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Resumo

Este trabalho descreve o isolamento de fungos endofiticos da espécie vegetal
Hancornia speciosa, o qual conduziu a 14 linhagens puras, dos quais quatro foram
selecionados para o estudo quimico. O estudo quimico possibilitou foi identicar 12
substancias, isoladas dos fungos Phomopsis sp., Guignardia sp., Aspergillus niger
e Aspergillus sp., cultivados em diferentes meios de culturas. O extrato bruto do
fungo Phomopsis sp cultivado no meio liquido PBD levou ao isolamento de cinco
compostos, 5- metilmeleina, nectapirona, acido succinico, 5-hidroxilmetilmeleina e
uma dicetopiperazina. Ja o mesmo fungo quando cultivado no meio liquido-ME,
levou ao isolamento de dois compostos, tirosol e triptofol. O estudo do extrato bruto
de Guignardia sp., cultivado no meio liquido ME conduziu ao isolamento do
composto acido salicilico, o qual tem um importancia ecoldgica para planta. O
extrato bruto do fungo Aspergillus niger cultivado no meio liquido PBD levou ao
isolamento dos compostos pirofen e nigragillin. J& o mesmo fungo quando cultivado
em extrato de malte, levou ao isolamento do acido itacénico. E do extrato bruto do
fungo Aspergillus sp., cultivado no meio liquido PBD foi identificada a substancia
majoritaria acido kdjico, a qual foi quantificada por CLAE no extrato bruto (0,7g/ g de
extrato bruto). O extrato desse fungo foi testado quanto a sua atividade antioxidante
com DPPH, NO' , e H,0,, e mostrou uma forte atividade de inibicdo da producéo de
NOe (ICso de 150 pg/mL), indicando que este fungo possui grande potencial
biotecnoldgico. As estruturas das substancias foram determinadas por métodos
espectrométricos, incluindo RMN bi-dimensional, espectros de massas e
comparacao com a literatura.

Palavras chves: Fungos endofiticos, Hamcornia speciosa, metabolitos secundarios

bioativos
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Abstract

This work describes the isolation of endophytic fungi from plant species Hancornia
speciosa and led to the isolation of 14 pure strains. Of which 4 were selected for the
chemical study. The chemical study allowed identied 12 substances isolated from
fungi Phomopsis sp., Guignardia sp., Aspergillus niger e Aspergillus sp., grown in
different culture medium. The crude extracts of fungus Phomopsis sp., grown in PDB
medium led to isolation of five compounds, 5- methylmelein, nectriapyrone, succnic
acid, 5-hydroxylmethylmelein and a diketopiperazine. Already when the same
fungus was grown in ME medium, led to isolation of two compounds, tyrosol and
tryptofol. The crude extract of Guignardia sp grown in ME medium led to isolation of
compound salicylic acid, which has a plant for ecological importance.The crude
extract of Aspergillus niger, grown in PDB medium led to isolation of compounds
pyrophen and nigragillin. Already when the same fungus was grown in ME medium,
led to isolation of compound itaconic acid. And of crude extract of Aspergillus sp.,
grown in ME medium was identification of their major compound kojic acid, which
was quantified by HPLC in the crude extract (0.7 mg/g of crude extract). O crude
extract was tested for its antioxidant activity with DPPH, NO" and H,O,, and exhibited
significantly potent inhibition of NO" (ICso de 150 ug/mL) production, showed taht this
fungi it owns big biotchenology potential. The structures of these substances were
established by spectroscopic methods, including the application of bidimensional
NMR techniques, mass spectrum and comparison with published data.

Key words: Endophytic fungi, Hancornia speciosa, secundary metabolites.
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1. INTRODUCAO

Micro-organismo sao fontes valiosas de substancias bioativas usadas na medicina e
na agricultura. Por essa razdo, nos ultimos anos esfor¢cos tém sido feito na busca
desses metabdlitos secundarios (STROBEL et al., 2004; GUNATILAKA, 2006).
Esses micro-organismos sdo cultivaveis, e o0 cultivo deles por processos
fermentativos podem ser otimizado levando ao aumento na produgéo de substancias

bioativas potencialmente Uteis como farmacos (DEMAIN, 2000).

Dentre os micro-organismos, os endofiticos, que sdo aqueles que vivem no
interior do seu hospedeiro (AZEVEDO et al., 2000) e s&do representado
principalmente por fungos e bactérias, se mostram uma importante fonte de
metabdlitos bioativos para o desenvolvimento de medicamentos e pesticidas
(WEBER et al., 2006), pois tais micro-organismos sao capazes de produzir uma
grande variedade de metabodlitos secundarios com atividades biolégicas
(MASUREKARE, 1992; ISAKA et al., 2001; SILVA, 2006).

De modo geral esses micro-organismos habitam seu hospedeiro sem causar
dano se diferenciando assim daqueles que sé&o patogénicos, mas a depender das
condi¢cdes de “estresse” do hospedeiro um micro-organismo endofitico pode ser
considerado um patogeno latente (AZEVEDO, 1998 e AZEVEDO et al.,2000).

Esses micro-organismos comecaram a despertar a atencdo de muitos
pesquisadores no inicio do século XIX, mas uma distingéo entre eles e os patégenos
de plantas foi feita por Bary,1866 (AZEVEDO et al., 2000) definindo-os como
assintomaticos ndo produzindo efeito algum no seu hospedeiro (AZEVEDO, 1998).

Atualmente é crescente o0 interesse por esses micro-organismos, pois hoje
sabe-se que em associacdo com o0 seu hospedeiro eles sdo capazes de produzir
uma gama de compostos com as mais diversas atividades biolégicas desde toxinas
a antibioticos naturais (BRADY et al., 2000; CAFEU et al., 2005; ISAKA et al., 2007).
E dentre os micro-organismos endofitico, os fungos oferecem um enorme potencial
para novos produtos, uma vez que varias modificacdes fisiolégicas em plantas foram
relacionadas com a presenca de micro-organismos que habitam seu interior. Alguns

fungos endofiticos produzem para as plantas hormbnios de crescimento,
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antibacterianos, antifungicos, inseticidas etc., substancias que aumentam o

crescimento e competitividade do hospedeiro na natureza (CARROLL, 1988).

1.1 Fungos endofiticos e efeitos em seu hospedeiro

Fungos endofiticos, sdo micro-organismos que vivem sistematicamente nos
tecidos internos e subcuticulares das plantas por pelo menos uma parte do seu ciclo
de vida (ANDREWS et al., 1991). Os endofitos ndo apresentam haustorios, estrutura
comum em fungos fitopatogénicos e em geral, as infec¢cdes causadas por fungos
endofiticos ndo produzem sintomas externos, podendo estar latentes ou serem
assintométicas (PETRINI e CARROLL, 1981; PETRINI, 1986).

As infecgcBes ocorrem através das raizes, estbmatos ou lesdes e podem
também ser passados para as plantas filhas através da infeccdo das sementes
(CARROL, 1988). A maior diversidade de fungos endofiticos é encontrada na
estacdo de chuvas, sendo que algums fungos sofrem menor influéncia do clima
(PETRINI, 1991). De acordo com Dreyfuss e Chapela, 1994, uma planta vascular
pode hospedar entre 10 e 100 diferentes espécies de endofiticos, sendo que de
duas a cinco sdo especificas ao hospedeiro. Esta especificidade sugere que a taxa
de extincdo das espécies de fungos endofiticos € muitas vezes maior que a taxa de

extingcdo das espécies de plantas.

Esses fungos podem ser benéficos ao hospedeiro por uma interagcédo simbidtica
(SELOSSE et al., 2004), sendo responsaveis pela protecéo contra diversas doencas
e predadores que possam atacar o hospedeiro (PERREIRA et al.,1993), ou
maléficos por uma interacao trofica, que ocorre quando o fungo comeca a produzir
fitotoxinas levando o hospedeiro a morte (FAIL et al., 1990). Deve-se ressaltar ainda
gue mudancas no hospedeiro, causadas por fatores de estresse pode induzir um

fungo a passar de um estado simbiotico para trofico (PETRINI, 1991).

Nestas relacdes estdo envolvidos varios metabolitos secundarios e segundo
Dreyfuss e Capela, 1994, a producdo de metabdlitos secundarios deste grupo de
fungos é 73% superior a de outros fungos. A literatura tem mostrado que interacdes
antagoOnicas envolvendo fungos que competem com outros organismo por espaco e

nutrientes (competicdo de interferéncia), sao fatores importantes na determinacao da
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organizacdo, composicao e padrdo de sucessao dentro do ecossistema (WEBSTER,
1970; WICKLOW, 1981).

O mecanismo de antagonismo, em muitos casos, envolve a producdo de
agentes quimicos por uma espécie, inibindo o crescimento da outra. Isto € um
indicativo de que os metabdlitos responséaveis por esses efeitos sdo essencialmente
antibioticos naturais, que podem inclusive ser usados para o desenvolvimento de
farmacos e /ou no controle bioldégico de pragas como insetos, fungos, bactérias etc.,
gue causam uma grande perda na produtividade agricola mundial, (GARDENER e
MCCOY, 1992), sendo uma excelente alternativa de controle.

1.1.1 Fungos endofiticos como agente promotor do cr  escimento do seu

hospedeiro

Os fungos endofiticos colonizam o interior do seu hospedeiro conseguindo
deles nutricdo e protecdo, em compensacao os fungos endofiticos beneficiam o seu
hospedeiro produzindo diversos metabolitos funcionais. Plantas infectadas com
endofiticos crescem mais rapido do que aquelas que néo sdo (TAN e ZOU, 2001).
Este efeito deve-se a producdo de fitohorménios semelhante ao &cido 3-aceto-
indolico (1), citocinas e outros agentes promotores do crescimento da planta (TAN e
ZOU, 2001).

Outra fato que reforca a tese de que os fungos endofiticos ajudam a promover
o crescimento do seu hospedeiro, é o fato de que esses fungos ajudam a planta a
absorver elementos nutricionais importante como nitrogénio e fésforo (TAN e ZOU,
2001). O acido 3-nitropropionico (2) € um bom exemplo de metabdlito de fungo
endofitico que tem uma importancia bioldgica e ecoldgica, pois esse metabdlito esta
envolvido nos processos de nitrificacdo em plantas leguminosas (CHOMCHEON et
al., 2009a). Esse metabdlito também exibe uma potente atividade nematicida o qual
beneficia a planta hospedeira de nematéides parasitas (CHOMCHEON et al.,
2009a).

Além disso, certos endofiticos melhoram a adaptabilidade do hospedeiro dentro
do ecossistema, aumentando a tolerancia a ambiente de estresses e dando
resisténcia contra os mais diversos fitopatbgenos (HANADA et al., 2010), como

exemplo temos o fato de que gramineas infectados por endofiticos geralmente
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possuem maior resisténcia a seca (TAN e ZOU, 2001). Provendo também protecéo

contra insetos herbivoros, bactérias e fungos fitopatogénicos (HANADA et al., 2010).

o 0 NO,
\ g Y\/
N OH
H 4 2

Figura 1. Substancias isoladas de fungos endofiticos que ajudam a promover o

crescimento do hospedeiro vegetal.

1.1.2 Fungos endofiticos antagbnicos a insetos

Existem varios relatos na literatura da acdo de fungos endofiticos contra
insetos (AZEVEDO, 1998; AZEVEDO et al., 2000; TAN e ZOU, 2001; ALVERSON et
al., 2002), o primeiro relato de controle bioldgico de inseto por fungos endofiticos foi
relatado por Web 1981, sendo um exemplo de protecdo de um hospedeiro vegetal
por um fungo endofitico, mostrando que o fungo Phomopsis oblonga protegia a
planta olmeiro contra o inseto Physocnemum brevilineium, (AZEVEDO, 1998 e
AZEVEDO et al., 2000).

Estudo feito por Alveverson, 2003, mostrou que alguns fungos do género
Aspergillus como o fungo Aspergillus niger, Aspergillus sp. sdo fungos antagonicos
aos insetos Oncopeltus fasciatus, Aeds atropalpus, pois esses fungos produzem
uma variedade de micotoxinas como acido kagjico (3), acido oxalico (4), nigragillin (5)
e 0s pentapeptideos malforminas (ISOGAI et al., 1975; ALVERSON, 2003).

Podemos citar ainda o caso dos fungos do género Claviceps, endofiticos de
gramineas, que produzem os alcaldides de ergot como o &acido lisérgico (6),
substancias que ingeridas junto com as plantas provocam doencas em insetos e
mamiferos herbivoros, protegendo o fungo e a planta dos predadores. Esse
antagonismo deve-se a producdo de metabdlitos toxicos ao inseto proporcionado

assim uma protecao a planta hospedeira.
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Figura 2: Substancias isoladas de fungos endofiticos com atividade inseticida.

1.1.3 Fungos endofiticos antagbnicos a fitopatogéni cos

Os fungos endofiticos sdo capazes de produzir uma grande variedade de
substancias bioativas (GUNATILAKA, 2006), sugerindo que esses micro-organismos
podem controlar doencas em plantas (AZEVEDO, 1998 e AZEVEDO et al., 2000).
Na literatura existem diversos relatos de fungos produzindo substancias com
atividade antifungica como os compostos cis-4-hidroxi-6-deoxiscistalona (7) e (4R)-
4,8-hidroxi-a-tetralona (8) com atividade contra o fungo fitopatogénico Cladosporium
cladosporioides (INACIO et al., 2006) e a griseofulvina (9), utilizada na medicina, em
animais domésticos, na agricultura (MANN, 1994) e empregada comercialmente nos
medicamentos Fulcin® (Zeneca) e Sporostatin® (Shering Plough) (LACAZ, 1975).
Vérios fungos (MACMILLAN, 1953) produzem a griseofulvina, inclusive o fungo

endofitico, Xylaria sp., isolado de Palicourea marcgravii (CAFEU et al., 2005).

Diversos outros exemplos mostram o importante papel dos fungos endofiticos
no controle biolégico de fitopatdgenos em geral, como parte do manejo integrado de
pragas. Sugerido assim como a solugcdo mais sustentavel a longo prazo (MEJIA et
al., 2008). Além disso, as evidéncias recentes mostram que, em alguns casos

fungos endofiticos podem restringir o crescimento de patégeno no cacau in vitro e in
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vivo (MEJIA et al., 2008), destacando os fungos endofiticos como uma nova fonte de
controle biolégico de combate de patdgenos de varias espécies vegetais (MEJIA et
al., 2008).

A protecao antipatégeno por fungos endofitos tem sido observado também em
hospedeiros ndo-gramineos. Por exemplo, fungos endofiticos foram usados para
proteger culturas de tomates, banana contra nematéides e outros patégenos (MEJIA
et al., 2008). No entanto, mesmo com as evidéncias de que fungos endofiticos
podem reduzir os danos do patdgeno em gramineas e outras plantas hospedeiras,

pouco se sabe sobre a extensdo dessa protecao.

OH

Figura 3: Substancias isoladas de fungos endofiticos com atividade contra

fitopatogenos.

1.1.4 Fungos endofiticos como patdgenos de espécies vegetais

Segundo Azevedo é muito dificil estabelecer um limite entre micro-organismos
endofiticos e patogénicos (AZEVEDO, 1998 e AZEVEDO et al., 2000), pois
mudancas dentro do hospedeiro, causadas por fatores de estresse, podem induzir o

endofitico a exercer uma acao patogénica ao hospedeiro (PETRINI, 1991).

Mesmo sendo patogénicos esses micro-organismos beneficiam o hospedeiro,
pois fungos fitopatogénicos produzem fitotoxinas que causam necrose e/ou morte do
tecido vegetal, por sua vez as plantas produzem as fitoalexinas (substancias de
defesa da planta), que visa conter a infeccéo fungica (HARBONE, 1993 e GLOER,

1995), ou seja, esses microorganismos patogénicos induzem a planta a se
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defenderem adquirindo resisténcias ndo sé aos fungos endofiticos, mas a outros

patdgenos.

Entre fungos endofiticos que podem ser patogénicos a plantas temos o fungo
Discula quercina isolados de sobreiros, que € um fungo responsavel pela doenca
conhecida como antracnose (MORICCA e RAGAZZI, 2008). Manchas marrom-
escuras com margens arroxeadas formam-se na folhagem, que, tendem a se fundir,

formando grandes lesdes necroéticas (MADDAU et al., 2009).

Recentemente, varios estudos tém demonstrado a habilidade deste patdgeno
de persistir em estado latente como um enddfito dentro tecidos do hospedeiro, sem
demonstrar sinais especificos de sua presenca (MADDAU et al., 2009). Confirmando
o fato de que estresses sofrido pelo hospedeiro pode fazer com que o fungo passe
de um estado simbidtico para tréfico (PRETINI, 1991).

A natureza e o surgimento dos sintomas causado por este patdgeno mostram
gue metabdlitos fitotoxicos estdo envolvidos na interacdo patdégeno-hospedeiro,
esses metabdlitos sdo os compostos para-hidroxibenzaldeido (10) e indol-3-aldeido
(11) (MADDAU et al., 2009).

Iz

OH
10 11

Figura 4: substancias isoladas de fungos endofiticos com atividade fitotoxica.

Conforme o exposto acima, os fungos endofiticos estdo submetidos a intensas
e frequentes interacdes com outros organismos. Este fato, de acordo com a teoria
ecologica, promove uma grande diversidade metabolica (DREYFUSS e CHAPELA,
1994). Tornando os fungos uma importante fonte para a obtencdo de metabdlitos

bioativos com enorme potencial para virarem farmacos.
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1.2 Diversidade metabdlica dos fungos endofiticos

Alguns anos atrds ndo se conheciam o potencial biotecnologico dos fungos
endofiticos, entretanto a partir de estudos realizados por Stierle et al.,1993, o
interesse biotecnoldgico para estudar os fungos endofiticos foi iniciado, pois
evidenciado-se que o fungo endofitico Taxomyces andreanae € capaz de produzir o
Taxol, um agente antitumoral de alto valor no mercado internacional, visualizando
assim um novo processo para a producdo deste farmaco (STIERLE et al., 1993;
STROBEL et al., 1996).

A partir desse estudo diversos trabalhos comecaram a ser feitos mostrando o
grande potencial desse grupo de fungos na obtencdo de metabdlitos com as mais
diversas biotavidades. Levantamento bibliografico sobre a ocorréncia de metabalitos
secundarios isolados de diversas espécies de fungos endofiticos evidenciou um
grande numero de substancias com diferentes bioatividades como atividade
antimicrobiana, citotéxica, antiparasita, inibidora da acetilcolinesterase, antioxidante
e sendo crescente o numero de novos metabdlitos bioativos, potencialmente Uteis
para o tratamento de varias doencas (GUNATILAKA, 2006; ALY et al., 2010).

1.2.1 Metabolitos isolados de fungos endofiticos co m  atividade

antimicrobiana

Estudo quimico do extrato do fungo Nodulisporium sp.,(Xylariacea) isolado da
planta Erica arborea (Ericaceae) possibilitou isolar os compostos nodulisporinas D
(12), E (13) e F (14). Essas substancias foram testadas como antifingicos,
antibacterianos e algicida, através do teste de difusdo em agar e comparacdo com
antibioticos padrdes. Todas essas substancias mostraram atividade algicida e
antibacteriana (DAl et al., 2009).

Do fungo endofitico Ampelomyces sp.,(Leptosphaeriaceae) isolado da planta
medicinal Urospermum pirocroides (Asteraceae) foram isolados os compostos 6-0-
metilalaternina (15) e altersolanol A (16), ambas mostraram atividade antimicrobiana

contra patdgenos Gram positivos como a Staphylococcus aureus, S.epidermidis e
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Enteorococcus faecalis com concentracdo minima inibitéria (CMI) de 41,7; 37,2 e
74,4 uM, respectivamente (ALY et al., 2010).

Do extrato do fungo Alternaria sp., (Pleosporaceae), isolado das folhas de
Sonneratia alba (Sonneratiaceae), foram obtidos os compostos éacidos xanalterico |
(17) e 1l (18). Que apresentaram fraca atividade antibidtica contra Staphylococcus
aureus com CMI de 343,40 e 686,81uM (KJER et al., 2009).

