN esta baseada na
comparagdo do espectro de RMN de 'H de dois derivados do substrato, que sdo
preparados com dois enantidmeros de um reagente de derivagao quiral apropriado.
Assim, os dois derivados apresentam diferentes deslocamentos quimicos para
prétons que estéo ao redor do carbono assimétrico (R1/R2)85 87,

A Figura 33 apresenta os espectros de RMN de 'H da substancia 1 apos
derivagdo com o R e S-MPA, a atribuicdo dos sinais do espectro foi feita com o
auxilio dos experimentos de HSQC, HMBC e COSY.

De acordo com o modelo (Figura 33 c), os protons com AdRS > 0 sio
posicionados para frente do plano. A variacdo de deslocamento quimico para os
prétons Ca’H-2” e Ca”H-1" é positiva. Assim, aplicando as regras de ordem de
prioridade para o sistema R e S, a substancia 1 tem configuragcéo S,S em C-1" e C-
2.
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Figura 33: Processo para a atribuigcdo da configuracao de (S, S)-lactona
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5.3.2.2 Compostos furanicos derivados de poliacetatos

5.3.2.2.1 Rota biossintética para a substancia 1

A proposta biossintética para a formagdo do derivado lacténico segue o
precedente do rearranjo de epoxidos proposto para a formagéo da aspirona®. Neste
caso, para a formacédo da substancia 1, um diepoxido composto por uma cadeia
acida insaturada com um total de 14 carbonos sofre um rearranjo com a formacgao de
dois grupos aldeidos. Em seguida, as duplas ligagdes movem-se em conjugagao
sofrendo descarboxilagdo. Uma reagao interna de Cannizaro pode gerar a lactona e,

por fim, uma migragdo de dupla ligagdo gera a substancia 1 (Figura 34)8°.

Figura 34: Proposta biossintética para a formacgao da substancia 1.
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5.3.3 Determinagao estrutural da substancia 2

Figura 35: Estrutura do 3,5,9-trihidroxi presilfiperfolano
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A substancia 2 foi isolada como um 6leo amarelo e 2,5 mg. A férmula

molecular foi estabelecida apds analise dos dados do espectro de massas de baixa
resolucao por ionizagdo em eletrospray no modo positivo (LC-MS-TOF) (Figura 36),
onde foi visualizado o sinal de m/z 239,2006 referente a formagao de aduto [M+3H]*

e auxilio dos dados de RMN de 'H e '3C permitindo propor a formula molecular

C15H260:s.

Figura 36: Espectro de massas de alta resolugéao da substancia 2
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Na analise do espectro de RMN de 'H (Figura 37) foi observada a presenca
de quatro metilas quaternarias em o1 1,09 (s, H-15, &¢ 23,2), dn 1,03 (s, H-13, d¢
27,0), on 0,92 (s, H-12, d¢c 24,4) e, OH 0,86 (d, J = 0,5 Hz, H-14, &¢c 13,7), dois
hidrogénios carbindlicos em dn 3,38 (dd, J = 9,5 e 1,0 Hz, H-5) e dx 3,30 (dd, J =
11,2 e 4,0 Hz, H-3), trés hidrogénios metinicos em &1 1,92 (ddd, J = 14,1; 7,0e 1,5
Hz, H-8); én 1,45 (m, H-7) e, d1 1,28 (d, J = 8,6 Hz, H-1) e, um grupo de hidrogénios
metilénicos em on 1,36 — 1,78 (m, H-2; H-10 e H-11).

No espectro de RMN de '3C (Figura 38) observou-se 15 atomos de carbono,
0 que com auxilio dos experimentos de HSQC (Figura 39), foram atribuidos a cinco
metinicos (&c 47,7, 41,6 e 40,7) dos quais, dois carbindlicos (6c 80,6 e 79,9), trés
metilénicos (6¢c 35,7, 29,1 e 29,2), quatro metilas (&c 13,7, 27,0, 24,4 e 23,2) e trés
carbonos quaternarios, sendo um carbinolico (6¢c 72,8, 41,8 e 36,4). Estes valores de
deslocamentos quimicos associados as multiplicidades e constantes de
acoplamento, fortemente sugeriram a presenga de um sesquiterpeno da classe dos
botrianos.

No mapa de correlagdo do experimento HMBC (Figura 40) foi possivel
visualizar as correlagdes a longa disténcia entre os atomos de hidrogénio H-1-C-
7/C-15, H-3-C-7/C-8/C-14 e de H-7-C-4/C-5/C-10. Estes dados aliados as
correlagdes observadas no experimento de 'H-"H COSY (Figura 41) entre H-7«—H-
11 e H-1-H-8 nos conduziram a estabelecer a estrutura de um sesquiterpeno do
tipo botriano.

A atribuicdo de todos os hidrogénios aos seus respectivos atomos de carbono
foi realizada apds andlise das interacdes a curta distdncia 'J, no experimento
bidimensional HMQC. Os valores de deslocamentos quimicos observados em RMN
de 'H e 3C confirmaram tratar-se de um sesquiterpeno botriano.

A configuracao relativa de 2 foi determinada pela analise dos espectros de
NOESY-1D (Figura 42), onde a irradiagdo de H-3 mostrou correlagao espacial com
H-1, irradiacéo de H-5 mostrou correlagéao espacial com H-1 e H-13, irradiacdo de H-
13 mostrou correlagao espacial com H-1, H-5 e H-14 e, irradiagcdo de H-14 mostrou
correlagdo espacial com H-7 e H-13 indicando que estes hidrogénios encontram-se

em uma relacgao cis.
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Figura 37: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIs) da substancia 2.
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Figura 38: Espectro de RMN de "*C (500 MHz, CDCl3) da substancia 2.
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Figura 40: Mapa de correlagéo 'H-'3C a longa distancia (500 MHz, CDCls) da substancia 2
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Figura 41: Espectro de 'H-'H COSY (500 MHz, CDCl;) da substancia 2
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Figura 42: Mapa de correlagédo 'H-'H através do espago (NOESY, 600 MHz, CDCl;) da
substancia 2.
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Estes dados sugeriram que a substancia 2 trata-se de sesquiterpendide
tricarbociclico saturado do tipo botriano, exibindo hidroxila terciaria e secundaria,
sendo a estrutura determinada como 3, 5, 9-trihidroxi persilfiperfolano inédita na
literatura.

Essa classe de metabdlitos com esqueleto botriano é caracteristico do fungo

Botrytis cinerea do qual ja foram isolados inumeros compostos similares a
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substancia 2. Compostos estes que foram eficazes no controle de lesbes causadas
por infec¢gdes fungicas em organismos vivos e, também apresentaram atividade
fitotoxica, fitopatogénica, antibidtica e citotdxica contra linhagens tumorais e néao

tumorais0: 91,

Figura 43: Principais correlagdes observadas no experimento de HMBC (H—C) e '"H-"H
COSY (—)

Tabela 9: Dados de RMN de 'H e '*C da substancia 2 (500 MHz, CDCI3?)

Posigao
'H (8) 13C (8) HMBC
1 1,28 (d, 8,6) 47,7, CH C-4; C-7; C-8; C-10; C-15
2 1,72 (m) 29,2; CH2 C-3; C-4; C-8; C-9
3 3,30 (dd, 11,2, 4,0) 79,9; CH C-4;C-8;C-14
4 - 41,8;C -
5 3,38 (dd, 9,5, 1,0) 80,6; CH C-4; C-7; C-9; C-12; C-13
6 - 36,4; C -
7 1,45 (m) 40,7; CH C-4; C-5; C-6; C-8; C-10
8 1,92 (ddd, 14,1, 7,0, 1,5) 41,6; CH C-1; C-2; C-3; C-4; C-5; C-11; C-14
9 - 72,8; C -
10 1,36 (d, 14,7) 35,7; CH2 C-1; C-7; C-9
11 1,78 (m) 29,1; CH2 C-6; C-7; C-8; C-9
12 0,92 (s) 24.4; CHs C-5; C-6; C-13
13 1,03 (s) 27,0; CHs C-5; C-6; C-12
14 0,86 (d, 0,5) 13,7; CHs C-3; C-4; C-5; C-8;
15 1,09 (s) 23,2; CHs C-1;C-9

adeslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (3) em ppm, constante de acoplamento entre
parénteses e em Hz.
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5.3.4 Determinagao estrutural da substancia 3

Figura 44: Estrutura do Deacetilbotridial

A substancia 3 foi isolada como um 6leo de coloracdo amarela. A férmula
molecular foi estabelecida apds analise dos dados do espectro de massas de alta
resolucao por ionizagao em eletrospray no modo negativo (LC-MS-TOF) (Figura 45),
sendo visualizado o sinal de m/z 251,1623 (Erro Calculado: 10,1 ppm) referente a
formacgdo de [M-HJ. Esta informagdo com auxilio dos dados de RMN de 'H e 3C

permitiu propor a féormula C15H240s.

Figura 45: Espectro de massas de alta resolugdo da substancia 3
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O espectro de RMN de 'H (Figura 46) de 3 apresentou dois dupletos em &+
4,75 e 3,90 (d, J = 9,6 Hz, &¢c 78,0) integrados para 1H cada e que baseados nos

deslocamentos de RMN de '3C foram conferidos aos hidrogénios carbindlicos H-15,
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vizinhos de um centro estereogénico. Também, foram observados dois dupletos em
on 2,27 (d, J = 11,4 Hz, 8¢ 58,8) e &1 1,62 (d, J = 7,1 Hz, &¢ 58,4) integrados para 1H
cada, os quais foram conferidos a H-1 e H-5, além de quatro sinais atribuidos a
quatro metilas em o1 1,32 (s, H-14, dc 24,0), w1 1,27 (d, J = 6,2 Hz, H-11, &c 22,3),
oH 1,25 (s, H-12, 8¢ 36,2) e &1 1,13 (s, H-13, &¢ 27,7).

No espectro de RMN de 'C (Figura 47) foi possivel observar 15 sinais de
carbono, que associado ao DEPT 135 (Figura 48) permitiu atribuir a quatro metilas,
quatro carbonos metilénicos sendo um carbinolico, trés metinicos e quatro
quaternarios, sendo um atribuido a uma carbonila (6¢c 172,1, C-10) caracteristico de
o-lactona.

A atribuicdo de todos os hidrogénios aos respectivos atomos de carbono foi
realizada apos avaliagdo das interagbes a curta distdncia 'J, no experimento
bidimensional HMQC (Figura 49).

Nos mapas de correlagdo a longa distancia de HMBC (Figura 50) foi possivel
visualizar as correlagdes entre os atomos de hidrogénio H-1-C-5/C-11 de H-5-C-
8/C-12/C-13 e de H-15-C-9/C-12/C-14. Estes dados aliados as correlagbes
observadas em 'H-'H COSY entre H-5+-H-4 e H-2<H-11 nos conduziram a
estabelecer a estrutura de um sesquiterpeno da classe dos botrianos para 3.

A configuracao relativa de 3 foi determinada pela analise dos espectros de
NOESY-1D (Figura 52), onde a irradiagao de H-12 mostrou correlagao espacial com
H-1 e H-5 e, irradiacdo de H-13 mostrou correlagdo espacial com H-2 e H-14
indicando que estes hidrogénios também, encontram-se em uma relagao cis.

Estes resultados indicaram 3 como um novo sesquiterpenos da classe dos
botrianos. Substancias similares a esta ja foram isoladas de micro-organismos
endofiticos tais como, Phomopsis sp.%? e Botrytis cinerea®®, no entanto, ndo ha

relatos de atividade bioldgica para os analogos de 3.
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Figura 46: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCIs) da substancia 3.
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Figura 47: Espectro de RMN de "*C (600 MHz, CDCl3) da substancia 3.
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Figura 48: Espectro de RMN DEPT 135 (600 MHz, CDCls3) da substancia 3.
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Figura 49: Mapa de correlagéo 'H-'*C a uma ligagéo (600 MHz, CDCI3) da substancia 3
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Figura 50: Mapa de correlagdo 'H-"3C a longa distancia (600 MHz, CDCls) da substancia 3
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Figura 51: Principais correlagbes observadas no experimento de HMBC (H—C).

Figura 52: Mapa de correlagdo 'H-'H através do espago (NOESY, 600 MHz, CDCl;) da

substancia 3.
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Tabela 10: Dados de RMN de "H e 3C da substancia 3 (600 MHz, CDCl5s?)

Posicao

H (8) 3C (3) HMBC
1 2,27 (d, 11,4) 58,8; CH C-2; C-8; C-9; C-10; C-11
2 1,82 (m) 34,0; CH C-1
3 1,09 (m) 35,1; CH2 C-2;C-4
4 1,74 (m); 1,49 (m) 27,3; CHz C-1; C-2; C-3; C-5; C-6; C-9
5 1,62 (d, 7,1) 58,4; CH C-4; C-8; C-9; C-12
6 - 40,9; C -
7 1,87 (d, 12,3) 49,7; CH2 C-4; C-6; C-8; C-12; C-13; C-14; C-15
8 - 44.4; C -
9 - 83,2; C -
10 - 172,1; C -
11 1,27 (d, 6,2) 22,7, CHs C-1;C-2; C-3
12 1,25 (s) 36,2; CHs C-4; C-5; C-6; C-7; C-13
13 1,13 (s) 27,7; CHs C-4; C-5; C-6; C-7; C-12
14 1,32 (s) 24,0; CHs C-1; C-5; C-7; C-9; C-15
15 4,75 (d, 9,6); 3,90 (d, 9,6) 78,0; CH: C-8; C-9; C-10; C-14

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

5.3.4.1 Rota biossintética para as substancias 2 e 3

As substancias 2 e 3 sao biossintetizados a partir do farnesil pirofostato,
sendo este oriundo do acetato pela via do mevalonato.

A biossintese inicia-se com um mecanismo via carbocation através de um
sistema enzimatico, até a formacao do 4-8, 9-6-diol botriano. Este composto é entao
hidroxilado originando a substancia 2 e, também, segue um caminho para a
formacgao do botridial que por um processo de redugao da origem a substancia 3
(Figura 53)%3 %4,
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Figura 53: Proposta biossintética para a formacgao das substancias 2 e 3.
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5.3.5 Identificagao estrutural da substancia 4

Figura 54: Estrutura do Acido (E)-2,4-dimetilocta-2-endico.

A substancia 4 foi isolada como um 6éleo amarelo. A férmula molecular foi
estabelecida apos analise dos dados do espectro de massas de alta resolugcéo por
ionizacdo em eletrospray no modo negativo (LC-MS-TOF) (Figura 55), onde foi

visualizado o sinal de m/z 169,1209 (Erro calculado: 12,1 ppm) referente a formagéao
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de [M-H]. Com auxilio dos dados de RMN de 'H e '3C permitiu propor a formula
C10H1802.

Figura 55: Espectro de massas de alta resolugédo da substancia 4
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Os espectros de RMN de 'H (Figura 56), de '3C (Figura 57) e de DEPT 135
(Figura 58) evidenciaram a presencga de trés metilas em 6+ 0,86 (¢, 7,0 Hz; &¢c 14,1);
oH 0,99 (d, 6,5 Hz; 6¢ 20,0) e &1 1,82 (d, 1,4 Hz; &¢c 12,3); trés carbonos metilénicos
em ox 1,28 (m, dc¢c 22,8); dn 1,25 (m, d¢c 29,8) e dn 1,39 (M, dc¢c 36,5); dois carbonos
metinicos em &x 2,51 (m, &c 33,5) e dH 6,65 (dq, 1,4; 10,1 Hz; d¢ 150,8), um carbono
quaternario em dc 125,6 e um sinal em &c¢ 172,7 caracteristico de uma carbonila de
acido carboxilico.

