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Resumo

ESTUDO DO FUNGO ENDOFITICO ISOLADO DA HORTIA SUPERBA (RUTACEAE)
NA PRODUCAO DE COMPOSTOS SECUNDARIOS. A ordem Sapindales, composto
pelas familias Rutaceae, Meliaceae, Burseraceae, Simaroubaceae,
Bierbersteiniaceae, Kirkiaceae, Anacardiaceae, Sapindaceae e Nitrariaceae, é rica em
varias classes de metabolitos especificos, sendo os mais freqlentes: cumarinas,
alcaldides, flavonoides, quassinoides e limonoides. A familia Rutaceae caracteriza-se
por uma grande diversidade dos metabdlitos ndo comuns em outras familias, a ordem
(Silva et al.,, 1988) é constituida por diferentes géneros, destacando-se Hortia,
composto por cinco espécies distribuidas do Panama até o estado de Sao Paulo e
alguns lugares da Amazénica (Groppo e Pirani 2012), além de serem endémicos na
area de Minas Gerais, onde tomamos a planta como amostra para o estudo de
pesquisa. Neste trabalho, isolou-se o fungo endofitico pertencente a familia Xylaria.
Este fungo foi inoculado no meio de cultura de agar de extrato de malte, onde foram
produzidos varios metabolitos secundarios e entre eles foram separados e
identificados trés compostos: Declorogriseofulvin, Griseofulvina, 3, Acido 4-dihidro-8-
hidroxi-3-metilisocouarina-5-carboxilico, Spiro [benzofuran-2 (3H), 1 '- [2] ciclohexeno]

-3,4'-diona, 5-cloro-7-declorogriseofulvina, citado pela primera vez nesta tese e 5-
clorogriseofulvina. O segundo composto é isomero desta Ultima substancia e foi
identificado pelastécnicas de RMN e Massa Spectrometry. A atividade hemolitica no
sangue foi medida pelas substancias, resultando em griseofulvina sendo menos téxico
no sangue do que seu analogo, como declorogriseofulvin. Além disso, a atividade
biologica dos compostos foi analisada contra a estirpe Staphylococcus aureus, pelo
Método de Concentracdo Inibitoria para bactérias (MIC) (Barbosa. S et al, 2016),
concluindo como resultado que as substancias ndo possuem atividade antimicrobiana

contra a bactéria Gram- positiva.
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Abstract

STUDY OF THE ENDOPHYTIC FUNGUS ISOLATED FROM HORTIA SUPERBA
(RUTACEAE) IN THE PRODUCTION OF SECONDARY COMPOUNDS. The order

Sapindales, compost for the families Rutaceae, Meliaceae, Burseraceae,
Simaroubaceae, Bierbersteiniaceae, Kirkiaceae, Anacardiaceae, Sapindaceae and
Nitrariaceae, is rich in various classes of speciais metabolites, being the most
frequents: coumarins, alkaloids, flavonoids, quassinoides and limonoides. The family
Rutaceae is characterized by a great diversity of those metabolites not common in other
families the order (Silva et al., 1988) and is constituted by different genera, of which
stands out Hortia, compost for five species distributed from Panama to the state of S&o
Paulo, and some of the area Amazonica (Groppo and Pirani 2012), besides of to be
endemic in the area of Minas Gerais, where take the plant as a sample. In this work
the endophytic fungus belonging to the family Xylaria, was isolated .This fungus was
inoculated in the malt extract agar culture medium, where was produced several
secondary metabolites, and between they were separated and identified three
compounds:  Declorogriseofulvin,  Griseofulvina,  3,4-Dihydro-8-  hydroxy-3-
methylisocouarin-5-carboxylic acid, Spiro[benzofuran-2(3H),1'-[2] cyclohexene]-3,4'-
dione, 5-cloro-7-declorogriseofulvina, a compound that is still unpublished and 5-
clorogriseofulvin. The second compound is isomer of this last substance and was
identified by the NMR and Massa Spectrometry techniques. The hemolytic activity in
blood was measured for the substances, resulting the griseofulvin being less toxic in
blood than your analogue, as declorogriseofulvin. In addition, the biological activity of
the compounds was analyzed against to the strain Staphylococcus aureus, by the
Inhibitory Concentration Method for bacteria (MICs) (Barbosa. S et al, 2016),
concluding as result that the substances do not have antimicrobial activity against the

Gram- positive bacteria.
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1. INTRODUCAO



1. INTRODUCAO
1.1 Posicionamento taxondmico do género Hortia

FIGURA 1.1- Imagem representativa do género Hortia

Fonte: www.tropicos.org/name28100200

O género Hortia (Figura 1.1) pertence a familia Rutaceae, comumente
incluido na subtribo Toddaliinae, subfamilia Toddalioideae. A Familia Rutaceae
€ um tipo de planta das Angiospermas, as quais constituem o maior grupo de
plantas verdes, vasculares e com sementes, constituindo acima de 257.000
espécies atualmente (Judd et al,2009). Caracteriza-se por ser um género
Neotropical com uma extensa distribuicdo desde o Panama até os estados de
Minas Gerais e Sdo Paulo, predominando na regido da Amazoénia. Hortia se
identifica por apresentar habito arbustivo ou arbdéreo, folhas concentradas nos
apices dos ramos, inflorescéncias avermelhadas do tipo corimbo terminais, as
flores séo tipo rosaceas e os frutos do tipo baga com presenca de inUmeras

glandulas de oleos (Groppo et al ,2012).


http://www.tropicos.org/name28100200
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A ordem Sapindales consiste em aproximadamente 5.800 espécies

distribuidas em nove familias, sendo as principais: Anacardiaceae, Burseraceae,
Meliaceae, Rutaceae, Sapindaceae e Simaroubaceae (Judd et al. 2009). A ordem
€ rica em diversas classes de metabdlitos especiais, sendo os de maior ocorréncia
cumarinas, alcaloides, flavonoides, quassinoides e limondides, destacando-se a
familia Rutaceae por ter uma das maiores variedades desses metabdlitos que nas
outras familias da mesma ordem (da Silva et al. 1988).

A familia Rutaceae destaca-se por conter diferentes espécies as quais
podem ser utiizadas em diferentes tratamentos como: distlrbios
gastrointestinais, dor abdominal, regurgitacdo &cida, nausea, diarreia, hérnia.
Como exemplo temos a espécie Spiranthera odoratissima, cujas raizes naforma
de cha podem ser utilizadas nos tratamentos contra o reumatismo (Tresvenzol et
al., 2006). Além de ter efeitos positivos nos tratamentos contra dores de
estdbmago, dores de cabeca, musculares, disfuncdes hepaticas e para estimular
o apetite (Matos et al, 2009). Diferentes estudos fitoquimicos descrevem de
maneira especifica como os alcaldides indolopiridoquinazolinico presentes em
espécies desta familia, se relacionam com a atividade gastroprotetora e
antitlcera, incluindo o alcaléide rutaecarpina isolado na familia Rutaceae nos
géneros Evodia, Hortia, Zanthoxylum, Phellodendron, Tetradium, Spiranthera,
Vepris, Metrodorea, Bouchardatia e Fagara da familia Rutaceae (Yarosh et al.,
2006), além de ter acao cardioprotetora (HUet al.,2003), anti-hipertensiva (Deng
et al., 2004), antitromboéticas (Sheu et al.,2000) e anti -Helicobacter pylori
(Tominaga et al.,2002).

O primeiro botanico a identificar e descrever ao género Hortia foi Vandelli,
em 1788, através de amostras enviadas por Joaquim Veloso de Mirando,
correspondente da Real Academia de Ciéncia (Portugal). Ja no ano 1824 De
Candolle seguindo os estudos feitos por Vandelli determinou que a familia
Rutaceae fosse dividida em duas tribos: Diosmeae e Cusparieae, estabelecendo
Hortia nesta dltima, além de coletar exemplares nas regiées de Minas Gerais e
Rio de Janeiro denominando-as como Hortia brasiliana. Foram sugeridas
modificacdes taxondmicas no ano 1862 pelos botanicos Bentham e Hooker,
tornando a familia Rutaceae mais extensa, onde sete tribos foram formadas,
adotando-se Cusparieae, de onde o género Hortia foi excluido e posicionado na
tribo Toddalieae, mas com comentérios de que a classificacdo era duvidosa.
Atualmente os botanicos aceitam o sistema proposto por Engler em 1931 com as
modifica¢des feitas por Scholz, e 0 mesmo é altamente parecido com aquele de
Bentham e Hooker, e do mesmo modo n&o esclarecem a classificagcao de Hortia,

conservando-a em Toddalieae. (Scholz, 1964).
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Por diferentes aspectos tem-se mostrado que a divisdo das subfamilias de

Engler em 1931 é artificial, em particular ao reconhecimento de Toddalioideae.
Isto levou da Silva et al. (1988) a unir Rutoideae e Toddalioideae em uma Unica
subfamilia, Rutoideae, subdividindo-a em 17 tribos.

Os géneros americanos de Toddalioideae resultaram trés tribos dentro de
Rutoideae e posteriormente Hortia foi reclassificada em Cusparieae. Entretanto
as alegacdes para isto ndo foram convincentes, realcando novamente que 0s
dados quimicos mostram a mesma complexidade no estabelecimento de Hortia. A
Unica justificativa plausivel para reclassifica-lo seria que Hortia € o Unico
representante americano na subtribo Toddaliinae. Em 1988 se determinou que
Cuspariae (tribo informal “Cusparia”) compreende além de Hortia o género
Galipea, o qual é Neotropical (da Silva et al. 1988). Engler em 1931 designou
géneros da Africa, Austrdlia e América em Toddalinae, os quais eram
filogenéticamente muito bem correlacionados entre si. Finalmente Hortia ficou
melhor reclassificada entre os géneros de Cusparieae do que junto aos membros
de Toddaliinae.

Diferentes estudos e fontes de dados de plantas do género Hortia,
estabeleceram que H. brasiliana, H. arborea, H. colombiana e H. chocoensis
constituem as mesmas espécies arborescentes, e que H. brasiliana Vand. ex DC.
€ 0 nome correto (Groppo et al, 2005, 2012). H. badinii MA Lisboa foi usado para
denominar individuos de Hortia, ndo obstante esse equivoco foi corrigido e se
reconheceu ¢ omo H. brasiliana. Em 1824 Saint-Hilaire colocou o nome H.
brasiliana, de forma errada a uma espécie arbustiva do Brasil central, e hoje é
admitida como H. oreadica Groppo, Kallunki &Pirani (Groppo et al., 2005). H.
superba Ducke, H. regia Sandwith e H. longifélia Spruce (ex. Engl) sdo espécies

aceitas no género Hortia de acordo com Groppo e Pirani (2012).



1.2 Perfil quimico do género Hortia

Segundo levantamento bibliografico realizado recente, h4 relato de estudo
quimico das seguintes espécies de Hortia, H. arborea (sinon. H. brasiliana,
Pachter et al., 1957, 1960; Ferracin, 1992; Monache et al., 1976, 1977), H. badinii
(sinon. H.brasiliana, Corréa et al., 1975, 1979), H. longifolia (Corréa et al., 1976;
Padua, 1976), H. brasiliana (Pachter et al., 1961.), H. colombiana (sinon. H.
brasiliana, Suarez et al., 1998, 2002.), H. regia (Jacobs et al.,1986.), H. oreadica
(Braga, 2012; Severino, 2012) e H. superba (Braga, 2012; Severino, 2012). E
conhecido para este género metabdlitos secundarios como derivados do &cido
diidrocindmico, derivado do &cido cindmico, alcaloides (furoquinolinicos, 2-
guinolonas e B-indolopiridoquinazolinicos), cumarinas (simples, furanocumarinas
e piranocumarinas), terpendides (sesquiterpenos, triterpenos e limonoides),
amidas e flavonoides (flavonas e flavanona). Esta reviséo indicou que limonoides,
cumarinas, acidos diidrocinamico, e alcaloides sdo os grupos mais abundantes
no género. As tabelas 1 e 2 e as Figuras 1.2 incluem os diferentes tipos de
compostos isolados de espécies de Hortia, e em cada classe os compostos foram
incluidos na ordem da sua complexidade, limonoides (Figura e 1.3,), cumarinas

(Figura 1.4), acidos dihidrocinamicos (Figura 1.5).

Os limonoides tém sua origem biogenética nos triterpenos do tipo tirucalanos
(H-20/C-20R) ou eufanos (H-20/C-20S). Conforme com a biogénese comumente
descrita, ha formacdo de epdxido entre C-7 e C-8 que abre levando a uma
hidroxila na posi¢édo C-7 e induzindo a formacdo da ligacdo dupla em C-14. Em
seguida ha a ciclizacdo da cadeia lateral, com perda de 4 unidades de carbono
levando a formacdo do anel furano em C-17, como mostra a Figura 1.2. Em
seguida o anel D é oxidado a lactona, via uma oxidacédo Baeyer- Villager (Silva e
Gottlieb, 1987). Todos os limonoides descritos para o género Hortia apresentam

o anel D lactonizado e derivam do esqueletol.
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FIGURA 1.2-Biogénese dos precursores dos limonoides de Hortia

Héa pouco trabalho de marcacéo isotopica sobre a biossintese dos limonoides,
e a proposta para a sua biogénese € derivada a partir de relagées quimicas hipotéticas
entre os compostos que tém sido isolados.