Estudo quimico do endofitico Pestalotiopsis (Amphisphaeriaceae), isolado dos
galhos de uma &arvore nao identificada na China, resultou no isolamento dos
metabdlitos pestaloteols A-D. Entre esses, o composto, pestaloteol C (19) exibiu
efeito inibitério contra a replicagdo do HIV-1LAI em células C8166 com um valor de
CEso de 16,1uM (controlo positivo sulfato de indinavir que apresentou um CEso de
8,18 uM) (LI et al., 2008).

Além disso, diversos outros compostos isolados de fungos endofitico possuem
atividade antimicrobiana, como a dotideopirona D (20) isolada do extrato do fungo
Pestalotiopsis fici (CHOMCHEON et al., 2009a); a pestalofona A (21) também
isolada do extrato do fungo Pestalotiopsis fici, substancia ativa contra o HIV1 (LIU
et al., 2009) e a diidroisocoumarina (22) isolada do extrato do fungo endofitico
Cytospora eucalypticola substancia antifungica contra Cladosporium herbarium e
antibacteriana frente Bacillus subtilis (KOKUBUN et al., 2003).
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Figura 5: Substancias isoladas de fungos endofiticos com atividade antimicrobiana.
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1.2.2 Metabolitos isolados de fungos endofiticos co m atividade citotoxica

Do extrato do fungo endofitico Xylaria sp., associado a espécie vegetal Piper
aduncum (Piperaceae), foram isolados dois novos sesquiterpenos derivado do
persilfiperfolano e os metabolitos faseolinona (23) e fomenona (24), ambas com
moderada atividade citotoxica quando teste in vitro usando orvario de hamster
chines (OHC). O composto faseolinona apresentou 20 e 50%, de citotoxicidade em
linhangens de células de OHC, com 20 yM e 200 uM, respectivamente, quando

comparados as células tratadas com DMSO (SILVA et al., 2010).

Do extrato bruto do fungo endofitico Phyllosticta spinarum
(Botryosphaeriaceae), isolado de Platycladus orientalis (Cupressaceae), foi obtido
0s compostos, filospinarona (25), 3- a-hidroxitauranina (26), 1,2-hidroxitauranina
(27), 3-cetotauranina (28) e tauranina (29), todos apresentaram atividade contra a
proliferacdo de cinco linhagens de células cancerosaos diferente com valores de
CEso de 4,3; 1,5; 1,8; 3,5 e 2.8uM contra NCI-H460 (células de cancer de pulmao),
MCF-7 (cancer de mama), SF-268 (cancer do SNC (glioma)) PC- 3 M (metastéatico
do cancer de prostata) e MIA Pa Ca-2 (Carcinoma do pancreas), respectivamente.
Doxorrubicina foi usado como controle positivo com valores de CEsy 0,01; 0,07; 0,04
e 1,11uM, respectivamente (WIJERATNE et al., 2008; ALY et al., 2010).

O estudo quimico do fungo endofitico Eupenicillium sp. (Trichocomaceae),
isoladas da espécie vegetal Glochidion ferdinandi (Euphorbiaceae), possibilitou
isolar o trichodermamida C (30), o qual mostrou atividade citotoxica contra células
HCT116 (cancer intestino) e carcinoma de pulmao A549 com valores de ICsq de 1,5
e 9,3uM, respectivamente (DAVIS et al., 2008).

Além disso, tem-se diversos outros compostos isolados de fungos endofiticos
gue possuem atividade citotéxica como a citocalasina E (31), obtida do extrato do
fungo Rhinocladiella sp., isolado da espécie vegetal Triptergyum wilfordii. Substancia
citotoxica frente as linhagens de células A2780S (cancer de ovario) e SW-620 e
HTC-116 (cancer de coélon) (WAGENAR et al., 2000), a globosumona A (32) isolada
do fungo endofitico Chaetomium globosum endofitico de Ephedra fasciculata
(Mormom tea), substancia com atividade citotoxica (BASYAL et al.,, 2005) e

penicidona C (33) obtida do extrato do fungo Penicillium sp., isolado de Quercus
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variabilis, substancia ativa no teste com linhagens de células humanas cancerosas.
(MING et al., 2007).

HO /O

CHs (o) \
CHs CH,

24 .
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Figura 6: Substancias isoladas de fungos endofiticos com atividade citotoxica.
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1.2.3 Metabdlitos isolados de fungos endofiticos co m atividade antiparasitaria

Dois metabdlitos, palmarumicina CP17 (34) e palmarumicina CP18 (35),
formam isolados de Edenia sp., (Pleosporaceae), obtidas das folhas da espécie
vegetal Petrea volubilis (Verbenaceae), e mostraram uma inibigcdo significativa do
crescimento da Leishmania donovani com valor ICsp de 1,34 e 0,62uM
respectivamente (usando anfotericina como controle positivo com valor de I1Cs de
0,09uM). Entretanto esses compostos foram inativos quando testado contra
Plasmodium falciparum ou Trypanasoma, O que mostra que esses compostos
possuem uma atividade seletiva contra os parasitas da Leishmania (MARTINEZ-
LUIS et al., 2008).

O estudo quimico do extrato bruto do fungo Alternaria sp., (Pleosporaceae)
endofito em Trixis vauthieri (Asteraceae) possibilitou isolar o comoposto altenusina
(36), o qual mostrou atividade inibitoria da enzima tripanotiona redutase (TR) com
um valor de ICsq de 4,3 + 0,3uM. Este composto € o primeiro em sua classe que
possui atividade inibitéria da TR (ALY et al., 2010).

34 35 36

Figura 7: Substancias isoladas de fungos endofiticos com atividade antiparasitaria.

1.2.4 Metabdlitos isolados de fungos endofiticos co m atividade inibidora da

enzima acetilcolinesterase

Poucos estudos tém sido dedicados a atividade inibitéria da enzima
acetilcolinesterase. Entre esses poucos estudos ha o estudo quimico do extrato do
fungo Penicillium sp., associado a Alibertia macrophylla (Rubiaceae), que resultou
no isolamento da (R)-7-hidroximeleina (37) e (3R, 4R)-4,7-dihidroximeleina (38) e
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gue apresentaram um limite de deteccdo de 10 mg em ensaio de inibicdo da
acetilcolinesterase realizado em cromatografia em camada delgada comparativa,
sendo considerada uma fraca atividade de inibicdo. J& o fracionamento do extrato
bruto do fungo endofitico Xylaria sp., associado a Piper aduncum (Piperaceae),
resultou no isolamento do composto (3R, 4R)-3,4-diidro-4,6-acido-diidroxi-3-metil-1-
oxo-1H-isocomena-5-carboxilico (39), uma diidroisocumarina, que exibiu moderada
atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase, apresentando um limite de
deteccao de 3,0 mg (OLIVEIRA et al., 2010).

Outros compostos como a grafislactona A (40) e botalina (41) ambos isolados
do extrato do fungo endofitico Microsphaeropsis olivacea, isolado da planta
Pilgerodendron uviferum (Cupressaceae) também apresentam atividade Inibidora da
enzima acetilcolinesterase (GUNATILAKA, 2006).

HO

Figura 8: Substancias isoladas de fungos endofiticos com atividade inibidora da

enzima acetilcolinesterase.

1.2.5 Metabolitos isolados de fungos endofiticos co m atividade antioxidante

O fracionamento do extrato do fungo endofitico Corynespora cassiicola isolado
da planta medicinal, Lindenbergia philippensis (Scrophulariaceae), resultou no
isolamento de quatro compostos, corinesidona A (42) e B (43), corineter A (44) e

éter diaril (45), com forte atividade antioxidante com base no teste da capacidade de
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absorcdo de radicais de oxigénio. Entre os compostos testados, corinesidona B
mostrou a melhor atividade para a eliminacdo de radicais livres do 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) com um valor de ICso de 22,4 pM, comparavel ao acido
ascorbico (ICsp 21,2 uM),(CHOMCHEON et al., 2009b).

O cultivo do fungo Eurotium rubrum, endofitico isolado do caule da planta de
mangue Hibiscus tiliaceus, resultou no isolamento de dois derivados da
dioxopiperazina, com intensa atividade antioxidante, neoechinulina E (46), e
criptoechinulina D (47). Esses compostos foram avaliados frente a atividade
sequestradora de radicais livres, usando o 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Neste
estudo, os compostos neoechinulina E, e criptoechinulina D mostraram valores de
ICso de 46,0 mm e 23,6 mm, respectivamente, e o0 controle positivo, butil-
hidroxitolueno (BHT), exibiu um valor de ICso de 82,6 mm (LI et al., 2008). Outros
compostos isolados que possuem atividade antioxidante s&o: 0s compostos,
pestacina (48) e isopestacina (49) obtidos do extrato bruto do fungo Pestalotiopsis

microspora isolado da planta Terminalia morobenisis (GUNATILAKA, 2006).
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Figura 9: Substancias isoladas de fungos endofiticos com atividade antioxidante.
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1.2.6 Metabdlitos isolados de fungos endofiticos qu e também sdo produzidos

por espécies vegetais

Muitos estudos na atualidade tém mostrado que muitos metabdlitos
secundarios importantes isolados de plantas podem ser produzidos por fungos
endofiticos, o que tornam esses microorganismos uma alternativa na busca desses
metabolitos (STIERLE et al.,, 1993 e 1995), além do taxol (50), importante
medicamento que tem atividade anticancer e que € produzido planta Taxus brevifolia
e por diversos fungos com destaque para o fungo endofitico Taxomyces andreanae
(ALY et al., 2010). Outro metabdlito produzido por uma planta e um fungo associado
€ a lignana podofilotoxina (51) que € um precursor de uma droga anticancer, e foi
isolada do fungo Fusarium oxysporum, endofito de Juniperus recurva planta

medicinal que acumula podofilotoxina (KOUR et al., 2008).

Outro metabdlito inicialmente isolado de planta e que hoje € relatada a sua
producdo por um endofitico, é a hipericina (52). A hipericina € um metabdlito com
atividades antiinflamatoria, antimicrobiana e com atividade antioxidante, foi
originalmente obtido do extrato da erva medicinal Hypericum perforatum
(Clusiaceae) sendo também identificado nas culturas do fungo endoéfito néo
identificado e codificado como INFU/Hp/KF/34B , isolado de H. perforatum. (KUSARI
et al., 2008).

Atualmente a ocorréncia de metabdlitos secundarios de fungos endofiticos
identificado em extratos e/ou fracdes de plantas também é grande, como exemplo,
tem-se o alternariol isolado e identificado de diversas espécies do fungo Alternaria, e
gue também foi identificado como um metabdlito da planta Anthocleista djalonensis,
e 0 aureonitol (53) um metabdlito do fungo Chaetomium, e que foi isolado do extrato
da planta Helichrysum aureo-nitens (ALY et al. 2010). Metabdlitos fungicos, como
alternariol (54), alternariol monometil éter (55), altenusina (56), macrosporina (57) e
metilalaternina (58) isolados das linhagens endofiticas de Alternaria e Ampelomyces,
foram também identificados em frac6es da sua correspondente plantas hospedeiras
Polygonum senegalense e Urospermum picroides por meio da LC / MS (ALY et al.,
20084, b).
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Como mostrado muito fungos endofiticos sdo capazes de biossintetizar os
mesmos produtos naturais que ocorrem em plantas e vice-versa. No entanto
permanece uma questao em aberto, saber se uma transferéncia horizontal de genes
ocorreu em algum momento durante a coevolugcdo de plantas e microrganismos
endofiticos. Essa transferéncia permitiria que o receptador conseguisse executar as

mesmas reacdes biossintéticas que estao presentes no doador (ALY et al., 2010).

BEE

Figura 10: Substancias isoladas e/ou identificadas de fungos endofiticos e espécies

vegetais.
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1.3 Espécie vegetal hospedeira

Algumas estratégias na selecdo da planta podem ser utilizadas para uma
melhor selecdo da espécie vegetal hospedeira, garantindo assim melhores
oportunidades no isolamento de fungos endofiticos quimicamente promissores
(STROBEL et al., 2004), entre essas estratégias estdo: selecionar plantas de
ambiente Umido, possuindo diferentes estratégias de sobrevivéncia e com biologia
incomum; planta com historico etnobotanico que relate seu uso e a aplicacéo
especifica de partes do vegetal; plantas endémicas que ocupam solos antigos e
plantas nativas de areas com grande biodiversidade.

A planta selecionada para o isolamento dos fungos endofiticos foi Hancornia
speciosa (apocinaceae), popularmente conhecida como mangabeira. Nativa do
Brasil, e € encontrada vegetando em solos profundos, pobres e arenosos em varias
regides do pais, desde os Tabuleiros Costeiros e Baixadas Litoraneas do Nordeste,
onde é mais abundante, até as areas sob Cerrado da Regido Centro-Oeste; verifica-
se ainda sua ocorréncia nas Regides Norte e Sudeste (LORENZI, 2002).

Hancornia speciosa € uma planta arborea de porte médio, que atinge de 5 a 10
metros de altura. A mangabeira (Hancornia speciosa) possui um fruto extremamente
apreciado que € consumido in natura, além de ser utilizado na fabricacdo de
refrescos, sorvetes, doces secos, compotas, no preparo de vinho e vinagre
(PARENTE et al, 1985) e na medicina popular (FERREIRA, 1980). Além do
aproveitamento da fruta, a mangaba pode ser explorada na producdo de borracha
(PAULA, 1992), que é utilizada na regido dos cerrados para impermeabilizar tecidos,
confeccionar bolas e para tratar luxacbes e hipertensdo (HIRSCHMAN e ARIAS,
1990).

1.3 Estudo quimico de Hancornia speciosa

Sampaio et al., 2005, estudando o latex dos frutos de Hancornia speciosa isolou
os triterpenos lupeol, a-amirina e B-amirina e uma mistura contendo 07 ésteres 3-3-
O-acil-lupeol. A composicdo quimica dos componentes volateis dos frutos foi
investigada por Sampaio et al., 2006, onde foram identificados 37 compostos, sendo
9 os componentes principais (77,69% do total do 6leo). Sendo eles: propanoato de
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etila, acetato de n-propila, furfural, 1l-hexanol, 3-metil-2-butenal, acetato de 2-
metilpropila, acetato de 3-metil-3-butenol, (Z)-3-hexenol, acetato de (Z)-3-Hexenol,
acetato de hexila, cis-0xido de linalol, trans-6xido de linalol, linalol, nonanal,

benzenoetanol e a-terpineol.

1.4 Os fungos Aspergillus sp., Aspergillus niger, Phomopsis sp., e Guignardia

sp., submetidos ao estudo quimico.

1.4.1 Os fungo Aspergillus sp e Aspergillus niger isolados de Hancornia

speciosa

1.4.1.1 O género Aspergillus

O género Aspergillus, possui um grande numero de espécies, e sao
pertencentes a classe dos Mitospdricos, sendo largamente encontrado na natureza,
pois como ndo necessitam de uma boa nutricdo, podem ser isolados de diversos
locais, como: plantas, solo, ar, material em decomposi¢cdo e no ar (SLIVINSKI,
2007). Quanto a diferenciacdo pode-se definir como sendo “simples”, jA que

possuem diferentes cores e texturas a depender da espécie de Aspergillus.

Vérias espécies tém sido descritas como produtoras de metabdlitos toxicos
(BLUMENTAL, 2004), entre as diversas espécies do género, os fungos do grupo
Aspergillus niger (conhecido como o Aspergilli preto, subgénero Aspergillus da
secdo circundante Nigri). Esse grupo tem cerca de 18 espécie da qual as mais
comuns sao A. niger, A. tubingensis, A. brasiliensis, A. acidus, A. carbonarius e A.
ibericus (NILSEN et al., 2009), e entre essas espécies 0 A. niger se destaca por ser
utilizado em varios processos biotecnolégicos como na producédo de alimentos e na

producdo comercial de acido citrico e glucdnico dentre outros (NILSEN et al., 2009).
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1.4.1.2 Diversidade Quimica do Género Aspergillus

Os fungos do género Aspergillus apresentam-se como uma importante fonte
de produtos naturais Uteis para a exploracdo na medicina, agricultura e na industria,
pois 0s micro-organismos desse género Sao responsaveis por uma grande
variedade de produtos naturais bioativos. Do fungo A. niger, foram isolados o
compostos os rubrofusarem B (59), com atividade citotoxicas, aurasperona A (60)
com atividade antioxidante (SONG et al., 2005), e o &cido tensiuico A (61) com
atividade antimicrobial ativa contra bacillus subtillis (HASEGAWA et al., 2007),
dentre outros metabdlitos (NILSEN et al., 2009).

Wang et al, em 2002 isolou o composto brefeldina A (62), produzido por A.
clavatus que apresentou atividade antifingica, antiviral e citotoxica contra varias
linhagens tumorais quando e com atividade comparada ao taxol. Diversos alcaldides
da classe das dicetopeperazinas com atividade antimicrobiana foram isolados do A.
fumigatus (FURTADO et al., 2004). As substancias aspinoclorina (63) (SAKATA et
al.,1987), fenilistidina (64) (KANOH et al.,1997) com atividade antibi6tica e citotoxica
respectivamente e aspernolido A (65) (PARTAVATKAS et al., 2009) com atividade
citotoxica foram isoladas dos fungos A. flavus e A. ustus respectivamente. Os
compostos nigeraspirona A (66) e naftoquinoimina isolados também de A. flavus e A.
ustus apresentaram atividade antifingica contra a Candida albican (ZHANG et al.,
2007) e orizina C (67), isolada de Aspergillus oryzae apresentou atividade contra
Escherichia coli (QIAO et al., 2010).

Em 2004 Li et al, isolaram do fungo Aspergillus sp., a golmoenona (68) e

neoechinulina A (69), as duas com atividade antioxidante.
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Figura 11: Substancias isoladas de espécies pertencentes ao género Aspergillus.
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1.4.2 Fungos do género Phomopsis

O género Phomopsis corresponde a forma Mitosporica (assexuada) do
ascomiceto Diaporthe (ordem Diaporthales). Como estes ndo apresentam fase
sexuada, ou sO a apresentam em condi¢cdes especiais, sdo classificados como
ascomicetos mitosporicos, e sdo classificados na classe dos Coelomycetes, por

produzirem conidios (esporos assexuais) (SILVA, 2005).

1.4.2.1 Diversidade quimica do género Phomopsis

O género Phomopsis € conhecido por ser uma rica fonte de metabdlitos
secundarios bioativos (ISAKA et al., 2001, YANG et al., 2010). Dentre as diversas
estruturas produzidas por este género, podemos destacar: 2,4-diidroxi-5,6-dimetil
benzoato de etila (70) e fomopsilactona (71) com forte atividade antifiingica contra
os fungos fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum, bem
como atividade citotoxica contra a linhagem celular de tumor cervical humano
(HeLa), em experimentos in vitro (SILVA et al, 2006). As substancias citosporona B
(72) e C (73) isolados do fungo Phomopsis sp., foram ativas contra Candida albicans
e Fusarium oxysporum, (HUANG et al., 2008), ja phoenamida (74) e phomonitroester
(75), também isolado do Phomopsis sp., apresentaram atividade antibacteriana
contra o Mycobacterium tuberculosis (RUKACHAISIRIKUL et al., 2007). Outro
composto isolado de Phomopsis sp. foi cicloepoxilactona (76) uma substancia com
atividade antibacteriana, antifungica e algicida contra Bacillus megaterium,

Microbotryum violaceum e Chlorella fusca, respectivamente (HUSSAIM et al., 2009).

