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RESUMO

“Analise de metabdlitos secundarios produzidos por fungos

endofiticos associados a Cupressus lusitanica”. Alguns fungos
fitopatogénicos a Cupressus produzem fitotoxinas bastante agressivas a
hospedeira. Surpreendentemente, essas fitotoxinas s&o, em geral, de
estruturas diterpenoidicas, assim como varios metabolitos enddégenos nas
espécies de Cupressus. Essa habilidade mostrada pelo fungo parece ser uma
estratégia bastante especializada de associacdo fungo-planta. Essas
observacdes motivaram o desenvolvimento do presente trabalho, o qual se
refere ao isolamento de microrganismos associados a espécie Cupressus
lusitanica, e o0 seu estudo visando uma correlacdo do perfil quimico entre os
organismos envolvidos nessa associagdo. Durante duas coletas de material
vegetal a partir de um individuo encontrado no campus da UFSCar, foram
isolados cinco fungos endofiticos, denominados NICL1-5. Identificacdo
preliminar indicou que possivelmente quatro deles pertencem ao género Xylaria
e um ao género Guignardia (NICL4). Através de analises por CG-EM, detectou-
se trés isocumarinas (meleina, éter metilico da meleina e 5-formil meleina),
bem como um sesquiterpeno eremofilano (valenceno) em extratos do fungo
NICL3. Dos extratos deste mesmo fungo, foram obtidos trés sesquiterpenos
eremofilanos (sendo dois novos na literatura), usando metodologias classicas
de cromatografia. Esses sesquiterpenos foram identificados usando uma série
de dados de RMN em 1D e 2D. Do estudo dos metabdlitos secundarios de
NICL5 foram obtidos o ergosterol, o sorbitol e trés citocalasinas (citocalasina C,
citocalasina D e citocalasina Q). Foi estudado também o metabolismo de
NICL5 frente a adigdo de aminoacidos livres ao meio de cultura. Usando
analises por CLAE-EM, detectaram-se significantes alteragées no metabolismo
de NICL5, como uma possivel inducdo da biossintese de uma nova
citocalasina, a partir do aminoacido triptofano. As analises do material vegetal
indicaram a presenga de biflavondides e varios diterpenos. Porém, esses
compostos ndo foram detectados nos extratos fungicos, sendo identificados

apenas sesquiterpenos.



Xiv
ABSTRACT

“Analysis of secondary metabolites produced by endophytic

fungi associated to Cupressus lusitanica”. Some phytopatogenic
fungi found in Cupressus species produces phytotoxins very aggressive to the
host plant. Surprisingly, these toxins are diterpenoids structures, as well as
some endogenus metabolites in Cupressus species. This fungi ability appears
to be a specialized strategy in the association fungi-plant. These observations
motivated the development of the present work, which relates the isolation of
microorganisms associated to the species Cupressus lusitanica, and to its study,
aiming a correlation of the chemical profile among the organisms involved in
this association. During two collects of plant material from an exemplar found in
the campus of the UFSCar, five endophytic fungi had been isolated and called
NICL1-5. A preliminary identification indicated that possibly four of them belong
to the Xylaria genus, and one to the Guignardia genus (NICL4). The analysis
with GC-MS had detected three isocoumarins (mellein, mellein methyl ether, 5-
formylmellein), as well as an eremophilane sesquiterpene (valencene) in
extracts of NICL3 fungi. From the extracts of the same fungi, had been obtained
three eremophilanes sesquiterpenes (two news in literature) by the use of
classical methodologies of chromatography. These compounds had been
identified using a series of NMR data in 1D and 2D. From the study of the
secondary metabolites of NICL5 had been obtained ergosterol, sorbitol and
three cytochalasins (cytochalasin C, cytochalasin D and cytochalasin Q). The
metabolism if NICL5 had also been studied, when free amino acids were added
in the culture medium. By the analysis with HPLC-MS significant alterations in
the NICL5 metabolism had been detected, as a possible induction of the
biosynthesis of a new cytochalasin, from the amino acid tryptofane.

The analysis of the plant material indicated the presence of biflavonoids and
some diterpenes. However, these compounds had not been detected in fungi

extracts, being identified only sesquiterpenes.
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1. INTRODUCAO

1.1 Fungos

Os fungos possuem uma grande variedade de formas,
comportamentos e ciclos de vida (Figura 1.1) e por isso, segundo WEBSTER (1989),
sao de dificil definigdo. Porém, algumas caracteristicas lhes séo intrinsecas. Os
fungos s&o organismos eucariéticos desprovidos de clorofila, ou seja, sao
heterotroficos. Em geral, eles sao filamentosos e ramificados. Os filamentos,
denominados hifas, apresentam paredes celulares constituidas por quitina,
resultando no micélio, o qual pode formar um tecido compacto (cogumelos) ou uma
rede frouxa. Naturalmente reproduzem-se, com algumas excegdes, por meio de
esporos, 0s quais sao dispersos pelo meio ambiente (PELCZAR, 1997, TORTORA
et al., 2006, WEBSTER ,1989).

A classificagdo dos fungos baseia-se nos seguintes critérios:

e Caracteristicas dos esporos sexuais e corpos de frutificagdo presentes
durante os estagios sexuais dos ciclos de vida.
e Natureza dos ciclos de vida.

e Caracteristicas morfoldgicas do micélio ou células.

Figura 1.1. Representacéo de algumas variedades de fungos e estruturas reprodutivas

Em uma grande variedade de fungos a producédo dos esporos sexuais
e corpos de frutificacdo, € dependente de determinadas condi¢des ambientais. Os
gue possuem todos 0s estagios sexuais sdo denominados fungos perfeitos,

engquanto que aqueles que nao os possuem, sdo chamados de fungos imperfeitos.
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Tanto a reproducao sexuada quanto a assexuada ocorre por meio de esporos. Estes
esporos podem sobreviver a periodos extensos em condigdes drasticas de
temperatura, radiacao e também sao resistentes a compostos téxicos (PELCZAR,
1997, TORTORA et al., 2006, WAOLKEN et al., 2003).

Dentre os microrganismos, os fungos foram os primeiros habitantes do
planeta e estao presentes nos diversos ambientes sendo mundialmente distribuidos.

Os fungos sao capazes de decompor e utilizar uma grande variedade
de substratos, sendo eficientes na conversao de nutrientes em material celular. Em
condi¢cbes de excesso de nutrientes, os diversos produtos de decomposi¢ao podem
ser excretados ao meio ambiente, enquanto que substancias de reserva como

carboidratos e lipidios, acumulam-se no micélio (PELCZAR, 1997).

1.1.1 Fungos e sua importancia econémica

A compreensdo dos mecanismos de acdo dos fungos é de extrema
relevancia para os diversos setores da sociedade, uma vez que estes estao
envolvidos direta ou indiretamente em muitos processos industrias e farmacéuticos,
no controle de pragas, decomposigao de matéria organica, na produgao de energia e
também no desenvolvimento de patologias em plantas e animais.