Os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos, pela
analise do mapa de correlacao dos experimentos de HSQC (Figura 59) (Tabela 11).

Pela analise do mapa de correlagdo de HMBC de 4, foi visualizado correlagao
entre o H-3-C-9/C-10; H-5-C-3; H-8-C-6/C-7; H-9-C-2/C-3 e H-10-C-3/C-4/C-
5. Adicionalmente, o experimento de COSY evidenciou um sistema de spins de H-
3oH-4-H-5, de H-4-H-10 e de H-6-H-8. Estas informacbes associadas aos
dados encontrados na literatura, nos permitiram atribuir para a substancia 4 a

estrutura do acido (E)-2,4-dimetilocta-2-endico.
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Figura 56: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCIs) da substancia 4.
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Figura 57: Espectro de RMN de "*C (600 MHz, CDCl3) da substancia 4.
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Figura 58: Espectro de RMN DEPT 135 (600 MHz, CDClIs) da substancia 4.
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Figura 59: Mapa de correlagdo 'H-'*C a uma ligagéo (600 MHz, CDCI3) da substancia 4
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Esta substancia ja foi isolada como produto natural de Xylaria sp. um fungo
endofitico isolado Annella sp. uma alga marinha e, apresentou atividade

antibacteriana contra Staphylococcus aureus® .

Figura 60: Principais correlagbes observadas no experimento de HMBC (H—C) e "H-"H
COSY (—)
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Tabela 11: Dados de RMN de 'H e *C da substancia 4 (600 MHz, CDClI3?)
Posicao

H (3) 13C () HMBC
1 ; 172,7: C -
2 - 125,6: C -
3 6,65 (dg, 1,4: 10,1) 150,8; CH C-9; C-10
4 2,51 (m) 33,5; CH -
5 1,39 (m) 36,5; CHz c-3
6 1,25 (m) 29,8; CH> -
7 1,28 (m) 22,8; CHz -
8 0,86 (t, 7,0) 14,1; CHs C-6; C-7
9 1,82 (d, 1,4) 12,3; CHs C-2;C-3
10 0,99 (d, 6,5) 20,0; CHs C-3; C-4; C-5

2deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (3) em ppm, constante de acoplamento entre
parénteses e em Hz.

5.3.6 Determinacgao estrutural da substancia 5

Figura 61: Estrutura do Acido (E)-2,4-dimetilnon-2-endico

A substancia 5 foi isolada como um 6leo amarelo. A férmula molecular foi
estabelecida apos analise dos dados do espectro de massas de alta resolugéo por
ionizacdo em elefrospray no modo negativo (LC-MS-TOF) (Figura 62), onde foi
visualizado o sinal de m/z 367,2075 referente a formacao de dimero [2M-H]. Com

auxilio dos dados de RMN de 'H e '3C permitiu propor a férmula C11H2002.
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Figura 62: Espectro de massas de alta resolugcao da substancia 5
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Os espectros de RMN de 'H e de '3C (Figura 63) evidenciaram a presenca de
trés metilas em 61 0,87 (¢, 13,0 Hz; d¢c 14,1); dn 0,99 (d, 13,0 Hz; ¢ 20,0) e o1 1,82
(s; 6¢c 12,3); quatro carbonos metilénicos em on 1,25 (m, &c 22,9); d1 1,24 (M, &¢
29,8), dH 1,23 (m, &c 29,9) e dH 1,31 (m, &c¢c 36,6); dois carbonos metinicos em &H
2,33 (m, d¢c 33,5) e 61 6,66 (dqg, 1,4; 10,1 Hz, d¢c 150,9), um carbono quaternario em
Oc 125,5 e um sinal em &c 172,5 caracteristico de uma carbonila de &acido
carboxilico.

No espectro de DEPT-13% (Figura 64) foi possivel confirmar a presenca de
trés carbonos metilicos, quatro metilénicos, dois metinicos e dois quaternarios sendo
um desses caracteristico de carbonila, confirmando a estrutura com onze carbonos.
Os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos, pela analise do
mapa de correlagéo dos experimentos de HSQC (Figura 65) (Tabela 12).

Analise do experimento de COSY evidenciou um sistema de spins entre H-
3H-4-H-10, entre o hidrogénio H-4-H-5 e, entre o hidrogénio H-9—H-8-H-
7+—H-6 0 que associado com as correlagdes observadas em HMBC, juntamente com
os valores dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H e '3C nos permitiram propor

a estrutura do acido (E)-2,4-dimetilnon-2-endico.
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Figura 63: Espectro de RMN de "*C (600 MHz, CDCl3) da substancia 5.

.
(=35 i
o o no
QO n © ®©
O MmN
MmN
'Y gg 88
. S8 si&
o xS N
g N o — o
. o~ N
= \ o/
8 P
— | |
| 2 | |
<
5 b,
o g
o
~
— I
I
T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)
Figura 64: Espectro de RMN DEPT 135 (600 MHz, CDClIs) da substancia 5.
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Figura 65: Mapa de correlagdo 'H-'*C a uma ligagéo (600 MHz, CDCI3) da substancia 5
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Pela analise do mapa de correlacdo de HMBC (Figura 66) de 5, foi
visualizado correlagao entre o H-4-C-1; H-5-C-6/C-7; H-6-~C-7; H-9-C-6/C-7/C-
8; H-10-C-1/C-2/C-3 e H-11-C-1/C-4/C-5.

Figura 66: Mapa de correlagédo 'H-'3C a longa distancia (600 MHz, CDCIs) da substancia 5
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Estes dados, nos permitiram atribuir para a substancia 5 a estrutura de um
novo derivado de acido graxo, o acido (E)-2,4-dimetilnon-2-endico. No entanto, ndo

ha relatos do isolamento desta substancia na literatura.

Figura 67: Principais correlagdes observadas no experimento de HMBC (H—C) e 'H-"H
COSY (—)

Tabela 12: Dados de RMN de "H e "3C da substancia 5 (600 MHz, CDCls?)

Posicao

H () 13C (6) HMBC
1 - 172,7; C -
2 - 125,5;C -
3 6,66 (d, 21,0) 150,9; CH -
4 2,33 (m) 33,5; CH C-1
5 1,31 (m) 36,6; CH2 C-6; C-7
6 1,24 (m) 29,8; CH2 C-7
7 1,23 (m) 29,9; CH2 -
8 1,24 (m) 22,9; CH: -
9 0,87 (t, 13,0) 14,1; CH3 C-6; C-7; C-8
10 1,82 (d, 13,0) 12,3; CH3 C-1;C-2; C-3
11 0,99 (s) 20,0; CHs C-1; C-4; C-5

adeslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (§) em ppm, constante de acoplamento entre

parénteses e em Hz.

As substancias 4 e 5 sdo compostos derivados de acidos graxos e, alguns
acidos graxos ja foram encontrados como constituintes da cadeia lateral de
substancias da classe dos sesquiterpenos eremofilanos que foram isoladas deste
mesmo micro-organismo durante o trabalho de mestrado. Esses sesquiterpenos
eremofilanos sdao compostos altamente bioativos e, varias atividades biologicas
foram encontradas tais como: atividade citotoxica frente a trés linhagens tumorais,

inibicdo da enzima acetilcolinesterase, atividade anti-inflamatdéria e antioxidante’®.

131



Bioprospecgao de fungos endofiticos Camarops sp., Periconia atropurpurea e Pseudofusicoccum stromaticum e avaliagao epigenética de Phoma sp.

CAPITULO ©
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CAPITULO 6

6.0 ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE Periconia atropurpurea
6.1 INTRODUCAO

6.1.1 Endéfito em Estudo: Periconia atropurpurea

Fungo endofitico pertencente a classe Dothideomycetes e, a ordem
Pleosporales. A maioria das espécies desta classe sdo saprofitas de material
vegetal, agua doce e, ambientes marinhos ou terrestres, no entanto, varias espécies
também se encontram associados a plantas que vivem como micro-organismos
parasitas, epifiticos ou endofiticos?.

A cultura de Periconia atropurpurea forma micélios abundantes na superficie
de coloragcado esbranquigada e, o reverso das colbnias torna-se rosa avermelhado
apos o envelhecimento (Figura 68).

Os poucos estudos quimicos e bioldgicos realizados com este endoéfito foram
os desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa onde foram isolados metabdlitos
secundarios com forte potencial biolégico, destacando principalmente o forte

potencial citotdxico frente a trés células cancerigenas e, atividade antifingica®.

Figura 68: Periconia atropurpurea (A) Superficie e, (B) Parte inferior do enddfito.
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SUBSTANCIAS ISOLADAS DO ENDOFITO Periconia atropurpurea

(0]
7 o 8 9 10
11
16
(e
12 13 NG
(e

7 - 4,5-dietil-3,4,5,6-
tetrahidrobenzo[c][1,6]dioxecina-1,8-diona

16

8 - Periconicina B

134



Bioprospecgao de fungos endofiticos Camarops sp., Periconia atropurpurea e Pseudofusicoccum stromaticum e avaliagao epigenética de Phoma sp.

6.2 METODOLOGIA

6.2.1 Cultivo de Periconia atropurpurea em escala ampliada

O meio de cultivo liquido Extrato de Malte (EM) foi selecionado para o
crescimento do fungo endofitico P. atropurpurea em escala ampliada (Fluxograma
1), pois o extrato AcOEt (escala reduzida), neste meio, apresentou 6timos resultados
nos ensaios bioldgicos, principalmente no ensaio citotoxico frente as trés linhagens
tumorais testadas, evidenciando ser um prolifico produtor de metabdlitos bioativos.

O extrato bruto AcOEt obtido em escala ampliada foi submetido a analise por
HPLC-DAD em gradiente exploratério (Item 3.5.2.1, pag. 64) e por RMN de 'H
(Figura 69), e mostrou perfil quimico semelhante ao obtido em escala reduzida,

evidenciando diferencas na intensidade de alguns sinais.

Figura 69: Espectro de RMN de "H (300 MHz, DMSO-dg) do extrato AcOEt em Extrato de
Malte (A) Escala Ampliada e, (B) Escala Reduzida.
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6.2.2 Fracionamento do extrato AcOEt em extrato de malte de P. atropurpurea

obtido em escala ampliada.

O extrato AcOEt foi submetido a cromatografia em coluna sob presséo, onde
foram obtidas dez fragcbes como visualizado na Fluxograma 10, de 159 mL cada
(Fr1-Pe a Fr8-Pe).

O perfil quimico destas fragdes foi avaliado por HPLC-DAD e, por RMN de 'H.
O perfil biologico de todas também foi avaliado com o envio das mesmas para os

ensaios bioldgicos ja citados.

Fluxograma 10: Fluxograma do fracionamento do extrato AcCOEt em Malte de P.

atropurpurea.

HPLC-DADanal.
Coluna Octadesil Silano {C-18)
Extrato AcOEt Eluigio: H;0:CH;0H (95:05 viv) a
(1 !5009) (0:100 viv) gradiente exploratéria;
50min.,
Fluw¢o: 1,0mL min
| I CCemcC-18
1
RMN de 'H [ H,0ICH;,OH ] [ HPLC-DAD ]
20/80 30/70 40/60 50/50 60/40 70/30 80/20 100/0 50/50 0/100

CH,0H/H,0 | CH;OH/H,0 | CH;0H/H,0 | CH;0H/H,0 | CH;0H/H,0 |CH,0H/H,0 | CH;0H/H,0 | CH;0H/H,0 |CH,0H/ACOEt| CH;OH/ACOEt
Fri-Pe Fr3-Pe Fr5-Pe Fr7-Pe Fr9-Pe
(298,7mg) (139,7mg) (79,6mg) (151,9mg) (113,1mg)
Fr2-Pe Fr4-Pe Fr6-Pe Fr8-Pe Fr10-Pe
(74,2mg) (46,9mg) (147,2mg) (275,6mg) (90,5mg)

( RMN de 'H, HPLC-DAD ]
e
L Ensaio Bioldgico J

6.2.3 Purificagdo da Fragao Fr4-Pe
Apoés analise dos resultados quimicos e bioldgicos das fragbes oriundas do
Extrato de Malte obtido do enddfito P. atropurpurea, a fragao Fr4-Pe apresentou uma

massa consideravel, boa resolugdao por CCDC e, por ter apresentado forte acgao
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citotoxica contra as trés linhagens tumorais testadas e fraco potencial antifungico, o
que possibilitou a selecdo desta para separacdo por HPLC preparativo como
visualizado no Fluxograma 11.

A amostra (fase organica) foi solubilizada na FM utilizada, filtrada em
membrana (0,22 um) e injetada cinco vezes (8 mg/inje¢ao) utilizando um /oop de 1

mL. (Figura 70) Deste fracionamento, isolou-se a substancia 6.

Figura 70: Cromatograma HPLCy, de Fr4-Pe registrado em 254 nm.

mAU
120-{254nm.4nm (1.00)

110 Fr4-Pe-4-subst. 6
(2,3 mg, tr: 31,9 min)

Fluxograma 11: Fluxograma de purificagao da fragdo Fr4-Pe.

Fr4-Pe
(46,9 mg)

HPLCprep. C18
H,0:CH.CN
(68:32 v/v), 13,0 mL min'’.
=290 nm
RMN de 'H

Fr4-Pe-1 Fr4-Pe-3 Fr4-Pe-5 Fr4-Pe-7

(14,1 mg) (2,6 mg) (2,8 mg) (1,9 mg)
Fr4-Pe-2 Fr4-Pe-4 Fr4-Pe-6 Fr4-Pe-8
(2,5 mg) (2,3 mg) (2,2 mg) (11,8 mg)

Substancia
| 6 I
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6.2.4 Purificagcao da Fracao Fr5-Pe

A fracao Fr5-Pe apresentou uma massa consideravel e boa resolugdo por
CCDC, foi analisada por HPLC-DAD, RMN de 'H e pelo fato da mesma ter
apresentado forte agéo citotoxica contra as trés linhagens tumorais testadas, esta foi
selecionada para separagao por HPLC preparativo como visualizado no Fluxograma
12.

A amostra (fase organica) foi solubilizada na FM, filtrada em membrana (0,22
pMm) e injetada cinco vezes (14 mg/injecao) utilizando um /oop de 1 mL. Deste

fracionamento, isolou-se a substancia 7.

Fluxograma 12: Fluxograma de purificagao da fragao Fr5-Pe.

Fr5-Pe
(79,6 mg)

HPLCprep. C18
H,0:CH,CH
(40:60 — 20:80 v/v), 13,0 mL min!.
h=254 nm
RMN de 'H

Fr5-Pe-1 Fr5-Pe-3 Fr5-Pe-5 Fr5-Pe-7
(14,1 mg) (10,9 mg) (25,8 mg) (11,8 mg)
Fr5-Pe-2 Fr5-Pe-4 Fr5-Pe-6
(2,1 mg) (7,5 mg) (2,1 mg)

[ Substancia ]
7
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Avaliacao da atividade biolégica das fragoes obtidas do fracionamento do

extrato AcOEt em Extrato de Malte de P. atropurpurea

6.3.1.1 Ensaio Citotéxico
Todas as fragbes oriundas do fracionamento do extrato AcOEt tiveram seu

poder citotoxico avaliado frente as trés linhagens tumorais testadas.