Outras substancias isoladas de Phomopsis que merecem destaque sdo as
phomopsina A (77) e a citocalasina H (78) ambas com atividade antitumoral (TAO et
al., 2008), os oblogolideos Y (79) e Z (80), isoladas do fungo Phomopsis sp., ambas
com atividade citotoxica (BUNYAPAIBOONSRI et al., 2010) e a phomoindena A
(81), também isolada do fungo Phomopsis sp., esta substancia mostrou pequena
atividade citotoxica (CHEN et al., 2010).
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Figura 12: Substancias isoladas de espécies pertencentes ao fungo Phomopsis sp.
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1.4.3 Fungos do género Guignardia

O género Guignardia foi descrito pela primeira vez por Viala e Ravaz, em 1892
compreendendo as formas anamorfica de espécies de Phyllosticta e de alguns
outros géneros relacionados (SIVANESAN, 1984). Tanto a forma anamorfica como a
telemorfica tem sidos isolados como fungos endofiticos (POSSIEDE, 2004). O
género Guignardia é um fungo da Classe Ascomycetes, Subclasse
Loculoascomycetidae, Ordem Dothideales, Familia Dothideacea (SIVANESAN,
1984).

Na fase imperfeita, os conidios encontram-se no interior dos picnidios,
estruturas  globosas, = macroscopicamente  pequenas, Seu estroma é
pseudoparenquimatoso, composto por entrelacamento de hifas multinucleadas, com
mistura de células esféricas, irregulares com coloracdo marrom escura (VAN DER
AA, 1973; JOHNSTON e FULLERTON, 1988). Seus conidios sao unicelulares,
ovoOides, elipticos ou subglobosos, levemente clavados quando jovens
caracteristicos de espécies de Phyllosticta (PUNITHALINGAM, 1974). O crescimento
das colbnias, em diferentes meios de cultura € lento. A superficie da colbnia forma
uma crosta negra, exceto em algumas regifes sendo amarelada e de forma irregular
(JOHNSTON, FULLERTON, 1988; BAAYEN et al., 2002).

Diversas espécies do género Guignardia sao descritas na literatura como um
fungo patogénico dos hospedeiros (KUPPER et al., 2006) ocasionando pequenas
lesbes nas folhas em alguns casos nos frutos chamadas de citros como a
ocasionada pela espécie G. citricarpa (POSSIEDE, 2004). Muitos trabalhos, porém
mostram que muitos fungos do género Guignardia foram isolados de plantas
assintoméaticas, sugerindo assim a existéncia de espécie patogénica e endofiticos
assintomaticos do género Guignardia com suas morfologias muito semelhantes
(KIELY, 1948) essas espécies podem em muitos casos co-habitar o mesmo
hospedeiro (McONIE, 1964). Diversas pesquisas apontam também para a existéncia
de duas variedades do fungo, uma patogénica e outra ndo, coabitando o0 mesmo
hospedeiro (KOTZE, 1981; BLANCO, 1999; GLIENKE-BLANCO et al., 2002).
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1.4.3.1 Diversidade quimica do género  Guignardia

Os fungos do género Guignardia apresentam-se como uma importante fonte
em potencial de produtos naturais a ser explorada na medicina, agricultura e na
indUstria, pois existem relatos de que o extrato bruto do fungo Guignardia sp., possui
potente atividade antimicrobiana especificamente atividade antifingica e
antibacterial sendo usado em composi¢cdes farmacéuticas. O principal metabdlito
desse extrato € o acido guignardico (82) (RODRIGUES-HEERKLOTZ et al., 2002 e
2001). Além disso, os microorganismos desse género ainda sao poucos explorados
quanto a sua diversidade metabdlica.

Alguns estudos das substancias produzidas por esse fungo e de suas formas
teleomorfas como a Phyllosticta mostram que esses micro-organismos produzem
uma grande variedade de produtos naturais bioativos como fitotoxinas e
antibacterianos (RODRIGUES-HEERKLOTZ et al., 2001). Sesquiterpenos, lactonas,
acido heptelidico e compostos analogos, isolados do extrato bruto de fungos do
género Guignardia tém sido descritos como compostos antimicrobianos ou
possuindo outras bioatividade (CALLHOUN et al., 1992). Em 2007 Xia et al., isolou
vermistatina (83) com atividade antifiUngica, Metoxivermistatina (84) com atividade
citotéxica e Hidroxivermistatina (85). Em 2008 isolou o 6-demetil-vermistatina (86) e
dois derivados do Penicillido (87) e ( 88) (XIA et al., 2008).

Recentemente Wang et al., (2010) isolaram o primeiro produto natural com
enxofre contendo um dimero da benzofenona, chamado guignasulfido (89) com
atividade citotoxica e antibacteriana, além de dois derivados da benzofenona
conhecidos, o monometilsulocina (90) e o0 &acido rizotdnico (91) ambas com
atividade antibacteriana (WANG et al., 2010).

Essa grande variedade de substancias isoladas dos diversos géneros e
espécies de fungos endofiticos, mostra que esse grupo de microorganismos Sao
bastantes promissores na busca de substancias bioativas. Tais resultados aliados a
coevolucao do enddfito e de seu hospedeiro ratificaram a importancia da escolha do
hospedeiro, pois durante o processo de coevolucdo pode ocorrer a transferéncia de
genes (AZEVEDO et al., 2000).
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Figura 13: Substancias isoladas de espécies pertencentes ao género Guignardia.



Objetivos

Objetivos



Objetivos 28

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar o estudo quimico de fungos endofiticos associados com a espécie
vegetal Hancornia speciosa, visando o isolamento e identificacdo estrutural dos
metabdlitos secundérios, avaliando a atividade antioxidante dos extratos e\ou
desses metabolitos.

2.2 Objetivos especificos

- Isolar, purificar e preservar fungos endofiticos de espécie vegetal Hancornia

speciosa,

- Iniciar uma micoteca, facilitando posteriores estudos quimico/biolégico;

-Selecionar isolados fungicos para estudo quimico e bioldgico;

- Cultivar os fungos selecionados para obtencdo dos extratos brutos;

- Fracionar o0s extratos obtidos dos fungos selecionados por métodos

cromatograficos;

- Caracterizar os metabdlitos presentes nos extratos por métodos espectroscopicos
como RMN de *H e C;

- Testar o extrato do fungo Aspergillus sp., nos bioensaios de atividade antioxidante

(Etapa realizada pelo Professor Dr. Humbero dos Mato s Reis);

- Contribuir para o conhecimento da quimica dos fungos e da interacéo planta/fungo

endofitico;
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- Contribuir para futuros estudos biotecnolégicos, que visem o aumento na producao

de metabdlitos bioativos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais, instrumentos e reagentes utilizados

3.1.1 Meios de culturas

BDA - Batata dextrose agar da Acumedia

39g/L de 4gua destilada e esteriliza¢do (15 min a 121<C)

3.1.2 Meio de cultura liquido

PDB - batata dextrose da Acumedia

ME - Extrato de Malte da Himedia

24g/L de agua destilada e esterilizacao (15 min a 121<C)

3.1.3 Cromatografia em camada delgada comparativa ( CCDC)

As analises foram feitas em placas de silica gel 60 com indicador de
fluorescéncia UV,s4 da Merck. As revelacdes foram efetuadas com irradiagdes UV de

254nm e 360nm, e exposic¢ao a iodo sublimado.
3.1.4 Teste qualitativo para detecgao de atividade  antioxidante com DPPH

Nos experimentos para deteccdo de atividade antioxidante utilizou-se: uma
solugéo de 0,2% de DPPH em metanol, nebulizada sobre placas de CCDC de silica
gel.

3.1.5 Cromatografia em coluna (CC)

A cromatografia em coluna foi feita usando silica gel 60 (0,063- 0,200 mm; 70-
230 Mesh) da Proquimica, modo normal.

3.1.6 SilicaC-18

O preparo das amostras para serem injetada no CLAE foram feitas em silica
C-18 ODS (Accu Bond" SPE; n’ part 189-1302) da Agilent techonologies.
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3.1.7 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLA E)

As anadlises por CLAE foram realizadas em aparelho semipreparativo da
Shimadzu LC-6 acoplado ao detetor SPD —M2DA 330 PhotoDiodo-Array Utra-violeta
(PDA-UV), usando coluna analitica Shimpack (ODS C-18, 5 u, 150 x 4,6 mm) e

coluna semi-preparativa da Phenomenex (ODS C-18, 10 u, 250 x 10 mm ). E em um

®n

aparelho analitico da Varian. Mddulos: 1-Bomba: “Polaris™” 230 Solvente Delivery

Module; 2-Detector: “Polaris® UV/Vis Detector. Foi usado coluna analitica Shimpack
(ODS C-18, 5 y, 150 x 4,6 mm).

3.1.8 Padrao de acido kojico usado

O padrao comercial acido kéjico usado neste trabalho foi adquirido da Sigma
Aldrich.

3.1.9 A concentragao do solvente AcOEt
Foram feitas sob presséo reduzida, usando evaporadores Fisatom 550.
3.1.10 Solventes utilizados
N&o deuterados da Qhemis p.a.:
-Cloroférmio, diclorometano, acetato de etila e hexano.
N&o deuterados da Synth p.a.:
-Metanol, &cido cloridico.
Deuterados da Tedia Brazil:
-Cloroférmio, metanol, acetonitrila, agua.
Grau HPLC da Jt Baker:
-Metanol.
Reagentes usados da Synth p.a.:

- Carbonato de sddio, hidréxido de sodio.
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3.1.10.1 Ressonancia Magnética Nuclear de *H e *3C (RMN de 'H e *3C)

Experimentos uni e bidimensionais foram realizados no Laboratorio Nacional
de Luz Sincrotron (LNLS) e na UNESP campus Araraquara em espectrémetro
Varian INOVA-500 operando a 500 MHz para o nicleo de *H e em 126 MHz para o
nicleo de **C. Foi utilizado TMS como referéncia interna.

3.1.10.2 Espectrometro de massas

O Experimento foi realizado no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS)
em espectrdmetro de massas de alta resolucdo da Micromass; técnicas, ionizacao
por electrospray TOF-MS-ES (+) e também TOF-MS-MS-ES (+). As substancias

foram preparadas em solucdo de MeOH com 0,1% de acido férmico.
3.1.10.3 Outros equipamentos

Balanca analitica — Shimadzu AW220
Autoclave vertical — Prismatec CS
Camara de fluxo laminar — Fulterflux FLV- 1266/4

Papel indicador de pH 0-14 da Merck
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3.2 Métodos
3.2.1 Selecao e coleta do material vegetal

Foram selecionadas e coletadas folhas de Hancornia speciosa no povoado
Parque Santa Rita em S&o Cristovao-SE. Exicata da espécie vegetal encontra-se

depdsitada no herbario da UFS.

3.2.2 Isolamento dos fungos endofiticos

A superficie do material vegetal (folhas) foram esterilizadas de acordo com a
literatura (MAIER et al., 1997) por imers&o das folhas em NaCIlO (2%) por 5 minutos
e em etanol 70% por 1 minuto, lavagem duas vezes em agua estéril por 10 minutos

e a seguir colocada para secatr.

Pedacos de folhas cortados assepticamente (3 a 4) foram colocados para
crescer em placas de Petri contendo os meios de culturas batata dextrose agar
(BDA), todos contendo antibiotico (Sulfato de Gentamicina) para evitar o crescimento
bacteriano.

O crescimento dos fungos foi monitorado diariamente, ap6s cada fungo atingir
1-2 cm em diametro. A seguir foram repicadas sucessivamente até obtencdo das
linhagens puras. A pureza dos isolados foi determinada pela aparéncia uniforme nas
placas com os meios préprios. Esse processo resultou em 14 isolados fungicos
conforme observado na tabela abaixo (Tabela 1, p. 34).
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Tabela 1. Fungos isolados da espécie vegetal Hancornia speciosa.

Cddigo do Fungo Classificacao
P3P6F2 Aspergillus niger
P2P7P2 Guignardia sp
P2P1F4 N&o identificado
P2P1F3 N&o identificado
P2P2F2 Phomopsis sp
P2P1F2 N&o identificado
P3P6F1 N&o identificado

P1F1 N&o identificado
P3F1 Phythophytora sp
P3F2 Aspergillus sp
P3F3 Curvularia sp
YF1 N&o identificado
YF2 Fusarium sp
ZF1 N&o identificado

3.2.3 Conservacao dos endofiticos

Depois de considerados puros, os isolados foram repicados para frascos de 10
mL contendo agua estéril, os quais foram em seguida lacrados e mantidos a
temperatura ambiente para a preservacdo conforme a metodologia de Castellani
(1939).

3.2.4 Classificacdo dos fungos
As linhagens puras foram classificadas pelo Prof. Jodo Basilio de Mesquita do

Departamento de Agronomia da UFS.

3.2.5 Cultivo em pequena escala do isolados fungico s em meio liquido PDB

para selecao dos endofiticos

Os 14 isolados fungicos foram primeiramente repicados para placas de Petri
contendo BDA e incubados por sete dias. Apds este periodo estes foram inoculados
em 400 mL de meio liquido PDB, e mantidos a temperatura ambiente por 28 dias.
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3.2.6 Obtencao dos extratos AcOEt das culturas pura s dos endofiticos

Apbés o periodo de fermentagdo liquida, os caldos foram separados dos
micélios por filtracdo, extraidos trés vezes com 200 mL de acetato de etila e secos
em evaporador rotatorio, fornecendo os respectivos extratos ACOEt, os quais tiveram

sua massa obtida em balanca analitica.

3.2.7 Avaliacdo qualitativa com DPPH da atividade a ntioxidante dos extratos
AcOEt

Os extratos foram submetidos a CCDC silica gel no modo normal, e eluidas
com DCM/MeOH 90/10, (esta mistura foi a que apresentou melhor resultado, uma
vez que o objetivo € a deteccdo de zonas de inibicdo do extrato bruto, ndo o
isolamento e/ou deteccdo de substancias puras) seguida de nebulizacdo com

solugéo 0,2% de DPPH em metanol.

Apdbs exposicdo a luz natural ou apdés descoramento do fundo da placa
(resultante da oxidacdo do DPPH), apareceram em alguns extratos manchas
amarelas, que evidenciaram o0s extratos com possiveis propriedades antioxidantes,

conforme metodologia descrita por Cuendet, 1997.

3.2.8 Selecédo dos endofiticos para o estudo quimico

Para selecdo dos endofiticos foi avaliado a producdo de massa do extrato
bruto produzida em 400 mL de meio liguido PDB, se o fungo foi identificado, se
apresenta atividade antioxidante quando avaliada pelo teste qualitativo com DPPH e
pelo seu histérico pesquisado na literatura (periddicos) quanto a producdo de

metabolitos bioativos ou nao.

3.2.9 Fungos endofiticos selecionados

Seguindo critérios expostos acima os fungos selecionados para o estudo
quimico foram: Phomopsis sp., Guignardia sp., Aspergillus niger, Aspergillus sp.
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3.2.10 Obtencao dos Extratos Brutos em larga escal a

Os fungos selecionados foram primeiramente repicados para placas de Petri
contendo BDA e incubados por sete dias. Em seguida cada fungo foi crescido em
5000 mL de meio liquido PDB e/ou ME, exceto o Aspergillus niger que foi cultivado
em 3000 mL de meio PDB. Ap0s o periodo de fermentacdo, os caldos foram
separados dos micélios por filtracdo, extraidos com AcOEt e secos em evaporador

rotativo, fornecendo os extratos.

3.2.11 Obtencéo e fracionamento do extrato bruto Ac  OEt cultivado em meio

liquido PDB de Phomopsis sp.

3.2.11.1 Obtencéo do extrato bruto AcOEt do meio li  quido PDB

O fungo Phomopsis sp., foi cultivado em cinco litros de meio liquido PDB. ApGs
o periodo de fermentacdo liquida, o caldo foi separado do micélio por filtracao,
extraido trés vezes com metade do volume do cultivo usando AcOEt e seco em

evaporador rotatorio, fornecendo o respectivo extrato bruto ACOEt-PDB (446,0 mg).

3.2.11.2 Fracionamento do extrato bruto ACOEt obti  do do meio liquido PDB

O extrato bruto foi fracionado (Figura 14, p. 39) em CC (coluna 15 x 2,5cm,
silica gel) usando um gradiente Hex/AcOEt nas seguintes propor¢des: 90/10, 80/20,
70/30, 55/45, 50/50, 40/60, 30/70, 20/80, 10/90 e 0/100, usando100 mL de cada
sistema de solvente. Foram Coletandas duas fracbes de 50 mL para cada

proporcao.

Apés evaporacdo do solvente as fracbes foram avaliadas por CCDC,
resultando na substancia | (fracdo 4; 80/20 Hex/AcOEt), substancia Il (fracéo 7;
55/45 Hex/AcOEt) e na substancia V (fracdo 15; 20/80 Hex/AcOEt). As fracdes de
F8 a F12; 55/45, 50/50, 50/50, 40/60, 40/60 Hex/AcOEt respectivamente, foram

reunidas e fracionadas por CLAE-semipreparativa resultando na substancia Ill. As
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F13 e F14; 30/70 Hex/AcOEt tembém foram reunidas e fracionadas por CLAE-

semipreparativa resultando na substancia IV.



Extrato Bruto

(Phomopsis sp., PDB)
(446,0 mg)

1) CCsilica gel
2) Hex/AcOEt gradiente
3) Fracdes de 50 mL
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90/10

80/20

F2

(2,4 mg)

F4

(7,9 mg)

90/10

80/20

70/30

70/30

55/45

50/50

F6

(8,1 mqg)

F8

(8,8 mqg)

55/45

F1

(2,0 mg)

50/50

F10

(14,7 mg)

40/60

F12

(48,8mgq)

40/60

30/70

30/70

20/80

10/90

F14

(31,2 mg)

F15

(26,7 mg)

F3

(1,12 mg)

F5

(8,7 mg)

F7

(12,0 mg)

(7,9 mqg)

(12,0 mg)

F9

(7,3 mg)

F11

(26,8 mg)

F13

(28,4 mg)

\%

CLAE- Semipreparativo

1l
(3,4 mg)

Figura 14: Fluxograma do fracionamento do extrato bruto AcCOEt do meio liquido PDB do fungo Phomopsis sp.

v
(7,0 mq)

20/80

F17

(3,2 mg)

10/90

0/100

F19

(6,2 mg)

0/100

F16

(8,8 mg)

F18

(2,1 mg)

F20

(6,3 mqg)

(26,7 mg)

CLAE- Semipreparativo
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Extrato Bruto

(Phomopsis sp., PDB)
(446,0 mg)

1) CCsilica gel
2) Hex/AcOEt gradiente
3) Fracdes de 50 mL

Vinte fracbes
coletadas

Fracdes que foram reunidas

F8-F12

(106,4 mg)

2) CLAE Semiprep., C18, 5 mL/min

3) H,O/MeOH, 5 a 100% de MeOH em 30 min,
mais 5 min de MeOH 100%

4) FracOes coletadas por tempo

SubF1 SubF2 SubF3 SubF4 SubF5 SubF6
(3,4 mg)
(2,5 mg) (1,8 mg) (3,9 mg) (2,9 mg) 14-16 min (5,0 mg)
1]
(3,4 mg)

Figura 15: Fluxograma do fracionamento das fracfes juntas F8-F12.
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Extrato Bruto

(Phomopsis sp., PDB)
(446,0 mg)

1) CC silica gel
2) Hex/AcOEt
3) Fracdes de 50 mL

Vinte fracoes
coletadas

FracOes que foram reunidas

F13-F14

(59,6 mg)

1) CLAE Semiprep., C18, 5 mL/min

2) H,O/MeOH, 5 a 100% de MeOH em 30 min, mais
5 min de MeOH 100%

3) Fracdes coletadas por tempo

SbF1 SbF2 SbF3 SbF4 SbF5
(7,0 mg)
(3,7 mg) (2,7 mg) (1,0mg) (1,3 mg) 13-15 min
\Y;
(7,0 mg)

Figura 16: Fluxograma do fracionamento das fragdes juntas F13 e F14.
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3.2.12 Obtencéo e fracionamento do extrato bruto A cOEt cultivado em meio
liquido ME de Phomopsis sp.