A levedura Saccharomyces cerevisiae € amplamente empregada em
escala industrial na produgéo de vinhos, cervejas e paes. O acido citrico, metabdlito
do fungo Aspergillus niger, € produzido industrialmente utilizando melado como
substrato. A maturagao dos queijos blue, Roquefort e Camembert deve-se ao fungo
Penicillium roquefort (PELCZAR, 1997).

Na industria farmacéutica os fungos sao de importancia vital, pois a
sintese de muitos medicamentos requer varias etapas reacionais, as quais
inviabilizam economicamente a producao destes. A vitamina riboflavina é produzida
por fermentagado principalmente pelo fungo Ashbya gossypii (PELCZAR, 1997). O
fungo Tolypocladium niveum foi fonte primaria de Cyclosporin®, de fundamental
aplicabilidade em pacientes transplantados com a fungéo de se evitar a rejeicao de
orgaos (ADRIO et al, 2003). Muitos outros fungos sao fontes de produtos

farmacéuticos, tais como a penicilina e o Mevacor® (SANTOS, 1999).
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Fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium, Mucor e Rhizopus
destacam-se na producdo de enzimas de usos alimenticios e farmacéuticos
(PELCZAR, 1997, ADRIO et al., 2003).

A levedura S. cerevisiae é considerada segura para produgédo de
proteinas com finalidade farmacéutica, pois este microrganismo € largamente
empregado na industria alimenticia. A vantagem de se trabalhar com esta levedura
esta relacionada com seu rapido crescimento, alta densidade celular, secreg¢ao para
0 meio extracelular de proteinas heterélogas e também pelo conhecimento de sua
genética, o qual € o mais avangado dentre os seres eucarioticos (ROMANOS, et al.,
1992). Genes humanos clonados sao expressos em S. cerevisiae para a produgao
de interferon humano (HITZEMAN et al., 1983), o fator de crescimento da epiderme
humana, e na produgdo de hemoglobina humana (STROHL, 1997). A aplicagao
comercial, de maior importancia, da levedura recombinante envolve a produgédo dos
genes que s&o responsaveis pela codificacdo de antigenos contra o virus da
hepatite B, resultando na primeira forma segura de produgdo da vacina para o
combate desta doenca (ADRIO et al.,2003) .

1.2 Interacoes entre planta-microrganismos

Os microrganismos apresentam uma rede de complexas relagdes com
outros microrganismos e com organismos maiores, como as plantas, as quais 0s
servem como hospedeiros (BLACK, 2002). Eles participam de diversos tipos de
associagoes, algumas neutras ou indiferentes, outras sao benéficas ou positivas, ou
ainda prejudiciais ou negativas. No neutralismo o0s organismos envolvidos
desenvolvem-se sem qualquer efeito reciproco, pois as exigéncias de crescimento
sdo completamente distintas (PELCZAR, 1997, AGRIOS, 1988).

O mutualismo é uma forma simbidtica de associagdao, no qual cada
organismo recebe beneficios. A maneira pela qual se manifesta este beneficio é
variada. Um exemplo classico desta interacdo ocorre entre fungos e algas,
resultando nos liquens. O fungo obtém nutrientes, como glicose e alcoois poliidricos
das algas, e estas beneficiam-se pelas propriedades das paredes celulares dos
fungos, capazes de reter agua. Nas interagcbes comensalistas apenas um organismo

é favorecido enquanto o outro n&o é afetado (PELCZAR, 1997).
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As associagdes negativas sao representadas por quatro interacbes. O
antagonismo baseia-se na inibicdo de uma espécie por outra, atingindo de modo
adverso o ambiente do outro organismo. Esta associacdo € de grande relevancia,
pois certos microrganismos podem produzir antibioticos. Uma relagdo negativa entre
duas populagées manifesta-se quando ambas sdo adversamente afetadas em
relacdo a sobrevivéncia e ao crescimento, esta associacdo € caracterizada pela
competicdo. O parasitismo € uma interagdo em que um organismo vive sobre ou
dentro do outro organismo. A predagcdo € uma associagdo na qual um organismo
alimenta-se e digere outro organismo (PELCZAR, 1997, AGRIOS, 1988).

Uma interagdo planta-microrganismo nao resulta necessariamente em
patologia, portanto, o estudo das associagbes e interacbes envolvendo os
microrganismos € de extrema importancia para a manutengao do equilibrio entre as
espécies, bem como para a preservagdo do meio ambiente (CAMPOS, 2005). Entre
0S microrganismos (virus, bactérias e fungos (Figura 1.2)), os fungos associam-se

com maior frequéncia as plantas (ZOBERI, 1972).

Figura 1.2. Microrganismos capazes de penetrar e associar-se a plantas (AGRIOS, 1988)

1.2.1 Associagao planta-fungo endofitico

De forma literal a palavra endofitico significa “dentro da planta” (do
grego endon, no interior de; phyton, planta). O uso deste termo é tdo vasto quanto
sua definigao literal e aplica-se a bactérias (MORANDI, 1996, KOBAYASHI et al.,
2000), fungos (MORANDI, 1996, STONE et al., 2000) algas (PETERS, 1991) e
insetos (FELLER, 1995).
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O termo endofitico foi mencionado pela primeira vez por De BARRY
(1866), com a finalidade de distingui-los dos patdgenos de plantas. Estudos mais
detalhados mostraram que determinados patégenos vivem de forma latente no
interior dos tecidos de seus hospedeiros e, esta observagao, levou PETRINI (1991)
a expandir a definicdo de endofiticos para incluir todos aqueles organismos que,
durante determinando periodo de suas vidas, colonizam seus hospedeiros (plantas)
sem causar sintomas visiveis de doengas.

KULDAU e YATES (2000) defendem a hipétese de que a infeccao
assintomatica de um endofitico depende ndo somente de adapta¢cdes de um
hospedeiro em particular e, sim da capacidade de viruléncia do endofitico, da
resposta de defesa do hospedeiro e das condi¢cdes ambientais. Por exemplo, o
inéculo de um endofitico (o qual ndo causa sintomas de patogenia) em hospedeiro
sob estresse ambiental, causara sintomas de doencga. O grau de viruléncia nao esta
associado ao género ou a espécie, porém se o fungo for isolado como endofitico,
isso nao exclui a possibilidade deste se tornar patogénico.