A atividade citotdxica de todas as fragdes esta apresentada na Tabela 13 com
seus respectivos percentuais de inibicdo. Observamos, que as fragbes Fr4-Pe, Fr5-
Pe, Fr7-Pe e Fr8-Pe apresentaram forte atividade frente as trés linhagens testadas,
evidenciando assim, a producdo de substancias citotoxicas por este micro-

organismo.

Tabela 13: Percentual de inibicao do crescimento celular (ICs0%) das fragdes em trés

linhagens tumorais testadas na dose unica de 5 pg/mL

Amostra OVCAR-8 SD HCT-116 SD SF-295 SD

N° | Identificagdo | Gl% (média) Gl% (média) G1% (média)

1 Fr1-Pe 14,03% 217% 11,06% 0,10% 43,94% 4,29%
2 Fr2-Pe 12,67% 1,93% 14,27% 1,09% 42,82% 0,15%
3 Fr3-Pe 59,15% 4,46% 77,33% 1,09% 69,12% 4,82%
4 Fr4-Pe 100,09% 4,46% 95,12% 6,51% 97,50% 0,08%
5 Fr5-Pe 96,50% 1,33% 95,88% 0,89% 83,28% 3,46%
6 Fr6-Pe 23,84% 9,05% 48,38% 22,49% 42,13% 1,28%
7 Fr7-Pe 98,29% 0,96% 91,98% 0,69% 93,66% 2,64%
8 Fr8-Pe 98,46% 5,79% 101,88% 0,30% 88,02% 4,29%
9 Fr9-Pe 42,17% 3,38% 39,66% 0,49% 49,00% 0,60%
10 Fr10-Pe 35,52% 3,14% 29,82% 16,18% 46,87% 12,20%

*Valores sdo média + DPM (Desvio Padréo da Média)

Os otimos resultados obtidos do ensaio citotdxico, nos conduziram a selecéo

das fragdes Fr4-Pe e Fr5-Pe para o estudo quimico.

6.3.1.2 Ensaio Antifungico

Todas as fragdes oriundas do fracionamento do extrato AcOEt foram
analisadas frente aos fungos fitopatogénicos.

Os resultados obtidos deste bioensaio estdo presentes na Figura 71, e
evidenciaram que apenas as fragdes Fr3-Pe e Fr4-Pe apresentaram acgao

antifungica contra os fungos C. cladosporioides e C. sphaerospermum.

139



Bioprospecgao de fungos endofiticos Camarops sp., Periconia atropurpurea e Pseudofusicoccum stromaticum e avaliagao epigenética de Phoma sp.

Figura 71: Resultado da atividade antifungica das fragdes obtidas do cultivo do enddfito

Periconia atropurpurea (A) C. cladosporioides, (B) C. sphaerospermum.

Legenda
1-Fr1-Pe 4-Frd-Pe 7-FriPe 10- Fr10-Pe
2-Fr2-Pe 5-Fr5-Pe 8- Fr8-Pe N - Nistatina [5 pg]
3-Fr3-Pe 6- Fré-Pe 9-Fr3-Pe

6.3.1.3 Ensaio Anticolinesterasico

As fracdes obtidas do fracionamento do extrato AcOEt do cultivo em EM de P.

atropurpurea nao apresentaram atividade de inibicado da enzima acetilcolinesterase.

6.3.2 Determinagao estrutural da substancia 6

Figura 72: Estrutura do 4,5-dietil-3,4,5,6-tetrahidrobenzo[c][1,6]dioxecina-1,8-diona

0]
7 0] 8 v 10
11
16
12 0 13 14 15
0]

A substancia 6 foi isolada como um dleo amarelo (2,3 mg), e, sua formula
molecular C16H2004 foi determinada utilizando os dados obtidos através das analises
dos espectros de RMN de 'H e 3C.

O espectro de RMN de 'H (Figura 73) apresentou sinais de hidrogénios
aromaticos em 61 7,71 (dd, J= 3,3 e 5,7 Hz, 2H, H-1 e H-4), e 51 7,53 (dd, J= 3,3 e
5,7 Hz, 2H, H-2 e H-3) evidenciando um anel aromatico dissubstituido e simétrico,
um sinal em 614,22 (dq, J = 0,4; 6,0; 11,0 e 22,1 Hz, 4H, H-8 e H-13) caracteristicos
de hidrogénios metilénicos carbindlicos e, um sinal em &+ 0,92 (¢, J = 7,5 Hz, 6H, H-
11 e H-16) caracteristico de hidrogénios de metila terminal. Com esses dados foi

possivel sugerir que esta substancia € pertencente a classe dos ftalatos.
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Figura 73: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCIs) da substancia 6.
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O espectro de HSQC (Figura 74) apresentou correlagdo direta dos
hidrogénios aromaticos H-1, H-2, H-3 e H-4 com os carbonos em &¢c 130,3 e 128,3
respectivamente. Os hidrogénios H-8 e H-13 apresentaram correlagao direta com o
carbono em dc 67,5, os hidrogénios H-9 e H-14 com o carbono em &¢c 38,1, H-10 e
H-15 com o carbono em &c¢c 23,9 e, os hidrogénios das metilas H-11 e H-16 com o
carbono em &c 11,1 (Tabela 14).

Os deslocamentos quimicos em &¢ 132,6 (C-5 e C-6), d¢c 130,3 (C-2 e C-3) e,
0c 128,3 (C-1 e C-4) observados no espectro de HMBC (Figura 75) indicaram a
presenca de um anel aromatico. Foi possivel observar também, a presenca de
carbonos metinicos e metilénicos em &c 38,1 (C-9 e C-14) e &¢c 23,9 (C-10 e C-15),
além da presencga de carbonilas de ésteres em &c 167,5 (C-7 e C-12) totalizando
assim, a presencga de dezesseis carbonos na estrutura da substancia 6 e mostrando
que esta substancia possui uma estrutura simétrica.

No experimento de HMBC, também foi possivel observar as correlagbes de H-
1-C-1/C-6/C-12 e, H-4-C-3/C-5/C-7 confirmando a posi¢ao dos carbonos C-1, C-

2, C-3 e C-4 com deslocamentos caracteristicos de benzeno dissubstituido.

Figura 74: Mapa de correlagio 'H-'3C a uma ligagéo (600 MHz, CDCls) da substancia 6
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Figura 75: Mapa de correlagédo 'H-'3C a longa distancia (600 MHz, CDCls3) da substancia 6

r1.0

r1.5

r2.0

r3.0

r3.5

4.0

r5.0

r5.5

f1 (ppm)

r6.0

6.5

r7.0

r7.5

g — ‘ ‘ ‘ -

T T T
130 120 110 100 90 80

70
f2 (ppm)

No experimento de COSY (Figura 76) foi possivel observar as interagées 'H-
'H do H-1<-H-2; H-9<H-8-H-10 e interagbes 'H-'H do H-10-H-11, permitindo
estabelecer a estrutura de um anel aromatico dissubstituido e simétrico para a

substancia 6.

Figura 76: Espectro de COSY (600 MHz, CDCl3) da substancia 6
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Estas informagdes associadas aos dados da literatura sugerem a estrutura da
substancia 6 como sendo um novo ftalato, o 4,5-dietil-3,4,5,6-tetrahidrobenzo|c]
[1,6]dioxecina-1,8-diona.

Ftalatos como dibutilftalato (DBP), sdo muito utilizadas como plastificante em
industrias téxteis, de corantes, cosméticos e vidro, ja foi identificado e isolado de
extratos de fungos como, Engyodontium album®®, Pestalotiopsis virgatula'®®,
Penicillium stoloniferum'®, Alternaria sp.'°?, Curvularia senegalensis'®®, entre outros.

Destes mesmos endodfitos, outros ftalatos também foram isolados ou identificados.

Figura 77: Principais correlagdes observadas no experimento de HMBC (H—C) e 'H-"H
COSY (—)

Tabela 14: Dados de RMN de 'H e 3C da substancia 6 (600 MHz, CDCl3?).

Posicao
H (8) 3C (8) HMBC
1e4 7,71 (dd, 3,3; 5,7) 128,3; CH C-2; C-3; C-7; C-12
2e3 7,53 (dd, 3,3; 5,7) 130,3; CH C-1;,C4
5e6 - 132,6; C -
7e12 - 167,5;C -
8e13 4,22 (dq, 0,4; 6,0; 11,0; 22,1) 67,5; CH2 C-7; C-10; C-12; C-15
9e14 1,68 (dt, 6,1) 38,1; CH C-8; C-13
10e 15 1,42 (ddd, 7,5) 23,9; CH2 C-8; C-9; C-13; C-14
11e16 0,92 (t, 7,5) 11,1; CHs C-9; C-10; C-14; C-15

adeslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (5) em ppm, constante de acoplamento entre
parénteses e em Hz.
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6.3.3 Identificagao estrutural da substancia 7

Figura 78: Estrutura da Periconicina B

No espectro de massas de alta resolugao utilizando a técnica de ionizagao por
eletrospray no modo negativo (LC-MS-TOF) (Figura 79), foi visualizado o sinal de
m/z 331,1865 (Erro calculado: 13,8 ppm) referente a formacdo de [M-H]. Com

auxilio dos dados de RMN de 'H e '3C permitiu propor a formula molecular C20H280a4.

Figura 79: Espectro de massas de alta resolugédo da substancia 7
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O espectro de RMN de 'H de 7 a 600 MHz (Figura 80) (Tabela 15)
apresentou dois sinais mais desblindados em & 9,17 e & 7,13, integrados para um

hidrogénio e, correlacionados em ligagao direta aos carbonos em, & 192,6 e & 156,7,
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evidenciando serem hidrogénio de aldeido e de ligagdo dupla, respectivamente. Dois
outros sinais registrados em &c 79,4 e 6 65,9 foram evidenciados como hidrogénios
carbindlicos e atribuidos a C-5 e C-19, respectivamente. O espectro também
apresentou um simpleto em & 1,01 e dois dupletos 6 0,94 e & 0,76 caracterizando a
presenca de uma metila sobre carbono quaternario e outras duas sobre carbonos
metinicos, correlacionados por HSQC aos carbonos & 26,5; & 153 e & 7,5,
respectivamente. Os demais sinais do espectro sugeriram a presenca de hidrogénios
alifaticos, sendo necessario dados espectroscépicos auxiliares de correlagdes homo
e heteronucleares.

Pelo mapa de correlagido 'H-'3C a longa distancia observou-se a presencga de
vinte sinais de carbono, sugerindo inicialmente um esqueleto diterpénico. O espectro
confirmou a presencga da carbonila de aldeido em & 192,6, do carbono sp? metinico
em 0 156,7; das trés metilas em 6 7,5; 6 15,3 e 6 26,5, e dos carbindlicos em & 79,4
e 0 65,9, correlacionados diretamente a seus respectivos hidrogénios através do
experimento HMQC. Foram registrados outros quatro sinais de carbonos
quaternarios em d 141,2; & 139,5; & 143,2 e d 216,5; evidenciando a presenca de
outra ligacao dupla e uma carbonila ceténica. Outros nove sinais registrados entre &
50,8 e 6 24,4, foram identificados como metilénicos e metinicos, sendo somente o
carbono em 6 50,8 como quaternario.

As correlagbes observadas no experimento COSY foram coerentes com a
estrutura identificada, auxiliando o estabelecimento da sequéncia de ligagdes H-
18<-H-19-H-20; e H-7-H-3-H-4-H-2-H-14-H-13.

Correlagdes observadas no experimento HMBC entre H-9 e H-7-~C-17, e H-
17-C-7, formaram base para o posicionamento do aldeido. A cadeia isopropilica foi
posicionada através das correlagbes entre H-20 e C-12 e entre H-18 e C-11. As
demais correlacbes observadas para esta substdncia também suportaram a
estrutura identificada (Figura 81). Desta forma, a analise dos dados
espectroscopicos descritos possibilitou a identificagdo de um diterpeno com
esqueleto fusicocanico.

Comparacgdo de valores espectroscopicos obtidos na literatura* 19 com
aqueles obtidos experimentalmente, permitiu a identificagdo estrutural de 7 como
periconicina B.

Esta substancia ja foi isolada deste mesmo micro-organismo em trabalhos

anteriores desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa.
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Figura 80: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCIs) da substancia 7.
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Figura 81: Principais correlagdes observadas no experimento de HMBC (H—C) e 'H-"H
COSY (—)

Tabela 15: Dados de RMN de 'H e *C da substancia 7 (600 MHz, CDCl5?)

Posicao
'H (3) 13C (9) HMBC
1 - 50,8; C -
2 1,72 (dd; 15,0; 10,0) 45,6; CH2 C-1; C-3; C-4; C-7; C-12; C-14; C-15
1,87 (d; 15,0)
3 1,99 (ddd; 6,0; 9,0; 15,0) 37,7; CH C-4; C-7; C-8; C-16
4 2,43 (m) 39,1; CH C-5; C-6; C-7; C-16
5 4,79 (d; 8,0) 79,4; CH C-4; C-6; C-16
6 - 216,5; C -
7 2,64 (d; 9,0) 48,1; CH C-2; C-3; C-6; C-8; C-9; C-17
8 - 141,2; C -
9 7,13 (t; 9,0) 156,7; CH C-7; C-17
10 2,72 (dd; 9,5; 12,0) 24.4; CH2 C-1; C-8; C-9; C-11; C-12; C-13
3,07 (dd; 8,5; 12,0)
1 - 139,5; C -
12 - 143,2; C -
13 2,03 (m) 26,7; CH2 C-1; C-11; C-12; C-14
2,25 (m)
14 1,53 (m) 36,1; CH2 C-11; C-12; C-13; C-15
1,62 (m)
15 1,01 (s) 26,5; CHs C-1; C-2; C-12; C-14
16 0,76 (d; 7,0) 7,5; CHs C-3;C-4;C-5
17 9,17 (s) 192,6; C C-7;C-8
18 2,71 (m) 37,0; CH C-11; C-12; C-13; C-19; C-20
19 3,50 (m) 65.9; CH2 C-11; C18; C-20
20 0,94 (d; 7,0) 15,3; CHs C-12; C18; C-19

adeslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (5) em ppm,

parénteses e em Hz.

constante de acoplamento entre
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CAPITULO 7
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CAPITULO 7

7.0 ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE Pseudofusicoccum stromaticum

7.1 INTRODUGAO

7.1.1 Endodfito em Estudo: Pseudofusicoccum stromaticum

Fungo endofitico pertencente ao género Botryosphaeria e, a familia
Botryosphaeraceae. Micro-organismos pertencentes a esta familia sdo encontrados
em uma grande diversidade de plantas. Sao saprdfitas e se alimentam de cascas de
madeira em decomposi¢cdo, sendo algumas espécies desta familia encontrados
como patdgenos primarios em espécies lenhosas e espécies agricolas'.

A cultura de Pseudofusicoccum stromaticum forma micélios abundantes na
superficie de coloracdo esbranquicada e, o reverso das colénias torna-se
acinzentado escuro apos o envelhecimento (Figura 82).

Estudos quimicos e biolégicos vém sendo realizado por nosso grupo de
pesquisa, e demonstraram o potencial citotoxico dos extratos brutos produzido no
meio de cultivo liquido de Extrato de Malte, Czapek® e, no meio de cultivo sdélido de

Milho por este enddfito, contra trés células cancerigenas.