3.2.12.1 Obtencéo do extrato bruto AcOEt do meio li  quido ME

O fungo Phomopsis sp., foi cultivado em cinco litros de meio liquido ME. Apés o
periodo de fermentacdo liquida, o caldo foi separado do micélio por filtracéo,
extraido trés vezes com metade do volume do cultivo com AcOEt e seco em

evaporador rotatério, fornecendo o extrato bruto AcCOEt-ME (400,0 mg).

3.2.12.2 Fracionamento do extrato bruto AcOEt obti  do do meio liquido ME

O extrato bruto foi fracionado (Figura 17, p. 44) em CC (coluna 15 x 2,5cm,
silica gel) usando um gradiente DCM/ACOEt nas seguintes propor¢des: 100/0, 95/5,
90/10, 85/15, 80/20, 75/25 e 70/30, usando 100 mL de cada sistema de solvente.
Coletando duas fragbes de 50 mL para cada proporcéo. As fracbes obtidas foram
avaliadas por CCDC, resultando na substancia VI (fracédo 5; 90/10 DCM/AcOEt) e na
substancia VII (fracdo 10; 80/20 DCM/AcCOEL).

3.2.13 Obtencéo e fracionamento do extrato bruto AcOEt cultivado em meio

liquido ME de Guignardia sp.

3.2.13.1 Obtencéo do extrato bruto AcCOEt do meioli  quido ME

O fungo Guignardia sp., foi cultivado em cinco litros de meio liquido ME. ApGs 0
periodo de fermentacdo liquida, o caldo foi separado do micélio por filtracéo,
extraido trés vezes com metade do volume do cultivo com AcOEt e seco em

evaporador rotatorio, fornecendo o extrato bruto ACOEt-ME (300,2 mg).

3.2.13.2 Fracionamento do extrato bruto ACOEt obti do do meio liquido ME

O extrato bruto foi fracionado (Figura 18, p. 45) em CC (coluna 15 x 2, 5cm,
silica gel) usando um gradiente Hex/AcOEt nas seguintes propor¢ées: 50/50, 45/55,
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40/60, 30/70, 80/20 e 100/0, usando 100 mL de cada sistema de solvente. Coletando
duas fracdes de 50 mL para cada proporcado. As fracdes obtidas foram avaliadas por
CCDC, resultando na substancia VIl (fracdo 9 e 10; 30/70 DCM/AcOEt).
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Extrato Bruto
(Phomopsis sp., ME)

(400,0 mg)

1) CCsilica gel
2) DCM/AcOEt gradiente
3) Fracdes de 50 mL

100/0 95/5 90/10 85/15 20/80 75/25 70/30
F2 F4 F6 F8 F10 F11 F13
(2,0 mg) (13,0 mg) (19,0 mg) (8,3 mg) (3,4 mg) (6,9 mg) (7,8 mg)
100/0 95/5 90/10 85/15 20/80 75/25 70/30
F1 F3 F5 F7 F9 F12 F14
(2,5 mg) (4,2 mg) (13,0 mg) (4,4 mg) (1,7 mg) (2,0 mg) (6,1 mg)
\Vii Vil
(13,0 mg) (3,4 mg)

Figura 17: Fluxograma da separacéo das substancias VI e VII a partir do extrato bruto ACOEt do meio liquido ME do Phomopsis sp



Extrato Bruto
(Guignardia sp., ME)

(300,2 mg)

1) CCsilica gel
2) Hex/AcOEt gradiente
3) Fracdes de 50 mL
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50/50 50/50 45/45 45/45
F1 F2 F3 F4
(1,0 mg) (2,0 mg) (6,6 mg) (5,5 mg)

40/60 40/60 30/70 30/70 20/80 20/80 0/100
F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11
(7,5 mg) (3,7 mg) (3,6 mg) (3,9 mg) (10,1 mg) (17,4 mg) (5,6 mg)
VI
(27,5 mg)

Figura 17: Fluxograma da separacgdo da substancia VIl a partir do extrato bruto AcOEt do meio liquido ME do Guignardia sp.

0/100

F12

(6,2 mg)
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3.2.14 Obtencéo e fracionamento do extrato bruto d e Aspergillus niger
cultivado em meio liquido PDB

3.2.14.1 Obtencéo do extrato bruto AcOEt do meioli  quido

O fungo Aspergillus niger foi cultivado em trés litros de meio liquido PDB. Apos
o periodo de fermentacdo liquida, o caldo foi separado do micélio por filtracao,
extraido trés vezes com metade do volume do cultivo com AcOEt e seco em

evaporador rotatorio, fornecendo o extrato bruto AcCOEt-PDB (371,2 mg).

3.2.14.2 Fracionamento do extrato bruto ACOEt obti  do do meio liquido PDB

O extrato bruto foi fracionado (Figura 18, p. 48) em coluna cromatogréfica
(coluna 15 x 3 cm silica gel) usando um gradiente AcCOEt/MeOH nas seguintes
propor¢des: 95/5, 90/10, 80/20, 50/50 e 0/100, usando 200 mL de cada sistema de

solvente, coletando 82 fragcGes de 11 mL cada.

As fragOes foram analisadas em CCDC e as fragdes com uma Unica mancha e
mesmo Rf foram reunidas, resultando na substancia IX (fracbes 11 — 17; 90/10
AcOEt/MeOH) e na substancia X (fracdes 59 — 69; 50/50).

3.2.15 Obtencdo e fracionamento do extrato bruto d e Aspergillus niger

cultivado em meio liquido ME
3.2.15.1 Obtencéo do extrato bruto AcOEt do meio li  quido

O fungo Aspergillus niger foi cultivado em cinco litros de meio liquido ME. ApGs
o periodo de fermentacdo liquida, o caldo foi separado do micélio por filtracao,
extraido trés vezes com metade do volume do cultivo com AcOEt e seco em

evaporador rotatorio, fornecendo o extrato bruto AcCOEt-ME (600,0 mg).
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3.2.15.2 Fracionamento do extrato bruto ACOEt obti  do do meio liquido ME

Parte do extrato bruto (200 mg) foi dissolvido em 100 mL de acetato de etila e
submetido (Figura 19, p. 49) a extracdo com 50 mL de solucdo de hidroxido de
sédio 0,001 mol L™ por trés vezes, sendo obtida apds a extracdo uma fase organica

e a uma fase aquosa basica (150 mL).

A fase orgéanica obtida foi lavada trés vezes com agua destilada e em seguida
seca em evaporador rotatdério obtendo-se o extrato bruto 1 (98,0 mg). A fase
aquosa basica foi acidificada com acido cloridrico 0,1 mol L™ até pH 6, o qual foi
verificado com papel indicador. Em seguida foi adicionado carbonato de soédio 0,1
mol L até o pH ficar em torno de 9, e extraido com 75 mL de acetato de etila por

trés vezes, o qual foi seco gerando o extrato bruto 2 (10,8 mg).

A fase aquosa foi novamente acidificada com &cido cloridrico 0,1 mol L™ e
extraida com acetato de etila gerando o extrato bruto 3 (50,0 mg), o qual foi seco e
particionado com cloroférmio obtendo-se a substancia XI.
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Extrato Bruto
(Aspergillus niger, PDB)

(871,2 mg)

1) CCsilica gel
2) AcOEt/ MeOH gradiente
3) Fracbes de 12 mL

Oitenta e duas fracbes

coletadas
90/10 50/50
Fr11-17 Fr 56-69
(100,0 mg) (7,0 mg)
IX X
(100,0 mg) (7,0 mg)

Figura 18: Fluxograma da separacdo das substancias IX e X a partir do extrato
bruto AcOEt do meio liquido PDB do Aspergillus niger.
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Extrato Bruto

(Aspergillus niger, ME)
(200,0 mg)

1) Extrato dissolvido em 100 mL de AcOEt
2) Adicdo de NaOH 0,1 mol L™
3) Extragdo com 50 mL de 4gua 3X

Extrato 1

(98,0 mg)

Fase aguosa

1) Adic&do de HCI 0,1 mol L™
2) Adicdo de Na,C050,1 mol L™
3) Extragdo com 75 mL de AcOEt 3X

Fase aquosa

Extrato 2

(10,8 mg)

1) Adicéo de HCI 0,1 mol L™
2) Extracdo com 50 mL de AcOEt 3X

Fase aquosa

Extrato 3

(50,0 mg)

1) Extragdo solido-liquido com CHCIy

Figura 19: Fluxograma da separacdo da substancia Xl do extrato bruto AcOEt do
meio liquido ME do Aspergillus niger.
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3.2.16 Obtencéo e analise por CLAE do extrato brut o de Aspergillus sp.
3.2.16.1 Obtencédo do extrato bruto AcCOEt do meioli  quido PDB

O fungo Aspergillus sp., foi cultivado em cinco litros de meio liquido PDB. Apos
o periodo de fermentacado liquida, o caldo foi separado do micélio por filtracao,
extraido trés vezes com metade do volume do cultivo com acetato de etila e seco em

evaporador rotatorio, fornecendo o extrato bruto AcOEt-PDB (1000 mg).

3.2.16.2 Analise por CLAE-DAD e UV do extrato bruto AcOEt-PD B de
Aspergillus sp.

O extrato bruto foi inicialmente submetido a “Clean up” em C-18, depois deste
processo o extrato bruto foi submetido a analise via CLAE analitico, em CLAE-DAD,
utilizando como fase movel H,O/MeOH 5% durante 10 min., e de 5 a 100% de
MeOH em 20 min, mais 5 min de MeOH 100%, fluxo de 1 mL/min. E em CLAE-UV,
5 a 100% de MeOH em 30 min, mais 5 min de MeOH 100%, fluxo de 1 mL/min.

Os cromatogramas obtidos desse extrato apresentou somente um pico,
posteriormente identificada como &cido kéjico (substancia Xll), a qual foi quantificada

no extrato utilizando um padréo comercial.

3.2.16.3 Solucéo padréo de acido kgjico usada

O acido kéjico, padrao comercial adquirido da Sigma Aldrich, foi usado para
preparar a solucdo padrdo em diferentes concentracbes. Os padrbes foram
preparados dissolvendo 1 mg de acido kojico em 1 mL de metanol puro grau HPLC

obtendo a soluc&o estoque com uma concentracéo de 1 mg mL™

3.2.16.4 Quantificacdo do &cido kojico no extrato b ruto

A curva de calibracdo (R=0,99) foi construida utilizando padrdo externo nas
concentracdes 1,0; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,0625 mg mL™, e injetando 20 pL em CLAE-
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UV, nas mesmas condicbes cromatograficas do extrato. Obtendo a seguinte
equacédo de reta Y = 18, 9875 + 669,24516X (com R?= 0,999).

3.2.17 Avaliacdo da atividade antioxidante  (Etapa realizada pelo Professor Dr.

Humbero dos Matos Reis )

A atividade antioxidante do extrato ACOEt do fungo Aspergillus sp., foi avaliada
pela sua capacidade em reduzir o radical DPPHe (1,1- diphenyl- 2- picryl- hydrazyl),
segundo o método original de BLOIS (BLOIS, 1958), pela a analise dos dados do

sequestro do 6xido nitrico (NO’) in vitro e pelas espécies reativas com 0 ac.

tiobarbiturico (tbars) in vitro com H,0O; .

O extrato foi testado nas concentragdes de 1; 2,5; 7,5 e 10 mg/mL e as leituras

foram realizadas em espectrofotdmetro a 515 nm em triplicata.

3.2.17.1 Andlise do sequestro do 6xido nitrico (NO) in vitro

Para avaliacdo do sequestro do NO in vitro foi utilizada solucdo de
nitroprussiato de sédio (NPS), seguindo método descrito por GREEN (GREEN et al.,
1981 e 1982) Solucdo de NPS 5 mM foi diluido em tamp&o fosfato (0,1 molL™?, pH 7)
e misturado com diferentes concentragdes do extrato ACOEt do fungo Aspergillus

sp., (1; 2,5; 7,5; 10 mg/mL) dissolvido em etanol e incubados a 24 °C por 150 min.

Foi conduzido um experimento controle em paralelo utilizando tampéao fosfato
pH 7 e 0,1 molL™, com etanol em lugar das amostras. Em intervalos de 30 min, 1 mL
das amostras incubadas foram retiradas e misturadas com 1 mL reagente de Griess
(sulfanilamida 1% em H3PO,4 5% e cloridrato de naftiletiienodiamino 0,1%).

A absorbancia do cromoforo formado durante a diazotagdo do nitrito com a
sulfanilamida e subsequente complexacdo com o naftiletiienodiamino foi medido por

espectrofotometria a 546 nm.
3.2.17.2 Sequestro do radical DPPH (1,1 —difenil-2- picrilhidrazil)

O sequestro do Radical DPPH foi determinado pelo método descrito por BLOIS

(BLOIS, 1958) com algumas modificacdes. Cinquenta micro litros da amostra foi
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adicionado a 2 mL de solucdo metandlica de DPPH 90 mM. A absorbancia da
mistura foi lida em espectrofotbmetro contra um branco de metanol em 515 nm. A
inibicdo do radical DPPH foi calculada pela formula IP % = (ADPPH -
Aamostra)/ADPPH x 100.

3.2.17.3 Espécies reativas com 0 ac. tiobarbiturico (tbars) in vitro com H ,0,

Foi feita segundo método POLYDORO (POLYDORO et al., 2004) utilizando
como fonte lipidica gema de ovos e solucdo salina a 5%. A reacao se processou em
meio acido (acido acético 20%) em presenca de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS)
10%, Acido Tiobarbitdrico (TBA) 1% e Peroxido de Hidrogénio (H.O2) 10 mM,
incubados por 40 minutos a 900°C em banho-matria.

O produto dessa reagcdo foi extraido com alcool butilico e lido em
espectrofotometro a 532 nm. Utilizou-se como padr&o Butilhidroxitoueno (BHT) 1000

ppm.
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4. RESUTADOS E DISCUSSAO

4.1Isolamento dos fungos endofiticos

A etapa de isolamento e selecdo dos fungos endofiticos foi realizada com a
espécie vegetal Hancornia speciosa (Apocynaceae), resultando no isolamento de 14
fungos diferentes. As linhagens que apresentaram esporulacdo foram enviadas ao
prof. Dr. Jodo Basilio de Mesquita do Departamento de Agronomia da Universidade
Federal de Sergipe-UFS, onde foram classificados os seguintes fungos: Phomopsis
sp., Guignardia sp., Aspergillus niger, Aspergillus sp., Phythophytora sp., Curvularia

sp., Fusarium sp.

O fato de somente serem isolados uma pequena variedade de fungos
endofitico pode ser devida a exposi¢do a radiagdo solar a qual a planta hospedeira
selecionada estava sujeita, pois a Hancornia speciosa € uma espécie vegetal nativa
do nordeste brasileiro que cresce em campo limpo, e a intensidade e o periodo de
exposicao a radiacdo solar podem repercutir diretamente na populacdo de fungo
endofiticos, uma vez que esses organismos sao sensiveis a radiacdo solar
(PIMENTEL et al., 2006).

Outro fator que pode ter influenciado no isolamento dos endofiticos é a
umidade do meio, plantas nativas de mata fechada s&o propensas a serem
colonizadas por uma maior numero de fungos endofiticos por estarem em um
ambiente mais umido do que plantas que crescem em campo limpo, pois um
ambiente mais Uumido é mais propicio a sobrevivéncia dos endofitico enquanto que
em pleno sol, a umidade tende a ser menor, ocorrendo o ressecamento das folhas
(PIMENTEL et al., 2006).

Além desses fatores as técnicas usadas no isolamento dos endofiticos também
podem ter influenciado na quantidade de isolados fungicos, uma vez que neste
trabalho ndo foi usada nenhum variacdo de meios, e sendo somente usadas as

folhas para o isolamento dos endofiticos.

De todos os fungos endofiticos isolados, o fungo o Guignardia sp., foi o
encontrado com maior frequéncia apdés o procedimento de isolamento dos

endofiticos.
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4.2 Selecao dos fungos endofiticos
4.2.1 Extratos brutos obtidos em 400 mL de meio PDB

Os isolados fangicos foram inicialmente cultivados em 400 mL de meio de
cultura PDB para verificar quais fungos teriam maior rendimento em massa de
extrato bruto apds extracdo com acetato de etila. Os fungos que tiveram maior
massa de extrato ACOEt em 400 mL de meio liquido PDB foram Aspergillus niger e
Aspergillus sp.

Uma maior massa de extrato bruto significa que o fungo possui um grande
potencial para o isolamento dos metabdlitos secundérios, pois a massa € um fator

crucial na hora do desenvolvimento das técnicas cromatograficas.

Durante o fracionamento do extrato existe perda de massa, levando ao
isolamento de substancias muitas vezes com pouca massa, 0 que pode prejudicar
na aplicagdo do extrato bruto, substancias puras e/ou fragcdes em diversos testes
biolégicos, a Tabela 2, p. 56, mostra a massa dos extratos dos fungos isolados de

Hancornia speciosa.



Resultados e discussdo 56

Tabela 2. Massas dos extratos brutos dos fungos endofiticos isolados de Hancornia

speciosa.
Cddigo do Fungo Classificacao Massa de extrato em 400 mL de meio
PDB
P3P6F2 Aspergillus niger 54,4 mg
P2P7P2 Guignardia sp. 11,7 mg
P2P1F4 N&o identificado 26,2 mg
P2P1F3 N&o identificado 32,4 mg
P2P2F2 Phomopsis sp. 22,3 mg
P2P1F2 N&o identificado 39,6 mg
P3P6F1 N&o identificado 17,8 mg
P1F1 Nao identificado 2,7mg
P3F1 Phythophytora sp. 61,3 mg
P3F2 Aspergillus sp. 138,6 mg
P3F3 Curvularia sp. 36,0 mg
YF1 N&o identificado 10,6 mg
YF2 Fusarium sp. 65,3 mg
ZF1 N&o identificado 8,0 mg




4.2.2 Avaliacdo qualitativa da atividade antioxidan
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te com DPPH

Os extratos brutos PDB foram submetidos a bioensaio qualitativo para

verificacdo da atividade antioxidante com DPPH. Dos 14 extratos fungicos avaliados

quase todos tiveram resultado positivo exceto os fungos P3P6F1, P1F1 e P3F1

(Tabela 3) que apresentaram resultados negativos. Esses resultados evidenciam

que os fungos endofiticos sdo importantes produtores de metabdlitos com potencial

atividade antioxidante, o que torna esses fungos promissores para o isolamento de

substancias bioativas.

Tabela 3. Atividade antioxidante dos extratos brutos PDB dos fungos endofiticos
isolados de Hancornia speciosa.

Caodigo do Fungo

Classificacao

Atividade antioxidante

P3P6F2
P2P7P2
P2P1F4
P2P1F3
P2P2F2
P2P1F2
P3P6F1
P1F1
P3F1
P3F2
P3F3
YF1
YF2
ZF1

Aspergillus niger
Guignardia sp.
Né&o identificado
Né&o identificado
Phomopsis sp.
N&o identificado
N&o identificado

Nao identificado

Phythophytora sp.

Aspergillus sp.
Curvularia sp.
N&o identificado
Fusarium sp.

Nao identificado
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4.2.3 Fungos selecionados
Diante dos resultados mostrados acima os fungos selecionado foram:

Phomopsis sp., o fungo foi selecionado por apresentar massa do extrato bruto
de 24 mg/ 400 mL e atividade antioxidante quando avaliado no teste qualitativo com
DPPH, outros fatores que contribuiram para a sua escolha foram as diversas
citacOes presentes na literatura relatando esse fungo como um prolifico produtor de
metabolitos com atividade biol6gica (HUSSAIN et al., 2009), além do fato desse

fungo esporular facilmente o que possibilitou sua identificac&o.

Guignardia sp., apesar de ter uma baixa producdo de massa de extrato bruto
11 mg/ 400 mL, o fungo foi selecionado por ser o endofitico encontrado com maior
frequéncia na planta hospedeira (Hancornia speciosa), esse fato pode ter
implicacBes ecoldgica, pois o fungo deve estar atuando no aumento da resisténcia
do hospedeiro a acdo de predadores e de algumas doencas, em uma relacao

mutualistica.