Os mecanismos de estabelecimento da associagao sdo muito complexos e
desconhecidos, no entanto, SCHULZ e BOYLE (2005) defendem a hipétese de que,
a colonizagao assintomatica é fruto de um balango entre o hospederiro e o endofitico
(Figura 1.3). Endofiticos e patdogenos possuem fatores de viruléncia idénticos. Os
endofiticos produzem exoenzimas capazes de infectar e colonizar o hospedeiro e a
maioria pode produzir micotoxinas. Do mesmo modo, a planta reage, induzindo a
produgao de metabdlitos de defesa, resposta mecanica, enfim, respostas de defesa
lentas e rapidas. O futuro da interagdo torna-se dependente da estratégia de
sobrevivéncia de ambas as partes. Em muitos casos alguns endofiticos sao
especificamente adaptados aos seus hospedeiros, enquanto outros sao oportunistas
incidentais. As interagdes com o0 hospedeiro podem ser balanceadas ou

antagonistas, refletindo a toleréncia da coabitacéo.
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fatores e
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Figura 1.3. Hipdtese:o equilibrio entre a viruléncia do endofitico e a resposta de defesa da planta

resulta em uma colonizagdo assintomatica

Varios esforgos estdo sendo realizados com o intuito de distinguir
infec¢des de plantas por microrganismos endofiticos e patégenos latentes (SCHULZ
et al., 1999). Essa distincao é dificultada pela auséncia de sintomas no hospedeiro
durante a fase de estabelecimento de colénias e por dificuldades de encontrar
metodologias de isolamento que permita essa distingdo. O possivel papel de tais
estagios “latente” ou “endofitico” na histéria da interacdo de plantas com fungos,
recebeu pouca aten¢gado com respeito aos seus potenciais relevantes para explicar as
estratégias de colonizacdo e desenvolvimento das varias espécies fungicas
(CHAPELA, 1989).

Fisiologicamente os fungos endofiticos utilizam as mesmas estratégias
de penetragdo ao hospedeiro que os patdgenos. A planta responde a esta invasao
com suas “armas” de defesa e de reconhecimento, tornando as infeccdes endofiticas
geralmente localizadas, ou seja, o fungo desenvolve-se no local da inoculagao,
atingindo raramente outras partes da planta (PETRINI et al., 1992, PASCHOALATI,
et al., 1998). A Figura 1.4 representa, de forma esquematizada, 0 mecanismo de
penetragcdo. No entanto, existem poucos estudos realizados sobre a fisiologia das
interacdes planta-endofiticos referentes a métodos de penetracdo, produgao de
enzimas e fitohormdnios (CARROL e PETRINI,1983, HOWARD et al., 1991). Quanto
a taxonomia, as espécies de endofiticos identificadas sédo pertencentes a classe dos
Ascomicetos, Deuteromicetos, Basidiomicetos e poucos Oomicetos (PETRINI et al.,
1992).
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Mcélio
intracelular

Figura 1.4. Método de penetracao e invaséo pelo fungo (AGRIOS, 1988)

1.2.1.1 Resposta da planta em virtude ao ataque de patégenos — ativagao
da enzima PAL (phenylalanine ammonia-lyase) e a conseqiente

producao de compostos fendlicos

As plantas possuem um complexo e amplo mecanismo de defesa
contra 0 ataque de patdégenos. A ativagdo desses mecanismos € iniciada pelo
reconhecimento de sinais (moléculas) codificados pelo patégeno chamados de
elicitores (ex.: proteinas microbianas, pequenos peptideos, oligossacarideos, etc.).
Os elicitores primarios do patégeno podem ativar uma série de genes de defesa na
planta, cujos produtos incluem glutatione-S-transferase (GST), peroxidases,
proteinas da parede celular, inibidores de proteinase, enzimas hidroliticas (quinases
e [B-1,3-glucanases), e enzimas que biossintetizam fitoalexinas, tais como
fenilalanina amébnia-liase (PAL), e chalcona sintase (MAGNANI, 2002). As
fitoalexinas possuem um importante papel mediante a invasdo do patégeno, uma
vez que, essas substancias sdo capazes de restringir o crescimento intracelular ou
até mesmo exterminar o invasor (SNYDER e NICHOLSON, 1990).

A enzima fenilalanina amoénia-liase catalisa a conversao da fenilalanina
ao acido trans cinamico, que é o primeiro passo na biossintese de fenilpropandides,
0S quais sao precursores de um diverso grupo de metabdlitos secundarios de
plantas como as ligninas, fitoalexinas e flavonoides (KERVINEN et al., 1998).

Vérios estudos demonstram que a enzima PAL esta intimamente ligada
ao sistema de defesa contra o ataque de microrganismos. NIELSEN et al. (2004),

verificaram a produgédo dos compostos fendlicos, luteolinidina e apigeninidina, em
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Sorghum bicolor L. apdés 22 h do inéculo de Colletotrichum Graminicola e
Cochiobolus heterostrophus. Ja MODAFAR et al. (2001) observaram um incremento
na atividade da enzima PAL em resposta ao inoéculo de Fusarium oxysporum em
palmas de dois cultivares diferentes, ou seja, em cultivares resistente e suscetivel
ao microrganismo. O cultivar resistente apresentou um aumento na atividade da PAL
sete vezes maior que o controle, apds 96 horas da infecgdo pelo fungo, enquanto
gue, o cultivar suscetivel teve um aumento trés vezes menor que 0 resistente no

mesmo intervalo de tempo.

1.2.2. Metabolitos secundarios e sua relevancia

Como fruto da interagdo mutualistica, os fungos endofiticos podem
conferir determinadas vantagens a planta hospedeira. Eles sdo reconhecidos como
um armazém de novas substancias, denominadas de metabdlitos secundarios, os
guais podem apresentar atividades biolégicas relevantes (SURYANARAYANAN et
al., 1998). A produgao de metabdlitos secundarios deve desempenhar algum papel
importante para o hospedeiro e (ou) uma fungao ecoldgica significante (BOYLE, et
al.,2001). As gramineas, por exemplo, eles podem conferir crescimento vigoroso,
resisténcia as intempéries, a nematoides, a herbivoria e a fitopatégenos (SOUZA,
2004), aumentar as defesas contra vertebrados e invertebrados (FAEH, 2002, CLAY,
1988; JARVIS & MILLER, 1996; D’'MELLO & MACDONALD,1997).

Para muitos micologistas a produgcdo de metabdlitos secundarios in
vivo é de grande importancia na interagdo metabdlica entre o fungo e a planta
hospedeira, tais como; sinalizagdo, defesa e regulagdo da simbiose (SCHULZ e
BOYLE, 2005). TAN e ZOU (2001) demonstraram que a colonizagcdo endofitica
melhora a adaptacao ecoldgica do hospedeiro devido ao aumento da toleréncia ao
estresse e pela producdo de metabdlitos com atividade antimicrobiana contra
fitopatogenos e predadores.

DEMAIN (1980) sugeriu que, se um fungo pode produzir metabdlitos in
vitro, este metabdlito deve também possuir alguma fungéo na natureza.

Os metabdlitos secundarios isolados de fungos endofiticos sao
pertencentes a diversas classes de substancias, tais como, esterdides, xantonas,
fendis, isocumarinas, quinonas, furanodionas, terpendides e citocalasinas (SCHULZ
et al., 2005).
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Os alcaldides produzidos por endofiticos parecem ser a base da
resisténcia aos insetos e toxicidade aos mamiferos. As evidéncias sugerem que 0s
préprios fungos sao os responsaveis pela producdo destas substancias, pois as
plantas infectadas nao as contém. Todas as espécies de Balanciae examinadas
produzem alcaldides de ergot. A acado desses alcaléides sobre os mamiferos é
vasoconstritora e alguns deles possuem aplicagdo medicinal. A ergotamina (Fig. 1.5)
é utilizada no tratamento da enxaqueca, e compostos similares possuem potentes
efeitos alucinégenos (CLAY, 1988).