Figura 82: Pseudofusicoccum stromaticum superficie do enddfito.
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SUBSTANCIAS ISOLADAS DO ENDOFITO Pseudofusicoccum stromaticum

OH

OH
HO , _~OH

(o)

o , . OH
8 - Acido succinico

9 - Alcool Gentisil
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7.2 METODOLOGIA

7.2.1 Cultivo de Pseudofusicoccum stromaticum em escala ampliada
O meio de cultivo liquido Czapek® foi selecionado para o crescimento do

fungo endofitico Pseudofusicoccum stromaticum em escala ampliada, pois o extrato
AcOEt (escala reduzida, realizada pela Prof2. Dr2. Vanessa Mara Chapla) em
Czapek® apresentou 6timos resultados nos ensaios bioldgicos, principalmente no
ensaio citotoxico frente as trés linhagens tumorais testadas, evidenciando ser um
prolifico produtor de metabdlitos bioativos.

O enddfito foi inoculado em meio liquido de Czapek®, previamente
esterilizado, em 50 frascos de Erlenmeyer contendo 250 mL de meio cada, como
descrito na metodologia mostrada no Fluxograma 1.

O extrato bruto AcOEt obtido foi submetido a analise por HPLC-DAD em
gradiente exploratorio (Item 3.5.2.1, pag. 64) e por RMN de 'H (Figura 83), e
mostraram perfis quimicos um pouco diferentes, evidenciando diferengas na

intensidade de alguns sinais e na produgdo metabdlica deste micro-organismos.

Figura 83: Espectro de RMN de "H (300 MHz, DMSO-ds) do extrato AcOEt em Czapek®, (A)
Escala Reduzida, (B) Escala Ampliada

T T
1.0 0

.5

1.2334

22346
\-2.2266

g
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7.2.2 Fracionamento do extrato AcOEt em Czapek® de Pseudofusicoccum

stromaticum obtido em escala ampliada.

O extrato AcOEt foi submetido a CC sob pressao, onde foram obtidas onze

fragbes como visualizado na Fluxograma 13, de 360 mL cada (Fr1-Ps a Fr11-Ps).

O perfil quimico destas fragdes foi avaliado por HPLC-DAD e, RMN de 'H.

Todas as fragbes foram enviadas para avaliagado do potencial biolégico frente

aos ensaios bioldgicos ja citados.

Fluxograma 13: Fluxograma do fracionamento do extrato AcCOEt em malte de P.

stromaticum.

HPLC-DADanal.

Extrato AcOEt Coluna Octadesil Silano (C-18)
(1!500 g) Eluicdo: H20:CHz0H (95:05 viv) a
(0:100 viv) gradiente exploratdrio;
S50min.,
Fluxo: 1,0mL min-’
CCemC-18
1
| RMN de 'H I [ H,O/CH,OH ] | HPLC-DAD I
10/30 20/80 30/70 40/60 50/50 60/40 70/30 80,20 100/0 50/50 0/100
|cH:01/H,0]cH;0H/H,0 | CHIOH/H,0| CH;0H/H,0| CH30H/H,0] CH30H/H,0 |cH;0H/H,0 |CHaOH/H,0{CH,0H/H,0 |CH10H/AcOE |CH,0H/Ac OEE
Fr2-Ps Fr4-Ps Fr6-Ps Fr8-Ps Fr10-Ps
(59,6 mg) (40,3 mg) (36,4 mg) (12,7 mg) (80,3 mg)
Fri-Ps Fr3-Ps Fr 5-Ps Fr7-Ps Fr9-Ps Fr11-Ps
(791,3 mg) (43,4 mg) (44,0 mg) (19,4 mg) (60,0 mg) (20,9 mg)

f
L

RMN de 'H, HPLC-DAD

e
Ensaio Biolégico

7.2.3 Purificagao da Fracao Fr1-Ps

Apoés analise dos resultados quimicos e biolégicos das fragbes oriundas do

extrato em Czapek® obtido do enddfito Pseudofusicoccum stromaticum, a fragao Fr1-

Ps apresentou uma massa consideravel e boa resolucdo por CCDC, no entanto,
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apresentou um perfil quimico encoberto de acucares apds analise do espectro de
RMN de "H.

A fracédo Fr1-Ps passou por um processo de parti¢cao liquido/liquido utilizando
AcOEt/H20 afim de se remover esses acgucares oriundos do meio de cultivo
(Fluxograma 14). Apos a partigdo novos espectros de RMN de 'H foram obtidos e,
observou-se a eliminagdo dos acgucares, resultando em um espectro quase puro.
Neste espectro foi possivel observar a presenga de quatro ou mais substancias,

sendo as substancias 8 e 9 identificadas por analise dos dados de RMN de 'H e EM.

Fluxograma 14: Fluxograma de purificagao da fracdo Fr1-Ps-AcOEt.

Fr1-Ps
(791.3mg)
-500mL de H2O;

-3 300mL de AcOEtL
-Evaporacédo do solvente.

Fr1-Ps-AcOEt Fr1-Ps-H,0
(217.,5mg) (573,8mg)
Substancias
8ed

154



Bioprospecgao de fungos endofiticos Camarops sp., Periconia atropurpurea e Pseudofusicoccum stromaticum e avaliagao epigenética de Phoma sp.

7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.3.1 Avaliacao da atividade biolégica das fragoes obtidas do fracionamento do

extrato AcOEt em Czapek® de Pseudofusicoccum stromaticum.

7.3.1.1 Ensaio Citotéxico
As fragdes obtidas do fracionamento do extrato AcOEt foram avaliads quanto

ao poder citotoxico avaliado frente as trés linhagens tumorais citadas anteriormente.
A atividade citotdxica de todas as fragdes esta apresentada na Tabela 16 com
seus respectivos percentuais de inibicdo. Observamos, que as fragdes Fr4-Ps, Fr7-
Ps, Fr8-Ps e Fr10-Ps apresentaram moderada citotoxicidade frente a linhagem SF-
295 testada, no entanto, elas ndo sido consideradas potencialmente citotoxica.
Assim, nenhuma fracdo apresentou citotoxicidade frente as linhagens tumorais

testadas.

Tabela 16: Percentual de inibicao do crescimento celular (ICs0%) das fragdes em trés

linhagens tumorais testadas na dose Unica de 5 ug/mL

Amostra OVCAR-8 SD HCT-116 SD SF-295 SD

N° | Identificagdo | Gl% (média) Gl% (média) Gl% (média)

1 Fr1-Ps -10,98% 1,57% 31,95% 0,87% 12,15% 14,91%
2 Fr2-Ps -5,71% 0,86% 34,09% 4,62% 35,75% 8,05%
3 Fr3-Ps -7,71% 2,44% 46,46% 4,34% 48,55% 12,19%
4 Fr4-Ps 30,62% 3,69% 62,80% 0,43% 78,00% 2,25%
5 Fr5-Ps 32,01% 3,14% 43,08% 2,46% 64,86% 1,66%
6 Fr6-Ps 34,01% 8,48% 59,89% 4,26% 48,38% 49,81%
7 Fr7-Ps 37,34% 10,06% 62,19% 7,51% 76,57% 13,73%
8 Fr8-Ps 22,40% 3,85% 65,10% 4,55% 82,10% 0,71%
9 Fro9-Ps 16,79% 10,21% 29,95% 0,07% 37,34% 8,64%
10 Fr10-Ps -0,54% 2,67% 48,29% 7,66% 77,08% 0,71%
11 Fr11-Ps -5,21% 0,94% 46,20% 10,77% 62,77% 11,00%

*Valores sao média + DPM (Desvio Padréo da Média)

7.3.1.2 Ensaio Antifungico
As fragdes oriundas do fracionamento do extrato AcOEt foram avaliadas

frente aos fungos fitopatogénicos C. cladosporioides e C. sphaerospermum.
Os resultados da avaliacdo deste bioensaio mostrados na Figura 84
evidenciaram que as fragcbes Fr2-Ps, Fr3-Ps e Fr8-Ps sao potencialmente

antifungicos, pois apresentaram inibigdo do crescimento dos fungos fitopatogénicos.
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Figura 84: Resultado da atividade antifungica das fragdes obtidas do cultivo do enddfito P.

stromaticum (A) C. cladosporioides e, (B) C. sphaerospermum.

Legenda
1-Fr1-Ps
2-Fr2-Ps
3-Fr3-Ps
4-Fr4-Ps
5-Fr5-Ps
6- Fr6-Ps
7-Fri-Ps
8-Fr8-Ps
9-Fr9-Ps
10 - Fr10-Ps
11-Fr11-Ps
N - Nistatina [5 pg]

_ &
1.2 3 4935 671 89 MN 1 23 48 6 7 8 9 101 N

7.3.1.3 Ensaio Anticolinesterasico
As fragbes obtidas do fracionamento do extrato AcOEt do cultivo em Czapek®

de Pseudofusicoccum stromaticum nao apresentaram atividade de inibicdo da
enzima acetilcolinesterase e, por isso optou-se em nao colocar os resultados neste

trabalho.

7.3.2 Identificagao estrutural da substancia 8

O que nos chamou a atengao, foi, que além da fracdo Fr1-Ps-AcOEt ter se
apresentado com um espectro quase que puro, ela apresentou um sinal muito
intenso e caracteristico nos espectros de RMN de 'H (simpleto em &1 2,41 e, um
simpleto largo em &1 12,2) (Figura 85) e 3C (8¢ 173,8 e &c 28,9) de acido succinico
(substancia 8) o que nos levou a estudos utilizando dados espectroscépicos de RMN
de 'H (Figura 86) e '3C (Figura 87) além de espectrometria de massas (Figura 88)
para comprovar se tal metabdlito estava sendo produzido pelo enddfito ou seria um

artefato.

Figura 85: Valores de RMN de "H e '*C obtidos na literatura para o acido succinico.

Literatura Experimental
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Figura 86: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) da fragéo Fr1-Ps-AcOEt.
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Figura 87: Espectro de RMN de *C (600 MHz, DMSO-ds) da fragdo Fr1-Ps-AcOEt

mostrando a intensidade dos sinais observados.
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Quando se analisou os espectros de RMN de 'H e '3C dos extratos oriundos
do cultivo em escala reduzida do endofito, observou-se que esses sinais estavam
presentes em todos os extratos, o que pode-se comprovar que a produgao de tal

substancia estava sendo realizada pelo micro-organismo.
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Para comprovar a producdo dessa substancia pelo endéfito, optou-se por
analisar essa fragdo em um espectrémetro de massas de alta resolugdo, no modo
negativo e, foi possivel concluir a presenga do acido succinico na fragao Fr1-Ps-
AcOEt, através da visualizagao do sinal de m/z 117,0190 referente a formacao de
[M-H]. Com auxilio dos dados de RMN de 'H e '3C permitiu propor a formula

molecular do acido succinico C4HsO4 (Erro Calculado = 1,452 ppm).

Figura 88: Espectro de massas de alta resolu¢do da fracdo Fr1-Ps-AcOEt.
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Estas informacdes comparadas aos dados da literatura confirmam a estrutura
do acido succinico para a substancia 8. Esta substancia ja foi isolada e identificada
de extratos de fungos endofiticos como: Aspergillus terreus, Pezicula sp. e
Penicillium citrinum. N&o tendo relatos de atividade bioldgica para tal substancia'®”.
108, 109_

O &cido succinico ou acido butanodidico € muito utilizado na industria, entre
as suas principais aplicacbes destacam-se a preparacdo de solventes, vernizes,
perfumes, na fabricacdo de tintas e corantes, plastificantes, poliésteres, etc. Na
industria alimenticia, o acido € utilizado na produgéo de bebidas como refrigerantes,
cervejas, etc. Ele serve como aromatizante e neutralizante, e é produzido pela

fermentacdo de carboidratos. Ja na industria de medicamentos, € empregado na
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preparagao de agentes que combatem a ulcera e de protetores contra a radiagéo e,
€ também utilizado como suplemento nutricional.

Atualmente, sua vasta utilizagdo vem sendo na industria petroquimica com
projetos que estao utilizando o acido succinico na produgao de biodiesel. Produzido
pela bactéria Basfia succiniciproducens, que é capaz de metabolizar uma variedade
de rejeitos bioldgicos, e produzir o acido, incluindo glicerol, agucares como pentose e
glicose e, COz. Isto faz o acido succinico verde uma alternativa economicamente e

ecologicamente atrativa ao petroleo.

7.3.3 Identificagao estrutural da substancia 9

Figura 89: Estrutura do Alcool Gentisil
OH

OH

OH

A substancia 9 foi identificada em mistura através da analise do espectro de
RMN de 'H da fragdo Fr1-Ps-AcOEt onde observou-se a produgdo maijoritaria de
uma substancia e, decidiu-se determinar a sua estrutura em mistura, realizando os
experimentos de RMN de '3C e bidimensionais (HMBC, HSQC e COSY).

O espectro de RMN de 'H (Figura 90) apresentou sinais de hidrogénios
aromaticos em o+ 6,72 (d, J = 3,0 Hz, 1H, H-2), em &1 6,53 (d, J = 8,5 Hz, 1H, H-5) e
oH 6,41 (dd, J = 8,5 e 3,0 Hz, 1H, H-4) evidenciando um anel aromatico
trissubstituido e um sinal em &1 4,40 (s, 2H, H-7), caracteristico de hidrogénios
carbindlicos, com esses dados foi possivel sugerir que esta substancia é
possivelmente pertencente a classe dos hidroxibenzenos.

Os deslocamentos quimicos em &c 149,9 (C-3) e d¢c 146,5 (C-6) observado no
espectro de RMN de "3C (Figura 91), indicou grupos —OH ligados ao anel aromatico,
posivelmente posicionados para um em relagdo ao outro. Foi possivel observar

também a presencga de trés carbonos benzénicos em d¢ 115,2 (C-5), 6¢c 114,1 (C-2)
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e em oc 113,4 (C-4), além da presenca de um carbono quaternario em &c 129,5 (C-
1) totalizando assim a presenga de sete carbonos na estrutura da substancia 9.

O espectro de HSQC apresentou correlagdo direta dos hidrogénios
aromaticos H-2, H-4 e H-5 com os carbonos em o6c 114,1; 1134 e 1152
respectivamente. E, o hidrogénio H-7 apresentou correlagdo direta com o carbono
em Oc 58,5 (Tabela 17).

No experimento de HMBC foi possivel observar a correlagédo do H-2<-C-4/C-
6/C-7, a correlagdo do H-5-C-1/C-3/C-6/C-7 confirmando a posi¢ao dos carbonos
C-2, C-4 e, C-5 com deslocamentos caracteristicos de benzenos trissubstituidos.

No experimento de COSY foi possivel observar as interacées 'H-'H de H-
2—H-4 e de H-5-~H-4 permitindo estabelecer o anel benzénico trissubstituido para a
substancia 9.

Estas informagdes comparadas aos dados da literatura confirmam a estrutura
do 1-hidroximetil-3,6-benzenodiol (alcool gentisil) para a substancia 9. Esta
substancia ja foi isolada de fungos do género Aspergillus e Penicillium. Sendo
relatadas atividades antioxidante, inibidor de apoptose e mutagenicidade

oxidativa10-113,
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Figura 90: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCIs) da substancia 9.
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Figura 91: Espectro de RMN de "*C (600 MHz, CDCl3) da substancia 9.
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Figura 92: Principais correlagbes observadas no experimento de HMBC (H—C) e "H-"H
COSY (—)

Tabela 17: Dados de RMN de 'H e *C da substancia 9 (600 MHz, CDCl5?)