Como comentado acima a taxonomia de Hortia vem sendo discutida e ainda
encontra-se em duavida. Groppo e colaboradores em 2008 realizou uma analise
genbmica de 65 espécies de 59 géneros, mostrando todas as subfamilias e tribos de
Rutaceae, e recomendaram que Adiscanthus e Hortia constituem um grupo muito solido
em todas suas analises efetuadas.

As cumarinas e alcaloides isolados de Hortia estdo extensamente distribuidos
em outros géneros de (Silva et al., 1988, 2013; Murray,2002). Alcaloides furo- e
piranoquinolinos verificam-se em géneros de Rutoideae, Toddalioideae e
Flindersioideae, contudo em proporcéo limitada em Aurantioideae. O grupo menor de
alcaloides, os indolopiridoquinazolinos ocorrem em alguns géneros de Rutoideae e
Toddallioideae. Furo e piranocumarinas ocorrem entre os géneros de Rutoideae e
Aurantioideae, e em numeros menores em Toddalioideae e Flindersioideae. Assim,
Hortia mostrada tem os alcaloides e perfil de Cumarinas comparaveis aos de Rutoideae
e Toddalioideae. Portanto, a importancia sistematica das cumarinas e alcaloides néo

foram robustos para esclarecer a classificagcdo do genero Hortia.
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'FIGURA 1.3- Cumarinas isoladas de espécies de Hortia.

As similiaridades entre os derivados de acido diidrocinamico de espécies
de Hortia (Toddalioideae) e espécies de Rutoideae apontam obviamente as
correlacdes fitoquimicas desse género com esta ultima subfamilia, (Braga et al,
2012).
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FIGURA 1.5-Alcaloides isolados de espécies de Hortia



Analisando os limonoides o género produz compostos especificos, com os anéis
A, B e C, modificados principalmente em H. oreadica e H. regia (Suarez et al.,
1998, 2002; Severino et al., 2012; Jacobs e Ramdayal, 1986). Estas alternancias
estruturais ndo acontecem em outro membro de Rutaceae, sendo claro que os
limonoidede Hortia sugerem posiciona-lo isolado dentro da familia. Os limonoides
foram isolados anteriormente nas diferentes espécies de todas as subfamilias de
Rutaceae, destacando-se em Aurantioideae, Toddalioideae e Rutoideae (Silva et
al., 1987, Hill e Connolly, 2012). Contudo, se Hortia deve ser tratada como género
de Rutoideae ou Toddalioideae é um assunto de interesse pessoal dos botanicos,
pois ha uma conclusao unanime de estudos moleculares sobre a necessidade de
se mesclar Rutoideae e Toddalioideae em uma unica subfamilia (Chase et al.,
1999; Scott et al., 2000; Samuel et al., 2001; Araujo et al., 2003; Poon et al., 2007,
Groppo et al., 2008; But et al., 2009).Finalmente, todos os compostos isolados de

espécies de Hortia reforcam a sua posicdo em Rutaceae.
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1.2 Reino fungi

A classificagéo dos seres vivos € um procedimento notoriamente historico.
Desde a Grécia antiga os filosofos buscaram agrupar os seres vivos segundo
suas semelhancas que apresentavam entre si, sendo reconhecidos 0s grupos
animal e vegetal. (Rodrigues, 2010).

Ja em meados do século XX, o bidlogo americano Herbert F. Copeland
(1902- 1968), professor de Biologia do Colégio da Cidade de Sacramento
(Sacramento City College), na Califérnia, sugeriu a classificacdo dos seres vivos
em quatro reinos: Animalia, Plantae, Protista (bolor, cogumelos, licoperdos, entre
outros, foram incluidos dentro o nome Inophyta) e Monera (bactérias). A classica
divisdo dos organismos em cinco Reinos — Animalia, Plantae, Fungi, Monera e
Protista — foi proposta por Robert H. Whittaker (1924- 1980) da Universidade de
Cornell, e 0 mesmo estabeleceu o mais util de todos os agrupamentos, quando
retirou os fungos dos protistas e os reconheceu como 0 quinto reino diferente
(Rodrigues, 2010).No entanto, na década de 1980, as bidlogas Lynn Margulis e
Karlene Schwartz delimitaram e melhoraram os limites do reino Protista,
propondo a inclusdo de todas as algas, independentemente do seu tamanho, no
reino Prototista — termo cunhado por John Hogg, em 1860 que compreendia seres
unicelulares ndo considerados plantas nem animais (Margulis & Schwartz, 2001).

A ciéncia que estuda os fungos se denomina Micologia (Mykes=Fungo e
Logos=Estudos). Os fungos sdo um grupo de seres vivos diferentes das plantas
e dos animais, e se classificam no reino como singular e extraordinario chamado
Fungi. Estes possuem uma grande capacidade de adaptacdo e podem
desenvolver-se na parte superior ou em cima de qualquer meio ou superficie,
intensamente nas florestas ou em cidades.

Muitas vezes podemos encontrar os fungos parasitando plantas ou
causando problemas de saude associados a alergias e micoses em animais. Os
fungos tém uma caracteristica marcante em promover a decomposi¢do de
combustivel e de grande variedade de materiais. A reproduc¢ao dos fungos ocorre
por meio de esporas, as quais sado disseminados principalmente por ar e por agua,
apresentando uma grande variedade de formas, comportamentos e ciclos da vida.
(Webster, 1989). Todos os dias as pessoas sao favorecidas por produtos
originados direta ou indiretamente de fungos, por exemplo, a fermentagédo dos

fungos levando a sintese de alcool etilico e didéxido de carbono, importantes na
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producéo de bebidas e alimentos como vinho, cerveja, e paes respectivamente.

(da Silva e Coelho, 2006).

FIGURAL.6- Imagem representativa de uma hifa septada

Fonte:http://www.micomania.rizoazul.com/microscopia%?20las%20hifas.html

O reino fungi caracteriza-se por nao ter clorofila em suas células, portanto
sdo incapazes de desenvolver a fotossintese. Classificados como eucariontes,
podendo ser unicelulares (leveduras, quitridias), ou multicelulares. Geralmente
contém dois n U c | e 0 s em suas células visualizados através de técnicas
microscopicas. O micélio é constituido por filamentos cujo agrupamento
denominam-se hifas, - Hypha, Gr =teia — (Figura 1.6).

Importante destacar que os micélios dos fungos nao representam os tecidos,
ja as mitocéndrias caracterizam-se por conter cristas planas. Outra caracteristica
dos fungos € a presenca da estrutura de Golgi e os peroxissomos. A parede celular
dos fungos é constituida por quitina e B-glucanos, a membrana celular é formada
por ergosterol, caracteristico de fungos, estando presente em diversas microalgas.
A reproducado deste reino € sexuada e/ou assexuada de diversas formas, assim
como o fenbmeno de parassexualidade (recombinacdo genética na mitose). As
algas abastecem os fungos de compostos carbdnicos de grande energia, e 0s
fungos véao fornecer as algas de diferentes minerais provenientes do ambiente,
além de protecdo as variagcdes inOspitas do ambiente. Os fungos endofiticos
caracterizam-se por serem microrganismos que vivem nos tecidos inter ou
intracelularmente, de sua planta hospedeira, em parte ou em todo o seu ciclo de

vida sem causar qualquer sintoma visivel de sua presenca.
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Referente & funcdo dos fungos enddfitos na interagdo com seu hospedeiro,

Arnold (2007), Sieber (2007) e Slippers e Wingfield (2007) atribuiram que um dos
tipos de interagao pode ser do modo mutualista diminuindo o efeito de depredacéo
das plantas, aumentando com isto a resisténcia a condigbes de estresse (Rubini
et al. (2005)), concedendo protecéo frente a microrganismos fitopatdgenos. Em
orquideas a funcao dos fungos é como promotores de crescimento melhorando a
aclimatacao (Yuan et al. 2009, Chen et al. 2010).

Os fungos podem formar associagfes de beneficio matuo com raizes das
plantas (micorrizos); aumentando a capacidade das plantas de tolerar diferentes
condicdes de estressse como o deficit hidrico (Laura et al, 2014). A maioria dos
fungos habitam na terra, e apresenta uma forma de vida saprdfita, parasita ou
simbidtica. Sua importancia é muito notavel desde o ponto de vista ecolégico, ja
gue atuam decompondo a madeira (saprofitos), atacando as plantas,
considerando-se parasitos ou propiciando associacdes com diferentes vegetais e
animais como o0s cupins denominando-se simbioticos, que proporcionam
determinadas sustancias que os animais sao incapazes de produzir. Os fungos
endofiticos caracterizam-se pela producdo de metabdlitos secundarios em
resposta as condicdbes ambientais bioticas ou abidticas produzidas pelo
hospedeiro (Aly et al. 2011), contendo propriedades antimicrobianas,
antiparasitarias e anticancerigenas (Pilar et al. 2015).

Os fungos utilizam diferentes substratos como fontes de carbono,
entretanto alguns grupos se especializaram em degradar substratos, tornando-
se mais competitivos perante outros microrganismos. Esta € umas das razfes
principais pelo que os fungos sdo encontrados em praticamente todos 0s
ambientes no planeta. Apesar de estarem presentes na natureza em maior
namero que o0s animais, passa despercebidas a importante acdo desses
organismos na manutencao e ciclagem de nutrientes na natureza (da Silva et al
2006).

Os fungos séo importantes para manutencao da vida no planeta ja que, por
exemplo, a lignina, celulosa (Cabezas et al. 2012) e hemicelulosa sdo moléculas
persistentes na natureza e de grande interesse industrial e estdo presentes no
tecido dos vegetais, mas sem a intervencao dos fungos ndo seria possivel a
renovacgao e aperfeicoamento desse material. Portanto, as atividades dos fungos
na natureza séo tao necessarias e importantes para a continuidade da existéncia
do planeta, quanto sao aquelas desempenhadas pelos organismos produtores.

Os fungos endofiticos caracterizam-se por serem microrganismos que vivem

nos tecidos inter ou intracelularmente, de sua planta hospedeira, em parte ou em
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todo o seu ciclo de vida sem causar qualquer sintoma visivel de sua presenca.

(Petrini et al, 1992; Gubiani et al, 2014). A diversidade entre estes
microrganismos, incluindo os fitopatdgenos (os quais provocam danos ao
hospedeiro), depende de varios fatores entre eles: estado, viabilidade do fungo e
da planta a época do ano e seu desenvolvimento e de condicbes ambientais.
Fungos micorrizicos e bactérias fixadoras de nitrogénio estreitamente
relacionadas com plantas também sao considerados microrganismos endofiticos
(Azevedo, 1998).

O grupo de endofiticos de uma planta especifica pode variar com o estado
de vitalidade da planta indicando uma grande acéo protetora de alguns destes
microrganismos (REITER et al., 2002; YANG et al., 2001). Esta caracteristica
protetora dos endéfitos pode ocorrer por conflito de espaco e nutrientes suficientes
e disponivel na planta, pela producéo de compostos antimicrobianos (PLEBAN et
al., 1995), ou indugao de resisténcia sistémica (M'PIGA et al., 1997). Um estudo
realizado na China confirmou que a sazonalidade interfere, na populacdo dos
endofitos. Amostras coletadas na primavera de Heterosmilax japonica Kunth
apresentaram uma maior abundancia, da qual se encontra uma quantidade maior
de espécies, em comparacao aos obtidos no verdao (GAO et al., 2005).

No inicio dos anos 90 os fungos endofiticos atraiu atencéo biotecnolégica
crescente ainda nesta época. Vem se observado que os metabdlitos integralmente
isolados de plantas foram recentemente isolados de fungos endofiticos. Exemplo
disto foi o composto taxol, isolado do meio de cultura de crescimento do fungo
endofitico Taxomyces andreanae (Strobel et al.,1996).

Outro exemplo é a podofilotoxina, composto inicialmente extraida das
raizes de Podophyllum e utilizada no tratamento de verrugas genitais (causada
por alguns tipos de papilomavirus humanos-HPV), e a mesma € produzida por um
fungo endofitico, Alternaria sp., isolado da espécie vegetal Sabina vulgaris (Chithra
et al., 2014). Esses exemplos ilustram que os fungos endofiticos podem
eventualmente ser os verdadeiros produtores de metabdlitos isolados de plantas,
evidenciando mudltiplas consequéncias desde o ponto de vista cientifico e
tecnoldgico. Estudos com metabdlitos secundéarios de microrganismos endofiticos,
especialmente de fungos, se tornam importantes por se mostrarem uma fonte
simples e completa que supram a necessidade humana nas mais diversas areas.
Um desses fungos endofiticos de muita importancia e estd chamando a atengéo
dos pesquisadores, € a Familia Xylariaceae o qual é objeto principal do estudo
descrito nessa dissertacdo, seus metabdlitos secundarios produzidos e a atividade

biol6égica dos mesmos.


https://www.sinonimos.com.br/epoca/
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1.3 Familia Xylariaceae

FIGURA 1.7- Imagem ilustrativa da Familia: Xylareaceae

Fonte: http://naturewatch.org.nz/observations/1011324

A familia Xylariaceae (Figura 1.7) pertence a ordem Xylariales
(Sphaeriales), compreende 81 géneros, 738 espécies
(http://www.catalogueoflife.org) e indica uma ampla variedade nos tropicos e
subtropicos (Whalley & Edwards, 1995). A maioria dos seus géneros €é detectada
em madeira, mas ha um namero significativo em lixo, estrume e correlacionados
com insetos, sendo estes ultimos limitados a algumas espécies do género Xylaria
[Whalley, 1996].