R
o 10 OH

Ergotamina R1 = CH3 R2 = PhCH2
Ergosina R1=CH3 R2=i-Bu

Ergovalina R1=CH3 R2=i-Pr

Figura 1.5. Exemplos de alcaldides do ergot

E extensa a busca por novos antibiéticos, agentes quimioterapéuticos
e produtos agroguimicos que sejam altamente eficientes, de baixa toxicidade, e que
causem reduzido impacto ambiental. Essas pesquisas sdo conduzidas pela
resisténcia adquirida de microrganismos (Estafilococus, Micobacteria e
Estreptococus), além da introdugcdo, na populacdo humana, de doengas como a
Aids, problemas respiratorios severos e outras patologias devido a baixa imunidade,
as quais requerem a descoberta e desenvolvimento de novas drogas para combaté-
las (STROBEL e DAYSE, 2003). Devido a falta de seguranca e problemas
ambientais, muitos agentes agroquimicos sintéticos foram removidos do mercado;
isto criou a necessidade de se encontrar mecanismos alternativos de controle do
crescimento de pestes e patdogenos na agricultura (DEMAIN, 2000). Novos produtos
naturais provenientes de microrganismos oferecem oportunidade de inovagao na
descoberta de medicamentos e agrogquimicos.

O numero de fungos endofiticos & inestimavel podendo existir algo em
torno de um milhdo de espécies distribuidas em pelo menos 80% das plantas

vasculares. E relevante mencionar a hipétese de coevolugdo entre fungos e plantas,
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a qual seria responsavel pela diversidade de metabdlitos secundarios produzidos
pelos endofiticos (STROBEL, 2004).

Os produtos naturais sao fontes importantes de novos produtos
farmacéuticos (PROUDFOOT, 2002) e considerando-se que 6 dos 20 medicamentos
mais frequentemente prescritos sdo de origem fungica (ex: equinocandina,
mevilonina, mutasteina, ciclosporina, cefalosporina), e que apenas 5% dos fungos
foram descritos, estes organismos oferecem um enorme potencial para obtengéo de
novos farmacos (GLOER, 1997, HAWKSWORTH, 1991, 2001).

Outro aspecto interessante a respeito da interagdo fungo endofitico -
planta também esta relacionado a produgédo de metabdlitos secundarios, uma vez
que, alguns endofiticos adquiriram a habilidade de produzir as mesmas substancias
produzidas pela planta. Este fendmeno é denominado “Transferéncia Genética
Horizontal”, a qual consiste na troca de material genético entre células ou genomas
néo relacionados (BROWN, 2003).

O fungo Giberela fugikuroi associado a planta Cucumbita maxima
produz, assim como ela, derivados do acido giberélico, um diterpeno com atividade
hormonal no crescimento de plantas (ALEXOPOULOS et al, 1996).

Foi descoberto que o fungo Taxomyces andrenae, isolado como
endofitico em Taxus brevifolia, produz o paclitaxel (Taxol™). Este fato causou
grande impacto na comunidade cientifica devido as propriedades anticancerigenas
diferenciadas desse diterpeno. O rendimento do taxol em T. brevifolia € muito
pequeno, entre 0,0001% a 0,008% da planta seca, e devido a grande demanda
dessa substancia o fungo apresenta-se como uma mina de ouro para a obtengéo do
diterpeno (YUAN et al., 2006). Muitas outras espécies de fungos produtores de taxol,
em rendimentos relevantes, foram isolados de T. brevifolia (STIERLE e STROBEL,
1995) e também de outras espécies da Taxus (STROBEL, 1996, 1996a), além de
outras plantas como a Seimatoantlerium tepuiense (STROBEL, et al., 1999). Em
2000 a venda de taxol arrecadou montantes acima de um bilhdo de dodlares pela
companhia Bristol-Mayes-Squibb (ADRIO et al.,2003).

Outros exemplos mais recentes sdo a produgéao do inibidor da sintese
de RNA, a camptotecina (PURI et al., 2005), (Figura 1.6A) por um fungo
(Phycomycetes) associado a Nothapodytes foetida, do anticancerigeno
podofilotoxina (Figura 1.6B) por Phialocephada fortinii e P. hexandrum (EYBERGER
et al., 2006) e também a produgao de hipericina (KUSARI, et al., 2008), com uma
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extensa variedade de atividades bioldgicas, por um fungo endofitico isolado de

Hypericum perforatum (Figura 1.6C).

(A) (B)

Figura 1.6. Formula estrutural (A) Camptotecina, (B) Podofilotoxina, (C) Hipericina

Substancias de alta complexidade estrutural, invidveis pela sintese
organica in vitro, podem ser obtidas cultivando-se fungos endofiticos em meios
artificiais. Além disso, a producéo in vitro de enzimas codificadas por transferéncia
genética da planta para o fungo, pode ser uma ferramenta util para biotransformacgao
de substratos levando a substancias analogas e produtos naturais bioativos. Isso
seria muito importante para estudos de relagdo estrutura-atividade biolégica de
substancias de alta complexidade estrutural (SANTOS, 2003).

1.3 Cupressus lusitanica

A familia Cupressaceae contém varios géneros e diversas espécies,
nas quais se inserem os Ciprestes, Cedros e arvores similares. Merece destaque a
planta Cupressus lusitanica, objeto alvo deste estudo (Figura 1.7A).

Cupressus lusitanica € nativa da América Central e, € comumente
conhecida como “Cedro de Goa”, “Cipreste do México” e “Cedro de Portugal”. A sua
denominacao como “Cedro de Portugal’” deve-se ao fato da sua introdugcéo neste
pais no século XVIIl, na mata do antigo convento de Bugaco. Foram estes
exemplares disseminados por toda a Europa e também para o Brasil (FARJON,
1993). Ela € uma arvore que alcanca de 25-30 m de altura, apresenta muitas
ramificacbes e suas folhas sdo pequenas e escamiformes (Figura 1.7B) (REITZ,

1989) e, é cultivada em muitos paises, em jardins ornamentais e em plantagdes
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comerciais para exploragdo de madeira (REITZ, 1989, VIDAKOVIC, 1991, FARJON,
1993).

Ha varios relatos na literatura do uso de Cupressus lusitanica no
tratamento de diversas enfermidades. As folhas desta planta sédo utilizadas em
muitas praticas indigenas para o tratamento de catarro e dores de cabeca. O dleo
essencial extraido das folhas € amplamente empregado contra reumatismo e tosse
(DUKE, 2004). A infusdo das folhas € usada, na cura de doengas dermatoldgicas
(KUIATE et al., 2006) e, as folhas secas sédo empregadas na protecédo de graos
estocados contra infestacdo de insetos, uma vez que, estas emitem um forte e
persistente odor por longos periodos de tempo, indicando, dessa forma, a presenga
de compostos volateis (TAPONDJOU, et al., 2005).