Posicao

'H (3) 13¢C (5) HMBC
1 - 129,5; C -
2 6,72 (d: 3,0) 114,1; CH C-4; C-6; C-7
3 - 149,9; C -
4 6,41 (dd, 8,0; 3,0) 113,4; CH C-2: C-4: C-6
5 6,53 (d; 8,5) 115,2; CH C-1; C-3; C-6; C-17
6 - 146,5; C -
7 4,40 (s) 58,5; CHz C-1;C-2;C-6

adeslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (5) em ppm, constante de acoplamento entre
parénteses e em Hz.
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CAPITULO 8
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CAPITULO 8

8.0 ESTUDO QUIMICO E BIOLOGICO DE Phoma sp.

8.1 INTRODUGCAO

8.1.1 Endéfito em Estudo: Phoma sp.

Fungo endofitico pertencente a classe Dothideomucetes e, a familia Incertae
sedis. Cerca de 140 taxons de Phoma foram definidos e reconhecidos e,
compreende cerca de 2000 especies. Podem ser saprofitas e/ou patdgenos
especificos de plantas cultivadas causando doengas como: podriddo da beterraba
(Phoma beta) el/ou podriddo da batata-doce (Phoma solani), doengas na canola
(Phoma lingam) e, Phoma glomerata tem sido reportado por causar doengcas em
uva, batata, manga, arroz, pera, trigo e muitos outros cultivares. No entanto,
algumas espécies apresentaram potencial biologico através da produgdo de
metabdlitos secundarios com atividade antibidtica’'4.

A cultura de Phoma sp. forma micélios abundantes na superficie de coloragéo
esverdeada escura e, o0 reverso das colbnias torna-se avermelhada apds o
envelhecimento (Figura 93). Estudos quimicos e bioldgicos com fungos deste
género revelaram a presenga e isolamento de diversos metabdlitos secundarios tais
com: antraquinonas, lactonas, xantonas, alcaloides e terpenos, dentre os quais
apresentaram inumeras atividades bioldgicas, entre elas, destaca-se a

potencialidade antifungica, antibacteriana, antituberculose e citotoxica''>-118,
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SUBSTANCIAS ISOLADAS DO ENDOFITO Phoma sp.

H
9
Nl
7
0
10 - Fenilacetamida 15 - 7,8-dihidroxi-2-propil-2,4-octadien-4-olideo
13 - (R)-6,8-dihidroxi-5-((2E,6 E)-10,11-dihidroxi-3,7,11-trimetildodeca-2,6-dienil)-3-
11 - Vermistatina

metilisocroman-1-ona

14 - Nafuredina

12 - Dihidrovermistatina
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8.2 METODOLOGIA

8.2.1 Cultivo de Phoma sp. em escala ampliada com e sem utilizagcao de SAHA

Este trabalho foi desenvolvido na The University of Arizona, Tucson-EUA sob
supervisdo do Prof. Dr. Leslie A. A. Gunatilaka, no estagio de doutoramento
realizado durante o periodo de um ano (margo de 2014 a fevereiro de 2015).

O meio de cultivo liquido PDB foi selecionado para o crescimento do fungo
endofitico Phoma sp. em escala ampliada, pois o extrato AcOEt (escala reduzida)
em PDB apresentou 6timos resultados com a utilizagdo do modificador epigenético
SAHA, diferentemente do extrato obtido em YM do mesmo enddfito que nao
apresentou variagao significativa com a adicao do modificador epigenético.

A metodologia de crescimentos do micro-organimo esta descrita no
Fluxograma 15. Apds obtencao dos extratos, estes foram submetidos a analise em
CCDC e HPLC-DAD (ltem 3.5.2.2, pag. 66).

Fluxograma 15: Obtencao dos extratos brutos ACOEt produzido pelo enddéfito Phoma sp.

Crescimento: Crescimento:
9 L PDB Controle 4 L PDB + 500 uM SAHA

Solucéo de
Esporos

Crescimento PDB
Z (14 dias; 28 °C,
Phoma sp. 160 rpm)

(BDA) -Transferéncia do caldo para vasilhas plasticas.
(7 dias; 25°C) - Armazenamento por 24 hrs em freezer a - 21 °C.
- Liofilizag&o 72 hrs.

) PDB Controle ) PDB + SAHA
- 1.1 CH;0H/ICHCI; (2x 25 L); -1:1 CH;OH/CHCl; (2 x 1,5 L);
- Agitac&o (1 hr) e Sonicac&o (30 min); - Agitacao (1 hr) e Sonicacéo (30 min);
- Filtracéo Simples; - Filtracé&o Simples;
- Evaporacéo do solvente. - Evaporacio do solvente.

[ Extrato MeOH/CHCI; ] [ Extrato MeOH/CHCI; ]
- Solubilizacéo em H,O (700 mL); - Solubilizacéo em H,O (500 mL);
- ParticBo AcOEt (3 x 350 mL); - Partico AcOEt (3 x 250 mL);
- Lavagem H,O (2 x 150 mL); - Lavagem H,O (2 x 100 mL);
- Evaporacéo do solvente. - Evaporacéo do solvente.
Extrato LG-PDB Extrato LG-SAHA
(3.827 g) (1.536 g)

{ CCDC e HPLC-DAD }
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8.2.2 Fracionamento do extrato AcOEt obtido em escala ampliada com

utilizacao de SAHA de Phoma sp.

O extrato AcOEt (1.346,3 mg) foi submetido a cromatografia em coluna sob
pressédo, onde foram obtidas dez fragbes como visualizado na Fluxograma 16, de
270 mL cada (Fr1-LG a Fr10-LG). O perfil quimico destas fragdes foi avaliado por
HPLC-DAD em gradiente exploratério e, por CCDC (Figura 94).

Fluxograma 16: Fluxograma de fracionamento do extrato AcCOEt em PDB de Phoma sp.

HPLC-DADanal.
Extrato LG-SAHA Coluna Octadesil Silana (C-18)

(1.333,3 mg) Eluigio: H,0:CH:CN (70:30 viv) &
{0:100 viv) gradiente exploratério; 60

min., Fluxo: 0,8 mL min-!

ccbe CCemC-18
(silica gel e C-18) CH30H/H,0 HPLC-DAD

10/90 20/80 30/70 40/60 50450 60/40 70/30 B0/20
CH30H/Hz0 | CH:OH/H,O | CH3OH/H,0 | CH;OH/H,0 | CH30H/HO | CH30H/HO | CH;OH/H,0 | CH3OH/H,0

100 CH;0H | 100 CHCl,

Fr1-LG-SAHA Fr3-LG-SAHA Fr5-LG-SAHA Fr7-LG-SAHA Fr9-LG-SAHA
(32,1 mg) (13,6 mg) (50,7 mg) (29,9 mg) (562,8 mg)

Fr2-LG-SAHA Frd-LG-SAHA Fr6-LG-SAHA Fr8-LG-SAHA Fr10-LG-SAHA
(14,8 mg) (47,8 mg) (28,7 mg) (17,7 mg) (285,3 mg)

[ CCDC e HPLC-DAD }

Figura 94: CCDC em fase normal das fragbes obtidas do fracionamento do extrato bruto.

B : 5 P Legenda

e : - 1 - Fr1-LG-SAHA
2 - Fr2-LG-SAHA
3 - Fr3-LG-SAHA
4 - Fr4-LG-SAHA
5 - Fr5-LG-SAHA
6 - Fr6-LG-SAHA
7 - Fr7-LG-SAHA
8 - Fr8-LG-SAHA

l 4 5 4 5 6 % 2 ‘3 9 - Fro-LG-SAHA
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8.2.3 Purificagao da Fragao Fr4-LG-SAHA
A fragdo Fr4-LG-SAHA (6,4 mg) por apresentar um perfil promissor por

CCDC, foi purificada por placa preparativa como visualizado no Fluxograma 17. A
subfragcdo Fr4-LG-SAHA-3 mostrou-se pura e foi submetida a analise por RMN de 'H

e 3C onde, forneceu a substancia 10.

Fluxograma 17: Fluxograma de purificagao da fragdo Fr4-LG-SAHA.

Fr4-LG-SAHA
(6.4 mg)

1. Placapreparativa em Silica gel fase normal
2. CHOHIDCKM 295

Fr4-LG-SAHA-1 Fr4-LG-SAHA-2 Fr4-LG-SAHA-3
(0.8 mg) (1.8 mg) (3.6 mg)
Substancia
10

8.2.4 Purificagao da Fragao Fr6-LG-SAHA

A fragcdo Fr6-LG-SAHA foi selecionada para fracionamento em HPLC
preparativo (Figura 95) devido ao seu perfil quimico obtido das analises dos dados
de CCDC e HPLC-DAD analitico.

A amostra (fase organica) foi solubilizada em acetona, filtrada em cartucho
C18 e, injetada cinco vezes (13,9 mg/inje¢ao) utilizando um loop de 1 mL. Deste

fracionamento, isolou-se as substancias 11 e 12 (Fluxograma 18).
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Figura 95: Cromatograma HPLC, de Fr6-LG-SAHA registrado em 254 nm

Fr6-LG-SAHA-2-subst. 11
3.00 : (1,6 mg, tr: 28,3 min)

2,50 /

AU

150 Fr6-LG-SAHA-3-subst. 12
f\ (0,8 mg, tr: 30,1 min) |
1.00 J &
0.50 \/\
f\,\'/- . \_,_,L/\/\\ N N /\
0.00 - h — ~——
‘5“()(]‘ o IHI,‘()(‘)I o ‘15“()(}‘ o ‘2[)!()(]‘ o ‘.’251(!0‘ o IHO,‘()(; o ‘Z}S“Of}‘r o 14[)!(]0‘ o ‘45,‘()()‘ o Iﬁ(l,()()

Minutes

Fluxograma 18: Fluxograma de purificagao da fracdo Fr6-LG-SAHA.

Fré-LG-SAHA
(13,9 mg)

|
HPLCprep. C18
H,0:CH,CN
(65:35v/v), 3,0 mL mim!.
=254 nm
RMN de 'H

Fr6-LG-SAHA-1 Fr6-LG-SAHA-2 Fr6-LG-SAHA-3
(1,4 mg) (1,6 mg) (0,8 mg)

Substancia Substancia
1 12

8.2.5 Purificagao da Fragao Fr8-LG-SAHA

A fracdo Fr6-LG-SAHA foi selecionada para fracionamento em HPLC
preparativo (Figura 96) devido ao seu perfil quimico obtido das analises dos dados
de CCDC e HPLC-DAD analitico.

A amostra (fase organica) foi solubilizada em acetona, filtrada em cartucho
C18 e, injetada cinco vezes (17,7 mg/inje¢ao) utilizando um loop de 1 mL. Deste

fracionamento, isolou-se a substancia 13 (Fluxograma 19).
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Figura 96: Cromatograma HPLC, de Fr8-LG-SAHA, registrado em 254 nm

4.004
3.501
3.001

2.50]

<= Fr8-LG-SAHA-2-subst. 13
| (2,5 mg, tr: 36,6 min)

] |I
1.50 |/
: 1

1_00—: i | ||

|

0.50- ' | l

1 “ | \ !
/\A\——ﬁ H_F\‘-‘"_'-—J’\__’—-_H_...__)Il \.._,_._ JI \

0.0{)—-_ T L T ma o e

P e : — —— T — —
5.00 10,00 15.00 20.00 25.00 30,00 35.00 40.00 45.00 50.00
Minutes

Fluxograma 19: Fluxograma de purificagao da fracdo Fr8-LG-SAHA.

Fr8-LG-SAHA
(17,7 mg)

|
HPLCprep. C18
H,0:CH,CN
(45:55v/v), 2,0 mL min'!.
#=254 nm
RMN de 'H

Fr8-LG-SAHA-1 Fr8-LG-SAHA-2
(1,8 mg) (2,5 mg)

Substancia
13

8.2.6 Fracionamento do extrato AcOEt obtido em escala ampliada sem a

utilizagdo de SAHA de Phoma sp.

O extrato AcOEt obtido em escala ampliada do endoéfito Phoma sp. sem a
adicao do modificador epigenético SAHA foi cultivado usando a metodologia descrita

no item 3.5.2.2 e mostrada no Fluxograma 3.
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ApoOs obtengdo do extrato bruto, esse apresentou um aspecto oleoso e,
passou por um processo de remogao do oleo através de uma particédo liquido-liquido

(Fluxograma 20).

Fluxograma 20: Fluxograma da parti¢ao liquido/liquido do extrato bruto AcOEt cultivado

sem a adicdo de SAHA.

Extrato LG-PDB
(3,7229g)

1. Solubilizado em 80% Ag. CH;0H (300 mL)
2. Extracdo com hexano (200 mLx 3)

z 2mlL
[ Fragdo Hexanica ] Fragéo 80% Aq. | i
CH,OH J Evaporacdo do solvente
Lavagem com 80% Aq. -
CH30H (100 mL x 3) Fragao 80% Aq. CHSUH

(1,1 mg)

Fragdo 80%

[ Fragdo Hexanica ]
Ag. CH,0H

1. Diluicdo em 50% Ag. CH,0H (360 mL)
2. Extragdo com CHCl; (300 mL x 3)

Evaporacdo do

solvente
Fragio Hexanica [ Fragio CHCI, ] Fragdo 50%
(3,1986 g) Ag. CH;0H
Lavagem com 50% Aqg. Evaporacio do
CH,OH (100 mLx 3) solvente

Fragao 50%
| Fragdo CHCl, I [ Aq, CH.OH (64,2 mg)

Evaporacdo do
solvente

Fragdo CHC,
(450,0 mg)

[ Fragdo 50% Aq. CH;0OH ]

Uma porgao da fragdo CHCIs (400,0 mg) foi fracionada utilizando coluna de
vidro (21 x 3 cm), como fase estacionaria silica gel flash (40 yum, 13,6 g) e eluente
um sistema de hexano:acetato de etila até metanol (Fluxograma 21), obtendo-se 95
fragdes, que foram reunidas de acordo com o perfil cromatografico em 13 fragdes.
Algumas das fracbes foram selecionadas de acordo com o seu perfil obtido das
analises por CCDC (Figura 97) em fase normal e, submetidas a anélise por RMN de
H.
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Fluxograma 21: Fluxograma de fracionamento da fragcao CHCI; obtida do cultivo do endéfito

na auséncia do modificador epigenético.

Fracéo CHCI, - PDB
(400,0 mg)

CcDC CC em silica gel
(silica gel e C-18) Hexano/AcOEt HPLC-DAD
95 Fracdes
Fr1-LG-PDB a Fr95-LG-PDB

1. Analise em CCDC
2. Reunido das Fracies

Fri-LG-PDB ||| Fr3-LG-PDB Fr5-LG-PDB Fr7-LG-PDB Fr9-LG-PDB Fr11-LG-PDB Fr13-LG-PDB
(58,3 mg) (5,0 mg) (2,1 mg) (12,6 mg) (9,7 mg) (13,1 mg) (125,7 mg)

|

[ Fr2-LG-PDB

Fr4-LG-PDB ||| Fr6-LG-PDB
(13,6 mg)

(27,8 mg) (19,6 mg)

—
S—

Fr8-LG-PDB Fr10-LG-PDB Fri12-LG-PDB
(24,3 mg) (20,9 mg) (27,3 mg)

[ CCDC e RMN de 'H }

Figura 97: CCDC em fase normal das fragcbes obtidas do fracionamento do extrato bruto.