O conhecimento sobre Xylariaceae no Brasil iniciou-se com o registro de
Thamnomyces chamissonis Ehrenb. e Sphaeriae sp. sob o estudo investigativo
pelo biélogo germanico Christian Gottfried Ehrenberg, em 1815, nailha de Santa
Catarina. A micobiota brasileira durante o século XIX foi observada e analisada
por naturalistas e bidlogos estrangeiros, principalmente europeus, que deram
suas primeiras contribuices a micologia brasileira. Dentre eles destacam-se:
Berkeley (1851, 1856, 1880), Berkeley e Cooke (1877),

Dennis (1956, 1957, 1959), Hennings (1895, 1897, 1900, 1902, 1904a, 1904b,
1904c), Méller (1901), Rehm (1901a, 1901b, 1904), Theissen (1908a,

1908b, 1909a, 1909b, 1909c, 1909d, 1910). (Cruz, 2015).

Os ascomicetos foram classificados por apresentar estroma, geralmente,
por ser desenvolvido e preto, e internamente branco, ascos cilindricos, de parede
mais ou menos engrossada, mas sem camadas separaveis, a maioria das vezes

com uma estrutura apical elevada, ascésporos usualmente marrom


http://naturewatch.org.nz/observations/1011324
http://www.catalogueoflife.org/
http://www.catalogueoflife.org/
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escuro e asseptados [Putzke, 1998).As espécies da familia Xylariaceae mostram

uma apreciavel variabilidade morfologica, as quais sdo responsaveis, em parte,
pela contrariedade em classificar, taxonomicamente, 0s géneros Xxylariaceos
[Whalley & Edwards, 1995]. Estudos contemporaneos justificam que a
diversidade em relacdo ao fato de metabdlitos secundarios caracteristicos parece
estar relacionada a sua morfologia classica, assim como, a filogenia molecular

destes organismos [Quang et al., 2005c].

1.4 Metabdlitos secundéarios produzidos por fungos da Familia
Xylariaceae

Os metabdlitos secundarios séo as substancias de natureza quimica variavel,
produzidas por espécies biologicas normalmente na fase tardia de seu
crescimento. Contrariamente dos metabdlitos primarios, os metabdlitos
secundarios mostram incompatibilidade para que sejam incorporados a fisiologia
geral do microrganismo que os produz, portanto, ndo sdo produtos essenciais
para o crescimento vegetativo do microrganismo produtor (Santana et al., 1994).
Estes ultimos representam uma valiosa fonte de metabdlitos secundarios
biologicamente ativos, e eles sdo amplamente utilizados como antibioticos,
imunossupressores, antiparasitarios e anticancerigenos (Gunatilaka, 2006), além
de serem utilizados na protecdo de colheitas e safras. Pesquisas realizadas
recentemente com 0s microrganismos no desenvolvimento de modernos e
recentes farmacos sdo as estatinas, as quais sao aplicadas no controle das
elevadas taxas de colesterol plasmatico prevenindo, portanto, o risco de doencas
cardiovasculares (Viegas &Bolzani, 2006).

Entre os produtores de metabdlitos secundarios, os fungos filamentosos
sdo capazes de biossintetizar em maior quantidade estas substancias, alcancando
muitas vezes uma producdo 73% superior de outras classes de microrganismos.
InvestigacBes sugerem que menos de 5% das espécies de fungos tém sido
estudadas, apontando que milhdes de espécies continuam desconhecidas
[Hawksworth, 1991 citado por Guanatilaka, 2006].

1.5 Exemplos de metabdlitos produzidos por Xylariaceae:
1.5.1 Azafilonas

Sao caracteristicas de policetideos produzidos por ascomicetos e tem sido
encontrado em alguns géneros da familia Xylariaceae, tais como:

Annulohypoxylon, Daldinia, Hypoxylon e Creosphaeria. O nome trivial
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“azafilonas” se relaciona a similitude destes compostos pela aménia: 0s

pigmentos reagem com aminas (proteinas, aminoacidos e &cidos nucleicos)
substituindo o oxigénio pirano por nitrogénio [Osmanova et al., 2010; Quang et
al., 2005b). As azafilonas descobertas nas espécies da familia Xylariaceae, sdo
estruturalmente caracterizadas pela presenca de um sistema heterociclico
oxigenado com uma metila na posicao 7, podendo apresentar grupos carbonilicos
nas posicoes 6 e/ou 8 e liga¢gdes duplas variando entre as posicdes 1, 3 e 42, ou
3 e4? ou 3e 42 (Figural.8).

FIGURA 1.8- Esqueleto basico das azafilonas encontradas na Familia
Xylariaceae

As azafilonas sao divididas em cinco grupos em conformidade com o grupamento

funcional unido ao esqueleto principal (Quang et al (2006b).

Grupo A: constituido por derivados espiro-triciclico. Na familia Xylariaceae este
grupo apresenta em seu esqueleto basico um terceiro anel na posicao 3, duas
carbonilas (posi¢cdes 6 e 8), um grupo acetato ou acetoxi na posi¢cao 7 e duas
ligacOes duplas nas posicOes 1 e 4. Este grupocontém as daldininas C, E e F

encontradas nos géneros Daldinia e Hypoxylon. (Tabelal.l).



TABELA 1.1 - Azafilonas do grupo A produzidas por ascomicetos da Familia

Xylariaceae.
Estruturas Espécies Referéncias
D. concentrica Hashimoto et af, 1994
H. Fuscum Quang et al, 2004

ﬁ%‘ﬁiﬁ?

/*T)IT‘

H. rubiginosum

Quang et al, 2006
Stadler et af, 2001
Osmanova et al, 2010
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Daldinia C

H. fuscum Quang et al, 2004

o Q Quang et al, 2005

O, . Quang et al, 2006

ﬁ‘% H Osmanova et al, 2010
o
/““\*ﬁﬁ)kn

Daldinia E

H. fuscum Ouang et al, 2004

Daldinia E

Quang et af, 2005
Quang et al, 2006
Osmanova et al, 2010
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Grupo B: Constituido pelas azafilonas que tém anel lactdnico na sua estrutura.
Neste grupo de azafilonas o esqueleto basico com o anel lacténico € nas posi¢des
7 e 8, uma carbonila na posicao 6, além de ligacdes duplas nas posicdes 1, 3 e
4a. Este grupo das azafilonas foi encontrado nos géneros Annulohypoxylon,

Creosphaeria e Hypoxylon da Familia Xylareaceae (Figura 1.9).

FIGURA 1.9-Esqueleto basico das azafilonas do grupo B da Familia

Xylariaceae

Grupo C: Neste grupo vamos ter o acido orselinico ligado ao anel biciclico central
através de uma ligacao éster. Em Xylarias, as azafilonas do grupo C vao ter uma
carbonila na posicéao 8, junto de uma ligacdo éster a qual pode acontecer nos
carbonos 6 ou 7, além de ligacdes duplas nas posicdes 1, 3 e 4a(5) ou 3 e 4a(8a).

Estas azafilonas foram encontradas apenas no género Hypoxylon. (Figura 1.10).

FIGURA 1.10: Esqueletos basicos das azafilonas do grupo C da Familia
Xylariaceae
Grupo D: Caracteriza-se por uma molécula de acido graxo ligado ao anel biciclico
por uma ligacdo éster. Em Xylarias, este grupo apresenta carbonilas nas posicoes
6 e 8, com a ligacdo éster no carbono 7, assim como, ligacdes duplas nas

posicdes 1, 3 e 4a(5) As azafilonas encontradas foram: cohaerina A-
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B e rubuginosina C, caracteristico do género Hypoxylon e as daldininas A1-3 e

B1-2 na espécie Daldinia concéntrica. (Tabela 1.2).

TABELA 1.2 - Azafilonas do grupo D produzidas por ascomicetos da Familia

Xylariaceae.
Estruturas Espécies Referéncias
0
Daldinia concentrica Osmanova et al, 2010
8]
R —%
R={CHZ) 14CH3
Daldinina Al
0
Osmanova et al, 2010
0 Doldinia concentrico
R —«0
R={CH2] 13CH3
Daldinia E
0 Osmanova et af, 2010
- 0 = Daldinia concentrica
H":"&ECHEI?"H“D =
Daldinina A3,B3
a 4] = Daldini .
Inia concentrica Osmanova et af, 2010

HACICH4)
“‘“f*“ﬂicth'ﬂ‘D =

Daldinina A3,B4
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Grupo E: Constituido por duas unidades de azafilonas. Nos membros da familia

Xylariaceae foram encontradas as azafilonas rutiinas A e B, no género
Hypoxylon.

Esta classe de metabdlitos secundarios foi encontrada apenas em quatro géneros
da familia Xylariaceae, sendo eles, Annulohypoxylon, Creosphaeria, Daldinia e
Hypoxylon. Nas espécies do género Daldinia (D. childiae, D. concentrica e D. cf
loculata) foram encontradas azafilonas dos grupos A e D. Ja nas espécies
Annulohypoxylon cohaerens, A. deflectus e Creosphaeria sassafras foram
encontradas apenas azafilonas do grupo B. Por outro lado, o género Hypoxylon,
por sua vez, foi o que apresentou maior diversidade em relacéo a esta classe de
compostos com azafilonas classificadas em todos 0s cinco grupos variando entre
mais de 20 espécies (H. aucklandiae, H. carneum, H. cohaerens, H. crocopeplum,
H. dingleyae, H. fendleri, H. fragiforme, H. fuscopurpureum, H. fuscum, H.
haematostroma, H. howeianum, H. julianii, H. laschii, H. multiforme, entre outras.
(Tabela 1.3).

TABELA 1.3 - Azafilonas do grupo E produzidas por ascomicetos da Familia
Xylariaceae.

Estruturas Espécies Referéncias
Hypoxyion Quang ef al, 2005a:
rutilum Quang ef al,, 2006b;

Quang ef al, 2006d:
Osmanova eral..
2010

Ry R;

OH

0
B Y
o—
Rutilina A -OH
(o]
HO
o—
Rutilina B OH
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1.5.2 Derivados da Benzofenona

Estes metabdlitos secundéarios foram encontrados somente no género
Daldinia, o qual compreende 39 espécies de ascomicetos associados a
angiospermas [Stadler et al., 2001). Os primeiros derivados de benzofenonas
identificados na familia Xylariaceae pertenecem a espécie Daldinia concentrica
coletado em Tokushima em 1993 (Hashimoto et al., 1994b). (Figura 1.11).

T

FIGURA 1.11- Esqueleto basico das benzofenonas

1.5.3 Citocalasinas

As citocalasinas possuem um grupo de metabalitos toxicos que apresentam
uma grande diversidade das atividades bioldgicas [Edwards & Whalley, 1989).
Foram inicialmente isolados e caracterizados por Aldrich e Turner na Industria
Quimica Imperial e, seguido de maneira independente, por Tamm em Zurech e,
desde aquele momento, tem sido caracterizados e identificados como
metabalitos de fungos (Edwards & Whalley, 19892).

As citocalasinas sao identificadas quimicamente por apresentar o sistema
isoindolinona altamente substituido, combinado em um anel macrociclico com 11

ou 14 membros (Wagenaar et al., 2000), (Figura 1.12).

As citocalasinas de maneira geral contém um grupo fenila na posicéo 10, e
algumas moléculas com similitude tem grupos inddlicos ou isopropilicos nesta
posicao (Dombrowski, et al. 1992). Sua variedade e abundancia € por causa das
substituices no C-3, sobre o anel peridroisoindoil-1-ona, e ao tamanho do anel
macrociclico [Feng et al., 2002]. As citocalasinas sdo distribuidas entre muitos
grupos de ascomicetos, incluindo a ordem Xylariales, mas ndo sao encontrados

em bactérias ou plantas .
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A primeira citocalasina da espécie Rosellia necatrix, foi isolada em 1972

desde aguele momento, outras citocalasinas foram isoladas em membros da
mesma familia, [Albridge et al., 1972] como nos géneros, Ascotricha, Daldinia,
Engleromyces, Halorosellinia, Hypoxylon, Rosellinia e Xylaria.

FIGURA 1.12- Esqueleto basico das (11) -citocalasinas da familia

Xylariaceae
1.5.4 Cromonas

As cromonas sdo metabdlitos importantes e notaveis biologicamente ja que
apresentam atividade inseticida e tém a capacidade de compreender um
pequeno grupo de compostos fendlicos de ocorréncia natural especialmente em
plantas. [Harborner & Barter, 1993]. Esta classe de metabdlitos possui um anel

aromatico fundido em um anel pirano heterociclico de 6 membros.