Figura 1.7. (A) Cupressus lusitanica localizada no campus da UFSCar, (B) ramo de C.

lusitanica com cones masculinos e femininos

1.3.1 Constituintes quimicos de Cupressus lusitanica

A familia Cupressaceae €& constituida por varias classes de
substancias, sendo o diterpenos os principais alvos de estudos relacionados a
constituicdo quimica e atividades biolégicas dos representantes desta familia.
Merecem destaque os diterpenos abietanos, labdanos e pimaranos (Figura 1.8).

A ampla utilizacdo de Cupressus lusitanica no combate a diversas
doengas promoveu o interesse de pesquisadores na investigacdo de sua

constituicado quimica. Analises quimicas do 6leo da planta proveniente de Portugal
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mostraram que este contém monoterpenos, sesquiternos e diterpenos, com o

abietadieno como componente principal (ADAMS, 1997).

Figura 1.8. Diterpenos produzidos por C. lusitanica; (A) abietanos (B) labdanos e

(C) pimaranos

Com a finalidade de explicar o uso de Cupressus lusitanica no
tratamento de doencas de pele, como a dermatofitose, doenga causada por
infestacao fungica, caracterizada pela infecgcdo dos tecidos queratinizados dos
organismos humanos e de animais, KUIATE et al. (2006) investigaram, por CG/EM,
a composigao quimica de fragdes volateis do extrato hexanico das folhas da planta.
Foram detectados mais de 109 compostos, dentre 0s quais destacaram-se a-pineno,
epi-zonareno, B-himachaleno, acido pimarico, acido caurendico, cis e trans totarol,
ferruginol, abietatrieno, entre outros. Foi verificado que as fragbes ricas em

diterpenos séo as responsaveis pela atividade antidermatofitica. No entanto, estudos
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posteriores devem ser realizados com a finalidade de identificar quais substancias
desta classe promovem a referida atividade.

Pesquisadores como TANAKA et al. (2000), IWAMOTO et al., (2001)
dentre outros, conduzem pesquisas com os diterpenos do tipo labdano, extraidos de
plantas pertencentes a familia Cupressaceae, focando esta classe de compostos
como agentes na prevencao de cancer.

Vérias pesquisas apontam a familia Cupressaceae como produtora de
cicloheptatrienonas, que s&o fitoalexinas. A principal tropolona é a B-tujaplicina,
Figura 1.9C, (YAMAGUCHI et al., 1999, HARBORNE, 1999, ZHAO e SAKAE, 2003).
Esta fitoalexina apresenta atividades biolégicas muito interessantes, como
antimicrobiana contra um vasto espectro de microrganismos desde bactérias a
fungos (YAMADA et al, 2002) e, € amplamente empregada como ingrediente em
logbes capilares, cremes dentais e cosméticos (YAMAGUCHI et al., 1999). A B-
tujaplicina também mostra atividade reguladora no fitocrescimento, efeitos
citotoxicos em células de mamiferos, atividade antioxidante, e inibicdo de algumas
enzimas incluindo tirosinase, catecol-O-metiltransferase e ATPase mitocondrial
(YAMAGUCHI et al., 1999).

0Gle X ocre Q' on
N
(A) no ~ (B) (C)

Figura 1.9. Estruturas moleculares das tropolonas glicosiladas (A) e (B) e a B-tujaplicina (C)

produzidas por C. lusitanica

COWAN, et al. (2001) relatou, pela primeira vez, a ocorréncia das
lignanas arctigenina e matairesinol (Fig. 1.10) em C. lusitanica, porém os autores
desconhecem a quimiotaxonomia e a importancia ecoldgica destas substancias para

0 género Cupressus ou para a familia Cupressaceae.
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Arctigenina Matairesinol

Figura 1.10. Férmula estrutural das lignanas arctigenina e matairesinol isoladas de C. lusitanica

Muitas gimnospermas, em contraste com as espécies de
angiospermas, séo caracterizadas pela ocorréncia de biflavondides, juntamente com
outros tipos de flavonéides (BARANOWSKA et al., 2004). Os principais constituintes
guimicos relacionados a quimiotaxonomia do género Cupressus sao o0s
biflavondides (ROMANI et al., 2002). Desde o primeiro relato do isolamento da
biflavona gingetin, mais de 100 biflavondides, provenientes de plantas, foram
identificados. Uma extensa variedade de atividades bioldgicas foi atribuida a essas
moléculas, como, vasodilatadoras, hipoglicémicas, antimicrobiana, dentre outras
atividades de maior especificidade, destacando-se a atividade antiviral contra HIV e
hepatite B (LIN, et al.,1997). Embora os biflavonéides possuam um leque de
propriedades importantes, esta classe de compostos fendlicos € pouco estudada.
Alguns estudos foram realizados com biflavondides das espécies Ginkgo biloba e
Hypericum perforatum, devido a importancia destes para a industria farmacéutica,
entretanto, a pesquisa no género Cupressus é limitada. GADECK e QUINN (1985)
foram os primeiros a descrever a presenca dos biflavondides, derivados da
apigenina, amentoflavona e cupressoflavona (Figura 1.11) nas folhas de C.
sempervirens, C. lusitanica e C. glabra. Uma grande variedade de biflavondides esta
presente nos tecidos dos ciprestes, porém a identificacdo destes compostos ainda é
conflitante (ROMANI et al., 2002).

HEIMLER e PIERONI (1991) iniciaram estudos com a finalidade de
correlacionar a presenca/auséncia de biflavondides a resisténcia ao cancro dos

ciprestes causado pelo ataque de fungos.
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Figura 1.11. Férmula estrutural dos biflavondides isolados de C. lusitanica (A) Amentoflavona e (B)

Cupressoflavona

1.3.2 Cupressus e o cancro

Ha relatos na literatura de que os ciprestes sdo acometidos por cancro
e, esta doenga foi a responsavel pela morte de muitos exemplares da familia
Cupressaceae (GRANITI, 1998). Os fungos Seiridium cardinali e Seiridium unicorne
estdo intimamente associados ao cancro (GRANITI, 1998, MUTHUCHELIAN et al.,
2005 e 2005a). As infecgbes causadas por fungos do género Seiridium ocorrem,
geralmente, a partir de lesdes existentes no tronco ou nos ramos, tornando a copa
da arvore seca. Os ramos atacados tomam rapidamente uma coloragéo castanho-
avermelhada, destacando-se sobre o verde da vegetagao nao afetada, como pode
ser visto na Figura 1.12A. Observa-se também um grande fluxo de resina (Fig.
1.12B), que extravasa a partir de fissuras formadas pelo cancro. Anormalidades
histolégicas e necrose de células da planta sdo fenébmenos interpretados como
reacdes de defesa da planta, para limitar o avango do patégeno (GRANITI, 1998).