~ " ™= Legenda

@PR ey er " 1-Fr1-LG-PDB
ﬁQ z ' " 2-Fr2-LG-PDB
S (4 D 3 - Fr3-LG-PDB
- 4 - Fr4-LG-PDB
S N 5 - Fr5-LG-PDB

& = 6 - Fr6-LG-PDB

7 - Fr7-LG-PDB

8 - Fr8-LG-PDB

9 - Fro-LG-PDB
10 - Fr10-LG-PDB
11 - Fr11-LG-PDB

Y ¢ L 12 - Fr12-LG-PDB

S 0 10 11 12 1‘3 13 - Fr13-LG-PDB

507
M
-
-
™
s
- -
th
o
-
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Apos a analise por RMN de 'H, foram selecionadas as fragbes Fr6-LG-PDB e

Fr11-LG-PDB para posterior purificagéo e isolamento das substancias.

8.2.7 Purificagao da Fracao Fr6-LG-PDB

Apos analise dos resultados quimicos das fragées oriundas do extrato em
PDB sem a adicdo do modificador epigenético obtido do enddéfito Phoma sp., a
fracao Fr6-LG-PDB apresentou uma boa resolugdo por CCDC, além de um 6étimo
perfil quimico apds analise do cromatograma analitico obtido em HPLC-DAD.

O fracionamento em HPLC-DAD preparativo (Figura 98) foi realizado de
acordo com o visualizado no Fluxograma 22. A amostra (fase organica) foi
solubilizada em acetona, filtrada em cartucho C18 e, injetada trés vezes (6,0
mg/injecao) utilizando um loop de 1 mL. Deste fracionamento, isolou-se a substancia
14.

Figura 98: Cromatograma HPLCy, de Fr6-LG-PDB registrado em 254 nm

4.00+
1 Fré6-LG-PDB-1-subst. 14
(3,8 mg)

10,

3.50-]
3.00-]

2,50

AU

2.00-]
1.507]

1.00

0.50

0.00-}

Minutes
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Fluxograma 22: Fluxograma de purificagao da fracdo Fr6-LG-PDB.

Fré-LG-PDB
(6,7 mg)

|
HPLCprep. C18
H,0:CH,0H
(10:90v/v), 3,0 mL min'!.
=254 nm
RMN de'H

Fré-LG-PDB-1
(3,8 mg)

Substancia
14

8.2.8 Purificagao da Fracao Fr11-LG-PDB

A fracado Fr11-LG-SAHA apresentou uma boa resolu¢ao por CCDC, além de
um otimo perfil quimico, com bandas bem definidas no cromatograma analitico
obtido em HPLC-DAD, sendo selecionada para fracionamento cromatografico.

O fracionamento em HPLC-DAD preparativo (Figura 99) foi realizado de
acordo com o visualizado no Fluxograma 23. A amostra (fase organica) foi
solubilizada em diclorometano, filtrada em cartucho C18 e, injetada trés vezes (13,2
mg/injecao) utilizando um /oop de 1 mL. Deste fracionamento, isolou-se a substancia
15.

Figura 99: Cromatograma HPLC, de Fr11-LG-PDB registrado em 254 nm

3.00

250 Fr11-LG-PDB-1-subst. 15
(2,9 mg)

B A V) .

T —r— T —— T — T T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00

Minutes
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Fluxograma 23: Fluxograma de purificagao da fracdo Fr11-LG-PDB.

Fr11-LG-PDB
(13,2 mg)

\ )

|
HPLCprep. C18
H,0:CH,CN
(70:30v/v), 2,5 mL min’!.
=254 nm
RMN de 'H

[ Fri1-LG-PDB-1 ]

(2,9 mg)

Substancia
15

8.2.9 Esterificacao de Mosher

A substancia 15 foi submetida a reacdo com reagentes de Mosher para
determinacao da configuragéo absoluta de C-7.

A substancia 15 (0,5 mgq) foi transferida para um tubo de RMN limpo e
completamente seco, adicionou-se ao tubo piridina deuterada (0,5 mL) e o reagente
(R)-MTPA-CI (10 pL), em seguida borrifou N2 no tubo de RMN. A reagado foi
monitorada por RMN de 'H, deixou-se a 25 °C durante 5 horas. O produto final
resultou no composto 15a (éster (S)-MTPA).

Da mesma maneira descrita acima, o composto 15 (0,5 mg) foi submetido a
reagdo com (S)-MTPA-CI em um segundo tubo de RMN a 25 °C durante 5 horas
usando piridina deuterada (0,5 mL) como solvente. O produto final resultou no
composto 15b (éster (R)-MTPA).
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8.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.3.1 Identificagao estrutural da substancia 10

Figura 100: Estrutura da Fenilacetamida

H
| ,
N8

7

(0]

A substancia 10 foi isolada como um sodlido de cor branca (3,6 mg) e, sua
férmula molecular CsH9ON foi determinada utilizando os dados obtidos através das
analises dos espectros de RMN de 'H e '3C e EM.

O espectro de RMN de 'H (Figura 101) apresentou sinais de hidrogénios
aromaticos em &1 7,45 (d, J = 7,6 Hz, 1H, H-4), em &1 7,30 (t, J = 8,0 Hz, 1H, H-3 e
H-5) e, &1 7,08 (t, J = 8,0 Hz, 1H, H-2 e H-6) evidenciando um anel aromatico
monossubstituido e, um sinal em &1 2,15 (s, 3H, H-9), caracteristico de hidrogénios

de metila ligada a uma carbonila.

Figura 101: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) da substancia 10.

2.1575
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)

— —7.4855

—7.4663
—7.3171
-—7.2981
~7.2775
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T 1.0
0.6
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O espectro de RMN de '3C (Figura 102) registrou a presenga de trés
carbonos benzénicos em &¢ 129,0 (C-3 e C-5), d¢c 124,3 (C-4) e, em 0c 119,8 (C-2 e
C-6), um carbono quaternario em 6¢ 137,8 (C-1), uma metila em &¢c 24,6 (C-9) e,
uma carbonila em &c 168,3 (C-8). Considerando tratar-se de um anel aromatico
monosubstituido, consideramos uma substancia constituida de oito atomos de
carbono.

Com esses dados foi possivel sugerir tratar-se de uma amida aromatica.

Figura 102: Espectro de RMN de "*C (400 MHz, CDCI3) da substancia 10.

< Z—03=

<

=]

—124.3356

" \'129.0206
_/119.8608

24.6503

—— 168.3028
-—137.8637

i
|

1‘70 ‘ 1‘60 ‘ 1‘50 ‘ ;40 ‘ 1‘30 ‘ 1‘20 ‘ 1‘10 ‘ 1‘00 ‘ 9‘0 ‘ éO ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ : ‘ . ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
f1 (ppm)
Os dados obtidos por RMN de 'H, '3C e EM e, comparag¢édo com os dados da
literatura nos permitiu atribuir para a substancia em questdo, a estrutura da
fenilacetamida (acetanilida). Esta substancia ja foi isolada do fungo Pseudomonas

aeruginosa. Nao sendo relatada atividade bioldgica para essa substancia''®.
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Tabela 18: Dados de RMN de 'H e "®C da substancia
10 (400 MHz, CDCI?)

Posicao
'H (3) 3C (3)
1 - 137,8; C
2 7,08 (t; 8,0) 119,8; CH
3 7,29 (t, 8,0) 129,0; CH
4 7,45 (d, 8,0) 124,3; CH
5 7,29 (¢, 8,0) 129,0; CH
6 7,08 (t; 8,0) 119,8; CH
8 - 168,3; C
9 2,15 (s) 24.6; CHs

2deslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (5) em
ppm, constante de acoplamento entre parénteses e em Hz.

8.3.2 Identificagao estrutural da substancia 11

Figura 103: Estrutura da Vermistatina

A substancia 11 foi isolada como um sdlido cristalino branco (1,6 mg), a
férmula foi estabelecida como C1sH160s com auxilio dos dados obtidos por analises
dos espectros de RMN de 'H e '3C e EM.

No espectro de RMN de 'H (Figura 104) foi possivel observar a presenga de
um grupo (1E)-propenila, duas metoxilas em &1 3,76 e 3,85 e, cinco hidrogénios na
regiao de o1 6,13 a 7,40 ppm.

No espectro de RMN de 'C (Figura 105) associado ao experimento de
HSQC (Figura 106) e valor dos deslocamentos quimicos nos evidenciaram a
presenca de uma metila em &¢c 18,5, duas metoxilas em &¢c 55,8 e 56,0, sete

carbonos metinicos e oito quaternarios.
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Figura 104: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) da substancia 11.
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Figura 105: Espectro de RMN de "*C (400 MHz, CDCI3) da substancia 11.
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Os acoplamentos spin-spin '*C — 'H (Figura 107) em conjunto com os dados
de 'H e '3C sugeriram valores dos deslocamentos quimicos e constantes de
acoplmanto, nos permitiram sugerir tratar-se de uma substancia formada por uma
unidade dimetoxiftalida e outra 2-(1-propenil)-4H-piran-4-ona.

Os sinais observados em &1 6,65 (d, 2,0 Hz, ¢ 105,1, H-5) e &1 6,96 (d, 2,0
Hz, 4 dc 98,9, H-7) evidenciaram um anel aromatico 1,2,3,5-tetrasubstituido. Os
deslocamentos em &c 73,5 (C-3) e 170,0 (C-1) associados as correlagdes
observadas em HMBC (Figura 108) entre H-3—C-1/C-8/C-9, H-5-C-4/C-6/C-7/C-9,
H-7-C-1/C-5/C-6/C-9 e, das metoxilas C(4)-OCH3—C-4 e C(6)-OCH3—~C-6
evidenciaram a presenca de uma dimetoxiftalida identificada como estrutural
parcial A.

A segunda unidade da substancia foi definida como 2-(1-propenil)-4H-piran-4-
ona (estrutura parcial B) com base nos valores dos deslocamentos quimicos e
constantes de acoplamento observados nos experimentos de RMN de 'H, '3C e,
HSQC. Os singletos observados em 6+ 7,40 (d, 0,6 Hz, dc 153,8, H-2’) e &1 6,13 (dd,
0,5; 0,4 &¢c 112,8, H-5’), indubitavelmente nos permitiram visualizar uma unidade 2-

(1-propenil)-4H-piran-4-ona.

OCH; bz"qq

H,CO

(o)

Estrutura Parcial A Estrutura Parcial B

A juncéo entre as estruturs parcias A e B foi realizada pela observagédo da
correlagao observada em HMBC entre H-2"—C-3 e H-3-C-4". O posicionamento do
radical propenil também foi realizado com auxilio do experimento de HMBC onde foi

visualizada a correlacao entre H-8 —-C-6".
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Figura 107: Espectro de COSY (400 MHz, CDCl3) da substancia 11
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Estes dados, comparados com os dados da literatura nos permitiram propor
para a substancia em questao a estrutura da vermistatina (11). Esta substéancia ja foi
isolada de fungos endofiticos tais como: Penicillium vermiculatum, Penicillium
rubrum, Guinardia sp. e Talaromyces thailandiasis. Sendo relatadas atividades

citotoxica, antibiotica, antifingica, inibidor de elastase e fitotoxica'20-122,

Figura 109: Principais correlagées observadas no experimento de HMBC (H—C) e 'H-"H
COSY (—)

Tabela 19: Dados de RMN de 'H e *C da substancia 11 (400 MHz, CDCl5?)

Posicao
H () 13C (5) HMBC

1 - 170,0; C -

3 6,43 (s) 73,5; CH C-1; C-8; C-9; C-2’; C-3"; C-&4

4 - 154,8; C -

5 6,66 (d, 2,0) 105,1; CH C-4; C-6, C-7; C-9

6 - 163,0; C -

7 6,96 (d, 2,0) 98,9; CH C-1; C-5; C-6; C-9

8 - 129,3; C -

9 - 127,7; C -

10 3,76 (s) 55,8; CHs C-4

1 3,85 (s) 56,0; CHs C-6

2 7,40 (d, 0,6) 153,8; CH C-3; C-3; C-4; C-6", C-T

3 - 123,4; C -

4 - 177,2; C -

5 6,13 (dd, 0,5; 0,4) 112,8; CH C-3; C-4’;C-6’; C-7

6’ - 162,1; C -

7 6,04 (dq, 16,0; 1,5) 123,1; CH C-6’; C-9

8’ 6,58 (ddq, 16,0; 6,9; 0,4) 135,9; CH C-6’; C-9

9’ 1,90 (ddd, 7,0; 1,5; 0,5) 18,5; CH3 C-6’; C-7’; C-8&
C(4)-OCHs 3,81 (s) 55,7 C-4
C(6)-OCH3 3,90 (s) 55,9 C-6

adeslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (5) em ppm, constante de acoplamento entre
parénteses e em Hz.
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8.3.3 Identificagao estrutural da substancia 12

Figura 110: Estrutura da Dihidrovermistatina

A substancia 12 foi isolada como um 6leo amarelo (0,8 mg), a formula foi
estabelecida como C1sH1s8Os com auxilio dos dados obtidos por analises dos
espectros de RMN de 'H e EM.

Os dados de RMN de 'H (Figura 111) da substancia 12 apresentaram
similaridade estrutural com os dados da vermistatina (11), sendo que a Unica
diferenca observada foi a auséncia dos sinais referentes aos hidrogénios olefinicos
da unidade propenila e a presenga de dois metilenos em &1 2,45 (t, 7,5 Hz, 2H, H-
77), ©1 1,64 (m, 2H, H-8") e um sinal em &+ 0,95 (¢, 7,5 Hz, 2H, H-9") evidenciando
um radical propil, permitindo assim, atribuir para a substancia em questdo a 7°,8'-
dihidrovermistatina (12).

Estas informagbées comparadas aos dados da literatura sugerem a estrutura
da dihidrovermistatina para a substancia 12. Esta substancia ja foi isolada dos
fungos Penicillium simplicissimum e Penicillium rubrum sendo relatada atividade

citotoxica da mesma23. 124,
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Figura 111: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) da substancia 12.
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8.3.4 Determinacgao estrutural da substancia 13

Figura 112: Estrutura da (R)-6,8-dihidroxi-5-((2’'E, 6’E)-10’,11’-dihidroxi-3’,7°,11’-

trimetildodeca-2’,6’-dienil)-3-metilisocroman-1-ona

[0} OH

A substancia 13 foi obtida como um sélido amorfo amarelo ([a]o?® = 1,96, ¢
0,28, CHCI3z). A férmula molecular de C2sH3sOs foi determinada com base nas
anadlises obtidos pelos espectros de RMN de 'H e '3C e EM.

O espectro de ultra violeta apresentou Amax em 311, 272 e 207 nm sugerindo a
presenca de uma hidroxila, um anel aromatico e uma lactona saturada.

O espectro de RMN de 'H (Figura 113) de 13 exibiu sinais em &+ 6,29 (s, dc
101,9, 1H), &n 2,95 (dd, 16,0 e 3,0 Hz, 1H, &¢c 32,0) e 2,68 (dd, 16,0 e 11,0 Hz, 1H,
oc 32,0) evidenciando dois hidrogénios geminais vizinhos a um centro estereogénico
e um sinal em o+ 1,50 (d, 3H, oc 20,9). A quelagdo do grupo hidroxi fendlico foi
confirmada por sinais em campo baixo nos espectros de RMN de 'H em 61 11,3 e
por sinais em &c 170,4 nos espectros de RMN de '3C (Figura 114).