Aspergillus niger, o fungo foi selecionado por ser um micro-organismo
importante para industria, sendo usado na producdo de diversas substancias
(BLUMENTHAL, 2003). Além disso, 0 seu extrato bruto apresentou uma massa de
54,4 mg/ 400 mL, se mostrando promissor para o crescimento em escala ampliada,

e 0 extrato PDB apresentou atividade antioxidante.

Aspergillus sp., por apresentar uma massa de 138,6 mg/ 400 mL do extrato
bruto, se mostrando assim bastante promissor para o0 crescimento em escala
ampliada, o fungo foi selecionado. Além disso, o fungo foi identificado facilmente e

teve atividade antioxidante quando avaliado no teste qualitativo com DPPH.

Os fungos selecionados foram cultivados em larga escala possibilitando
separar e identificar diversas substancias presentes nos seus extratos brutos. Do
Phomopsis sp., foi identificado as substancias (I, Il e lll, IV e V) do extrato PDB e (VI
e VII) do extrato ME. Do fungo Guignardia sp., foi identificado a substancia VIII, do
Aspergillus niger foi identificado as substancias (IX, X) do extrato PDB e (XI) do

extrato ME e do fungo Aspergillus sp., foi identificada o substancia XII.
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4.3 Identificacdo das substancias isoladas dos ex  tratos PDB - AcOEt (I, Il e I,
IVeV)e ME - AcOEt (VIe VII) de Phomopsis sp.

4.3.1 lIdentificacdo da substancia |

Figura 20: Estrutura da substancia |.

A substancia | (Figura 20) foi isolada como um cristal branco. O espectro de
RMN de 'H (Figura 23, p. 63; tabela 4, p. 62) registrou dois sinais de hidrogénios
aromaticos em oy 7,21 (d, 1H; 8,5 Hz) e &4 6,75 (d, 1H; 8,5 Hz) indicando ser de
aromatico tetrasubstituido sendo a relacdo entre esses dois hidrogénios orto como

observado pelo valor da constante de acoplamento.

Além destes sinais, foi possivel observar um sinal com valor de deslocamento
em &y 10,92 (s, OH), indicando ser de hidroxila. Foram observados também sinais
em 0y 4,60 (m, 1H), &y 2,80 (dd, 1H; 16,5 e 3,0 Hz), &4 2,60 (dd, 1H; 16,5 e 12,0
Hz), &4 2,12 (s, 3H), e 1,48 (d, 3H; 6,5 Hz), indicando assim haver na molécula cinco
hidrogénios metinicos e duas metilas (o4 2,12 s e 1,49 d, J= 6,5 Hz), e um sinal em

On 2,12 sujerindo uma metila ligada a anel aromatico.

Através das correlacdes *J observadas no experimento gHSQC (Figura 25 . p.
66) os hidrogénios foram atribuidos a seus respectivos carbonos confirmando haver
na molécula trés hidrogénios metinicos, duas metilas e um hidrogénio metilénico
correspondendo aos hidrogénios 6y 2,80 (dd, 1H;16,5 e 3,0 Hz), &4 2,60 (dd, 1H;

16,5 e 12,0 Hz) com constante geminal, ligados ao atomo de carbono em &¢ 32,1.
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O espectro de RMN de **C (Figura 24 p. 64; Tabela 4, p. 62) da substancia |
registrou seis carbonos aromaticos d¢ (160,7; 138,1; 137,2; 125,1; 115,9; 108,3), um
carbono metinico em &¢ 75,5; um carbono metilénico em &¢ 32,1; duas metilas &c
(21,1; 18,3) e uma carbonila em &¢ 170,5.

Os substituintes no anel aromatico foram posicionados pelas correlagbes
heteronucleares 3Jc e/ou 2Jcy observado no mapa de contorno gHMBC (Figura 21
e Figura 26, p. 67), entre &y 10,92 (OH) com &¢ 160, 7 (C-8) e &¢ 125,1 (C-7), de
Sn 2,12 (H-5") com ¢ 138,1 (C-6) e 8¢ 115,9 (C-5).

A conexdo da lactona ao anel aromatico é suportada pelas correlagcdes em
gHMBC, entre &y 2,80 (H-4) e 84 2,60 (H-4) com &¢ 137,2 (C-10) e d¢ 108,3 (C-9). O
substituinte na lactona foi proposta pela correlagdo em gHMBC, entre oy 1,48 (H-3')
com &¢ 75,5 (C-3).

Figura 21: Correlacdes observadas no gHMBC.

As correlacBes observadas em gCOSY (Figura 22 p. 61 e Figura 24, p. 65)
entre &4 7,21 (H-6) / dy 6,75 (H-7); &4 1,48 / &4 4,60 (H-3); dn 4,60 (H-3) / &4 2,80
(H-4) e d4 2,60 (H-4), e as informacdes obtidas do espectro de massas foram de

grande importancia para a confirmacéo da estrutura.

No espectro de massas TOF-MS (Figura 27, p. 68) no modo positivo foi
possivel observar a presenca dos ions em m/z 193,0879 ([M+H]) e m/z 175,0805
([(M+H)-H20]), o que esta de acordo com a férmula molecular C;;H;,03, proposta

pelas analise dos espectros de RMN de hidrogénio e carbono.
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Figura 22: Correlacdes observadas no gCOSY.

Comparagcdo com dados presente na literatura (YUN-MEI et al., 2007)
auxiliaram na identificagdo da substancia | como sendo a di-hidro-5-dimetil-8-

hidroxi-isocoumarina ou 5- metilmeleina.

A substancia 5- metilmeleina tem sido descrita como metabolito de diversos
fungos como Fusicoccum amygdale e Phomopsis sp., entre outros. Existem relatos
de atividade fitotoxica a brotos de macd com uma concentracdo de 1000 ppm e a
mudas de alface com um a concentragcdo de 500 ppm (OKUNO et al., 1986). De
acordo com Sumarah et al., 2008, um desequilibrio ecolégico pode levar um fungo
isolado assintomatico a se tornar um patdgeno para a planta. Neste caso um
desequilibrio pode tornar o fungo endofitico Phomopsis sp., em um patdgeno para a
cultura da mangaba, pois 0 mesmo possui capacidade de produzir substancias

fitotdxica.
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Tabela 4. Dados de RMN (3) *H (500 MHz) e **C (126 MHz ) correlacionados via
gHSQC (Nch) da substancia | em CDCls e do isolado na literatura em CDCl.

Ne Oc del Oc del oy de | on 5-metilmeleina
(Isolado) (Literatura) (Isolado) (Literatura)

1 170,5 169.2 - -

2 - - - -

3 75,5 77,8 4,60 m 4,68 m

3 18,3 19,7 1,48 d (6,5 Hz) 1,56 d (6,5 Hz)

4 32,1 29,6 2,80 dd 2,95 dd
(16,5 e 3,0 Hz) (16,5 e 3,7 Hz)

4 32,1 29,6 2,60 dd 2,80 dd
(16,5 e 12,0 Hz) (16,5 e 10,7Hz)

5 115, 9 112,8 - -

5 21,1 20,8 2,12 s 2,18 s

6 138,1 134,6 6,75 d (8,5 Hz) 6,7 d (8,6 Hz)

7 125,1 126,2 7,21d (8,5 Hz) 7,21d (8,6 Hz)

8 160,7 154,4 - -

9 108,3 106,4 - -

10 137,2 140,6 - -

OH

10,92 s

10,97 s
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Figura 23: Espectro de RMN de *H da substancia | (CDCl; 500 MHz).
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Figura 24: Mapa de contorno gCOSY da substancia | (CDClsz, 500 MHz).
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Figura 25: Mapa de contorno gHSQC da substancia | (CDCl3; 126 MHz).
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Figura 26: Mapa de contorno gHMBC da substéancia | (CDCl3, 126 MHZz).
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Figura 27: Espectro de massa da substéancia I.
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4.3.2 Identifiagdo da substancia Il

H3C
%0

H5C
9

Figura 28: Estrutura da substancia Il.

A substancia Il (Figura 28) foi isolada como solido amorfo e 0 espectro de
RMN de 'H (Figura 31, p. 72; Tabela 5, p. 71) revelou a presenca de uma metoxila
em Oy 3,83 (s, 3H), trés metilas ligadas a ligacdo dupla em &y 1,86 (s, 3H); 1,82 (s,
3H) e &4 1,76 (d, 3H; 7,3 Hz), esta ultima com um acoplamento com o hidrogénio
vinilico em &y 6,61 (q, 1H; 7,3 Hz), um hidrogénio olefinico em &y 6,03 (s) também

foi observado.

O espectro de carbono (Figura 32, p. 73; Tabela 5, p. 71) apresentou 11
sinais, entre estes, seis olefinicos em &¢ (129,9; 127,1; 160,4; 91,7 e 102,1), trés
metilas &c (14,4; 12,3; 8,8). E um sinal em &¢ 56,3 correspondendo a uma metoxila,

confirmando o espectro de hidrogénio.

Foi também observado um sinal caracteristico de carbono de carbonila em &¢
165,4. Com o mapa de correlacdo gCOSY (Figura 29, p . 70 e Figura 33, p. 74) foi
possivel confirmar o acoplamento entre o hidrogénio vinilico em &4 6,61 (H-8) e a
metila em &y 1,76 (H-9).
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Figura 29: Correlacdo observada no gCOSY.

As correlagdes observadas em gHMBC (Figura 30 e Figura 34, p. 75) entre o
hidrogénio 6y 6,61 (H-8) com o carbono em &¢ 160,4 (C-6). E da metoxila &4 3,83
(H-12) com o carbono em &¢ 166,3 (C-4); metila 6y 1,82 (H-10) com o carbono &c¢
129,9 (C-8) e dos hidrogénios em &y 1,86 (H-11) com os carbonos &¢ 165,4 (C-2) e
166,3 (C-4).

Figura 30: Correlacdes observadas no gHMBC.

Pelas analise do espectro de massas TOF-MS (Figura 32, p. 76) no modo
positivo foi possivel observar a presenca dos ions m/z 195,1054 ([M+H]), m/z
217,0820 ([(M+Na]) e m/z 233,0778 ([(M+K]) o que esta de acordo com férmula

molecular C;1H1403, da estrutura proposta.

Anélise desses dados e comparacéo com os da literatura (GUIMARAES, 2006)

permitiram identificar a substancia Il como sendo a nectriapirona.



Resultados e discussao 71

Tabela 5. Dados de RMN (3) *H (500 MHz) e *3C (126 MHz) da substancia Il em
CDCI; do isolado e dados da literatura em CDCls.

N° Oc dell Oc Nectriapirona oy de ll oy de ll
(Isolado) (Literatura) (Isolado) (Literatura)

1 - - - -

2 165,4 165,1 - -

3 102,1 101,8 - -

4 166,3 166,0 - -

5 91,7 91,4 6,03 s 6,10 s

6 160,4 160,1 ; )

7 1271 126,8 - -

8 129,9 129,7 6,61 q (7,3 Hz) 6,69 dq
(1,3e 7,1 Hz)

9 14,4 14,2 1,76 d (7,3 Hz) 1,84 d (7,1 Hz)

10 8,8 8,6 1,82s 1,89s

11 12,3 12,1 1,86s 1,93s

12 56,3 56,0 3,83s 3,90 s

A nectriapirona € um metabolito isolado de diversos fungos, entre esses o

Phomopsis oblonga (GUIMARAES, 2006), e apresenta atividade antimicrobiana
contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus (GUIMARAES, 2006; NAIR, 1975) e
citotdxica para células de leucemia (GUIMARAES, 2006).
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Figura 31: Espectro de RMN de *H da substancia Il (CDCls;, 500 MHz).
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Figura 32: Espectro de RMN de *H da substancia Il (CDCls, 500 MHz).
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Figura 33: Mapa de contorno gCOSY da substancia Il (CDClz, 500 MHz).
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Figura 35: Espectro de massa da substancia Il.
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4.3.3 ldentificagdo da substancia Il

Figura 36: Estrutura da substancia lll.

A substancia lll (Figura 36) foi isolada do extrato bruto PBD de Phomopsis sp.
O espectro de RMN de *H (Figuras 38, 39 e 40, p.80-82; Tabela 6, p. 79) revelou a
presenca de duas metilas em &y 1,01 (d, 3H; 6,5 Hz) e &4 0,96 (d, 3H; 6,5 Hz),
sendo observados também a presenca de quatro sinais multipletos, posteriormente
identificados como sendo de hidrogénios metilénicos, em &y (3,58 e 3,65 m), oy
(1,74 e 1,92 m), d4 (2,16 € 1,60 m) e &4 (1,53 e 1,68 m), e dois sinais de hidrogénios
metinicos em oy 4,13 (t, 1H; 8,5 Hz) e &4 3,57 (dt, 1H; 3,5 e 9,0 Hz). O sinal

observado em 5,75 s foi atribuido ao grupo NH, presente na molécula.

O espectro de carbono (Figura 41, p. 83; Tabela 6, p. 79) apresentou 8 sinais
Oc (59,2; 44,9; 38,9; 28,3; 24,9; 22,9; 21,4 e 23,5), sendo que o0s sinais em &¢ 164,8
e Oc 166,4 foram determinados pelas correlagcbes observadas no mapa de
correlacdo gHMBC. Com o gHMQC (Figura 42, p. 81) foi possivel atribuir os

hidrogénios das metilas e o hidrogénio em &y 4,13 t, a seus respectivos carbonos.

Pelas analises dos mapas de contorno em gHMBC (Figura 37, p. 78 e Figuras
43, 44 e 45, p. 85-87) foi possivel observar as seguintes correlagdes: 64 (1,74 e 1,92
m)(H-4) com &c¢ 164,8 (C-7); o4 (2,16 e 1,60 m)(H-5) com &¢ 166,4(C-1); o4 (1,53 e
1,68 m)(H-10) com ¢ 53,6 (C-10); oy 0,96 d (H-11) com &¢ 23,5 (C-12) e dos
hidrogénios em &4 1,01 d (H-11) com &¢ 38,9 (C-10).
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Figura 37: Correlacdes observadas no gHMBC.

Analises desses dados com os presentes na literatura sugere que tal
substancia seja uma dicetopiperazina que contém residuos de uma unidade do
aminoéacido Leucina (Leu) e do aminoacido Prolina (Pro) na estrutura (CAFEU,
2007). Os dados espectrais estdo de acordo com o0s observados na literatura
(CAFEU, 2007), indicando que a substancia lll, se trata da dicetopiperazina ciclo (D-
Pro-D-Leu).

Os compostos da classe das dicetopiperazinas sdo atualmente isolados de
diversos fungos e outros micro-organismos, possuindo diversas atividades biolégicas
como atividade antibi6tica, imunossupressora e antitumoral (GUIMARAES, 2006),
especificamente a dicetopiperazina ciclo (D-Pro- D-Leu) € um metabdlito produzido
por outros micro-organismos como as bactérias e organismos marinhos como as

esponjas marinha.

Essa dicetopiperazina apresenta potente atividade antibidtica frente a Vibrio
anguillarum, evidenciando assim o potencial biolégico dessa classe de substancias
(FDHILA et al., 2003).
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Tabela 6. Dados de RMN (3) *H (500 MHz) e *3C (126 MHz) da substancia Ill em
CDCI3; do isolado e dados da literatura em DMSO-ds.

N° Ocdelll Oc (Literatura) oy de lll Oy (Literatura)
(Isolado) (Isolado)
1 166,4 168,7 - -
2 - - -
3 44.9 44,9 3,58 m 3,30 m
3 44,9 44,9 3,65 m 3,43 m
4 22,9 21,7 1,74 m 1,80 m
4 22,9 21,7 1,92 m 1,85 m
5 28,3 28,4 2,16 m 2,14 m
5 28,3 28,4 1,60 m 1,79 m
6 59,2 57,3 4,13t (8,5 Hz) 4,16 t (8,0 Hz)
7 164,8 166,0 - -
NH - - 5,75s 8,30 s
9 53,6 55,2 3,57 dt 3,61 dt
(3,5e9,0Hz) (5,0 e 9,0 Hz)
10 38,9 42,1 1,53 m 1,45 ddd
(6,0; 9,0 e 14,0 Hz)
10 38,9 42,1 1,68m 1,57 ddd
(6,0; 9,0 e 14,0 Hz)
11 24,9 23,8 1,74 m 1,71 m
Me-11 21,4 215 0,96 d (6,5 Hz) 0,88 d (6,5 Hz)
12 23,5 22,7 1,01 d (6,5 Hz) 0,91 d (6,5 Hz)
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Mario PB-5 Std proton

File: Mario_P8_S_H

Pulse Seguence: sZpul

Solvent: CDC13

Temp. 25.0 C / 2%58.1 K
ODperator: biopack

File: Mario_P8_S_H
INOWA-500 "“rmnZZ.Inls.br"

Relax. delay 1.500 sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 4.000 sec

Width 69836.1 Hz

16 repetitions
DESERVE H1, 499 72850176 MH=z
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz

FT size 2682144

Total time 1 min, 50 sec

— T T T T — T
11 io g 8 7 6 5

l LA N:ﬁx pr\fjwﬂﬁ'ﬂk .

4 3 2 i -0 -1 ‘ppm

Figura 38: Espectro de RMN de *H da substancia Ill (CDCl; 500 MHz).
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Mario P8-5 Std proton

File: Marioc_PB_S5_H

Pulse Seguence: sZpul

Solvent: CDCI13

Femp. 25.0 C + 288.1 K
Operator: biopack

File: Hario_PB_S_H
INOVA-500 "rmnZZ.inls.br"

ga}ax.qgsaﬁy 1.500 sec ™ twmmom ol
ulse .0 degrees b
Acg. time 4.000 sec Wi MEADAT A
Width 68836.1 Hz

16 repetitions
OBSERVE H1, 499.7290176 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz
FT size 262144
Total time 1 min, 50 sec
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Figura 39: Ampliacdo 1, do espectro de RMN de *H da substancia Ill (CDCl; 500 MHz).
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Pewmn rew r o e memms s e weers

File: Mario_P&_5_H

Pulse Segquence: sZ2pul
Soivent: CDC13

Temp., 25.0 C y 298.1 K

Operator: blopack

File: Mario_PB_5_H

INODVA=-500 "“rmn2Z2.Inis.br"

Relax. delay 1.500 sec

=l b
Pulse 45.0 degrees 23ZH
cg. time 000 sec .-1.-=|i=

16 repetitions

OBSERVE H1, 4889.72890176 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz

FT s1ze 262144

Total time 1 min, S0 sec

g
o958

23 =
Ll ﬂ 9
2 z
5o 2
8 |
IW
Uf
rrM\L ” u
™ T T T T T T T T T T LI LI B e B T T
3.0 2.8 2.6 2.4 1.4 1.2 1.0 0.8 ppm

Figura 40: Ampliacdo 2, do espectro de RMN de *H da substancia Ill (CDCl; 500 MHz).



Mario P8-5 Carbono
File: HMario_PB_5_C

Pulse Seguence: sZpul
Solvent: CDCI3

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Dperator: biopack

File: Mario_P8_5_C

INOVA-500 “rmn2ZZ.lnls.br®

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 1.300 sec
Width 30154.5 Hz
16886 repetitions
OBSERVE ©C13, 125.6%
DECOUPLE H1, 488.73

WALTZ-16 modulated
DATA PRUCESSING

Line broadening 3.0 Hz
FT size 131072

Total time 32 hr, 5 min,

42 sec
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Figura 41: Espectro de RMN de *3C da substancia Il (CDCl; 500 MHz).
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Figura 42: Mapa de contorno gHMQC da substancia Ill (CDCl3; 126 MHz).
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Figura 43: Mapa de contorno gHMBC da substancia Ill (CDCl; 126 MHz).
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PPME) 22 20 18 16 14 12

Figura 44: Ampliacéo 1, do mapa de contorno gHMBC da substéancia Il (CDCl; 126 MHz).
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Figura 45: Ampliagéo 2, do mapa de contorno gHMBC da substancia Ill (CDCl; 126 MHz).
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4.3.5 ldentificacdo da substancia IV

Figura 46: Estrutura da substéancia IV.