Os sintomas aparentes, causados pela infeccdo de espécies de
Seiridium aos seus hospedeiros, estao relacionados a produgéo local de toxinas pelo
fungo, as quais sédo posteriormente difundidas aos tecidos adjacentes e as folhas
(GRANITI, 1998). S. cardinale produz varias fitotoxinas, como seiridinas,
seiricardinas, seiricuprolida e o acido ciclopaldico dentre outros compostos (Figura
1.13). Os mecanismos de agao das fitotoxinas ainda ndo sao claros, mas podem
afetar o funcionamento do floema, a translocagéo de carboidratos, bem como induzir
a inibicao da fotossintese (MUTHUCHELIAN et al, 2005, 2005a).



Introdugao 17

Figura 1.12. (A) Folhas secas de C. lusitanica devido ao ataque de Seiridium unicorne, (B) resina

exsudada em decorréncia da infecgao

A incidéncia do cancro cortical e a disseminagdo de seus agentes
causais sao particularmente graves quando as condigdes climaticas sdo favoraveis,
ou seja, em periodos chuvosos nos quais a umidade elevada propicia a reprodugao
e propagacao fungica.

O cancro dos ciprestes ndo € exclusivamente decorrente dos fungos
Seiridium cardinali e Seiridium unicorne. Em estudos recentes, SPARAPANO et al.
(2004) e EVIDENTE et al. (2006) também reportam o fungo Sphaeropsis sapinea

como agente causador de cancros nos ciprestes.

=\ (©)

Figura 1.13. Estruturas das fitotoxinas produzidas por espécies de Seiridium: (A) Seiridina, (B)
Isoseiridina, (C) 7-hidroxi seiridina, (D) 7-hidroxi isoseiridina, (E) Seiricuprolida, (F) Acido ciclopéaldico,
(G) Seiricardina A, (H) Seiricardina B, (I) Seiricardina C
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O fungo Shaeropsis sapinea €& um patdégeno oportunista, de
distribuicdo cosmopolita, que se associa extensivamente as coniferas, causando-
Ihes diversos danos, como cancro, ferrugem, doencas nas raizes, podridao, etc
(EVIDENTE et al., 2006).

A taxonomia de S. sapinea tem causado consideravel confusdo e
conflito (SWART et al., 1991). Inicialmente dois morfotipos, A e B, foram descritos
para S. sapinea e, foram definidos de acordo com a textura das paredes celulares
dos conidios e pela viruléncia (WANG et al., 1985, PALMER et al., 1987). A distingao
também foi confirmada empregando-se sequéncias de DNA e de rRNA (WET et al.,
2000). Recentemente foi designado o morfotipo C baseado nas diferencas de
tamanho dos conidios (WET et al., 2000).

O isolamento e estudo dos metabdlitos secundarios podem contribuir
de modo significativo para melhor caracterizar a biologia, fisiologia e patogenicidade
dos morfotipos de S. sapinea, além de explicar a possibilidade de interagdes
especificas com os hospedeiros (EVIDENTE et al., 2006).

O fungo S. sapinea €& produtor de varios metabdlitos secundarios,
dentre eles duas dimedonas metil éter (metabdlitos fitotdxicos); sphaeropsidona e
epishaeropsidona (EVIDENTE et al, 1998) e dois metabdlitos nao toxicos;
clorosphaeropsidona e a epiclorosphaeropsidona (EVIDENTE et al., 2000). Destaca-
se ainda a produgao de sphaeropsidinas A — F (FIGURA 1.14), diterpenos
pimaranos tri e tetraciclicos (EVIDENTE et al., 1996, 1997, 2002, 2003).

Figura 1.14. Estrutura das spaheropsidinas A - F, respectivamente, produzidas por S.sapinea
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Pesquisas atuais demonstraram que as sphaeropsidinas A — C séao
potentes fitotoxinas para seus hospedeiros (ciprestes) e nao hospedeiros (tomate e
graos). A sphaeropsidinas D apresenta fitotoxicidade apenas para Cupressus
macrocarpa, enquanto a sphaeropsidina F € moderadamente fitotoxica somente
para C. sempervirens (SPARAPANO et al., 2003). Este estudo exibiu um fato de
relevante curiosidade, a potente atividade antimicética destas substancias frente a S.
unicorne, indicando-as como agentes preventivos de infec¢cdes de fungos da espécie
Seiridium.

Observa-se um fato muito intrigante, dado que Shaeropsis sapinea
produz diterpenos pimaranos polifuncionalizados, cujos esqueletos basicos séo
também produzidos por Cupressus lusitanica. Esta curiosa ocorréncia pode estar
relacionada a transferéncia genética horizontal, na qual o microrganismo “aprendeu”
a produzir estas substancias com a planta e, por um sistema enzimatico oxidativo,
ele funcionaliza o esqueleto destes diterpenos, tornando-os téxicos. Uma outra
hipétese relevante, que deve ser considerada, € que o fungo, estrategicamente, usa
os diterpenos ja produzidos pela planta e os toxifica através da agao enzimatica.

Esta observacao foi a inspiracdo deste trabalho de mestrado.
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2. OBJETIVOS

As principais metas do projeto foram relacionadas a descri¢gao do perfil
guimico de microrganismos associados a Cupressus lusitanica e, a comparagao
desse perfil com aquele apresentado pela planta hospedeira, usando metodologias
analiticas rapidas.

Também como objetivos destaca-se o isolamento e identificagdo de
outros metabdlitos secundarios produzidos pelos microrganismos.

Além dos objetivos ja mencionados foi realizada a avaliagdo do
potencial antibidtico dos extratos e substancias obtidas usando metodologias ja
implementadas no LaBioMMi.

Os objetivos especificos consistiram em:

- Isolar microorganismos associados a Cupressus lusitanica.

- Cultivar os microorganismos em diferentes meios de cultura com a finalidade de
aperfeigoar a produgéo dos diterpenos.

- Estabelecer condigbes 6timas de extracao e pré-purificacdo dos diterpenos.

- Estabelecer condi¢gbes 6timas de resolugdo cromatografica em Cromatografia a
Liquido.

- Estabelecer condi¢gdes o6timas de analise por Cromatografia a Gas acoplada a
Espectrometria de Massas.

- Estudar a fragmentacdo dos diterpenos por electrospray (ESI) e decomposicao
induzida por colisdo (CID). Escolher a partir desses dados, os melhores
experimentos para a detecgao seletiva dessas substancias nos meios de cultura.