Estes valores associados aos deslocamentos quimicos e, as constantes de
acoplamento observados em RMN de 'H e '3C, evidenciaram claramente a presenca
da isocumarina 6-hidroxi meleina, estrutura parcial A. No entanto, a auséncia do
sinal de H-5, fortemente sugeriu que este carbono estivesse substituido, no caso por
uma cadeira lateral.

Em continuidade a determinagcdo estrutural e elucidacdo da cadeia
posicionada em C-5, foram observados em RMN de 'H (Figura 113, Tabela 20) e
13C (Figura 114, Tabela 20) quatro sinais em oH 1,69 (s, d¢c 15,9, 3H, H-15’), 1 1,55
(s, 6c 16,2, 3H, H-14’), on 1,21 (s, &c 26,5, 3H, H-13’) e, on 1,18 (s, dc 23,5, 3H, H-

12’), atribuidos a duas metilas sobre carbono sp? e duas outras sobre carbono
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carbindlico sp?3, respectivamente. Adicionalmente, foram observados dois tripletos
em OH 4,95 (¢, 6,0 Hz, d¢c 122,8, 1H, H-2') e on 5,08 (¢, 6,0 Hz, d¢c 124,4, 1H, H-6’)
atribuidos a dois hidrogénios olefinicos e um hidrogénio carbindlico em én 3,37 (d,
10,0 Hz, &c 78,1, 1H, H-10’). Estes dados associados as correlagbes observadas em
COSY (Figura 115) e HMBC (Figura 116) nos permitiram propor a estrutura parcial
B.

Estrutura Parcial A Estrutural Parcial B

Especificamente, as correlagbes HMBC de H2-1'-C-2'/C-3', H-2'-C-1'/C-
4'/C-15', H2-4'-C-2'/C-3'/C-15', H2-5'-C-6'/C-7', H-6'—-C-5'/C-8'/C-14' e, H2-8'-C-
6'/C-7' sugerindo a presenga de duas unidades de isopreno. Correlagdes entre Hs-
12' e H3-13' com C-107C-11" (&6 73,1) e de Hz-9-C-3/C-4 reforgaram o
posicionamento das metilas.

A juncdo entre as estruturas parciais A e B foi realizada com base nas
correlagdes observadas em HMBC (Figura 116) entre H2—C-5.

A estereoquimica relativa de C-2' e C-6' foi determinada com a ajuda dos
dados de NOESY (Figura 118) onde as interacdes espaciais entre H-2' (6 4,95) com
H-1'" (& 3,20), e H-6' (5,08 &) com H-8 (6 2,03 e 2,14), indicaram que estes
hidrogénios estdo em uma configuracao E.

Com base em toda discussdo apresentada acima foi possivel estabelecer
para a substédncia em questdo a (R)-6,8-dihidroxi-5-((2’E, 6’E)-10’,11’-dihidroxi-
3’,7’,11-trimetildodeca-2’,6’-dienil)-3-metilisocroman-1-ona, substéncia essa inédita

na literatura.
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Figura 113: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) da substancia 13.
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Figura 114: Espectro de RMN de "*C (400 MHz, CDCI3) da substancia 13
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Figura 115: Espectro de COSY (400 MHz, CDCIs) da substancia 13
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Figura 116: Mapa de correlagdo 'H-"3C a longa distancia (400 MHz, CDCl3) da substancia

13
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Figura 117: Mapa de correlagao 'H-"*C a uma ligagao (400 MHz, CDCl;) da substancia 13
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Figura 118: Mapa de correlagao 'H-"H através do espago (NOESY, 400 MHz, CDCIs) da

substancia 13.
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Tabela 20: Dados de RMN de "H e '3C da substancia 13 (400 MHz, CDCl5?)

Posicao
1H (a)a 13c (a)b HMBC

1 - 170,4, C -

4,58 (m) 74,8, CH -
4, 2,95 (dd; 16,0, 3,0) 32,0, CHz C-4a; C-5; C-8a
4, 2,68 (dd; 16,4; 11,5) C-3; C-4a; C-5; C-9
4a - 138,6, C -
5 - 117,3,C -
6 - 161,9, C -
7 6,29 (s) 101,9, CH C-1; C-5; C-6; C-8
8 - 162,8, C -

- 101,3,C -

9 1,50 (d; 6,0) 20,9, CHs C-3;C4
1 3,20 (s/) 24,4, CH2 C-4a; C-5; C-6; C-2’; C-3
2 4,95 (¢, 6,0) 122,8, CH C-5; C-1’; C-4’; C-15
3 - 135,9, C -
4 2,04 (m) 38,9, CH2 C-2’; C-3; C-5; C-6’; C-15
5 2,11 (m) 25,2, CH2 C-4’; C-6’; C-7
6’ 5,08 (t; 6,2) 124,4, CH C-4’; C-5; C-8; C-14
7 - 134,7,C -
8’a 2,14 (m) 36,4, CH2 Cc-6’; C-7’; C-9; C-10
8’ 2,03 (m) C-6’; C-7’; C-9; C-10
9, 1,61 (m) 29,3, CH2 C-6’; C-7; C-8
9y 1,39 (m) C-7; C-13
10’ 3,37 (d; 10,0) 78,1, CH C-8
11’ - 73,1, C -
12’ 1,18 (s) 23,5, CHs C-10’; C-11’; C-13
13’ 1,21 (s) 26,5, CHs C-10’; C-11’; C-12
14’ 1,55 (s) 16,2, CHs C-6’; C-7; C-8
15’ 1,69 (s) 15,9, CHs C-2’; C-3; C-4

adeslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (3) em ppm, constante de acoplamento entre
parénteses e em Hz.

8.3.4.1 Determinagao da Configuracao Absoluta de C-3 da substancia 13

A estrutura secundaria de uma molécula pode ser determinada pela
espectroscopia Dicroismo Circular (DC), que se baseia na diferenga de absorgao
entre a luz circulamente polarizada a esquerda e luz circulamente polarizada a
direita. Quando a molécula interage com a luz circulamente polarizada provoca uma
alteragéo nesta luz incidente. A técnica do DC esta baseada nesta alteragdo da luz
incidente. O dicroismo circular esta na regidao do espectro eletromagnético referente
ao extremo ultravioleta cujo comprimento de onda se estende de 190 a 250 nm e é
de extrema valia para determinar a composi¢cdo de misturas quirais, mudangas

conformacionais de macromoléculas, bem como a interagdo dessas macromoléculas
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com outras moléculas menores, principalmente as aquirais. Basicamente, uma
molécula apresenta DC quando ela é quiral e contém um cromoforo23,

Assim, utilizando a técnica de DC, foi possivel determinar a configuragao
absoluta de C-3 (Figura 120), como R com base no fato de que o espectro da
substancia 13 mostrou quatro efeitos Cotton (dois positivos e dois negativos) sendo
um dos efeitos negativos atribuida a banda K-absorgdo em 270 nm a qual atribui a

configuragdo R a C-3126. 127,

Figura 120: Curva de dicroismo circular da substancia 13.

8.3.4.2 Isocumarinas derivadas de poliacetatos

O mecanismo que leva a formagédo de poliacetatos aromaticos da origem
quase exclusivamente a metabdlitos secundarios, e encontra-se especialmente em
fungos e em menor escala, em bactérias e plantas superiores. Mesmo em fungos, a
possibilidade de formagcdo de poliacetatos ndo se encontra uniformemente
distribuida, sendo caracteristicas principalmente de fungos imperfeitos e
Ascomicetos®.

Os poliacetatos aromaticos sdao metabdlitos de fungos amplamente

conhecidos e seu processo de sintese € analogo ao dos acidos graxos.

8.3.4.2.1 Proposta biossintética para a formagao da isocumarina 13

A proposta biossintética para a formagao da nova isocumarina 6,8-dihidroxi-5-
((2’E,6’E)-10’,11’-dihidroxi-3’,7’,11’-trimetildodeca-2’,6’-dienil)-3-metilisocroman-1-

ona (13) se baseia na condensagao de uma molécula de acetil-ScoA com duas de
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malonil-ScoA, seguida de descarboxilagdo para formagdo de A%. A cadeia
isoprenica da isocumarina 13, é formada pela condensag¢ao de duas unidades de
isopentenil difosfato com uma molécula de acetil-CoA, seguida de diversas reagdes
enzimaticas até a formagéao de B. A formagao da isocumarina prenilada se da a partir
da reagado de condensacgao de A mais B. Na Figura 121 encontra-se uma possivel

rota biossintética para esta substancia.

Figura 121: Proposta biossintética para formagéo da isocumarina 13
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Formacao da Isocumarina Prenilada

CH;

CH,

8.3.5 Identificagao estrutural da substancia 14

Figura 122: Estrutura da Nafuredina

19 20 21 22
CH, CHj CH, CHj

Analise de dados de RMN, massas, ponto de ebulicdo e rotagdo Optica
obtidos da substancia 14 e, comparagao com dados relatados na literatura, levou a
identificacdo desta como sendo a nafuredina’28. 129,

A féormula molecular para a substancia 14 foi estabelecida como C22H3204
através da anadlise dos dados obtidos pelos espectros de RMN de 'H (Figura 123) e
13C (Figura 124) e EM.
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Figura 123: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) da substancia 14.
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Figura 124: Espectro de RMN de "*C (400 MHz, CDCIs) da substancia 14
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A porcao oO-lactona foi elucidada, principalmente, pelas correlagdes obtidas a
longa distancia nos experimentos de HBMC (Figura 125). Correlagbes dos
hidrogénios dn 1,45 (H-19) com os carbonos oxigenados C-3, C-4 e C-5 alongaram a
cadeia hidrocarbdnica em C-4 contendo um grupamento metila em &¢c 17,9 (C-19)
como ramificacdo. No entanto, interagdes entre H-2 com C-4 e entre H-3 com C-1
demonstraram alinhamento de C-1 para C-3. Finalmente, o anel &-lactona foi
determinado baseado nas interagdes observadas entre H-5 com C-1 e seus
respectivos deslocamentos quimicos.

Dois carbonos adjacentes (6c 58,5, C-3 e, &c 58,2, C-4) foram indicativos de
um anel epodxido, conclusdo essa obtida através do indice de deficiéncia de
hidrogénio e dos valores de acoplamento de C-2 e C-3. A isomeria geométrica dos
dois dienos foi elucidada como sendo E através das constantes de acoplamento

vicinal dos hidrogénios e deslocamentos quimicos de C-21 (&¢c 16,5).
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Figura 125: Mapa de correlagdo 'H-"3C a longa distancia (400 MHz, CDCIs) da substancia
14
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Analise dos espectros de RMN de 'H, '3C e HSQC (Figura 126) revelaram a
presenca de trés carbonos quaternarios, sendo um deles atribuido a uma carbonila
de éster (¢ 170,5; C-1), um carbono sp? (dc 133,6; C-12) e, um carbono carbindlico
(dc 58,2; C-4), 12 carbonos metinicos sendo sete sp? (d¢c 122,0, C-6; d¢c 137,9, C-7;
oc 126,0, C-8; &¢c 145,2, C-9; d¢ 127,1, C-13; &¢c 124,6, C-14 e &¢c 138,9, C-15), trés
carbinolicos (5c 68,0, C-2; &¢c 58,5, C-3 e, &c 80,2, C-5), e dois metinicos sp® (&c
34,8, C-10 e, &c 80,2, C-16) e dois metilénicos (&c 47,2, C-11 e, &c 29,8, C-17).
Adicionalmente foram observados cinco metilas sendo uma sobre Csp? (d¢ 16,5, C-
21), duas se desdobrando como dubletos (&c 19,4, C-20; e, &¢c 20,2, C-22) uma
como singleto sobre carbono carbindlico (6¢c 17,8, C-19) e a ultima se apresentando
como um tripleto (d¢c 11,8, C-18).

Estas informagbes adicionadas as multiplicidades, constantes de
acoplamento, valor do deslocamento quimico nos permitiram visualizar para a

substancia em questao duas estruturas parcias A e B.
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CH,

“,

HO

(o}

Estrutura Parcial A

,r’" CH, CH, CH,

K/\)\)\/\)\/ ot

Estrutura Parcial B

A juncéo entre as estruturas parciais A e B foi realizada com base nas
interagdes observadas em 'H-'H COSY (Figura 127) e HBMC.

Figura 126: Mapa de correlagao 'H-"*C a uma ligagao (400 MHz, CDCl;) da substancia 14
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Figura 127: Espectro de COSY (400 MHz, CDCl3) da substancia 14
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Nafuredina ja foi descrita como um inibidor especifico de transporte de
elétrons anaerdébio (NADH-fumarato-redutase) produzida pelo endoéfito Aspergillus

niger FT-0554 isolado de uma esponja marinha'28-130,

Figura 128: Principais correlagdes observadas no experimento de HMBC (H—C) e '"H-"H
COSY (—)
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Tabela 21: Dados de RMN de "H e 3C da substancia 14 (400 MHz, CDCl5?)

Posicao
1H (a)a 13c (a)b HMBC
1 - 170,5,C -
2 4.55 (s) 68,0, CH C-1;C4
3 3,50 (d; 0,8) 58,5, CH C-1;C-2; C4
4 - 58,2, C -
5 4,92 (d, 7,6) 80,2, CH C-1; C-3; C-4; C-6; C-7
6 5,48 (dd, 8,0; 11,2) 122,0, CH C-4; C-5; C-8
7 6,35 (dd, 10,2; 15,2) 137,9, CH C-5; C-8; C-9
8 6,00 (dd, 10,4; 15,2) 126,0, CH C-6; C-7; C-9;C-10
9 5,80 (dd, 6,9; 15,2) 145,2, CH C-7; C-8; C-10; C-11; C-20
10 2,41 (st, 7,0) 34,8, CH C-8; C-9; C-11; C-12; C-20
11 2,06 (m) 47,2, CH2 C-8; C-9; C-10; C-12; C-13; C-
1,97 (m) 20;C-21
C-9; C-10; C-12; C-13; C-20;C-21
12 - 133,6, C -
13 5,75 (d, 10,9) 127,1, CH C-10; C-11; C-14; C-15; C-21
14 6,15 (dd, 10,8; 15,2) 124.,6, CH C-12; C-13; C-16
15 5,44 (dd, 8,0; 11,2) 138,9, CH C-13; C-16; C-17; C-22
16 2,04 (m) 38,6, CH C-13; C-14; C-15; C-17; C-18
17 1,30 (qt, 7,3) 29,8, CH2 C-15; C-16; C-18; C-22
18 0,84 (t; 7,4) 11,8, CHs C-16; C-17
19 1,45 (s) 17,8, CHs C-3;C-4;C-5
20 0,96 (d, 5,2) 19,4, CHs C-9; C-10; C-11
21 1,68 (s) 16,5, CHs C-11; C-12; C-13
22 0,97 (d, 5,2) 20,2, CHs C-15; C-16

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

8.3.6 Determinacgao estrutural da substancia 15

Figura 129: Estrutura do 7,8-dihidroxi-2-propil-2,4-octadien-4-olideo
OH

A substancia 15 foi isolada como um 6leo amarelo ([a]*°o = +10,95, ¢ = 0,28,
CHCI3) e, a formula molecular C11H1604 foi proposta para 15 com base nas analises
feitas dos espectros de RMN de 'H e '3C e EM.
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Os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos, pela

analise dos mapas de correlagéo dos experimentos HSQC (Figura 130).