A substancia IV (Figura 46 ) foi isolada como um soélido amorfo. O espectro de
RMN de *H (Figuras 51, 52 e 53, p. 90-92; Tabela 8, p. 89) registrou dois sinais de
hidrogénios aromaticos em &y 7,46 (d, 1H; 8,5 Hz) e &y 6,90 (d, 1H; 8,5 Hz)
indicando um aromatico tetra-substituido sendo a relagdo entre esses dois
hidrogénios orto como observado pelo valor da constante de acoplamento.

Além destes, foi possivel observar um sinal com &y 11,19 (s, OH), indicando
ser de hidroxila. Foram observados também sinais em &y 4,71 (m, 1H), &y 3,19 (dd,
1H; 16,5 e 3,0 Hz), &y 2,88 (dd, 1H; 16,5 e 11,5 Hz), &4 4,63 (s, 2H), e 1,54 (sl, 3H).

Analisando esses dados percebe-se que se trata de uma molécula derivada da
5-metilmeleina, sendo que a Unica diferenca € a presenca do sinal 6H 4,63 (s, 2H), e
a auséncia da metila ligada ao anel aromatico em &y 2,12 (s, 3H). Estas
observacbes Sugerem que a metila na posicdo 5 se encontra oxidada a &alcool
benzilico na substancia IV. Comparacdo dos dados de RMN de *H com os presentes
na literatura (OKUNO et al.,, 1986) possibilitou identificar a substancia como 5-

hidroxilmetilmeleina.



Tabela 7. Dados de RMN (3) *H (500 MHz) da substancia IV em CDCl; e da 5-

hidroxilmetilmeleina presente na literatura em CDCl3(60 MHz).
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N° oy de IV On 5-hidroxilmetilmeleina
(isolado) (Literatura)
1 - -
2 - -
3 4,71 m 4,69 m
3 1,54 sl 1,52 d (6,0 Hz)
4 3,19 dd (16,5 e 3,0 Hz) 2,76 dd (16,5 e 3,5 Hz)
4 2,88 dd (16,5 e 11,5 Hz) 2,76 dd (16,5 e 10,5 Hz)
5 - -
S 4,63 s 4,57 s
6 6,90 d (8,5 Hz) 6,81 d (8,5 Hz)
7 7,46 d (8,5 Hz) 7,43d (8,5 Hz)
8 - -
9 - -
10 - -
OH 11,19 s 11,09 s
OH - 2,40 s

Existem relatos na literatura da fitotoxidade da 5-hiroxilmatiimeleina, frente a

brotos de maca, o qual causou queima em uma concentracao de 1000 ppm, e frente

a muda de alface inibindo o seu crescimento com um concentracdo de 500 ppm

(OKUNO et al., 1986). Este fato significa que a depender da situacéo de estresse a

qual o hospederiro seja submetido esse fungo assimtomatico pode passar a exercer

uma

parasitaria, sendo

prejudicial

cultura de mangaba.
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Std proton
Eexpl Proton
SAMPLE SPECIAL
date Dec 7 2010 temp 25.49
solvent CbC13 gain not used
file exp spin not used
ACQUISYITION hst 0.008
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at 2.049 alfa 6.600 |
np 24348 FLAGS i 355 SglE et
fh 3000 i1 n S9N o~ o LRGN —o o
bs 32 in n ~ o - v < R e
ss 2 dp
di 1.000 hs
nt 128 PROCESSING
ct 128 1 not used
TRANSMITTER fr 65536
tn H1 DISPLAY
sfrg 489.732 sp -73.4
tof = 398.7 wp 5942.0
tpwrl 59 rf1 73.6
pw s 4.625 rfp 0
TDECOUPLER rop 188.9
dn €13 1p -14.9
dof 0 PLOT
dm nnn  wc 250
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Figura 47: Espectro de RMN de *H da substancia IV (CDCl; 500 MHz).
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Mario P3-5 proton CDCt3

File: Mario_p13_5

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDCT2

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: biopack

File: Mario_pl3_5
INGVA-500 “rmn22.1nls.br"

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 2.049 sec

Width 5942.2 Hz

128 repetitions

OBSERVE H1, 499.7280176 MHz

DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz

FT size 65536

Total time 6 min, 37 sec
o

71:266

11,18

7.473
7.458

6.912

—-6.895

Figura 48: Ampliacdo do espectro de RMN de *H da substancia IV (CDClz, 500 MHz).
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Mario P3-5 proton CDC13

File: Mario_pl3_5

Pulse Seguence: s2pul

Solvent: CDCI3

Temp. 25.0 C / 288.1 K
Operator: hiopack

File: Mario_pl3_5
INOVA-500 *rmn22.1nl1s.br"

Relax. delay d.000 sec

Pulse 45.0 ddfjrees

Acg. time 2.049 sec

Width 5942.2 Tiz

128 repetitions
OBSERVE H1, 499.7290176 MHz
DATA PROCESSIN

Line broadening 0.2 Hz

FT size 65536
Total time 6 min, 37 sec
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Figura 49: Ampliacéo do espectro de RMN de *H da substancia IV (CDCls, 500 MHz).
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4.3.4 ldentificacdo da substancia V

OH
HO

O

Figura 50: Estrutura da substancia V.

A substancia IV (Figura 50) foi isolada como um cristal incolor. O espectro de
RMN de *H (Figura 47, p. 94 e tabela 7) mostrou apenas um unico sinal em &y 2,39
(s) de hidrogénio metilénico. JA o espectro de RMN de '3C (Figura 48, p. 95)
mostrou a presenca de dois sinais um em &¢ 174,3 de carbolina acida e outro em &¢

29.5 de carbono metilénico.

Confirmacéo da estrutura proposta foi feita através da analise do espectro de
massas TOF-MS (Figura 49, p. 96) no modo positivo, onde foi possivel observar a
presenca do ion em m/z 119,0882 ([M+H]) o que estar de acordo com a massa da
férmula molecular proposta C4HsO4. Andlise desses dados e comparacdo com os da
literatura (MAZZEI et al., 2010) possibilitou identificar a substancia V, como &cido

succinico.

Tabela 8. Dados de RMN (8) *H (500 MHz) e *C (126 MHz) da substancia V em
DMSO-dgs do isolado e dados da literatura em D>O com 2% de acido férmico.

N° Oc de V oy de V Oy acido succinico
(Isolado do Extrato) (Isolado do Extrato) (Literatura)
1 174,3 - -

2 29,5 2,39 (s) 2,66 ()
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Figura 51: Espectro de RMN de *H da substancia V (DMSO-ds, 500 MHz).
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Figura 52: Espectro de RMN de **C da substancia V (DMSO-ds, 126 MHz).
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P15 433 (8.153) Cm (288:450) 1: TOE MS ES+
100 2 6303
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Figura 53: Espectro de massa da substancia V.
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4.3.6 ldentificagdo da substancia VI

Figura 54: Estrutura da substancia VI.

A substancia VI (Figura 54) foi isolada como um sélido amorfo. Analise do
espectro de RMN de 'H (Figura 59, p. 101; Tabela 9, p. 99) evidenciou dois
hidrogénios caracteristicos de anel aromatico para substituido em &y 6,94 (d, 2H; 8,5
Hz) e &4 6,58 (d, 2H; 8,5 Hz), além de dois tripletos ambos integrando para dois
hidrogénios em oy 3,44 (t, 2H; 7,2 Hz) e o4 2,52 (t, 2H; 7,2 Hz) de hidrogénios
metilénico. O sinal em &y 3,44 é caracteristico de metileno ligado a hidroxila.

Sugerindo a seguinte sub-estrutura A (Figura 55):

Figura 55 : Estrutura parcial A da substancia VI.

O espectro de RMN de *C (Figura 60, p. 102; Tabela 9, p. 99) mostrou seis
sinais, sendo dois de carbonos metilénicos em &¢c 63,2 e &¢ 38,9. O primeiro sinal é
de carbono metilénico carbindlico. O espectro de carbono também registrou a
presenca de quatro sinais de carbonos arométicos em &¢ (156,1; 115,6; 130,3;
130,1), sendo isto uma caracteristica dos sistemas aromatico para substituido,
devido a simetria dos nucleos nesse sistema. O sinal em &¢ 156,1 indica a presenca
de uma hidroxila liga a carbono aroméatico. Sugerindo a seguinte subestrutura B
(Figura 56, p. 98):
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Figura 56 : Estrutura parcial B da substancia VI.

As subestruturas foram unidas pelas correlacdes heteronucleares observadas
no mapa de contorno gHMBC (Figura 57 e Figura 61, p. 103), observando
correlagées 3Jci ou 2Jcy entre hidrogénio e carbono, onde foi possivel visualizar os
correlagdes entre 8y 3,44 (H-1) com &¢ 130,1 (C- 3) e &c 38,9 (C-2); do hidrogénio
em 0y 2,52 (H-2) com os carbonos &c¢ 130,3 (C-8), &¢ 130,3 (C-4) e 6¢ 63,2 (C-1).

Figura 57: Correlacdes observadas no gHMBC.

Pela analise do espectro de massas TOF-MS (Figura 62, p. 104), no modo
positivo foi possivel observar a presenca dos ions em m/z 121,0668 ([M+ H-(H20)]) e
m/z 177,1146 ([M+K]), o que esta de acordo com a massa da formula molecular da
estrutura proposta CgHi100,. Comparacdo desses dados com 0s presentes na
literatura (GUIMARAES, 2006) possibilitou identificar a substancia VI com sendo o

tirosol.
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Tabela 9. Dados de RMN (3) *H (500 MHz) e *C (126 MHz) das substancias VI em
DMSO-ds do isolado e dados da literatura em CDCls.

N° Ocde VI Oc Tirosol oy de VI oy Tirosol
(Isolado) (Literatura) (Isolado) (Literatura)
1 63,2 63,8 3,44t (7,2 Hz) 3,831 (6,6 Hz)
2 38,9 39,2 2,521 (7,2 Hz) 2,911 (6,6 Hz)
3 130,1 130,2 - -
4e8 130,3 130,4 6,94 d (8,5 Hz) 7,10d (8,6 Hz)
5e7 115,6 1154 6,58 d (8,5H 2) 6,78 d (8,6 Hz)
6 156,1 154,2 - -

O tirosol € um composto fendlico bastante conhecido e isolado de diversos
fungos entre os quais estdo: Ceratocystis adiposa, Ceratocystis fimbriata, Candida
albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Picea glauca, Nigrospora sp.,
Hypoxylon serpens entre outros (GUIMARAES, 2006 e 2009; SUMARAH et al.,
2008; TRISUWAN et al., 2009).

Segundo informacoes da literatura, o tirosol € produzido a partir da tirosina. A
via biossintética mostra que ha uma reacdo de desaminacdo oxidativa inicial,
seguido por um descarboxilacdo e reducdo do aldeido resultante (Figura 58, p. 100)
(GUZMAN-LOPEZ et al., 2007).
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Figura 58: Rota biossintética do tirosol.

O tirosol € uma substancia sinalizadora na regulacdo da dindmica de
crescimento e morfogénese em Candida albicans e foi identificada por Chen em
2004 (GUIMARAES, 2009 e 2010). Esta substancia atua estimulando a formac&o do
tubo germinativo, contribuindo na aceleracdo da conversdo da fase leveduriforme
para a fase filamentosa, contribuindo para protecdo de Candida albicans contra
morte por fagocitose (GUIMARAES, 2009 e 2010).

Esse composto possui diversas atividades biologicas entre elas: atividade
antioxidante, antifingica contra os fungos Lagenidium callinectes e Gibberella
pulicaris e atividade antimicrobiana contra Escherichia coli (GUIMARAES, 2006).
Adicionamente, o tirosol apresenta interesse farmacoldgico como antioxidante e tem
sido utilizado em tratamento da asterosclerose, protegendo as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) da oxidacéo, a qual desempenha um papel importante na iniciacao
e na progressao de doencas cardiovasculares. A literatura também relata a acao
fitotoxica desse metabodlito em folhas de alface e sua toxicidade a certos
camundongos (GUZMAN-LOPEZ et al., 2007).
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Figura 59: Espectro de RMN de *H da substancia VI (DMSO-ds 500 MHz).
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Figura 61: Mapa de contorno gHMBC da substancia VI (DMSO-ds, 126 MHz).
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Figura 62: Espectro de massa da substéancia VI.



Resultados e discussdo 105

4.3.7 ldentificagdo da substancia VII

Figura 63: Estrutura da substancia VII.

A substancia VIl (Figura 63) foi isolada como sélido amorfo. O espectro de
RMN de *H (Figura 65, p. 108 Tabela 10, p. 106) mostrou cinco sinais na regiéo do
aromatico &y 7,54 (d, 1H; 8,0 Hz), o4 7,29 (d, 1H; 8,0 Hz), &4 7,14 (t, 1H; 7,5 H2z),
Oy 7,06 (t, 1H; 7,5 Hz), d4 7,00 (s, 1H) e um singleto em &y 8,10, sugerindo um grupo

NH na molécula.

Dois tripletos ambos integrando para dois em &y 3,84 (t, 2H; 6,2 Hz) e &y 2,97
(t, 2H; 6,2 Hz) de hidrogénios metilénico também foram observados no espectro. O
sinal em &y 3,84 é caracteristico de hidrogénio metilénico ligado a hidroxila.

O espectro de carbono (Figura 66, p. 109; Tabela 10, p. 106) confirmou a
presenca do anel aromatico ¢ (128,0; 119,4; 118,4; 122,1; 110,8; 136,6), e de dois
carbonos sp? d¢ (121,7; 111,4), além de dois carbonos metilénicos 3¢ (62,8; 29,9).

Esse sistema de dois tripletos, dois dupletos e um singleto na regido do
aromatico observado no espectro de hidrogénio, mais o sinal de hidrogénio NH sao

devidos provavelmente a um sistema indolico monosubstituido na molécula.

Essa substancia foi confirmada através da andlise do espectro de massas
TOF-MS (Figura 67, p. 110) no modo positivo onde foi possivel observar a presenca
dos ions em m/z 144,0833 ([M+H—-(H,O)]) e m/z 200,0777 ([M+K]) o que esta de
acordo com a massa da formula molecular proposta C,0H;;NO. Comparacédo desses
dados com os presentes na literatura (LIU et al., 2006) possibilitou identificar a
substancia VII com sendo o triptofol.
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Tabela 10. Dados de RMN (3) *H (500 MHz) e **C (126 MH) da substancia VIl em
CDCI; do isolado e dados da literatura em CD30D.

N° Ocde VI Oc Triptofol Oy de VII Oy Triptofol
(Isolado) (Literatura) (Isolado) (Literatura)

1 29,9 29,8 2,97 t (6,2 Hz) 2,96 t (7,5 Hz)

2’ 62,8 62,5 3,84 t (6,2 Hz) 3,80 t (7,5 Hz)

1 - - 8,10 s -

2 121,7 122,3 7,00 s 7,06 s

3 1114 111,0 - -

32 128,0 128,0 - -

4 119,0 118,4 7,54 d (7,5 Hz) 7,52 d (8,0 Hz)

5 118,4 118,4 7,06 t (7,5 Hz) 6,98td (7,0 e 1,0
Hz)

6 122,1 121,0 7,141 (8,0 Hz) 7,06td (7,0e 1,0
Hz)

7 110,8 110,8 7,29 d (8,0 Hz) 7,31d (8,5 Hz)

72 136,6 137,5 - -

O triptofol ocorre como um produto natural nas plantas, organismos marinho e
em micro-organismos, sendo freqientemente relatada como um metabdlito dos
fungos Aspergillus niger, Agrobacterium tumefaciens, Rhizébio sp., Drechslera
nodulosum e Acremonium lolii além das esponjas marinhas Luffariella geometrica e
Ircinia spinulosa (LIU et al., 2006; GUZMAN-LOPEZ et al., 2007).

E um metabolito derivado do triptofano e triptamina e se acumulando como
subproduto da sintese do acido indolacético (FENN et al., 1977; LIU et al., 2006). A

biossintese de triptofol acontece a partir do triptofano, seguida das reacdes de
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desaminacdo, descarboxilacdo e reducdo (Figura 64) (GUZMAN-LOPEZ et al.,
2007).

OH OH OH
NH, o
A\ dessanimacao N\ descarboxilacio AN
triptofano triptofol

Figura 64: Rota biosintética do triptofol.

O triptofol pode ter algum papel no desenvolvimento de doengas em seu
hospederio, pois existem relatos na literatura de possuir atividade fitotoxica, podendo
induzir sintomas na planta hospedeira dependendo da situacdo de estreses pelo
gual passa o hospedeiro (PRETINI, 1991). Estes sintomas podem ser lesdes
acinzentadas, que evoluem para manchas necréticas marrons (GUZMAN-LOPEZ et
al., 2007). Triptofol tambem é relatado por ter atividades antibiotica, antibacteriana
contra bactérias gram-positivas e antifungicas contra o fungo patdgenico Candida
albicans (LIU et al., 2006).
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Figura 65: Espectro de RMN de *H da substancia VII (CDCl; 500 MHz).
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Figura 67: Espectro de massa da substancia VII.
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4.4 Identificagdo da substancia isolada do extrato bruto ME de Guignardia sp.

4.4.1 ldentificacdo da substancia VIl

O\ OH

1

OH

Figura 68: Estrutura da substancia VIII.

A substancia VIl (Figura 68 ) foi isolada como um cristal incolor. O espectro de
RMN *H (Figuras 72 e 73 p.116-117; Tabela 11 p. 112) da substancia VI registrou
quatro sinais de hidrogénios aromaticos em &y 6,84 (1H, tl, J = 7,0 Hz), 6,87 (1H, dI,
J=9,0Hz); 7,40 (1H, td, J = 2,0 e 8,5 Hz); 7,85 (1H, dd, J = 2,5 e 8,5 Hz), sugerindo

tratar-se de um anel orto disubstituido.

Os dados de C (Tabela 11, p. 112) foram obtidos das correla¢es observadas
no experimento gHMBC, onde foi possivel observar os seguintes deslocamento de
carbono: 6¢ (162.0; 135,0; 130,0; 119,0; 117,0; 113,0) e uma carbonila de acido em

0c 172,0. O sinal em &¢ 162,0 sugeriu ser de um carbono ligado a hidroxila.

A correlacdo heterornuclear *Jcy observada no experimento gHMBC (Figuras
74 e 75, p. 118-119) entre dy 7,85 (H-6) com d¢ 172,0 (C-1), indicou a posi¢cdo da

O\I OH
(‘

Figura 69: Correlacdo observada no gHMBC.

carbonila acida na molécula.
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No espectro de massas TOF-MS (Figura 76, p. 120) no modo positivo foi
possivel observar a presenca do ion em m/z 121,0708 ([M+H—(H.0)]), o que esta de
acordo com formula molecular proposta C;HgO,, através da analise dos espectros de
RMN hidrogénio e mapa de contorno gHMBC.

Analises desses dados com os dados disponiveis na literatura (TAKAC et al.,

2004; KWON, 2000) possibilitou identificar a substancia VIII como acido salicilico.

Tabela 11. Dados de RMN (3) *H (500 MHz, CD3;0D) e *3C (obtidos via gHMBC, 126
MHz, CD30D) da substancia VIII e do acido salicilico na literatura em DMSO-ds.