- Efetuar bioensaios visando a investigagcao do potencial antibiético dos extratos e

substancias isoladas.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Materiais e equipamentos

3.1.1 Materiais utilizados para o isolamento, cultivo e conservacgao

dos fungos endofiticos

- Agar bacterioldgico SIGMA;

- Agua destilada;

- Alcool 70%;

- Alga de platina;

- Batata inglesa;

- Bico de Bunsen;

- Dextrose Mallinckrodt;

- Laminas de bisturi;

- Papel de filtro qualitativo (80g @=12,5 cm) SATELIT;
- Placas de Petri;

- Vidros de penicilina e suas respectivas tampas

3.1.2 Equipamentos utilizados para o isolamento, cultivo e

conservacgao dos fungos endofiticos

- Autoclave vertical Phoenix AV 75 e Soc. FABBE 103;
- Capela de fluxo laminar VECO VLFS -12M;
- Estufa de secagem e incuba¢cdo FANEM 347 CD

3.1.3 Equipamentos utilizados

- Bomba LC10AD gradient pumps, SHIMADZU;

- Centrifuga Mobilispin VULCO TECHNOLOGIES
- CentriVap concentrador LABCONCO

- CentriVap cold trap LABCONCO

- Cromatografo a gas, GC 8000 series Fisons;
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- Detector de arranjo de diodos WATERS 2696;

- Detector de UV (PDA) para HPLC SHIMADZU SPD-10A UV-Vis;

- Espectrémetro de massas triplo quadrupolo ESI, QuattroLC — Micromass;

- Espectrébmetro de massas VG Platform;

- Espectrémetros de Ressonancia Magnética Nuclear ARX-200 e APX-400;

- HPLC SHIMATZU analitico e preparativo

- Injetor para HPLC SHIMADZU Auto Injector SIL-10ADVp;

- Microondas LG Smart Dial modelo MS 158DDA;

- Moddulo de comunicacdo detector/computador em HPLC SHIMADZU CBM-10A
Communication BUS Module;

- Mddulo de separagao WATERS 2695;

- Moinho TEC 631 TECNAL;

- Rotavapor BUCHI R-200 com banho de aquecimento BUCHI B-490 e rotavapor
BUCHI R-114 com banho de aquecimento BUCHI B-480;

- Sonicador BRANDSON 1510.

3.1.4 Material utilizado nos ensaios biolégicos

- Agar Mueller Hinton — Acumedia®;

- Agitador de tubos AP56 PHOENIX®

- BHI (Infuso Cérebro Coracéo) — Acumedia®;

- Caldo Mueller Hinton — Difco®:

- Dimetilsulféxido — Sinth®;

- Padrao de sulfato de bario (escala de McFarland: 1,0 x 108 cel/mL);

- Tetraciclina — Bristol-Mayes-Squibb®
3.1.5 Suportes cromatograficos

- Cromatografia em camada delgada analitica: Silica gel em folhas sobre aluminio
(ALUGRAM™ SIL G/UV254— MACHEREY-NAGEL);

- Cromatografia em coluna: ODS (h=13,5cme p=2,5cm);

- Cromatografia em coluna : Sephadex LH 20 (h=1,15me p = 3,5 cm);

- Cromatografia em coluna: Silica gel 230-400 mesh;
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- Coluna cromatografica em CLAE analitica: Synergi 4u Fusion _RP 80A (part n°
00G-4424-E0), tamanho: 250 X 4.60 mm, Phenomenex e Gemini 10u C18 110A
(part n° 00G-4436-E0), Phenomenex; Luna 5u Phenyl-Hexyl (part number 00G-4257-
EO);

- Coluna cromatografica em CLAE preparativa: coluna ODS Shim pack (250 x
21,20mm)

- Coluna cromatografica em CG: DB1-MS J & W Scientific, 30 m e 0,25 um de filme

de didmetro interno.

3.1.6 Solventes empregados

- Solventes para cromatografia em bancada: destilados no DQ-UFSCar;

- Solventes grau HPLC: acetonitrila, isopropanol MALLINCKRODT®, metanol J. T.
Baker®, acido trifluoroacético TEDIA®, H,O purificada Milli-Q®;

- Solventes deuterados: agua, cloroférmio e metanol CAMBRIDGE ISOTOPE
LABORATORIES®, Inc.

3.2 Procedimento experimental

3.2.1 Isolamento dos fungos endofiticos de Cupressus lusitanica

3.2.1.1 Preparo do meio de cultura BDA

O meio de cultura BDA (Batata, Dextrose, Agar) foi preparado
cozinhando-se 60 g de batata inglesa, descascada e cortada em cubos, por 15
minutos em forno de microondas (poténcia 60 W) com 150 mL de agua destilada.
Em seguida, filtrou-se, com o auxilio de uma gaze, transferindo o caldo para um
Erlenmeyer. Acrescentou-se 6,0 g de dextrose e, apds sua dissolu¢ao adicionou-se
4,5 g de agar a mistura, homogeneizando-a e completando-se o volume para 300
mL de agua destilada.

Apds a esterilizacdo do meio, em autoclave a 121 °C e 1 atm,
adicionou-se uma suspensao do antibidtico terramicina, para evitar possiveis
contaminagdes bacterianas. Em seguida o meio foi transferido para placas de Petri,
previamente esterilizadas.
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3.2.1.2 Isolamento dos endéfitos de Cupressus lusitanica

Realizou-se, em setembro de 2006, um experimento preliminar, o qual
consistia no isolamento dos endofitos de Cupressus lusitanica. Para isso, foram
coletados galhos da planta localizada no campus da UFSCar.

O isolamento dos enddfitos foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por PETRINI et al. (1992). Apds a lavagem das folhas em agua corrente, toda
a micro populagéao epifitica foi eliminada por meio de imersédo de fragmentos da planta
em etanol 70% por 2 segundos, seguido da imersao em solugao aquosa de hipoclorito
de sodio 11% durante 1-5 minutos, etanol 70% por 2 segundos, e por ultimo, a
lavagem em agua destilada para a remogéao de residuos dos agentes esterilizantes.

Os fragmentos do material vegetal foram depositados sob placa de Petri
contendo meio BDA acrescido de antibidtico e incubados a 25°C e observados
diariamente.

A fim de purificar as coldnias fungicas, promoveu-se repiques sucessivos
nas placas em que houve crescimento de mais de uma colénia de microrganismo.

Em marco de 2007 repetiu-se o processo de isolamento dos fungos
endofiticos, a fim de se confirmar a presenga dos microrganismos ja isolados. Para
isso, empregou-se procedimento idéntico ao mencionado anteriormente, porém,
durante todo o experimento, manteve-se uma placa de Petri, com meio BDA, aberta,
com o intuito de se verificar possiveis contaminagdes externas. Também para se
certificar sobre a eficacia do procedimento de isolamento inoculou-se gotas da ultima
agua de lavagem.

Os microrganismos isolados foram catalogados na micoteca do
LaBioMMI e cada um deles recebeu o cdodigo de NICL (ndo identificado de

Cupressus lusitanica) seguido de um numero para sua respectiva identificagao .

3.2.1.3 Conservacgao dos fungos endofiticos isolados de C. lusitanica

Os fungos foram repicados em placas de Petri contendo o meio BDA e
incubados a 25°C por um periodo de sete dias.