FIGURA 1.13- Esqueleto basico de Cromonas da Familia
Xylariaceae

1.5.5 Isocumarinas

As isocumarinas possuem uma classe de compostos que na maioria das
vezes sdo biologicamente ativas de ocorréncia limitada em bactérias, fungos e
liquens [Oliera, 2011]. A primeira isocumarina isolada foi a meleina da espécie
Aspergillus melleus e, na atualidade esta extensamente difundida na natureza
[Thomson, 1993]. Na familia Xylariaceae, esta substancia foi relatada nos
géneros Biscogniauxia, Hypoxylon, Nodulisporium e Xylaria; porém alguns
derivados também se encontram distribuidos nesta familia, incluindo os géneros:

Halorosellinia, Nummularia e Daldinia. Nesta familia, as isocumarinas encontram
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distribuidas no género Hypoxylon, onde foi encontrada em 23 espécies, seguido

do género Xylaria (X. hypoxylon, X. longiana, X. polymorpha, X. mellisii e de

outras espécies ndo identificadas).

FIGURA 1.14- Esqueleto basico de Isocumarina da familia
Xylariaceae

1.5.6 Lactonas

Dentro da familia Xylariaceae encontra-se uma ampla variedade de
lactonas: lactonas macrociclicas, sendo estas ultimas, comparativamente, raras
em estudos quimicos e podendo ser evidenciadas no micélio subterraneo de
fungos superiores que crescem em meio natural (Thomson, 1993). Ja no género
Xylaria, as lactonas estdo amplamente distribuidas, encontradas nas espécies:
X. globosa, X. hypoxylon, X. longiana, X. multiplex, X. obovata, X. polymorpha e
Xylaria sp.

SR

FIGURA 1.15- Exemplos de Lactonas da familia

Xylariaceae

1.5.7 Derivados do naftaleno

Os géneros da familia Xylariaceae que apresentaram compostos derivados
do naftaleno sdo Annulohypoxylon, Daldinia, Hypoxylon, Nemania, Nodulisporium
e Xylaria. Dentre as espécies do género Xylaria, somente na espécie Xylaria

mellisii foi encontrado derivado naftaleno (1-O-glucopiranosideo). O
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OH

FIGURA 1.16- Exemplo do Naftaleno da familia
Xylariaceae

1.5.8 Quinonas

As quinonas estao formadas por dois grupos carbonilicos que formam um
sistema conjugado com pelo menos duas ligacdes duplas C-C [Simdes et al.,
2007]. Nas espécies da familia Xylariaceae esses compostos foram encontrados
nos géneros Daldinia, Halorosellinia, Hypoxylon, Nodulisporium e Xylaria. As
guinonas com esqueleto do tipo benzoquinona apresentaram seus grupos
carbonilicos nas posicoes 1 e 4 e foram relatadas nas espécies D. concentrica,

N. hinnuleum e Xylaria sp., destacando a quinona clorada relatada nesta ultima.

FIGURA 1.17- Esqueleto basico das Quinonas da familia

Xylariaceae

1.5.9 Terpenos

Os terpenos sao identificados por ser a mais ampla e diversa classe de
produtos naturais [Thomson, 1993]. Estes metabdlitos sdo comuns em muitas
plantas e fungos, porém sédo raramente encontrados em bactérias [Seigler, 1998].
Eles sdo derivados de cinco carbonos e sdo conhecidos como isoprendides
[Harborner & Barter, 1993]. Na familia Xylariaceae encontramos sesterterpenos
nos géneros Ascotricha, Daldinia, Halorosellinia, Hypoxylon, Nodulisporium,

Poronia, Virgaria e Xylaria.
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0

FIGURA 1.18- Exemplo de terpeno da Familia Xylareaceae

No género Xylaria, na espécie Xylaria persicaria, bem como em outras

espécies deste género, 0s sesquiterpenos apresentaram seu esqueleto basico

biciclico do tipo eremofilano com um grupo carboxilato na posi¢éao 1, duas metilas nas

posicdes 14 e 15 e um grupo carbonilico na posicao 8. Dentre eles, o acido intégrico,

isolado de uma espécie nédo identificada do género Xylaria, o qual tem atividade

inibitéria contra a enzima integrase, responsavel pela replicacéo viral do virus HVI-1,

agente causador da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) [Singh et al.,

1999].

1.5.10 Classe das Griseofulvinas

A Griseofulvina foi originalmente isolado de Penicillium griseofulvum por
Oxford e colaboradores em 1939 (Figura 4.11). O produto natural griseofulvina,
(2S, 6'R) -7-cloro-4,6-dimetoxibenzofuran-3-ona-2-espiro-1 '- (2'- metoxi-6'-
metilciclo-hex-2'-en-4'-ona), foi identificado no inicio da década de 1950 e foi 0
primeiro produto natural antifingico isolado a partir de fungos filamentosos
(Petersen, et al., 2014). Griseofulvinas sdo produzidas por P. griseofulvim
Penicillum incluindo P. janczewski, P. nigrum and P. patulum (DEWICK, et al.,
2009). A Griseofulvina constitui um antifangico topico, com um amplo espectro
frente ao fungus causadores de micoses superficiais em animais e seres humanos.
Seu mecanismo de acao € exercido destruindo totalmente o aparato mitético da
célula fungica, portanto inhibe a producédo das proteinas influentes na diviséo
celular (PANDA, et al., 2015).

Além da acdo antifungica, recentes estudos mostram que as
griseofulvinas e diferentes analogos das mesmas foram identificados como
inibidores do agrupamento centrosomatico em um ensaio recentemente
desenvolvido. O agrupamento centrossémico € um evento celular importante que
permite a mitosis bipolar para linhas celulares de cancer que abrigam
centrosomas supernumerarios, por tanto possuim bioatividade anti- cancerigeno.
(Ronnest et al, 2009).
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FIGURA: 1.19- Representacéo do isolado de griseofulvina de1939-1990.

Fonte:https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/3622622/mod_resource/content/

1/Antif%C3%BAngicos.pdf
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1.6 A Importéancia da atividade bioldgica dos constituintes quimicos

Estudos comprovam que os fungos endofiticos isolados de plantas
produzem e acumulam compostos fisioldgicamente ativos reconhecidos como
metabdlitos secundarios como sdo os alcaléides, compostos fendlicos,
glicosideos, terpendides, saponinas, estas Ultimas se caracterizam por ter
atividade antibacteriana, como sedante, anticancerigena, entre outras (Lovkova
et al., 2001). A avaliacdo biolégica desses metabdlitos secundarios identificados
e caracterizados a partir dos fungos, isolados de plantas, é de grande importancia
ja que as drogas naturais possuem uma variedade molecular superior daquelas
derivadas de produtos sintéticos, proporcionando por tanto a diminuicdo eminente
de microrganismos resistentes.

A utilizacdo de metabdlitos de endofiticos € de um alto valor ja que
permitem a producdo de compostos essenciais na industria, que favorecem a
diminuicAo de pessoas afetadas por diferentes doencas. Exemplo destes
compostos com uma imensa e notavel importancia é o diterpendide taxol isolado
do fungo Taxomyces andreanea,( o qual € extraido de espécies vegetais do
género Taxus) e o mesmo constitui um complexo antitumoral com atividade
citotoxica, utilizado principalmente para o tratamento do cancer de mama, pulmao

e ovario. (Specian et al, 2014).

Na medicina, os fungos recebem muita atencéo a partir do desenvolvimento de
alguns antibidticos, destacando-se a penicilina sintetizada a partir dos metabolitos
do fungo Penicillium chrysogenum, como também é o caso do acido micofendlico,
ativo contra bactérias Gram-positivas e sdo produzidos por varias espécies do
género Penicillium. Os esteroides e hormdnios para crescimento vegetal séo
oriundos também de metabdlitos desses organismos. Um dos exemplos mais
importantes na medicina é a administracdo de ciclosporina em pessoas submetidas
a transplantes e esta substancia foi isolada a partir de fungos de solo
(Tolypocladium inflatum e Cylindrocarpon lucidum) na década de 70. As enzimas
fungicas também vém sendo investigadas na industria alimenticia e em outros
processos biotecnolégicos envolvidos na producdo de sucos de frutas e também
na industria papeleira. E importante destacar que a partir de certas espécies de
fungos é possivel sintetizar substancias inseticidas que previnem diferentes tipos

de pragas.
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Nas ultimas décadas os fungos vém sendo estudado quanto sua aplicagdo para

recuperacdo de ambientes degradados por poluentes quimicos.

Na agricultura, os compostos antifungicidas séo extremamente conhecidos
por evitar maiores prejuizos econdémicos, causados pela presenca de fungos,
mostrando-se como exemplo a triagem de extratos antifungicos para evitar o
crestamento gomoso causado pelo fungo Didymella bryoniae, como é também
no Japao a triagem de isolados fungicos para o combate de infec¢cbes da fruta
pera pelo fitopatégeno Alternaria. Dentro do género Aspergillus indicam- se sete
dictopiprazinas (24 a 30), substancias que apesentam atividade inibitéria do
crescimento de S. aureus e M. luteus.

A relacdo aspectos quimicos e propriedades biol6gicas dos metabdlitos
fungicos tém conduzido numerosos resultados, fomentado, portanto a pesquisa,
tanto nacional como internacionalmente, e permite com ele fortalecer e ampliar

0S conhecimentos ja obtidos.
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2.1 Objetivo geral

e Isolar e identificar fungos endofiticos das raizes de H. superba erealizar
o estudo quimico das substancias isoladas e identificadas.

2.1 Objetivos especificos

Para alcancar os objetivos gerais mencionados, os objetivos especificos
serao:

+ Coletar as raizes de H. superba com o Prof. Dr. José Rubens Pirani

e Maria Fatima das Gracas da Silva.
« Isolar e identificar fungos endofiticos das raizes de H. superba.

« Avaliar o efeito de diferentes meios de cultivo na producéao de

metabdlitos pelo fungo.

« Definido o meio de cultura ideal, desenvolver o fungo em larga

escala para o isolamento e identificacdo dos constituintes quimicos.

« Avaliar a atividade biolégica dos constituintes quimicos identificados.
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A parte experimental foi desenvolvida no Laboratorio de Produtos Naturais

dentro de Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos.

3.1 Solventes

-Solventes Grau HPLC: (Merck, Tedia, HoneyWell, J. T. Baker, Panreac).
-Solventes Deuterados para RMN:METHANOL D4 (Merck e Aldrich)
-Agua ultrapura - Ultra purificador de Agua Master System MS2000 (Gehaka)

3.2 Materiais utilizados para identificagdo, cultivo e conservacgéao do

micro-organismo

- INLAB Tipo, porosidade 3,0 um

- Alcool 70%

- Agua destilada

- Alca de platina

- Alca de Drigalski

- Laminas de bisturi
- Pinca;

- Funil analitico;

- Placas de Petri;

— Erlemney

3.3 Meios de Cultivo
-Czapeck (Himedia®)
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-Batata Dextrose (Himedia®)
-Extrato de malte (Himedia®)
-Agar (Himedia®

3.4 Equipamentos

3.4.1 Evaporadores rotativos
-BUCHI, rota evaporador R-114 equipado com banho BUCHI B-480 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5°C.

-BUCHI, rota evaporador R-200 equipado com banho BUCHI B-490 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5°C.

3.4.2 Cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC)
-Agilent Technologies modelo 1200, equipado com bomba quaternaria G1311A,
degaseificador G1322A, Amostrador automatico G1329A, e detector de
ultravioleta de comprimento de onda variavel (VWD) G1314B, forno de coluna
G1316A. Software: EZCromEllite.

-Cromatografico liquido de alta eficiéncia 1260 — Agilent Tecnologie, no modo
reverso de eluicdo, cujo principio da retencdo baseia-se na hidrofobia e na
interacdo entre a parte ndo polar do soluto e a fase estacionaria (CASS, et al.,
2009). Para a analise utilizou-se uma com coluna C18- zorbax eclipse e XDB-

analytical 4.6 X 150 mm 5 microm

3.4.3 Espectrémetro de Massas
-API (Applied Biosystems) 2000 com analisador —triplo quadrupololl, fonte de

ionizacao por elétron-spray (ESI).

- Espectrometro de massas Autoflex Speed - MALDI-TOF, Bruker.

3.4.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

-Brucker DRX - 9.4 T (400 MHz para RMN 1H), equipado com trocador

automatico de amostra, sonda de 5 mm BFO (smart probe com ATMA®).
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-Brucker Avance Il - 14,1 T (600 MHz para RMN !H), equipado com trocador
automatico de amostra, cryo-sonda TCI (*H/C/*®*N) de 5 mm com
(AutomaticTunning Matching) sonda BBI de 5 mm.

3.4.5 Balanca

Balanca Analitica - Sartorius modelo BP 210S

3.4.6 Camara de Fluxo Laminar
Veco VL FS-12M

3.4.7 Autoclaves Verticais
-Phoenix AV 30
-Phoenix AV 50
-Phoenix AV 75

3.4.8 EstufaIncubadora (B.O.D.)
Fanem — 347 CD

3.4.9 Banho de Ultra-som:
Branson 1510, Danburcy, CT

3.5 Procedimentos experimental

3.5.1 Coleta do Material Vegetal
As raizes de H. superba foram coletadas em Minas Gerais pela professora

Maria Fatima das Gracas da Silva.