N°  §cde VI 8 ¢ do &cido & 'H de ViiI & 'H do &cido
(isolado) salicilico (isolado) salicilico
(Literatura) (Literatuta)

i 172,0 172,0 - -

1 113,0 113,0 - -

2 162,0 161,2 - -

3 117,0 117,2 6,87 dl (9,0 Hz) 6,96 d (7,5 Hz)

4 135,0 135,7 7,40 td, 7,52t (7,7 Hz)
(2,0 e 8,5 Hz)

5 119,0 119,2 6,84 tl, (7,0 Hz) 6,92t (7,4 Hz)

6 130,0 130,4 7,85 dd, 7,82 d (7,7 Hz)
(2,5e 7,5 Hz)

O &cido salicilico possui propriedades analgésicas, antipiréticas e
antiinflamatodrias, mas infelizmente uma série de efeitos colaterais associados com o
seu uso podem ocorrer. Os mais notaveis sao: distUrbios gastrintestinais,
sangramento, ulceracdes gastricas e gastrite (TAKAC et al., 2004) por esse motivo
tal substancia passa pelo processo de acetilagdo formando um potente farmaco
antiinflamatério vendido comercialmente como Asprina®, AAS® e outros, diminuindo

seus efeitos colaterais.
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Além disso, acido salicilico tem um papel importante na defesa da planta.
Quando uma planta € atacada por um fungo ou um virus, ela ativa suas defesas, e
sua defesa pode envolver uma variedade de proteinas que irdo proteger a planta,
essas proteinas sao ativadas pelo acido salicilico, que é sintetizado pela planta em
resposta ao stress (PAVIANE, 2010).

4.4.2 Acido salicilico como mecanismo de defesa da planta

As plantas estdo sujeitas a diversos tipos de estresses ambientais, 0s quais
podem ser abidticos como a radiacdo UV, variacdo de temperatura, metais pesados
e produtos tdxicos, como podem ser bidticos como os fungos, insetos, virus e
nematéides (PAVIANI, 2010), mas apesar de esta sujeita ao ataque dos mais
diversos fitopatégenos, as plantas apresentam seus mecanismos de defesa. Nesses
mecanismos podem estar envolvidos interacbes com microorganismos, como 0S
fungos endofiticos que podem produzir substancias Uteis a planta ou fazer com que
a planta produza determinado metabdlito (AZEVEDO, 1998 e AZEVEDO et al.,
2000), que seja de grande importancia para a saude da mesma.

Desse modo ressalta-se a importancia da interagdo fungo endofitico- planta
como mecanismo de defesa da planta hospedeira, em uma interacdo simbiética e/
ou até mesmo tréfica, pois esse tipo de interacdo em muitos casos faz com que a
planta produza as fitoalexinas visando conter a infec¢do fungica e fortalecendo a
plantas aos futuros ataques do fitopatégenos (HARBONE, 1993 e GLOER, 1995).

Outra forma de defesa da planta é o acido salicilico produzido pelas mesmas,
pois para sobreviver as mais diversas agressdes causadas por diferentes
patdgenos, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa que permitem que as
mesmas sobrevivam apesar dos ataques sofridos pelos. Muitos fitopatégenos
entram na planta através de ferimentos, produzindo em seguida substancias téxicas
conhecidas como elicitores, desencadeando a ativagcdo do mecanismo de defesa na
planta atacada (PAVIANI, 2010).

O &cido salicilico, um composto natural que exerce grande importancia nos
processos fisioldgicos e na defesa da planta (PAVIANI, 2010), funciona na espécies

vegetais como uma molécula sinalizadora, induzindo enzimas a produzir outras
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substancias importantes para desencadear o mecanismo de defesa das mesmas
(DHONDT et al., 2002).

O primeiro a observar o papel sinalizador que o acido salicilico tem nas plantas
foi White onde observou que folhas de tabaco incubadas com &cido salicilico
causava estimulacao de genes ligado a resposta de defesa das plantsa, sendo esse

efeito observado por outros pesquisadores (PAVIANI, 2010).

Biossinteticamente nas plantas, o acido salicilico é derivado do acido corismico
(Figura 70) que se isomeriza via uma reacdo SN, tendo a agua como nucleofilo
atacando o sistema dieno eliminando uma hidroxila protonada, formando o acido
isocorismico. A partir dai o &cido isocorismico sofre eliminagéo liberando o acido
piravico (DEWICK, 2001). Outra via Biosintética do acido salicilico se da a partir do
acido cinamico (Figura 71) que sofre hidroxilacdo na posicdo 2 e depois uma

clivagem na dupla ligacéo formando a acido salicilico (DEWICK, 2001) .

CH, eliminag&o do acid
°. . ~ piruvico

H* acido corismico

acido salicilico

Figura 70: Rota biosintética do acido salicilico a partir do acido corismico.

O

X
Ox_-OH
=
OH
hldroxﬂagao
chvagem

L. = acido salicilico
acido cinamico

Figura7l: Rota biosintética do acido salicilico a partir do acido cinamico.



Resultados e discussdo 115

Levando em consideracdo a importancia do acido salicilico para a defesa da
planta e a producdo dessa substancia pelo fungo endofitico Guignardia sp.,
estudado neste trabalho, sugerimos que o fungo Guignardia sp tenha um
importante papel ecolégico na planta hospedeira, explicando assim a grande

freqUéncia deste fungo na mesma.

Esse resultado mostra que os fungos endofiticos associados a espécies
vegetais interagem com o hospedeiro produzindo diversas substancias as quais
podem conferir diversas vantagens a planta, tais como: resisténcia a estresses
abidticos e bioticos e o controle de outros microrganismos (ARAUJO, 1996;
RODRIGUES, DIAS FILHO, 1996).

4.4.3 Acido salicilico como metabodlito de fungo

O fato do fungo endofitico Guignardia sp., isolado de Hancornia speciosa e
produzir acido salicilico pode ser explicado pela “transferéncia genética horizontal”
ou recombinacdo de genes entre micro-organismos endofiticos e planta hospedeira
durante a coevolucdo, fazendo com que muitos micro-organismos endofiticos
desenvolvam habilidades bioquimica para a producédo de compostos semelhantes ou
idénticos aos produzidos por suas plantas hospedeiras, (MARINHO et al., 2007; YU
et al., 2008 ).

Tal proposta € corroborada por diversos exemplos na literatura em que 0s
fungos produzem substancias iguais as das plantas hospedeiras e vice-versa.
Como exemplos podemos citar o fato de varias espécies de fungos endofiticos em
Taxus brevifolia (Taxosmyces andenea, Alternaria alternata, Fusarium graminearum,
etc) produzirem taxol, um diterpeno com potente atividade anticancer. Uma possivel
prova dessa recombinacdo genética tem sido demonstrada com a transferéncia de
tricodieno sintetase de fungos de género Fusarium para a planta Nicotina tabacum.
Essa transferéncia leva a planta a produzir tricodieno (MARINHO et al., 2007; YU et
al., 2008).
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Figura 75: Ampliacdo do mapa de contorno gHMBC da substancia VIIl (CD;0OD 126 MHz).
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G0 205 (3.864) Cm (205:247) 1- TOF MS ES+
100 121.02344.__121.0708 . 133.0039 1769963,  192.0753_ 1950128 _213.0240 1.25a3
105.0745 180.9999
151.0206 2340013
189.0107
1
118.0823
.
214 8807
2
1430457
1710137
& 217.0223
a1 0563
- 111.0436 169.0342
T
218.0277
2
a8 9821 1569970 245 0086
247 0754
123.0483
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Figura 76: Espectro de massa da substéancia VIII.
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4.5 Identificagdo das substancias IX e X isoladas  dos extratos PDB - AcOEt e
Xl do extrato ME - AcOEt de Aspergillus niger

4.5.1 Identificacdo substancia IX

Figura 77: Estrutura da substéancia IX.

A substéancia IX (Figura 77) foi isolada como um cristal amarelado. O espectro
de RMN de *H (Figura 79, p. 124; Tabela 12, p. 122) mostrou sinais caracteristicos
de um anel aromatico mono substituido com &y 7,04 (m, 3H); &y 7,13 (m, 1H) e &4
7,18 (m, 1H), dois singleto largo indicativo de pirona em &y 5,33 (sl, 1H) e &4 5,70
(sl,2AH) um sinal em &y 1,87 (s, 3H) indicando a presenca de uma metila ligada a

carbonila e outro em &4 3,65 (s, 3H) de metoxila.

O espectro de RMN de *C (Figura 80, p. 125; Tabela 12, p. 122) confirmou a
presenca de um anel aromético monosubstituido com deslocamento em &¢ 135,8;
Oc 128,5(2C); d¢c 126,9 e 128,9 (2C), uma metoxila (¢ 55,9) e duas carbonilas, uma
em Oc 169,8 e a outra em d¢ 164,5.

Pela andlise do espectro de massas TOF-MS (Figura 81, p. 126) no modo
positivo foi possivel observar a presenca dos ions em m/z 288,1046 ([M+H]),
310,0598 ([(M+Na]) e 326,0797 ([(M+K]) que esta de acordo com a formula
molecular proposta Ci6H17NO,4. Comparagcdo com dados da literatura (VAROGLU et

al., 2000) possibilitou identificar a substancia IX como pirofen.
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Tabela 12. Dados de RMN (3) *H (500 MHz) e *C (126 MHz) da substancia IX em
CDClz;do isolado e dados da literatura em CDCls.

5 3C de IX 5 13C do pirofen 5 H de IX 5 'H do pirofen
(isolado) (Literatura) (isolado) ( Literatura)
1 164,5 164,4 - -
2 884 88,5 5,33 sl 542 d (2,2 Hz)
3 170,9 170,5 - -
4 1011 101,2 5,7 sl 5,75 d (2,2Hz)
5 161,4 161,3 - -
6 524 52,4 4,9t (8,0 Hz) 5,0t (8,0 Hz)
7 387 38,9 3,00 d (8,0 Hz) 3,08 d (8,0 Hz)
8 135,8 135,8 - -
9 128,9 129,1 7,04 m 7,15m
10 128,5 129,7 7,13m 7,30 m
11 126,9 127,2 7,04 m 7,22 m
12 128,5 129,1 7,18 m 7,30m
13 128,9 127,2 7,04 m 7,06 m
14 169,8 169,6 - -
15 22,9 23,2 1,87 s 1,96 s
16 55,9 56,0 3,65s 3,75 s

O pirofen foi isolado pela primeira fez em 1990 por Barnes et al. do fungo
Aspergillus niger, e em seguida por Varoglu et al., em 2000. Dos metabdlitos
isolados do fungo Aspergillus niger o pirofen € um composto do qual ainda néo foi
identificado nenhuma atividade farmacolégica (BARNES et al., 1990; VAROGLU et
al., 2000), sendo desconhecida, portanto sua funcdo no meio biolégico ou na
interacéo fungo-planta.
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Biossitenticamente o pirofen € derivado do aminoacido fenilalanina, pois a
literatura mostra que os alcaldides sdo formados a partir dos aminoacidos (TEM e
ZOU, 2001; DEWICK, 2001).

O pirofen € um alcal6ide que possivelmente tem uma rota biossintética mista,
pois em sua estrutura observa-se uma parte que possivelmente é derivada do
aminoacido fenilalanina e uma parte que € derivada de uma pirona aromatica tipica
de um policetideo, proposta para uma possivel rota biossintética do pirofen esta

representa abaixa (Figura 78).

NH,

o) (e}
OH SCoA 0\
2 x malonilCoA
NH, NH > o - =

SEnzZ

pirofen

Figura 78: Possivel rota biossintética do pirofen.
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KE 18X . O ldy U.Jdus >ou
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 4.080 sec

Width 4438.5 Hz

Single scan

OBSERVE H1, 499.4428387 MHz
DATA PROCESSING

FT size 65536

Total time 0 min, 4 sec

1.889

2.578

w
X @
- =

o o >
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Figura 79: Espectro de RMN de *H da substancia IX (CDCls 500 MHz).
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Geraldo/Angelinha AN 16-17 30/05/08

Pulse Seguence: s2pul

Solvent: CDC12

Temp. 30.0 C_ s 303.1 K
user: 1-14-87
INOVA=-500 "mUulti6s*

—177.254
< —77.000
\76.246

Relax. delay 0.8957 sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.042 sec

Width 28027.6 Hz

492 repetitions
OBSERVE C13, 125.5849918 MHz
DECOUPLE H1, 499.4452906 WHz
POwer 30 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 6553

Total time 33 min, 28 sec

128.699

129.016

127.112

LY
101.082

B8.470
55,951
52.424
—38.965

—170.917
~169.506

164.265
161.345

135,866
114.245
—8.114

AT

(AR LR | 1l i Rl | e il ) WA J AR 41 Wl A L ] L L m By 1 J gl {1 [ L | e Rl

|k bl | Al il . b i i il R ] ! 1! iﬁ Ll il il (1 A | il il bl Dl b bbb

-—.-.|.-.‘||V-r||||..[.-.-‘1-..|'|1—r||-||.|||||-..|.

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 80: Espectro de RMN de **C da substancia IX (CDCls, 126 MHz).
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PIROFEMNC 285 (5.268) Cm (255:208) 1: TOF MS ES+
100 3100588, _ 1.18a5

311.0088

3

2838 1046
==
2460818
2260797
1250192 247.1158
| 2000897
oL , , . . ' ; | 'li | et el I, , ak - N——T L: iz
100 | 120 ' 140 | 160 | 180 | 200 | 220 | 240 | 260 @ 280 0 O @ 340 @ 360 | 380 @ 400 @ 450

Figura 81: Espectro de massa da substancia IX.
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4.5.2 ldentificagdo da substancia X

Figura 82: Estrutura da substancia X.

A substancia X (Figura 82) foi isolada como s6lido amorfo. O espectro de RMN
de 'H (Figuras 85, 86 e 87, p. 130-132; Tabela 13, p. 129) de X apresentou sinais
de duas duplas trans em &y 7,34 (dd,1H; 10,5 e 15,0 Hz;); &4 6,01 (d,1H; 15,0 Hz),
04 6,19 (m, 1H) e &4 6,20 (m, 1H), um sinal de metila olefinica em &4 1,70 (d, 3H; 6,0
Hz), duas metilas em &4 1,60 (d, 3H; 7,5 Hz), o4 1,20 (d ,3H; 7,0 Hz); e uma metila
sugerindo esta ligada a nitrogénio em &y 2,80 (d, 3H; 3 Hz).

O espectro de RMN *3C (Figura 88, p. 133, Tabela 13, p. 129) confirmou a
presenca de duas duplas ligacbes em &¢ (117,8; 143,0; 130,1; 137,3), uma metila

ligada a nitrogénio em 8¢ 42,5 e uma carbonila de amida em &¢ 166,4.

Através das correlacées 'J observadas no experimento gHMQC (Figura 90, p.

135) os hidrogénios foram atribuidos a seus respectivos carbonos.

Andlise das correlacdes observadas no mapa de contorno gCOSY (Figura 83,
p. 128 e Figura 89, p. 134) evidenciou as seguintes correlagdes: oy 6,01(H-2") / dn
7,34 (H-3"); ©n 7,34 (H-3)/ 04 6,19 (H-4"); &u 6,19 (H-4)/ dy 6,20 (H-5') e &4 6,20

(H-5") / d4 1,70 (H-6"), mostrando haver um sistema trans conjugado na molécula.



Resultados e discussdo 128

0O

HoC Py qu@[;ﬂs

Figura 83: Correlacao observada no gCOSY.

Andlise das correlacdes observadas no mapa de contorno gHMBC (Figura 84
e Figura 91, p. 133) evidenciou correla¢des entre dy 1,20 (CHz em C-5) com &¢ 53,9
(C-5) e &c 7,2 (CH3; em C-4); &y 16,8 (CH3; em C-2) com &¢c 46,7 (C-2) e uma

correlacdo *J a longa distancia com 8¢ 44,1 (C-6).

Pela andlise do espectro de massas TOF-MS (Figura 92, p. 137) no modo
positivo foi possivel observar a presenca dos ions em m/z 223,1886 ([M+H]) e
245,0870 ([M+Na]), mostrando que todos os dados obtidos nos espectros de RMN
de 'H e C estdo de acordo com a massa da férmula molecular proposta

C13H22N>0, confirmando-a.

Figura 84: Correlacdo observada no gHMBC.

Comparacéo com dados da literatura (CAESAR et al., 1969) auxiliaram na
identificagdo da substancia VIII como nigragillin.

Nigragillin foi isolado pela primeira vez por César et al.,1969, do fungo
Aspergillus niger e mostrou potencial inseticida frente a espécie de inseto Bombyx
mori, larva do bicho da seda (ISOGAI et al., 1975), este fato aliado a uma possivel

coevolucdo do endofito-hospedeiro sugere que tal substancia pode estar envolvida
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na associacdo planta enddfito produzindo substancias de defesa para a planta
contra insetos. O composto também é produzido pelo fungo Aspergillus phoenicis,

que é uma espécie da seccdo Nigri (BLUMENTAL, 2004).

Tabela 13. Dados de RMN (3) *H (500 MHz) e *C (126 MHz) da substancia X em
CDCI; do isolado e dados da literatura em CDCls.

N© *5 13C de X 5 *C do Nigragillin *5 1H de X
(isolado) (literatura) (isolado)

1 - - -
2 46,7 46,7 3,60 m

CHz em C-2 16,8 16,8 1,60 (d, 3H; 7,5 Hz)
3 51,8 51,0 3,10 m
4 - - -

CHzem N-4 42,5 41,4 2,80d
5 53,9 55,2 3,60 m

CHz em C-5 7,2 8,6 1,20 (d ,3H; 7,0 Hz)
6 44,1 44,0 3,10 m
T 166,4 166,4 -
2’ 117,8 115,8 6,01 d (15,0 Hz)
3 143,0 145,5 7,34 dd(10,5 e 15,0 Hz)
4 130,1 129,8 6,19 m
) 137,3 139,6 6,20.m
6’ 18,5 18,6 1,70 (d, 3H; 6,0 Hz)

* Os sinais ndo observados nos espectros de hidrogénio e/ou carbono foram determinado através da
correlacdo observada nos mapas de contorno gHMBC e gHMQC.



Geraldo/Angela AN 59~60 04,/06/08

Pulse Sequence: s2pul
Sotvent: CDC13

Temp . .0 C / 303.1 K
INOVA~500 ‘“muitissS"

7285

Relax. detlay 0.904 sec
Pulse 45.0 degrses
Acg. time 4.086 sec
Width 7509.6 Hz

i6 repetitions
OBSERVE Hl, 499.4427933 MHz
DATA PROCESSING
FT size 655386
Total time 1 min, 19 sec

h2.764
\.-2.754

1.877

1.889

/m

1.715
1.706

e \1.281

Resultados e discussdo 130

Figura 85: Espectro de RMN de *H da substancia X (CDClz, 500 MHz).
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QeraldosAngsfa AN 59-60 04/06/08

Pulsa Sequente: $2pul
8clvent: cii12

Temp. 80.0 / 303.1 K
INOYA-500 "Hulties®

Relax. delay 0.904 sec
Pulss 45.0 flegrees
Acy. time 4L 086 sec

Hz

ns
DBRERVE Hi, 489.4427933 MHz
DATA PROCESSENG

Total time 1|min, 19 sec

6.137
6.107

|
W

ﬁﬂrrl‘\lll‘lll]llr]rnrrlrl\|||r|‘»||q|vll‘llwlvwllllli"y|4l‘rI||iF
7.4 Pl 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 ppm

Figura 86: Ampliacdo 1, do espectro de RMN de *H da substancia X (CDCls, 500 MHz).
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Figura 87: Ampliacdo 2, do espectro de RMN de *H da substancia X (CDCls, 500 MHz).
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Osraido AN B66-69 05/06/08

Pulse Segquence: s2pul

8olvent: CDC13
Temp. 30.0 C / 303.1 K

Usar: 1-14-87
INOVA-500 "muiltigs"

77.254
27 aqq
76.746

Relax. delay 0.957 sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.042 sec

Width 29027.6 Hz

16128 repetitions
UBSERVE C13, 125.5848900 MHz
BECOUPLE H1, 48%.4452908 MHz
Power 30 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line hroadening 1.0 hz

I'T slze 65536
Total time 8 hr, 59 min, 47 sec

2%.682

145.530
138.518
129.785
115.734
55.252
51.041
41.448
18.628
8.597

166.417

; TS f

; i ! p: i 1 Gl

! . . PA IR STy Fos e " s o -
! ! I ; i 4 { il Y j J 1

B B o e o s A A B B e e B L B e e e L e L A A

220 200 1890 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 88: Espectro de RMN de **C da substancia X (CDCls, 126 MHz).
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Figura 89: Mapa de contorno gCOSY da substancia X (CDCl3z, 500 MHz).
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PPMF) 76 72 68 64 60 56 52 48 44 40 36 32 28 24 20 16 12 08 04 PPM(FY)

Figura 90: Mapa de contorno gHMQC da substancia X (CDCl3, 126 MHz).
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Figura 91: Mapa de contorno gHMBC da substancia X (CDCl3, 126 MHz).
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MIGRAGILIN 1082 {20.360) Cm {1071:1123) 1: TOF M3 ES+
100+ 215.0240,_ 27593
230.9954
ZRT_1960
237 .0085
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Figura 92: Espectro de massa da substancia X.
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4.5.3 ldentificagdo da substancia Xl

OH

[E

N
w,

N

HO

N
o

Figura 93: Estrutura da substéancia XI.