Figura 130: Mapa de correlagdo 'H-"*C a uma ligagao (400 MHz, CDCl;) da substancia 15
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O espectro de RMN de 'H (Figura 131) de 15 exibiu, claramente, uma
unidade propila com sinais em &1 0,94 (t, 7,0 Hz, &¢ 13,7, H-3", 3H), é1 1,58 (tq, 7,5
Hz, &c 20,8, H-2°, 2H) e, &n 2,31 (¢, 7,0 Hz, &¢c 27,1, H-1", 2H), o que foi confirmado
pelas correlagbes observadas em COSY (Figura 132).

Nos espectros de RMN de 'H e 13C (Figura 133) foram observados sinais em
0c 170,5, 134,2, e 149,8 e um singleto em dn 6,97 (6c 136,7) o que,
inequivocamente, nos evidenciaram uma unidade &-lactona 2,3,4-insaturada.

Ainda nos espectros de RMN de 'H, '*C, HSQC e COSY, foram observados
sinais em &1 5,25 (¢, 8,0 Hz, 1H, &¢c 109,2, C-5), &n 2,53 (m, 2H, d¢ 30,1, C-6), OH
3,85 (m, 1H, &¢ 71,3, C-7) e &1 3,68 (dd, 11,0 e 3,0 Hz, 1H, d¢c 66,3, C-8) e dn 3,49
(dd, 11,0 e 7,0 Hz, 1H, 66,3, C-8), evidenciando uma unidade de 1,2-dihidroxibutano

na substancia 15.
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Figura 131: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) da substancia 15.
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170.4992

Figura 133: Espectro de RMN de "*C (400 MHz, CDCl;) da substancia 15

Figura 132: Espectro de COSY (400 MHz, CDCl3) da substancia 15
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No espectro de COSY 'H-'H de 15 foi confirmado a presenga de um
grupamento n-propil e a sequéncia CH2(OH)CH(OH)-CH2CH atribuidas as cadeias
laterais H-3', H-2', H-1" e, H-8, H-7, H-6, H-5, respectivamente.

Analise do mapa de contorno do experimento HMBC (Figura 134) foi decisivo
na determinacéao estrutural desta substancia, fornecendo subsidio para posicionar os
substituintes no anel lactdénico. A subunidade CH2(OH)CH(OH)-CH2CH foi conectada
em C-4, devido as correlagbes a longa distancia observada entre H-5<-C-3/C-4,
assim como de H-6<>C-4. E, a subunidade n-propil foi posicionada em C-2 devido as
correlagdes a longa distancia observada no experimento HMBC entre H-1'«<C-1/C-
2/C-3 e H-22<>C-2. As demais correlagdes observadas no experimento podem ser

visualizadas na Figura 135.

Figura 134: Mapa de correlagdo 'H-"3C a longa distancia (400 MHz, CDCl;) da substancia
15
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Assim, a substancia 15 foi identificada como um novo composto, pertencente
a classe dos olideos, 7,8-dihidroxi-2-propil-2,4-octadien-4-olideo. Um composto
similar foi isolado a partir de culturas de um fungo endofitico, ndo tendo relatados de
atividade bioldgica para esta classe de substancia'3".
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Figura 135: Principais correlagbes observadas no experimento de HMBC (H—C) e 'H-"H
COSY (—)

Tabela 22: Dados de RMN de 'H e *C da substancia 15 (400 MHz, CDCl3?)

Posicao
H (d) 3C (8) HMBC
1 - 170,5; C -
2 - 134,2; C -
3 6,97 (s) 136,7; CH C-1; C-2; C-4; C-1’
4 - 149,8; C -
5 5,25 (t; 8,0) 109,2; CH C-3;C-4; C-7
6 2,53 (m) 30,1; CH2 C-4;C-5;C-7;C-8
7 3,85 (m) 71,3; CH C-5;C-8
8 3,68 (dd, 11,0; 3,0) 66,3; CH2 C-6; C-7
3,49 (dd, 11,0; 7,0) C-6; C-7
1’ 2,31 (t, 7,0) 27,1; CHz C-1; C-2; C-3; C-2’; C-¥
2 1,58 (tq; 7,5) 20,8; CH2 C-2; C-1’; C-¥
3 0,94 (t, 7,0) 13,7; CHs C-1; C-2

adeslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (3) em ppm, constante de acoplamento entre
parénteses e em Hz.

8.3.6.1 Determinagao da configuragao absoluta de C-7 da substancia 15

O reagente de Mosher MTPA (acido a-metoxi-a-triclorometil fenil acético) foi
introduzido por Mosher em 1969. Este € encontrado comercialmente como acido ou
cloreto de acido em ambas as formas enantiomericamente puras. E um dos
reagentes auxiliares mais populares para reconhecimento da estereoquimica
absoluta de alcoois secundarios e aminas primarias, ambos a-substituidos®’.

Seguindo 0 mesmo modelo proposto por Seco e colabs. (2004)% para
determinacao da configuracdo de didis descrito nas paginas 105 e 106, a
configuracdo absoluta da posicdo C-7 foi determinada através da reacdo da
substancia 15 com (R)- e (S)-MTPA-CI fornecendo (S)- (R)-MTPA ésteres 15a e 15b,
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respectivamente (Figura 136), a atribuicdo dos sinais do espectro foi feita com o
auxilio dos experimentos de RMN de 'H e 'H-'"H COSY.
Analise dos valores de Ad (0s — Or), confirmam a absoluta estereoquimica S

para o C-7, confirmando a absoluta estereoquimica para a substancia 15.

Figura 136: Valores de Ad [(AS em ppm) = &s — O] para a substancia 15.

+1.56
+1.55

Esses dados associados aos dados da literatura permitiram propor a estrutura

da substancia 15 como sendo um novo olideo.
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CAPITULO 9
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CAPITULO 9
9.0 ATIVIDADE BIOLOGICA DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

Por apresentarem maior quantidade de massa, apenas as substancias 1 (56,1
mg), 4 (54,6 mg) e 5 (31,0 mg) foram submetidas a avaliagdo da potencialidade
bioldgica frente aos ensaios antifungico, anticolinesterasico e citotoxico. As demais
substancias por apresentarem pouca massa nao foram avaliadas nos ensaios

bioldgicos. Os resultados obtidos estdo descritos abaixo.

9.1 Ensaio Citotéxico

A atividade citotoxica das substancias 1, 4 e 5 foram testadas frente a trés
linhagens tumorais OVCAR-8 (carcinoma de ovario), HCT-116 (c6lon - humano) e
SF-295 (glioblastoma - humano) e, os resultados estado apresentados na Tabela 23
com seus respectivos percentuais de inibicao.

Somente as substancias que apresentaram valores de inibicdo = 75 % em
pelo menos duas linhagens tumorais sdo consideradas ativas, valor esse
considerado como cut-off para o screening de novas substancias com potencial
antitumoral.

Portanto, conclui-se que nenhuma das substancias avaliadas apresentou

acgao citotoxica frente as linhagens tumorais testadas.

Tabela 23: Percentual de inibigao do crescimento celular (ICs0%) das fragdes em trés

linhagens tumorais testadas na dose unica de 5 pg/mL

Amostra HCT-116 SD OVCAR-8 SD SF-295 SD
Substancia | Identificagao Gl% Gl% Gl%
(média) (média) (média)
1 Fr2-Ca-2-2 12,39% 2,18% 9,11% 1,80% 39,13% 4,92%
4 Fr3-Ca-7 21,13% 4,70% 5,64% 25,56% | 15,82% 2,53%
5 Fr4-Ca-6 61,12% 13,33% 18,00% 5,67% 20,67% 16,87%

*Valores sdo média + DPM (Desvio Padrdo da Média)
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9.2 Atividade Antifungica

A atividade antifungica das substancias 1, 4 e 5 foram testadas frente a dois

fungos  fitopatogénicos  Cladosporium  cladosporioides e  Cladosporium
sphaerospermum, os resultados estdo apresentados na Figura 137 e na Tabela 24
abaixo. A substancia 1 foi testada apenas frente ao patégeno C. sphaerospermum
pelo fato da cepa do patdgeno C. cladosporioides estar contaminada.

Pode-se observar que nenhuma das substancias testadas apresentou

atividade antifungica quando comparados com o padrao nistatina.

Figura 137: Atividade antifungica (A) C. cladosporioides e, (B) C. sphaerospermum das

substancias puras isoladas.

Legenda

1 - Substancia1
4 — Substancia4
5 - Substancias
N - Nistatina [ 5ug]

Tabela 24: Atividade antifungica das substancias isoladas.

Substancia Identificagao C. cladosporioides C. sphaerospermum Rf
1 Fr2-Ca-2-2 - - -
4 Fr3-Ca-7 - - -
5 Fr4-Ca-6 - - -

9.3 Atividade Anticolinesterasica

As substancias 1, 4 e 5 foram avaliadas diante da inibicdo da enzima

acetilcolinesterase e, observou-se (Figura 138) que apenas as substéncias 4 e 5
apresentaram atividade positiva neste ensaio, sendo consideradas com uma
atividade inibitéria fraca da enzima acetilcolinesterase (Tabela 25).

Manchas brancas na cromatoplaca sdo evidéncias de atividade

anticolinesterasica em potencial.
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Figura 138: Atividade anticolinesterasica das substancias puras isoladas.

Legenda

1 — Substancia 1
4 — Substancia 4
5 — Substancia 5
F — Fisostigmina [0,05 pg]

Tabela 25: Atividade anticolinesterasica das substancias isoladas.

Substancia Identificagcido Atividade Rf
1 Fr2-Ca-2-2 - -
4 Fr3-Ca-7 Fraca Rastro
5 Fr4-Ca-6 Fraca Rastro

Esse resultado de atividade anticolinesterasica para as substancias 4 e 5
foram surpreendentes, como descrito anteriormente, elas estdo relacionadas na
formacdo dos sesquiterpenos eremofilanos isolados em trabalhos anteriores
realizados com o endofito Camarops sp.6” 7° Esses sesquiterpenos eremofilanos
isolados (xylarenona C e D) apresentaram atividade anticolinesterasica forte,
podendo-se concluir que a cadeia lateral destes metabdlitos esta relacionada com a

atividade anticolinesterasica deles.
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CAPITULO 10
10.0 CONCLUSAO

O trabalho realizado com os enddfitos Camarops sp., Periconia atropurpurea
e Pseudofusicoccum stromaticum isolados das espécies vegetais Alibertia
macrophylla, Xylopia aromatica e Eugenia jambolana, permitiu uma avaliagédo da
potencialidade dos extratos brutos em escala reduzida e ampliada, na produgao de
metabdlitos secundarios. Os cinco meios de cultivo liquidos comerciais (Extrato de
Malte, PDB, YM, Czapek® e Nutrient®) e os dois meios solidos (Milho e Arroz)
apresentaram uma produg¢ao metabdlica muito promissora, avaliado em HPLC-DAD
e RMN de 'H, evidenciando que o perfil metabdlico € dependente do meio de cultivo,
no entando com massa muito pequena para os meios de cultivo liquido.

A potencialidade bioldgica dos extratos obtidos em escala reduzida frente aos
ensaios anticolinesterasico, antifungico contra os fungos fitopatogénicos
Cladosporium cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum e citotoxico foram
surpreendentes, considerando que todos os extratos apresentaram uma ou mais
substancias com potencial atividade.

A triagem quimica e bioldgica realizada dos trés endodfitos isolados de
espécies vegetais do Cerrado, nos permitiu selecionar os meios de cultivo Czapek®,
Extrato de Malte e Milho para o estudo em escala ampliada dos fungos
Pseudofusicoccum stromaticum, Periconia atropurpurea e Camarops sp.,
respectivamente.

Do cultivo em escala ampliada de Camarops sp. no meio solido de Milho e do
fracionamento do extrato CH3CN nos conduziu ao isolamento de cinco substancias
pertencentes a diferentes classes: 3-((1S,2S)-1,2-dihidroxibut-3-enil)-4-((E)-pent-1-
enil)furan-2(5H)-ona (1), 3,5,9-trihidroxi presilfiperfolano (2), deacetilbotridial (3),
acido (E)-2,4-dimetilocta-2-endico (4) e acido (E)-2,4-dimetilnon-2-endico (5). O
isolamento das substancias inéditas 1, 2, 3 e 5 fortalece a necessidade de estudos
com fungos endofiticos, pois essa classe de micro-organismos € uma fonte
promissora de novas substancias.

A capacidade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase, das substancias 4 e
5, indica que os estudos de Camarops sp. devem ser continuados, considerando

que este fungo é produtor de terpenos eremofilanos. Este trabalho permitiu sugerir
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que a cadeia lateral dos eremofilanos € responsavel pela atividade
anticolinesterasica.

O cultivo em escala ampliada do endéfito Periconia atropurpurea no meio de
cultivo liquido de Extrato de Malte produziu o extrato AcCOEt que apds fracionamento
cromatografico pode-se isolar um novo ftalato, o 4,5-dietil-3,4,5,6-
tetrahidrobenzolc][1,6]dioxecina-1,8-diona (6) e, a periconicina B (7). Inumeros
ftalatos ja foram isolados e identificados de micro-organismos endofiticos, sendo o
mais comum deles o dibutilftalato. A periconicina B (7) ja foi isolada deste mesmo
endofito e descrita por apresentar forte potencial citotéxico.

Do extrato bruto, obtido do cultivo Czapek®, Pseudofusicoccum stromaticum
forneceu o acido succinico (8) e o alcool gentisil (9). O acido succinico foi identificado
tanto nos extratos obtidos em escala reduzida quanto nas fragdes oriundas do
fracionamento do extrato AcOEt obtido em escala ampliada do endodfito P.
stromaticum, resultado este muito importante para a industria, pois comprova que
fungos endofiticos também sao prolificos produtores deste metabdlito que esta
sendo largamente utilizado na producéo de biodiesel.

O uso de modificador epigenético no cultivo do endéfito Phoma sp. isolado de
Parkinsonia microphylla espécie vegetal esta encontrada no Deserto de Sonora,
para promover a expressdo génica das vias biossintéticas alterou a produgao
metabdlica do fungo, com a producéo de novos compostos.

Do crescimento no meio de cultivo liquido de PDB de Phoma sp. utilizando
modificador epigenético SAHA, conduziu ao isolamento da: fenilacetamida (10),
vermistatina (11), dihidrovermistatina (12) e, uma nova isocumarina prenilada, (R)-
6,8-dihidroxi-5-((2E,6 E)-10,11-dihidroxi-3,7,11-trimetildodeca-2,6-dienil)-3-
metilisocroman-1-ona (13), comparando-se com o cultivo sem o modificador do qual
foram isoladas duas substancias a nafuregina (14) e um novo olideo, 7,8-dihidroxi-2-
propil-2,4-octadien-4-olideo (15). Demostrando, dessa maneira, que o0 uso da
epigenética pode ser um meio util para a produgao de novas substancias.

Os resultados obtidos deste trabalho sdo encorajadores, pois conduzem ao
conhecimento da diversidade quimica e potencialidade biolégica dos metabdlitos
produzidos por micro-organismos associados a espécies vegetais tanto do Cerrado

quanto do Deserto.
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