3.5.2 Isolamento do (s) fungo (s) das raizes de H. superba
Para desinfeccdo superficial e retirada de possivel microrganismos
epifiticos das amostras coletadas, as raizes foram previamente lavadas com agua
destilada e detergente. Em seguida, ja em capela de fluxo laminar, estas foram
esterilizada por 30 minutos sob radiacao ultravioleta, e em seguida colocadas em
sequéncia de esterilizacdo superficial das raizes com a finalidade de eliminar

gualquer agente contaminante. As raizes seguidamente
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foram mergulhadas sequencialmente em etanol 70% por 30 segundos, hipoclorito de
sodio 5% por 2 minutos, etanol 70% por um minuto, agua destilada previamente
autoclavada por dois minutos, a fim de remover residuos dos agentes esterilizantes,
e novamente agua destilada estéril a fim de remover todos os possiveis vestigios dos
agentes esterilizantes.

ApOs esse procedimento as raizes foram colocadas sobre papel de filtro com
a finalidade de remover todo o excesso de liquidos existentes no processo de
esterilizagdo. Com a utilizagdo de um bisturi previamente autoclavado foi retirado
quatro pequenos pedacos das raizes de 1,5 cm aproximadamente e colocados em
placas de Petri contendo meio de Batata-Dextrose-Agar (BDA), colocadas para
incubar a 28°C + 2, durante 15 dias, e uma vez crescido o micélio do fungo foram
realizados repiques sucessivos até obter o microrganismo completamente puro.
Estes repiques se realizaram em meio BDA com presenca do antibiético cloranfenicol
para evitar o crescimento bacteriano.

Para preservacao do fungo endofitico obtido, discos de meios de cultura de
5mm de diametro do isolado foi mantido submerso em 10 ml de agua destilada estéril
em frascos lacrados & temperatura ambiente e em duplicata (Castelani, 1967). O
mesmo fungo também foi preservado em glicerol 30% a - 80% °C e incluidos na

colecéo de fungos da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCAR).

3.5.3 Identificacédo do Fungo

Sao diversos 0s métodos para a identificacdo de microrganismos, como sao as
técnicas de identificacao fenotipica, pudendo ser através na determinagéao do cor das
colénias, textura, presenca de septos, a producdo de esporas (Whitman et al., 2012).
Também se utiliza muito o uso de provas bioquimicas determinando a atividade
metabdlica duma cepa indicando qualitativamente a presenca ou auséncia de sistema
enzimaticos (Truu et al., 1999). Afortunadamente existe hoje emdia a disponibilidade de
técnicas moleculares para complementar os estudos taxonémicos de fungos, o qual é
uma ferramenta na identificacdo de fungos endofiticos, ainda na auséncia de esporas.
(Huang et al., 2009).

E de grande importancia dentro as técnicas de identificagdo o método conhecido
como MALDI-TOF (Matrix Associated Laser Desorption-lonization - Time of Flight),

técnica de Espectrometria de Massas. ( CROXATTO et al., 2012).
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Para a identificacdo do fungo foi realizado o analise no Laboradtério de

Microbiologia, do Departamento de Quimica, na UFSCAR, através da técnica de
MALDI-TOF.O processo foi desenvolvido utilizando um concentrado do cultivo puro
do fungo, o qual foi colocado em uma placa com matriz polimérica. Posteriormente a
amostra foi irradiada com um laser que tem como funcao vaporizar a amostra junto
com a ionizacdo de véarias moléculas, as quais sdo absorbidas num tubo de vacuo e
levadas a um detector: a chegada da molécula ao detector (time of flight) vai depender
do tipo de molécula. Foi obtido um grafico com varios sinais, o qual vai corresponder
a um tipo de fungo especifico, e esses é comparado com a base de dados

correspondentes para identificagdo do mesmo.

A Resultado

(Espectro de massas)

Deteccao

T
== it A

Separacao: TOF

Tubo de voo e
%0 (sem campo elétrico)

Laser 5
Aceleragao

(campo
elestrostatico)

A

lonizagao e
dessorgado a
laser assistida
por matriz
(MALDI)

Matriz e analito
cristalizados

FIGURA 3.1- Representacdo esquematica do funcionamento da técnica de MALDI-
TOF MS. (Adaptado de CROXATTO et al., 2012).
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3.5.4 Cultivo do fungo em diferentes Meios de Cultura

Um dos principais fatores no crescimento de todo tipo de microrganismos € o
carbono presente no lugar determinado com o propdsito de supervivéncia,
visualizando o comportamento nutricional dos fungos os quais cumprem distintas
funcdes no ecossistema e de igual forma dependendo do substrato onde eles se
encontram, portanto para o crescimento favoravel do fungo é necessario utilizar
diferentes meios de cultivo,fornecendo as condi¢des fisicas, quimicas e nutricionais
adequadas para que elas possam se multiplicar de maneira controlada. Em geral,
podemos distinguir culturas liquidas e sdlidas dependendo das caracteristicas do
meio e culturas descontinuas e continuas, dependendo da disponibilidade de

nutrientes no meio ambiente.

Os meios habituais utilizados para recuperar os fungos sdo o BDA, Sabouraud,
extrato de Malte (TABELA 3.1) e, menos frequentemente, o caldo de coracdo do
cérebro. Para evitar a contaminagcdo do meio com bactérias, o cloranfenicol &
utilizado, mas impede o crescimento de Actinomyces. Para reduzir a contaminacao
ambiental das placas de cultura de fungos, utiliza-se cicloheximida, mas reduz a
recuperacao de muitos fungos oportunistas, incluindo Aspergillus spp., Cryptococcus
neoformans e Mucorales. Portanto, se a cicloheximida for usada, uma placa sem ela

deve ser incluida em paralelo.

TABELA 3.1- Constituintes dos Meios de Cultivo:

Meio MALTA Meio Czapeck Meio BDA

Extrato de Malta 20/L Mitrato de Sodio 2g/L Agar-dgar 15 giL
Sulfato de Estreptomicina 0,02 % Cloruro de Potasio 0.5 g/l Dextrosa 20 gl
Agar 20 giL Sulfato de Magnésio 0,5 aiL Infuséo de Batata 4 g/l
pH: 5.4 Sulfato de Ferro Heptahidratado 0,01 g/l Agua Destilada 1L
Sacarosa 30 g/L

Agar-agar 15 g
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3.5.4.1 Meios so6lidos

O fungo foi cultivado em meio sélido de BDA, MALTA e Czapeck’s, este
altimo enrigquecido com extrato de levedura autoclavados previamente. Em cada
meio colocou-se discos do isolado de aproximadamente 5mm cada um, de
maneira asséptica, e em seguida as placas Petri foram deixadas sob temperaturas
de 28°C, durante 15 dias, (Figura 3.2). Para o branco, foi vertido apenas o meio

de cultura e Agar, sem adigéo do fungo.

FIGURA 3.2- Meios com 2 e 10 dias de crescimento respectivamente.

3.5.4.2 Meios Liquidos

Paralelamente ao crescimento do fungo em meio solido, foi realizado o
mesmo experimento para meio liquido utilizando os meios Batata-dextrose (BD) e
Malta. Para isso, quatro discos de 5 mm de diametro da col6énia foram transferidos
assepticamente para 3 erlenmeyers de 500 mL, contendo 250 mL de agua
destilada e os meios de cultura BD e Malta pesados separadamente (Figura 3.3).
Para o controle, foi vertido apenas o meio de cultura sem agar, sem adicdo do
fungo. Todos os meios de cultivo corretamente pesados e misturados a agua,
foram previamente autoclavados antes da transferéncia dos discos do fungo aos

erlenmeyers.



37

FIGURA 3.3- Meios liquidos com fungos inoculados aos 10 dias.

3.5.5 Extracao de Metabdlitos Fungicos.
3.5.5.1 Extracdo dos metabdlitos fungicos a partir dos meios de

cultura liquidos

Para todos os experimentos com meios liquidos foram realizados 0 mesmo
procedimento detalhado a seguir. Finalizado o periodo de incubacdo, ao meio
contendo o fungo endofitico em fase desenvolvida de crescimento foi adicionado
metanol para matar o fungo, e deixado por 30 minutos para que o0 processo fosse
concluido. Uma vez feito este procedimento o meio contendo o fungo ja morto, bem
como o frasco contendo o controle, foi realizada a separacdo do micélio da parte
liquida, através da filtracdo a vacuo, utilizando- se papel de filtro. Ao micélio (de
cada Erlnmeyer) foram adicionados 300 mL de EtOH absoluto, triturando-o a seguir.
Apods 24 horas, este foi filtrado e adicionado mais 200 mL de EtOH a massa micelial,
filtrando-o novamente apdés 24 horas. O filtrado etandlico foi concentrado em
rotaevaporador, levando ao extrato micelial para cada fungo. O meio liquido
fermentado (filtrado de cada endofito) foi particionado com AcOEt e posteriormente
n - butanol, na proporcéo de 1:1, por 3 vezes, o qual produziu o extrato da particao
liquido-liquido. Os solventes organicos foram evaporados em rotaevaporadores,
fornecendo os extratos de Acetato de Etila, n-Butandlico e Hidroalcdlico e seus

respectivos controles.
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3.5.5.2 Extracdo dos metabdlitos fungicos a partir do meio de cultura

solido

Finalizado o periodo de incubacéo, em capela de fluxo laminar, foi adicionado
300 mL de EtOH absoluto aos frascos contendo o meio de cultura. Foi triturado
completamente todo o contetudo dos Erlenmeyers e apds 24 horas de extragao,
filtrados a pressdo reduzida. O filtrado etandlico foi reservado e adicionado
novamente EtOH & massa micelial, um volume de 200mL. Depois de 24 horas, foi
reservado o conteudo, reunindo o filtrado aquele reservado anteriormente. Ao
micélio, foi adicionado 200 mL de AcOEt, realizando-se a extracdo também em 24
horas e em seguida a filtragcdo. Ambos os filtrados foram rotaevaporados, gerando
0 extrato etandlico e de acetato de etila.

3.5.6 HPLC: Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia

Visando a producdo de metabdlitos secundarios produzidos pelo fungo
pertencente & familia Xylariaceae em meios solido e liquido, selecionou- se
diferentes meios de cultura diferentes, BDA, BDL, Malta (sdlido e liquido). Para a
confirmacdo que os metabdlitos encontrados em cada meio eram produzidos pelo
fungo e nao pelo meio de cultivo, foi feito um comparativo entre os extratos obtidos
e seus respectivos controles. As analises foram feitas comparando-se sinais nos
espectros de RMN e o perfil cromatografico do tempo de retencédo de cada banda
de absorcao de UV obtidos via HPLC-UV, utilizando um cromatografico liquido de
alta eficiéncia 1260 — Agilent Tecnologie, no modo reverso de elui¢do, cujo
principio da retencéo baseia-se na hidrofobia e na interacao entre a parte nao polar
do soluto e a fase estacionéaria (CASS, et al., 2009). Para a analise utilizou-se uma
coluna C18- zorbax eclipse e XDB- analytical 4.6 X 150 mm 5 microm e fase mdvel
uma mistura de agua (A) e Aceto nitrila (B), acidificado com 0.1% de &cido férmico
e fluxo de 1ml/min. O volume de injecdo dos extratos foi de 30ul e concentracao
de 1mg/ml e detector UV foi com um comprimento de onda de 254 nm. Utilizou-se

o sistema de elucéo (Tabela 3.2).



TABELA 3.2- Sistema de elu¢do do HPLC
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3.5.7 Crescimento do Fungo em larga escala para o estudo quimico

O fungo isolado foi cultivado em meio liquido no meio Malta em escala ampliada,
0 qual demonstrou ser mais efetivo para o crescimento dos microrganismos e em
consequéncia para uma melhor producdo de constituintes quimicos,
favorecendo-se a obtencgao do extrato. O cultivo foi feito em Erlenmeyers de 1000
ml e 2000 ml, os quais foram previamente esterilizados em autoclave a 120°C,
sob presséo de 1 atm. por aproximadamente 20 minutos com o meio de cultura.
Em seguida foram adicionados aos frascos com o meio 5 discos de 5 mm de
didmetro das extremidades da colonia. A escolha da retirada do disco da
extremidade foi baseada na atividade que esta zona apresenta quando
comparada com as zonas mais ao centro (antigas), isso se deve ao fato do
crescimento das hifas ocorrerem apenas nas extremidades, podendo as zonas
mais antigas estar livres do conteudo citoplasmatico. Esse material permaneceu
estatico, sob temperatura controlada de 25°C. Apoés o periodo de crescimento (25

dias) foi realizada a extracéo do fungo. (Figura 3.4).

Foi obtido um total de 6 extratos, sendo eles: Extrato Acetato de Etila (AE): +
Branco AE, Extrato Butandlico (BU): + Branco BU, Extrato Hidroalcolico (HOH):+

Branco, (HOH). Para cada extrato se obteve uma concentracdo especifica.
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FIGURA 3.4- Diagrama da extracao do fungo inoculado.