A substancia Xl (Figura 39) foi isolada como um cristal incolor. O espectro de
RMN de *H (Figura 47, p.141 e Tabela 14) mostrou os sinais em 8y 6,90 (1H, d; 2,0
Hz), &4 6,39 (1H, d; 2,0 Hz), indicando haver um metileno terminal na molécula e um
sinal &4 4,50 (2H, d; 2,0 Hz) indicando a presenca de hidrogénio metilénico com

constante de acoplamento vinilica com o metileno terminal.

Andlise desses dados e comparacdo com os da literatura (BUSI et al., 2009)

possibilitou identificar a substancia Xl, como acido itaconico.

Tabela 14. Dados de RMN (8) *H (500 MHz) da substancia XI em D,O do isolado e
dados da literatura (300 MHz, CDCl5).

N° onde XI O acido itaconico
(Isolado do Extrato) (literatura)

1 - -

2

2’ 6,39 d (2,0Hz) 5,65 s

2’ 6,90 d (2,0 Hz) 6,23 s

3 4,50 d (2,0 Hz) 32ls

4 - -
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Fungos filamentosos do género Aspergillus sdo muitas vezes utilizados para a
producdo industrial de acidos organicos como o acido itacénico, acido que possui

diversas aplica¢des industrias.

O acido itacénico foi isolado pela primeira vez de Aspergillus itaconicus por
Kinoshita, sendo mais tarde demonstrado ser um produto acumulativo de Aspergillus
terreus (BONNARME et al., 1995).

Acucares como a glicose e sacarose sao geralmente utilizados na producao
industrial utilizando fermentacdo fungica.Varias vias biossintética levando ao
acumulo de acido itacdnico tém sido postuladas, algumas delas sdo apresentadas
abaixo (Figura 94, p. 140) (BONNARME et al., 1995).
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Acido itaconico

Esquema 3

Acido itaconico

Esquema 2

cis- aconitato descarboxilase

CH,OH-CHOH-CHOH-CHOH-CHOH-CH! (glicose)
. Co, l CO,
Acetil CoA
-00C SCoA
H,C—COOH E . j 5
| Acetil CoA >
H,C—COOH Hal HoC
succinato
. . Piruvato Acetil CoA
Citramalato-liase
Acetil CoA / CO,
v
v COoo-
v
H,C—COOH HO CHs
-00C
_ H,C
HC COOH 2l o
H,C—— -
2 COOH COO H,C
| v
1,2,3 tricarboxipropanato COO-
Citramalato 00C
i Oxaloacetato ) l
l CH, CHj
-00C

cis-aconitato

<

v

Co,

Acido itaconico

Esquema 1l

Figura 94: Biossintese do acido itaconico. Figura adaptada do artigo: BONNARME, P.;
GILLET, B.; SEPULCHRE, A. M.; ROLE, C.; BELOEIL, J. C.; DUCROCQ, C. Itaconate

Biosynthesis in Aspergillus terreus. Journal of Bacteriology

, V. 177, p. 3573-3578, 1995.
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Maric ANM 35 D20 proton (

File: MarioANM35_H

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: D20

Temp. 25.80 C , 298.1 K
Operator: biopack

Fite: MarioANM35_H
INOVA-SGO0 “"rmn22.Inls .br"

Relax. delay 1.500 sec

Pulse 38.3 degrees

Acgqg. time 2.732 sec

Width 4730.1 Hz

128 repetitions
OBSERVE H1, 499.730301% MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 H2

LN Y&

FT size 131072
Total time 8 min, 36 sec

4.502

1,499

6.907
6.902
6.391
6.386

T
8 7 6 5 4 3 2 1 -0 pPpm

Figura 95: Espectro de RMN de *H da substancia XI (DO, 500 MHz).



Resultados e discussdo 142

4.6 Identificagéo e quantificacdo da substancia XI | presente no extrato PDB de
Aspergillus sp.

4.6.1 Obtencao e analise do extrato bruto

O extrato bruto do Aspergillus sp., foi submetido a CLAE-DAD e CLAE- UV,
modo analitico com sistema de eluente H,O/MeOH em isocratico-gradiente e
gradiente exploratorio, respectivamente, onde foi verificada a presenca de uma
substancia (Figura 96 e 97).

mAU
1274nm 4nm (1.00)

] 5% de MeOH por 10 mim e de 5 a 100% de MeOH emi2@,
1000+ mais 100% por 5 min.

500—: Coluna (-18,A=274 nn

b
7‘ [ ‘ [ ‘ [ . ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ . ‘ [ ‘ [ ‘

00 50 100 150 00 Lol 00 $) 00 5 min

Figura 96: Cromatograma CLAE- DAD analitico do extrato bruto do Aspergillus
sp.

idokojico0,25mario.31.DATA

5 a 100% de MeOH em 20 mim, mais 100% de MeOH
por 5 min.

Figura 97: Cromatograma CLAE-UV analitico do extrato bruto PDB do
Aspergillus sp.

Aparentemente 0 extrato o bruto se mostra puro, mas como o detector usado
na CLAE foi o DAD e o UV, a auséncia de substancias sem grupos cromoforos pode
ter influenciado no resultado. O extrato foi entdo submetido a ressonancia magnética
de 'H e *C. O espectro de RMN de 'H (Figura 101, p.148; Tabela 15, p. 144)
mostrou praticamente sinais de uma Unica substancia, esse fato mostra que o

namero de impurezas presentes no extrato bruto PDB sdo pequenas e que no
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extrato existe praticamente uma Unica substancia confirmando o cromatograma
obtido em CLAE-DAD e CLAE-UV.

4.6.2 ldentificacdo da substancia Xll

Figura 98: Estrutura da substancia XiII.

Do estudo quimico do extrato bruto PDB, produzidos pelo fungo Aspergillus sp.,
resultou na identificacdo da substancia acido kojico (Figura 98). A identificacdo
desta substancia foi realizada com base na andlise de seus dados espectroscopicos
de RMN de 'H e C e comparacdo com valores disponiveis na literatura
(ZERINGUE et al., 1999).

No espectro de RMN de 'H (Figura 101, p.148; Tabela 15, p. 144) do extrato
bruto foi possivel observar cinco singletos, sendo dois sinais de hidrogénio ligados a
carbono sp?. Para evidenciar a presenca de hidrogénios labeis foi adicionada D.O a
amostra e realizado um novo experimento, constatando a presenca de dois

hidrogénios labeis.

Os outros sinais indicavam ser de hidrogénios ligados s carbonos sp? em 3
6,34 (s, 1H), &4 8,01 (s, 1H) e em &y 4,29 (s, 2H) indicando a presenca de um alcool

primério alilico.

O espectro de RMN de **C (Figura 102, p. 149; Tabela 15, p. 144), confirmou
a presenca de cinco sinais de carbono sp?, com d¢ 110,0; d¢c 139,8; d¢c 146,2; d¢

168.,6 e ¢ 174,5 e um sinal de carbono carbindlico em &¢ 60,0.
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No espectro de massas TOF-MS (Figura 103, p. 150) no modo positivo foi
possivel observar a presenca dos ions em m/z 143,0281 ([M+H]),125,0233 ([(M+H)-
H,O]) e 165 ([M+Na]) o que esta de acordo com a férmula molecular CgHgOy4,

proposta através da analise dos espectros de RMN de hidrogénio e carbono.

Comparagdo com dados da literatura (ZERINGUE et al., 1999), levou a
determinacao estrutural como sendo 5-hidroxi-2- hidroximetil-y-pirona, que pertence
ao grupo das y-pironas, sendo conhecido como “acido kéjico”, e tendo aplicacdes

em diversos segmentos industriais.

Tabela 15. Dados de RMN (3) *H (500 MHz) e *3C (126 MHz) da substancia XIl em
DMSO-dgs do isolado e dados literatura em DMSO—ds.

N© d¥CcdeXll  &*C do acido kéjico & 'H de XIl & *H do &cido kéjico

(isolado) (Literatura) (isolado) (Literatura)

2 168,6 168,8 - -

3 110,0 110,7 6,34 s 6,33 s

4 174,5 177,1 - -

5 146,2 144.,8 - -

6 139,8 142,3 8,01s 8,03 s

7 60,0 60,4 4,29 s 4,28 s
OH - - 9,00 s 9,07 s
OH - - 5,63s 5,67s

O &cido kdjico é produzido por cepas de Aspergillus, Acetobacter e Penicillium
através da conversdo de glucose por meio de reacbes enzimaticas em varias
etapas. Foi isolado pela primeira vez de uma cepa de Aspergillus em 1907 por Saito
e a estrutura foi definida por Yabuta em 1924, sendo extraido pela primeira vez de
Aspergillus oryzae em culturas de arroz (PIANTAVINI, 2010).

O acido kojico pode ser produzido biosintéticamente a partir da conversao de
glucose, sem a quebra do anel piranosidico ou da cadeia carb6nica (Figura 99, p.
145), (TERABAYASHI et al., 2010).
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A reacado inicial seria por uma oxidacdo como uma desidratacdo com a
remocao de dois atomos de hidrogénio da glucopiranose sob influéncia de uma
oxidase e transformando-se em 3-cetoglucose, em seguida ocorrendo perda de duas
moléculas de 4gua até a formagéo do &cido kojico (PIANTAVINI, 2010).

OH
HO OH A HO ‘ OH . ~ Ho
oxidagéo dessidratacéao ‘ ‘
—_— —_—
OH

OH OH o

HO o HO ©

glucose 3- cetoglucose acido kajico

Figura 99: Rota biossintética do acido kéjico a partir da glucose.

Outra possivel rota biossintética é através da gluconolactona (Figura 100) que
sofre oxidacdo até formar o 4cido 3-cetogluconico lactona e a partir desse acido a
reagdo pode seguir dois caminhos ou pode reduzir formando a 3-cetoglucose
seguida de duas desidrata¢cdes para formar o acido kéjico, ou desidratar formando (1)

seguida de reducéo para formar (Il) e a partir dai desidratar para formar o acido
kdjico (ARNSTEIN e BENTLEY, 1953; PIANTAVINI, 2010).
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[}
—_— OH ho}
OH o © o
o} 0 acido 3- cetogulomco”&va o
gluconalactona lactona %bci) Ho Ho
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R
| —2, on
o
o o HO

Figura 100: Rota biossintética do acido kéjico a partir da gluconolactona

Vérias fontes de carbono como a sacarose e a frutose podem ser utilizadas por

fungos do género Aspergillus para a producdo de acido kéjico (ROSFARIZAN et
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al.,1998; ROSFARIZAN et al., 2000; ROSFARIZAN, ARIFF, 2007). Varias fontes de
carbono podem ser usadas na biossintese do acido kéjico por espécies de
Aspergillus. Entre elas a D-xylose e D-ribose sdo as que deram os melhores
rendimentos, ja4 a L-arabinose é menos efetiva e a D-arabinose, D-lyxose e L-xylose
sao fontes de carbono muito pobres para a producéo do acido kojico (PIANTAVINI,
2010).

Por ser um composto quelante, o acido kojico € utilizado na saude publica no
tratamento de doencas. Como as relacionadas a sobrecarga de ferro como a [3-
talassemia, pois o acido kojco quela os ions ferro que estdo em excesso no
organismo. E também é usado no tratamento do diabetes, mimetizando a acédo da
insulina a partir da formacdo de complexo com os ions vanadios (PIANTAVINI,
2010).

O acido kéjico também ¢é extensamente usado como anti-inflamatorio,
analgésico e na industria de alimentos como um precursor para realcar o sabor,
preservar ou mudar cores dos alimentos. Sendo permitido como aditivo no Japao,
adicionado a alimentos como um antioxidante (LE BLANCH, 1989; KAYAHARA et
al., 1990; OHYAMA, 1990; CORRER, 2005; PIANTAVI, 2010).

Na industria cosmética, é usado como um dos despigmentantes naturais mais
eficientes do mercado, pois age inibindo a formacdo da melanina formando
complexos com o0s ions cobre e bloqueando a a¢do da tirosinase, acabando com as
manchas (LE BLANCH, 1989; KAYAHARA et al., 1990; OHYAMA, 1990; CORRER,
2005). Existem também relatos de atividade inseticida o que pode indicar uma
possivel funcdo desse metabolito na planta hospedeira do fungo que o produz
(ALVERSON, 2003).
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4.6.2 Quantificacdo da substancia majoritaria prese  nte no extrato bruto PDB

Para a andlise e quantificacdo do extrato bruto por CLAE- UV, este foi diluido
em MeOH na concentragédo 0,5 mg mL™, injetando 20 pL na Coluna analitica, em
triplicata nas condigdo descritas na metodologia. A partir da andlise do extrato bruto
calculou-se uma concentracdo de 0,35 mg mL™ corresponde a 0,7 mg de Aacido
kdjico por grama de extrato seco. Como cada litro de caldo fermentado produz 0,24

g de extrato, podemos obter 0,179 de acido kéjico por litro de caldo fermentado.

Estes resultados mostram que o fungo Aspergillus sp., isolado de Hancornia
speciosa é muito promissor para a producdo de acido kéjico em escala comercial,
pois 0 mesmo foi crescido em um Unico meio sem otimizacdo das condi¢cbes de
cultivo. Tais otimizacdes podem levar a um aumento significativo da producdo de

acido kgjico.
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Figura 101: Espectro de RMN de *H da substancia X!l (DMSO-ds, 500 MHz).
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Figura 102: Espectro de RMN de *3C da substancia Xl (DMSO-d6, 126 MHz).
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Figura 103: Espectro de massa da substancia XII.
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4.7 Avaliagao da atividade antioxidante do extrato PDB do fungo Aspegillus sp

Na avaliacdo da atividade antioxidante, o extrato bruto PDB do fungo
Aspergillus sp., e o acido kéjico (padrdo comercial adquirido da SigmaAldrich) foram
testados nos bioensaios nas mesmas condi¢des. Os resultados obtidos no bioensaio
para atividade antioxidante, utilizando o sequestro do radical DPPH, sé&o

apresentados na abaixo (Tabela 16).

Tabela 16. Expressao do potencial antioxidante dos extratos brutos PDB do fungo
Aspergillus sp., frente ao sequestro do radical DPPH.

Amostras /Conc. em Extrato PDB (%) acido kajico (%)
mg/mL

1 9 10

2,5 18 11

7,5 16 12

10 18 12
(BHT)* 1000 ppm 86,5
Epigalatocatequina 92,3

* Butilhidroxitolueno

Podemos observar na Tabela 16, que a substancia pura acido kojico quanto o
extrato bruto apresentaram uma baixa capacidade de sequestro de radical livre no
teste com DPPH.

Neste trabalho, também foi analisada a acéo inibitéria da formacédo do radical
oxido nitrico (NO") pelo extrato PDB e a substancia acido kéjico como mostrado na
abaixo (Tabela 17, p. 152). O radical NO® foi gerado quimicamente pelo
nitroprussiato de sédio (NaNPS), doador de NO’, que serve para liberar a molécula
que é quantificada indiretamente pela formacédo de ions nitrito.

Foi evidenciado que o extrato PDB e a substancia acido kéjico apresentaram
um ICso de 45 e 40 pg/mL, respectivamente mostrando um forte efeito com o radical

NO’, sendo importante mencionar que um efeito de 20% de inibicdo pode ser
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importante em determinados momentos metabdlicos como no caso da pré-eclampsia
(WAKATSUKI e OKATANI, 2000). Todas as anélises foram feitas em triplicata.

Tabela 17. Percentual de inibicéo da formagao de nitrito pelo extrato PDB do fungo
Aspergillus sp., e do Acido Kdjico.

Extrato PDB do Fungo Aspergillus sp. acido kajico
(nfg/?ﬁg 10 25 50 75 100 01 025 05 075 1.0
IPesyNO 37 47 55 55 50 36 37 41 41 50
ICs50 NO 45 mg/mL de NPS 50 mM 40 mg/mL de NPS 50 mM

Para os calculos de NO foi utilizado o tempo de 150 min. O acido kodjico e o
extrato PDB apresentaram uma forte atividade de inibicdo da producdo de NOe
indicando que este fungo possui grande potencial biotecnologico, pois 0 extrato
bruto pode ser potencialmente Utel no tratamento de doencas como pré-eclampsia,
hipoxia fetal e/ou isquemia de reperfusdo, uma vez que o principal constituinte do

extrato bruto do fungo Aspergillus sp., é o acido kojico.

Foi realizada também andlise das Substancias Reativas com o Acido
Tiobarbitarico (TBARS) in vitro pelo método do Peroxido de Hidrogénio (H205).
Ambas as amostras (extrato e Acido Kojico) ndo apresentaram percentual de
inibicdo (IP %) significativo em relagcdo ao grupo controle (Etanol) pelo teste t-
Student para p<0.05 — dados ndo mostrados.
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5. CONCLUSAO

O presente trabalho iniciou o estudo quimico com fungos endofiticos da
espécie vegetal Hancornia speciosa, tendo sido criada uma micoteca com 14
isolados fungicos. Esta sera uma fonte de fungos a ser estudado pelo grupo de
pesquisa, além disso, os dados obtidos durante todo o estudo evidenciaram esses

como uma fonte promissora de varios metabdlitos potencialmente bioativos.

O estudo possibilitou o isolamento de 12 substancias entre elas o acido kéjico,

o tirosol e o acido itacénico substancias que possuem aplicacéo industrial.

Outra substancia isolada € o &cido salicilico, substancia que até o momento foi
somente isoladas de plantas, sendo esse o0 primeiro relato de sua producao por um

fungo endofitico.

O presente trabalho possibilitou, ainda, isolar o composto 5-
hidroxilmetilmeleina e outros metabdlitos como, nectriapirona, pirofen, 5-metilmelina,

dicetopiperazina ciclo (D-Pro- D-Leu), triptofol, nigragillin.

Os composto, 5-hidroxilmtiimeleina, 5-metilmelina, tirosol e triptofol, isolado do
fungo Phomopsis sp., possuem relatos de atividade fitotdxica. Esse fungo a principio
assintomatico pode se tornar patdogeno a depender do desesquilibrio ecolégico a

qual a espécie hospedeira for submetida, nesse caso Hancornia speciosa.

Os fungos Guignardia sp., e Aspergillus niger produziram &cido salicilico e
nigragillin, respectivamente, mostrando que fungos em associagcdo com 0 seu
hospedeiro podem proteger o mesmo, uma vez que o acido salicilico é responsavel
pela inicializacdo dos mecanismos de defesa da planta, e o nigragillin possui

atividade inseticida relatada na literatura.

Estes fatos confirmam o importante papel dos micro-organismos especialmente
os fungos endofiticos dentro do ecossistema, contribuindo para um melhor
entendimento das relacdes ecoldgicas destes com a espécie vegetal estudada e os
outros organismos. Sendo uma alternativa para o controle biolégico de
fitopatdgenos em Hancornia speciosa, pois o controle biolégico utilizando fungos é
pouco agressivo ao meio ambiente e uma forma eficaz de controlar doencas em

plantas.
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Estes resultados sdo promissores, pois mostram que os fungos associados
com espécies vegetais sdo prolificos produtores de substancias potencialmente
bioativas e de grande valor comercial, além de ter contribuido para um maior

entendimento da interagao fungo/planta.
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