3.5.8 Separacédo do Extrato Bruto

Para a separacdo das misturas do extrato foi utilizado o extrato de acetato de
etila do meio, o qual levou a uma maior massa. Primeiro foi feito a Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), cuja técnica analitica permite determinar e, muitas vezes
separar, compostos de diferentes polaridades. Este procedimento foi feito em silica
comum, a qual constitui a fase estacionaria, onde € aplicada a amostra e em seguida
utilizado uma mistura de solventes (Tabela 3.3), (chamada de fase modvel), até

conseguir uma boa particdo do extrato bruto.
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TABELA 3.3 - Mistura de solventes

1 100% - -
2 90% 10% =
3 85% 15% -
4 80% 20% -
5 70% 30% -
6 50% 50% =
7 40% 60% -
8 30% 70% =
9 20% 80% 10%
10 = 100% 20%
11 = 90%

12 = 80%

3.5.9 Analise da amostra obtida com 80% ACOEt e 20%Hexano.

Realizou-se outro perfil cromatografico, de gradiente exploratorio no
Cromatografo Liquido 1260 Agilent Technologies, no modo reverso de eluicéo,
para conseguir separar os compostos do fungo e utlizando o mesmo
comprimento de onda (254 nm). O sistema de elui¢cdo para o HPLC, foi: agua(A)
e acetonitrila (B) com 1% de &cido formico em cada um (Tabela 3.4), obtendo ao

final o cromatograma da Figura 4.11.



TABELA 3.4 - Sistema de elucdo para a analise em HPLC

Agua+1% Ac.Formico | ACN+ 1% Ac. Formico

0 0% 30%
10 10% 30%
20 100%
25 100%
30 10% 30%

35 10% 30%
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
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4. Resultados e Discussofes
4.1 IDENTIFICACAO DO FUNGO

Devido & dificuldade de esporular deste fungo como limitante comum da maior
parte dos fungos endofitico, e a auséncia de septos, foi possivel identificar sé
até Familia, concluindo que pertence a Familia Xylareaceae. Importante
destacar que a presenca das dois Unicas sinais no espectro é caracteristico da

Familia descrita anteriormente : Xylareaceae.
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FIGURA 4.1: Espectro de Massa pela da técnica de MALDI-TOF MS.
4.2 Analises do Meio de cultivo Batata Dextrose (BD).
4.2.1 Meio Liquido

O meio liquido BD € conhecido por sua composicdo bem definida e é
normalmente utilizado para o isolamento e o crescimento de uma vasta gama de
fungos em laboratorios. E feito basicamente de nutrientes proveniente da batata
(carboidratos) e acucar simples (dextrose), permitindo assim fornecer ao fungo
uma fonte de carbono. Observa-se na Figura 4.2, o crescimento do fungo, ainda
desconhecido o qual levou a um perfil quimico pouco significativo. Com
intensidades foram observadas relevantes 7 picos com diferentes absorbancias
e tempos de retencdo (TR) variados, sugerindo uma polaridade de média a alta
para os metabolitos produzidos pelo fungo e a ocorréncia de uma diversidade

metabdlica para este fungo, (Figura 4.2).
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FIGURA 4.2-Cromatograma do fungo. Linha verde: fungo. Linha cor rosa: controle

do meio. Condi¢des cromatograficas: 254 nm, 1ml/min.Amostra 1g/mi
em H2O:ACN (90:10).

O espectro de RMN !H (Figura 4.3) dos extratos de BD mostrou um

perfil quimico do mesmo, a pesar do que no cromatograma do HPLC mostrar
a presenca de diferentes bandas com diferentes tempos de retencéo.

T
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FIGURA 4.3- Espectro de RMN *H (400 MHz, MeOD-d4) do meio liquido de BDA .
4.2.2 Meio Solido

Os meios solidos foram preparados da mesma maneira que 0S meio
liquidos, porém com a adicdo de Agar (Ag). O Agar é constituido por um
carboidrato complexo extraido de algas marinhas que se solidifica em
temperaturas abaixo de 45°C, ou seja, ingrediente responsavel pelo aspecto
sélido do meio. Observa-se, que ndo houve um crescimento muito significativo
do fungo neste meio, ja que se observou um micélio muito pequeno, mostrando
como informacdo que ndo aconteceu um bom esporulamento do fungo.O
cromatograma em gradiente exploratério (Figura 4.4), da sobreposi¢ao do extrato
bruto em BDA e o controle apds o processo de micro extracdo, apresentou um
possivel perfil quimico melhor que aqueles crescidos em meio liquido. O RMN *H
400HMz para o extrato fungicos em meio soélido mostrou um perfil quimico bem

melhor que aquele obtido em (Figura 4.5).
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4.3 Analises do Meio de cultivo MALTE.
4.3.1 Meio Liquido

A parte liquida do meio MALTE é complexa, cuja composi¢cdo € rica em
carboidratos, peptonas e substancias nitrogenadas, fornecendo ao fungo fontes
de carbono e nitrogénio organico, além de outras vitaminas. Realizou-se também
um gradiente exploratério nas analises dos extratos fungicos em meio liquido de
Malta (Figura 4.6) e o analise pelo método do RMN (Figura 4.7).

| |
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0,0 25 5,0 7.5 10,0 12,5 20,0 225 25,0
Minutos

FIGURA 4.6-Meio Malta liquido do fungo. Linha verde: fungo. Linha cor rosa: controle do

meio. Condi¢des cromatograficas: 254 nm, 1ml/min.Amostra 1g/ml em H>O:ACN (90:10).
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FIGURA 4.7-Espectro de RMN *H (400 MHz, MeOD-d4) do extrato de acetato de etila obtido do
fungo em meio liquido Malta.

4.3.2 Meio Sdélido

O cromatograma em gradiente exploratorio mostrou na (Figura 4.8) que o

crescimento do fungo néo levou a uma boa producao de metabdlitos secundarios,
uma vez que nédo foram observadas bandas de intensidade significativas.

il

FIGURA 4.8- Meio Malta sélido do fungo. Linha verde: fungo. Linhacor rosa:

controle do meio. Condi¢des cromatograficas: 254 nm, 1ml/min.Amostra 1g/ml
em H20:ACN (90:10).
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FIGURA 4.9- Espectro de RMN 'H (400 MHz, MeOD-d4) do extrato fungicos em
meio solido de Malta.

O espectro de RMN *H confirma o perfil quimico pobre para o extrato obtido do meio

sélido Malta.

4.4 Estudo do Crescimento do Fungo em larga escala

Como se evidenciou o melhor meio para o crescimento do fungo foi em Meio Liquido
de Malta onde foi obtido os seguintes resultados (Tabela 4.1), onde nota-se claramente que
0 extrato de acetato de etila foi 0 melhor, o qual levou a uma maior concentracéo do extrato

bruto e um possivel perfil quimico mais rico.
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TABELA 4.1-Extratos obtidos e suas respectivas massas (g)

Extrato de ACOEt 6.07
Branco de ACOEt 3.20
Extrato de Butanol 3.80
Branco de Butanol 0.30
Extrato Hidroalcélico 5.30
Branco Hidroalcdlico 2.60

4.4.1 Separacgao do Extrato de Acetato de Etila

Posteriormente o extrato de acetato de etila foi fracionado com o uso de uma coluna
cromatografica com silica de gel na bancada, e cada fracéo foi avaliada por cromatografia
em camada delgada de silica de gel, utilizando uma mistura de solventes descrita na
tabela. A fracdo obtida com ACOEt 80% e Hexano 20% foi analisada por cromatografia

em camada delgada (CCD) de silica de gel mostrou-se quase pura.

Para confirmar o nivel dessa pureza foi realizado o espectro de RMN *H 400MHz
utilizando como solvente metanol deuterado, (Figura 4.10). Este mostrou a necessidade
de uma melhor purificacdo dessa fracdo denominada F1, ja que no espectro se

mostrava pequenas sinais, que poderiam considerarse impurezas da amostra.

A VAN WV TR e

A - J 11 l h — L_._‘Jk__u._ L
T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 75 70 6.5 6.0 55 5.0 a5 a0 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 ppm

FIGURA 4.10- Espectro de RMN 'H (400 MHz, MeOD-d4) amostra obtida com
80% ACOEt e 20% Hexano.
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4.4.2 Anédlise dafragédo F1 por HPLC-UV

Utilizou-se o cromatografo 1260— Agilent Technologies,no modo reverso de eluicdo, no
comprimento de onda 254 nm, e 0 mesmo sistema de eluigdo descrito na tabela (Tabela
3.3), obtendo-se o cromatograma da Figura 4.11.

CJ VWD1A, Wavelength=254 nm (Dianne'Alanycolator! 2017-07-12 14.51.25'003-1.COLETAR 965V .D

1
2000
1750 2
1500
1250

1000

w

0 At T i i __.._J o) SR} —— ]

—— r——r—y —r—r—r—rr—r—r—r—7—r—r— —r—
5 10 15 20 25 20 iy

FIGURA 4.11- Cromatograma da fracdo F1 por HPLC-UV. Condi¢cdes
cromatograficas: 254 nm, 1ml/min.Amostra 1g/ml em H2.O:ACN (90:10).

As bandas cromatograficas e numeradas na Figura 4.11 foram
coletadas utilizando o cromatégrafo Agilent Technologies modelo 1200, equipado
com bomba quaternaria G1311A, degaseificador G1322A, Amostrador
automatico G1329A, e detector de ultravioleta de comprimento de onda variavel
(VWD) G1314B, forno de coluna G1316A. Software: EZCromEllite, utilizando

um comprimento de onda de 254 nm.



54

4.5 ldentificagéo estrutural dos metabolitos isolados

4.5.1 llustragdo da Substancia 1

FIGURA 4.12- Estrutura quimica da Declorogriseofulvina

A substancia 1 (FIGURA 4.12) apresentou tempo de retencgéo de (TR) 13.62
min representada pela banda 1 no cromatograma de HPLC-UV (Figura 4.11). A
determinacdo estrutural foi realizada comparando-se os dados obtidos por
experimentos de RMN e espectrometria de massas com a literatura (Caféu et al.,
2005; WUBSHET, et al., 2013).

O espectro de RMN 'H (FIGURA 4-13) apresentou sinais para dois dubletos
em OH 6,37 e 6,22 na regido de aromaticos, cuja constante de acoplamentoindica
relacdo meta entre eles (J = 1,8 Hz) (ampliacdo na regido dos aromaticos, FIGURA
4.14). Ao analisar as regides mais blindadas do espectro, nota-se um sinal de
hidrogénio com deslocamento quimico de dH 5,62, representado por um singleto
caracteristico de hidrogénios olefinicos (H-5’). Também observa-se a presenca de
3 singletos bem definidos em dH 3,94, 3,90 e 3,70 cuja integracao (3H) aponta para
a presenca de 3 metoxilas na estrutura, sendo esta ultima (mais blindado) ligada
ao carbono C-6’. No deslocamento em &H 2,80 (H-2’, 1H) nota-se um multipleto,
gue sugere um hidrogénio metinico, o qual realiza acoplamento com outros
hidrogénios. A complexidade desse sinal sugere o acoplamento com uma metilae
um metilénico. A metila corresponde ao sinal em dH 0,94 (d = 6,5, 3H) e atribuida
a aquela ligada a C-2'. Os sinais metilénicos seria aqueles em 6H 2,92 (dd, J =
16,5; 4,6) e 6H 2,42 (dd, J = 16,5; 13,0), desblindados por uma possivel carbonila.
Estes dados sugerem a presenca de um derivado griseofulvina, e considerando os
sinais do anel aromatico em relacdo meta (6H 6,37 e 6,22; J = 1,8 Hz), atribuir a
banda cromatografica em13,62 min ao composto declorogriseofulvina (Tabela 4.2
e Figura 4-12).
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TABELA 4.2: Dados de RMN *H (400 MHz, MeOH-d4) para o composto 1

I

4
5 6,22 (d, J=1,8)
B
7 6,37 (d, J=1,8)
8
g
1
2 2,80 (m)
3 2,42 (dd=16,7; 4,6)
2,92 (dd=16,7;13)
=
5 5,62 (s)
=
3 (C=0)
4 (OCH3) 3,94 (s)
6 (OCH3) 3,90 (s)
6°(OCH3) 3,70 (s)
2°(CH3) 0,94 (d, J=6.,5)

I

) ' : A ‘<|1_J,. b lﬁA Il| L*— p=

aE @ gk | & 8
R B B B L I B e B ma T ———
7.0 65 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 1.5 10 ppm

FIGURA 4.13: Espectro de RMN *H (400 MHz, MeOD-d4) do Composto 1
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FIGURA 4.14- Espectro de RMN *H (400 MHz, MeOH-d4) do Composto 1, ampliacédo da regido
dos sinais de hidrogénios aromaticos e hidrogénios alifaticos.

WATER MeOD C:WHMREData fatima_dianne

FIGURA 4.15- Espectro de RMN 'H (400 MHz, MeOH-d4) do Composto 1, ampliacdo da
regido das metilas.



57

YA} \\\\\l e VT

bl AV UL
| \ \ "AU' v v V) l ".
e _ s Bl
300 295 200 285 280 275 270 265 260 255 250 245 240 235 230 225 ppm

FIGURA 4.16- Espectro de RMN 'H (400 MHz, MeOH-d4) do Composto 1, ampliacdo da

regido do multipleto.

O espectro de massas obtidos por ESI-MS (Figura 4.17), indicam que a

substancia 1 com sinal de m/z, 319, sugerindo, portanto, que a molécula esta

protonada [M+H] *- No espectro também mostra-se de maneira clara formacao de

um aduto [M+Na] *, representado pelo ion m/z 341, sinai além caracteristica do

sodio. O tempo de retencao da substancia foi de 5.617 min. Os dados obtidos de

RMN junto com os dados da literatura (Mariana et al, 2005), apontam para o

composto 1 sendo a Declorogriseofulvina.

341 0985
319 1
497 1383
251.0921 342 1040
181 0491 303 0829 L 497 6445
656 1968

T e T - — — "
125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 S00 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800

FIGURA 4.17- Espectro de Massas ESI-MS no modo positivo do composto 1.
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45.2 llustracao da Substancia 2

FIGURA 4.18- Estrutura quimica da Griseofulvina.

A substancia 2 (FIGURA 4.18) apresentou tempo de retencdo de (TR) 15.40
min representada pela banda 2 no cromatograma de HPLC-UV (Figura 4.11). A
determinacdo estrutural foi realizada comparando-se os dados obtidos por
experimentos de RMN e espectrometria de massas com a literatura (Caféu et al.,
2005; WUBSHET, et al., 2013).

O espectro de RMN H (FIGURA 4.19) apresentou semelhanca com aquele da
substancia 1.No entanto, difere nos sinais referentes ao anel aromatico. O espectro
de RMN 'H (FIGURA 4.19) apresentou um sinal singleto em dH 6,44 (1H), regido
caracteristica de hidrogénios aromaticos. Sendo um unico sinal nessa regido e
singleto propde-se a presenca de um anel aromatico pentassubstituido. Sendo esta
a Unica diferenca no espectro de RMN !H quando comparado com aquele da
substancia 1, sugere-se a presenca de um substituinte a C-5 ou C-7. Nas regides
mais blindadas do espectro, foi evidenciado um hidrogénios com enlace sp2 (H-5’)
com deslocamento quimico: dH 5,65. Nota-se a presenca de trés metoxilas com
sinais: 6H 4,07, 3,99 e 3,71.

No deslocamento em &H 2,87 (H-2’, 1H) nota-se um multipleto, o qual foi
confirmado pelo espectro 1H-1H — COSY (Tabela 4.3).

Através dos experimentos 'H-2D (Figura 4.19), HSQC (Figura 4.24) e HMBC
(Figura 4.25), foi possivel determinar qué hidrogénios estdo unidos aos carbonos.
O experimento HMBC além permite determinar relacdes entre protons y carbonos

a maior distancia (2 ou 3 enlaces) conforme apresentados na (Tabela 4.4).
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TABELA 4.3 - Dados de RMN *H (600 MHz, MeOH-d4) —
CompostoZ2.

4
5 6,44 (d, J=2.8)
B
.
]
g
1
2 2,87 (m)
3 3,04(dd=16,1; 13.5)
2,92 (dd=16,1:4.7)
4,
5 5,65 ()
5
3 (C=0)
4 {OCH3) 4,08 (s)
§ (OCH3) 3,99 ()
6°(0CH3) 37108
2°(CH3) 1,91 (d, J=6,5)

TABELA 4.4 - Correlacfes observadas nos experimentos de HSQC e HMBC (600
MHz, MeOD-d4) para o composto 2

6,44 (s, 1H) 91,2 96,8 104,5 158,9 192,48 166,76
5,65 (s, 1H) 10,5 388 899 1723 198
4,07 (s, 3H) 58,1 165,7

3,99 (s, 3H) 57,1 158,6

3,73 (s, 3H) 57,6 172,5

1,91 (3H) 17,4 179,1



60

IWTM

0= 9=

b
TIRF DTN

] 0. p———— —E.445 o

5

= . 5
n_ 2, 50 ":':.'_":.”

0. 9EE

FIGURA 4.19- Espectro de RMN 'H (400 MHz, MeOD-d4) do Composto 2
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FIGURA 4.20- Espectro de RMN H (400 MHz, MeOD-d4) do Composto 2, ampliacédo

da regiao dos sinais de hidrogénios aromaticos e hidrogénios alifaticos.

WATER McocOD C:yWHMAEData fatima diannc

5,392

FIGURA 4.21- Espectro de RMN 'H (400 MHz, MeOH) do Composto 2, ampliacdo da
regiao dos sinais das metilas.
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FIGURA 4.22- Espectro de RMN 'H (600 MHz, MeOH-d4) do Composto 2
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FIGURA 4.23- Mapa de contorno HSQC (600 MHz, MeOH-d4) do Composto 2
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FIGURA 4.24- Mapa de contorno HMBC (600 MHz, MeOD-d4) do Composto 2.
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O do espectro de massas obtido por ESI-MS no modo (+) (FIGURA 4. 26)
apresentou o pico do ion molecular [M+H] * a m/z 353, assim como um [M+2] a m/z 355,
também mostrou o aduto [M+Na] * m/z 375 e m/z 377, cujas intensidades dos [M+2] sdo

caracteristicos da presenca do elemento cloro.

353.0mM1

#

125 150 175 200 225 230 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800

FIGURA 4.25- Espectro de Massas ESI-MS no modo positivo do composto 2

O espectro de fragmentacéo do ion 353 (Figura 4.27) mostra os fragmentos a m/z
215 (m/z 217) correspondendo ao anel aromatico, o qual novamente apresenta o M+2,
indicando o cloro nesse anel. O fragmento em m/z 165, correspondente ao pico base e
ndo apresenta o M+2, e corresponde ao anel contendo a carbonila o,pB-insaturada, ou
seja, confirma o substituinte cloro a C-5 ou C-7 (0 exemplo abaixo mostra o cloro a C-
7),(FIGURA 4.28).
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FIGURA 4.26- Espectro de Massas ESI-MS/MS (MS2 de 353) no modo positivo do
composto 2
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FIGURA 4.27- Fragmenta¢do do ion 353 no modo positivo do composto 2
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4.5.3 llustracédo da Substancia 3

HO._ 6 O
3
7 4
11
8 1
> 10
OH 3

FIGURA 4.28-Estrutura quimica da Isocumarina

A substancia 3 (FIGURA 4.29) apresentou tempo de retencéo de (TR) 2.20
min representada pela banda 4 no cromatograma de HPLC-UV (Figura 4.11). A
determinacdo estrutural foi realizada comparando-se os dados obtidos por
experimentos de RMN e espectrometria de massas com a literatura (Caféu et al.,
2005; WUBSHET, et al., 2013).

O espectro de RMN 'H (FIGURA 4.30-4.33) mostra que essa banda
cromatografica refere-se a uma mistura de varios compostos, mas analisando os
sinais mais intensos podem- se ver dois dubletos em dH 8,13 e 6,93 na regido de
aromaticos, cuja constante de acoplamento indica relacdo orto entre eles (J = 9,0
Hz) (ampliacdo na regido dos aromaticos, FIGURA 4.31). Também se observa um
singleto em regido bem desblindada dH 11,86, sugerindo uma hidroxila cujo
hidrogénio mostra ligacédo a uma carbonila. Um sinal multipleto complexo em 6H 4,62
(m) mostra acoplamentos com trés sinais, dois em dH 3,86 (1H, dd J =18, 3,5) € 3.03
(1H, dd J = 18, 12) e umterceiro de uma possivel metila em 6H 0,81 (3H, d J = 6,5).
Esses dados sugerem a presenca de um grupo arila tetrasubstituido, sendo entre
esses substituintes uma hidroxila e uma carbonila ou carboxila vizinha, permitindo
propor uma hidroxi- isocumarina como esqueleto. O quarto substituinte do grupo arila
deve corresponder a um grupo sem sinal no espectro de RMN *H, sugerindo uma

carboxila.
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TABELA 4.5 - Dados de RMN 'H (400 MHz, CDsOD) - Composto 3

Posigao H {ppm)

1

2 4,62 (1H,m)
2,27 (1H,dd, J=18;12)

3 3,87(1H,dd.J=18:3.5)
3,02 (1H,dd J=18;12)

4

5

B

7 8,13 (1H,d,J=9)

8 6,93 (1H,d,J=9)

g 11,80 (s, 1H)

10

1

\/ N SRS N

1415

- (e
3 £
= o

FIGURA 4.29- Espectro de RMN *H (400 MHz, CD3OD) da fracéo referente a banda
cromatografica 4.
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FIGURA 4.30-Ampliacdo do Espectro de RMN *H (400 MHz, CD30OD), da regido dos
aromaticos. Composto 3
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FIGURA 4.31- Ampliagao do Espectro de RMN 1H (400 MHz, CD3;0D) da
regido das Metilas. Composto 3
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FIGURA 4.33-Espectro de RMN 2D-'H-'H-COSY (400 MHz, CD30OD)
para o Composto 3.
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Na tentativa de se identificar esse substituinte analisou-se essa amostra
por LC-MS (FIGURA 4.34) no modo negativo e obteve-se um espectro de uma
banda a 11.3 min mostrando um ion negativo em m/z 221 e 177, onde este
ultimo corresponde a perda neutra de CO> como mostra a proposta abaixo
(FIGURA 4.35)

B Q1530 1, 11257 min from Sample 4 (CS (MS222) 30003) of MS CS.afT {Turno Spray’ Max SEaig

Inmnsky cpm

.
E e
5200
5202

179

1183

241 2671
, m ] ||||_ | ||,| L1l
0 0 250 o 220 0 3

B | S| [ | L i)l
150 17 180 120 200 2 230 =0 250

mz Ds

FIGURA 4.34-Espectro de Massas do Composto 3 (LC-MS).
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FIGURA 4.35-Perda neutra do CO2do Composto 3 (LC-MS). CO:2
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Concluindo, entre os diferentes compostos na fracdo correspondendo a

banda cromatografica em 2.20 min, e junto com os dados de RMN (Huang, et al.,
2007) pode- se dizer que ha a 5-carboxil-3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metilisocumarina

3).

4.5.4 llustragdo da Substéncia 4 e Substancia 5

FIGURA 4.36-Substancia 4 FIGURA 4.37-Substancia 5
O espectro de RMN H (FIGURA 4.36 e FIGURA 4.37) e DOSY-2D da

fracdo correspondente a banda cromatografica 5 em 19, 50 min refere-se a uma
mistura de no minimo 3 compostos. O experimento de NOESY-2D mostrou
correlacdo entre o sinal em 6H 6.13 (s, 1H) com os sinais de duas metoxilas em
OH 4,03 e 3,98, e aquele em dH 5,55 com o sinal de metoxila em dH 3,62 (sinais
tracados em verde na FIGURA 4.42). Esses sinais sugerem a presenca da
griseofulvina (2) (deslocamentos ligeiramente diferentes daqueles mostrado no
item4.4.3 devido ao fato de nesta fracdo haver outros derivados da griseofulvina).
O NOESY-2D também mostra a correlacdo entre o sinal em dH 6.46 (s, 1H) com
o sinal de uma metoxila em &H 4,00, e aquele em 6H 5,57 com o sinal de metoxila
em OH 3,58 (sinais tracados em vermelho na FIGURA 4.42). Em comparacao
com a griseofulvina, a correlacdo do sinal em sinal em dH 6.46 com somente
uma metoxila, sugere substituinte em C-5 e esse deslocamento atribuido ao H-7.
A metoxila em 8H 4.16 ndo mostrou NOESY (correlacdo) no experimento de
NOESY-2D (FIGURA 4.42), e este deslocamento no experimento de HSQC (em
vermelho na FIGURA 4.47 corresponde ao deslocamento quimicoemdC 62,1, ou
seja, orto disubstituida, e permitindo atribui-la a metila em C-4. Analisando os
demais sinais do espectro de RMN 'H, os experimentos de HSQC e HMBC,
pode-se sugeris para esses deslocamentos a presenca da 5-R-

declorogriseofulvina, ndo sendo possivel atribuir o substituinte a C-5.
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No experimento de NOESY-2D (FIGURA 4.42) ainda pode-se observar a
correlagdo de uma sinal em dH 5,58 com o sinal de metoxila em dH 3,65 (sinais
pontilhado na FIGURA 4.43). Duas metoxila em dH 4.15 e 4,06 ndo mostraram NOE
no experimento de NOESY-2D (pontilhado na FIGURA 4.42), e estes deslocamentos
no experimento de HSQC (em pontilhado na FIGURA 4.47) correspondem ao
deslocamento quimico em 8C 62,1 e 60,8, respectivamente, ou seja, orto
disubstituida, e permitindo atribui-las as metilas em C-4 e C-6. No espectro de RMN
'H ndo ha outro sinal de hidrogénio aromatico para ser atribuido, sugerindo um anel
totalmente substituido, ou seja, um derivado da griseofulvina com substituintes em
C-5 e C-7. Assim, analisando os demais sinais do espectro de RMN 'H, os
experimentos de HSQC e HMBC, pode-se sugeris para esses deslocamentos a
presenca de 5-R-7-R’-declorogriseofulvina, ndo sendo possivel atribuir o substituinte
aC-5eC-7.

Com o intuito de definir os substituintes em C-5 e C-7, a fracao
correspondente a banda cromatografica em 19,50 min foi analisada por LC-
MS/MS, e o cromatograma de ions totais em ionizagdo modo positivo,

confirmando a presenca de no minimo 3 compostos, Figura 4.38.
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Cromatograma de ion total — Amostra 50ug/mL em H20:ACN (90:10) - lonizacdo modao positivo
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FIGURA 4.38-Cromatograma de ions totais em ionizacdo no modo positivo
[amostra 50ug/mL em H 2 O:ACN (90:10)].

O espectro do ion extraido da banda cromatografica de 2.78 a 2.95 min
(banda 1), confirmou a presenca da griseofulvina (2), cujo ion molecular a [M+H]
m/z 353,0814; 354,0848 e 355,0789, este ultimo em maior intensidade que o

segundo, confirmam a presenca de cloro na molécula, Figura 4.39.
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FIGURA 4.39-: Espectro do ion extraido da banda cromatografica de 2,78 a 2,95 min.



O ion extraido da banda cromatografica de 3,09 a 3,29 min (banda 2),76
mostra a presenca de um isdbmero da griseofulvina (2), ou seja, o ion
molecular a [M+H] m/z 353,0809; 354,0841 e 355,0785, confirma a presenca
de somente um substituinte cloro Figura 4.40. Considerando os comentarios
anteriores sobre o deslocamento quimico no espectro de RMN para a
metoxilas em C-4, pode-se dizer que o fungo em estudo produziu a 5-cloro-
7-declorogriseofulvina, q a qual esta sendo citada pela primeira vez na
presente dissertagéo.
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FIGURA 4.40: Espectro do ion extraido da banda cromatografica de 3,09 a 3,29

min.

O espectro de ion extraido da banda cromatogréafica de 3,53 a 3,62 min
(banda 3), mostra o ion molecular a [M+H] m/z 387,0416; 388,0449, indicando
em comparacao ao composto anterior a presenca de mais um substituinte cloro
(352-H+35= 386; M+H 387) Figura 4.41. Portanto, esses dados permitem
concluir a presenca de 5-clorogriseofulvina , a qual foi isolada anteriormente por
Roullier et al, 2016.
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FIGURA 4.41: Espectro do ion extraido da banda cromatografica de 3,53 a 3,62

min.



TABELA 4.6 - Dados de RMN *H (400 MHz, CD30D). Substancia 4

I T T T
4

5
]
7

8
9
1

2

=
=
=
4{0OCH3)
6(OCH3)
6'(OCH3)

6,46 (s,1H)

0,95 (m)

5,57 (s,1H)
4,16 (s,3H)
4,00(s,3H)
3,64 (s,3H)

106,7; 109,65,
164,7;172,0

36,6, 40,2;39,6;
90,9

90,3; 170,9
154,
164,6
170,9

a1

14,0

104,5
62,1
56,5
56,2

TABELA 4.7 - Dados de RMN *H (400 MHz, CDs0D). Substancia 5

| Posigio | _fH(pom | HMBC | HsQC |
4

5
6
7
3
9
1
2

3
A
5

4{OCH3)

6°(OCH3)

6{0OCH3)

0,95 (m)

5,58 (s,1H)
4,15 (s,3H)
4,06(s,3H)
3,65 (5,JH)

36,6, 40,2;89,6;

90,9

90,3
154,8
161,6
170,9

14,0

104,6
62,1
60,8
56,2
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FIGURA 4.42 -Espectro de RMN *H (600 MHz,CD30OD) da fracéo referente a banda
cromatografica 5
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FIGURA 4.43- Espectro de RMN 'H (600 MHz, CD30D) da fracéo referente a

banda cromatografica 5, expansao da regido de sinais de hidrogénio
aromaticos.
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FIGURA 4.44- Espectro de RMN *H (600 MHz, CD30OD) da fracéo referente a banda
cromatografica 5, expansao da regiao de sinais de metoxilas.



81

Taties DMante Compowtcd 100 3 Ci\Rejitnr\Toplplnd Gpllldata

" W \JA._.“_...

Taties [Manes Cospoatod

F1 Pogimaia]

— N

L ——
P
o

T T T T T T T T T T T T T T T T T
" 8 B 4 2 0 F2{ppm]

FIGURA 4.45 -Espectro de RMN Dosy-2D (600 MHz, CDsOD). Substancia
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FIGURA 4.46-Espectro de NOESY-2D (600 MHz,CD30D) da fragéo referente a banda

cromatografica 5.
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FIGURA 4.47- Espectro de NOESY-2D (600 MHz,CD30D) da fracéo referente a banda

cromatografica 5, expanséo da regido de 6 6,5 a 3,6.



84

Patisma Ddaane Coopostad 301 1 € \Rruber)Topdpiad. ipléidats

- lLl ‘dk._l_.

s Lo
Patima Dilsane Coopostol §
L
"
*ﬁ L
b N

L
’ -

o
4 n " B

-4 . .
—_— c.a‘-
L
P

~ "

L
. Lo
-

L) l L) L) L) l L) L) L) l L) L) L) l L) L) L) l L) L) L) l L) L)
10 8 8 B 2 F2 [ppen]

FIGURA 4.48- Espectro de RMN Cosy-2D (600 MHz, CDsOD)Substancia 4 e 5.
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FIGURA 4.49- Mapa de contorno HMBC (600 MHz, CD30D) da fragéo referente a
banda cromatografica 5.
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FIGURA 4.51- Mapa de contorno HSQC (600 MHz, CD30OD) da fracao referente a

banda cromatografica 5, expansao da regido das metoxilas.



4.6 Atividade biolégica dos constituintes quimicos
4.6.1 Atividade hemolitica

A avaliacdo da atividade citotoxica permite muitas vezes identificar
compostos antitumorais de origem natural, vegetal e marinho. O ensaio das
hemdlises € uma prova facil de realizar no laboratério mediante a qual se pode
determinar a atividade litica das sustancias quando estdo em contato com 0s
eritrocitos, provocando sintomas similares aos da anemia: fatiga, palidez na pele e
expulsao da urina de cor roxa ou marrom, pelo que é de suma importancia avaliar
todas as reacdes para evitar diagnésticos errados que conduzam a um mau

tratamento.

A atividade hemolitica dos compostos obtidos (Declorogriseofulvina-Figura
4.13, Griseofulvina-Figura 4.19 foram testadas contra Eritrécitos: eritro(sangue)
+cito(células) isolado de sangue humano. O sangue foi centrifugado (4,7309g
por 15 min a 4°C) em citrato de sédio 3.8% (1:4 v/v), o sedimento obtido foi
posteriormente lavado trés vezes usando a mesma solucdo. Apds, a solucao
resultante foi resuspendida em Tampéao Fosfato Salino (PBS) (10 mM NaxHPO4, 2
mM KH2PO4, 137 mM NaCl, and 2.7 mM KCI, pH 7.4). A concentracdo de
eritrécitos foi de 107 determinada por camara de Neubauer.A solucdo das células
sanguineas foi incubada em PBS e com diferentes concentracdes dos metabolitos
previamente isolados por 30 min a 37°C. A solucdo se por 10 min, 4°C) para
remover as células lisadas. Finalmente se determinou a concentracdo das células
lisadas através da medida da abosorbancia do sobrenadante a 414 nm. O maximo
da célula (100%) é obtido através da incubacédo dos eritrécitos com 0.1% (v/v) de

Triton X-100. Todos os experimentos foram feitos em triplicata.

88
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FIGURA 4.52-Valores e grafico da viabilidade celular dos eritrocitos.Composto 1

Para a substancia 1 denominada como Declorogriseofulvina demonstrou-
se gque a mesma € bem toxica em sangue, ¢ 0 m 0 mostrado na (Figura 4.50)
Verifica-se que a medida que vai diminuindo a concentracdo do composto vai
diminuir a viabilidade celular dos glébulos vermelhos (eritrocitos), até nao permitir
por completo a producdo dos mesmos, comparando-o por tanto com o controle
positivo que é de soro fisiolégico (os eritrocitos aumentam quando os valores sao
proximos aos fisioldgicos) tendo uma viabilidade celular maxima. Portanto esta
diminuicdo dos eritrécitos pode levar a morte do organismo, ja que estes sdo 0s
principais portadores de oxigénio as células e tecidos do corpo. A
Diclorogriseofulvina € de uma grande importancia ja que apesar de ser um analogo
da Griseofulvina, ndo se conhecia atividade bioloégica da mesma e, portanto, é
importante saber pois 0 sangue permite a realizacdo de todos 0s processos
biolégicos no interior do organismo e qualquer alteracdo manifestada na mesma
pode provocar enfermidades provocadas de diferentes etiologias ou mau
funcionamento de algum érgéo ou estrutura corporal. Nestesensaios aviade
administracao intravenosa da substancia com alta atividade hemolitica, pode-se
dizer toxica além, pode induzir morte das células do sangue e causar efeitos

secundarios graves.
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A (Figura 4.53), mostra os resultados da atividade hemolitica da

substancia 2.

Concentragdo | % % Mean SD 8
0,01 0 0 0 0
0,05 0 0 0 0
01 17 832 10,01 2,39 " .
0,5 11 1029 10,72 0,60 “ , ‘J [‘ I
Control Positivo 100 100 100 0

FIGURA 4.53-Valores e gréfico da viabilidade celular dos eritrécitos.Composto 2

Na atividade hemolitica com a substancia 2 (Griseofulvina), vemos como a
concentragbes de 0,1-0,5 mg/mL, vai aumentar a viabilidade celular, em
diferenca com o controle positivo, mas bem maior que a substancia 1, por tanto
vai ser menos toéxica em sangue, mas os valores obtidos ndo a favorece muito,
ja que ainda estdo muito por sob do controle positivo da viabilidade celular dos
eritrocitos, considerando-se também uma substancia tdxica para a sangue no

corpo.
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4.6.2 Avaliacdo microbiologica

Método de Concentracao Inibitoria para bactérias (MICs).

7z

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva que pode causar
varias enfermidades e é também a principal causa da bacteriemia mortal. O
tratamento destas enfermidades é importante devido ao desenvolvimento da
resistencia bacteriana. Um caso classico é S. aureus resistente & meticilina
(MRSA). Isto requer o descobrimento de novos antibiéticos cujo mecanismo de
acdo difere dos convencionais, normalmente relacionados com objetivos
metabdlicos especificos. Por estas caracteristicas e outras utilizamos o S. aureus

como padrao neste trabalho.

Os valores de MICs foram determinados pelo descrito por NCCLS, 1993.
Cabe destacar que ndo € uma medida qualitativa, mas sim quantitativa, onde sao
determinados os numeros de microrganismos presentes, que devem estar de

acordo com os padrdes microbioldgicos.

Primeiramente foi pesado uma concentracdo de 600 ug para cada
composto. Posteriormente foi dissolvido numa solucédo de Metanol e Agua 1:1,
em frascos de vidro de 5 ml. As MICs para cada substancia foram obtidas pelo
método “broth microdilution”. Numa concentracdo 5x10°unidade formadora de
colénia (CFU) MIl. A bactéria foi inoculada em uma placa estéril de
microtitulacdo 96-pocos (em poliestireno) (Figura 4.54) na auséncia (controle
positivo) e em presenca de crescentes concentragcdes das substancias
(compostos 1, 2 e 3) para 0.25 — 128ug/mL. A bactéria inoculada foi
Staphylococcus aureus (Gram positiva) a qual pertence a colecdo de culturas
microbianas da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudaria (EMBRAPA).
Posteriormente a placa foi incubada a 37°C por 18h (Barbosa. S et al, 2016). A
MIC é definida como a menor concentracdo do composto em que nao se observa
crescimento de células plancténicas. Os testes foram efetuados em duplicata. As
solugcdes do controle negativo foram separadas s6 com o solvente. As
suspensdes do inoculo bacteriano foi ajustado para 1,5 x 10® UFC/ML. Como

branco utilizou-se solucao salina estéril.



92

S.aureus

Placa estéril de microtitulacio

FIGURA 4.54- Placa de microtitulagdo onde se inocula o S. aureus.

Uma vez transcorrido as 18 horas de incubacéao verifica-se que as trés substancias
apresentaram MICS de 128 Unidades Formadoras de Col6nias (UFC/ML), portanto foi
bem alta mostrando-se que a atividade biolégica que exercem cada uma das
substancias sobre a bactéria é praticamente nula, indicando que ndo tem atividade
antimicrobiana frente S. aureus e se pode afirmar que nao vao exercer funcao
antimicrobiana frente ao grupo de bactérias Gram Positivas. O estafilococo dourado,

comumente conhecido assim, € um padréo para bactérias Gram Positivas.
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Concluséo

O trabalho desenvolvido permitiu estudar o fungo pertencente & Familia
Xylariaceae, isolado da regido de Minas Gerais. Através dos dados obtidos se
evidenciou que o fungo é uma fonte promissora na producéo de metabdlitos com
alta atividade hemolitica, mas ndo evidenciam atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram Positivas. O estudo do fungo, permitiu o isolamento e
identificacdo de 5 compostos, através dos analises de LC-NMR, LC-MS-MS, ESI-
MS, os quais contribuem & fracdo correspondente de 80% de acetato de etila
com 20% de hexano. As substancias identificadas sdo Griseofulvinas e anélogas,
e a presenca de uma Isocumarina, o qual contribuiou ao fortalecimento do
trabalho. Uma das substéancias isoladas (griseofulvina) foi testada na producéao
de eritrécitos em sangue apresentando uma citoxicidade mediana no sangue. Foi
possivel tracar o perfil quimico de uma substancia pouco conhecida
(Declorogriseofulvina), assim como analisar sua atividade bioldgica. Foi possivel
a determinacdo de uma substancias analogas da Griseofulvina, o qual vai
permitir desenvolver trabalhos em linhas de pesquisas de células tumorais
mamarias, permitindo portanto que ampliemos e fortalecemos nossos

conhecimentos
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