Decorrido o periodo de incubagdo dos fungos, realizou-se a
esterilizacao do material necessario para conserva. Inicialmente, transferiu-se 5 mL

de agua destilada a vidros de penicilina, em seguida, estes foram vedados com
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papel filme e papel aluminio. Os vidros de penicilina e suas respectivas tampas
foram esterilizados em autoclave a 121 °C e 1 atm por 15 minutos.

Em capela de fluxo laminar asséptica, pequenos cubos do meio BDA
contendo o microrganismo foram cortados e transferidos aos vidros de penicilina, os
quais foram vedados e armazenados no LaBioMMi. O mesmo procedimento foi

realizado para os demais fungos isolados de C. lusitanica.

3.2.2 Cultivo dos microrganismos

3.2.2.1 Cultivo dos microrganismos em meio liquido e obtencdo dos

extratos

Em um estudo preliminar os fungos endofiticos isolados de Cupressus
lusitanica, foram cultivados, em pequena escala, em meio liquido Czapeck
enriguecido com 2% de extrato de levedura, o qual é composto pelos seguintes
nutrientes:

- 4,8 g de NaNOg;

-1,6 g de K;HPOy;

- 0,8 g de MgSOy;

- 0,8 g de KCI;

- 0,016 g de FeSO,7H,0;

- 48 g de glicose;

- 32,0 de extrato de levedura;
-1,6 L de H,O.

Dissolveram-se, sob agitagdo constante, os reagentes em agua
destilada. Em seguida, adicionaram-se, separadamente, 100 mL do meio de cultura
em 16 Erlenmeyers de 250 mL, os quais foram autoclavados por 15 minutos, a
120°C e 1 atm de pressao.

A seguir, os frascos contendo o meio de cultura foram transferidos a
capela de fluxo laminar, previamente limpa e, apds o meio atingir a temperatura
ambiente, transferiram-se 3 fragmentos, com cerca de 0,5 cm cada, de um dos
microrganismos contido em placas de Petri com meio BDA para 3 Erlenmeyers,

mantendo-se 1 deles como controle de assepsia. Procedimento idéntico foi adotado
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para os demais endofitos. Os frascos foram incubados durante 20 dias, a
temperatura de 25°C e sob repouso.

Finalizado o periodo de incubacdo, os frascos com meio de cultivo
contendo o fungo, bem como o frasco contendo o branco, foram filtrados, a pressao
reduzida, em capela de fluxo laminar, resultando, no micélio e no filtrado. Ao micélio
adicionaram-se 250 mL de EtOH absoluto, triturando-o a seguir. Apés 2 dias, este foi
filtrado e adicionaram-se, novamente, 250 mL de EtOH a massa micelial. O filtrado
etandlico foi concentrado em rotaevaporador, levando ao extrato micelial (M).
Particionou-se o filtrado com AcOEt na proporgao de 1:1, por 3 vezes, o qual
produziu o extrato (P). Um resumo do procedimento descrito encontra-se no
Esquema 3.1.

Em estagio posterior, todos os microrganismos isolados foram
cultivados em larga escala, ou seja, em 6L de meio de cultura Czapecks com 2% de

extrato de levedura, divididos em 20 erlenmeyers de 1000 mL.

J‘j T — EXTRATO (M)

]
TRITURAGAO, 1;~=~
FILTRAGAO

;
ADIGAODO  _  20DIAS DE ADIGAO DE 500 mL g
FUNGO H’:—:’, CuLTIVO EtOH AO MICELIO
o

ENDOFITICO

. \
/ | FILTRAGAO f |
PARTIGAO
MEIO CZAPECK > COM AcOEt
> > EXTRATO (P)

FILTRADO

Esquema 3.1. Procedimento de cultivo e extragédo dos fungos endofiticos
3.2.3 Obtengao do material botanico

3.2.3.1 Coleta de material vegetal para obtengao dos extratos

Foram coletados os galhos de Cupressus lusitanica de trés arvores de
diferente localizagcdo dentro da universidade, sendo uma situada proxima ao
departamento de quimica (ARVORE 1) e as outras duas nas proximidades do
departamento de estatistica (ARVORE 2 e ARVORE 3).
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Os ramos de C. lusitanica foram secos em estufa de circulagdo de ar a
temperatura de 45°C durante 24 h. Em seguida, dividiu-se os ramos em 2 partes,
sendo estas denominadas de ramos lenhosos (RL) e folhas (F), de acordo com a
Figura 3.1. Apds a separagao do material vegetal, este foi moido.

A tabela a seguir apresenta as massas de folhas e dos ramos lenhosos

das arvores 1, 2 e 3.

Tabela 3.1 Massa dos materiais vegetais das arvores em estudo

Massa (g) Massa (g) Massa (g)
Material vegetal , , ,
ARVORE 1 ARVORE 2 ARVORE 3
Folhas 75,59 157,30 44,81
Ramos lenhosos 21,56 57,52 11,35

Apds a moagem do material vegetal acrescentaram-se 400 mL de AcOEt
aos frascos de Erlenmeyer contendo as folhas e 250 mL do mesmo solvente aos
frascos contendo os ramos lenhosos.

O processo de extragao foi realizado durante 5 dias em temperatura
ambiente e em repouso. Decorrido este periodo, separou-se o material vegetal do
extrato por meio de filtragcdo a pressao reduzida. Os extratos de RL e F foram
concentrados, separadamente, em rotaevaporador. Prosseguiu-se a extragdo com
EtOH por mais 5 dias e realizou-se procedimento idéntico ao mencionado para a

obtencéao do extrato alcodlico.

FOLHAS
) RAMOS
LENHOSOS
(RL)

Figura 3.1. Partes nas quais os galhos de Cupressus lusitanica foram divididos

Analisaram-se, ambos os extratos (AcOEt e EtOH) RL e F das 3 arvores,
por CCD e estes apresentaram perfis cromatograficos idénticos; decidiu-se, entao,

reunir todos os extratos, e realizou-se particao liquido-liquido com Hex:EtOH (1:1). A
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fase hexanica forneceu o extrato denominado PHCL (particionado hexanico de
Cupressus lusitanica) com 11,5459 g e a fase etandlica resultou no extrato PECL
(particionado etandlico de Cupressus lusitanica) com 15,0063 g de massa.

A quimica do extrato hexanico de C. lusitanica foi explorada a partir de

analises por CG/EM e comparada com os extratos fungicos.

3.2.4 Estudo dos extratos fungicos e botanico

3.2.41 Fracionamento dos extratos fungicos “P” e “M” e botanico
“PHCL”

Adotou-se 0 mesmo procedimento no pré-tratamento dos extratos fungicos
(P e M) e botanico (PHCL).

Inicialmente, os extratos fungicos e botanico foram monitorados por CCD,
com varios sistemas de eluicdo e, constatou-se uma satisfatéria separacao de
substancias por polaridade.

Com a finalidade de se promover uma pré-limpeza e diferenciacéo pela
polaridade destes extratos, realizou-se, separadamente, cromatografia em coluna
com placa sinterizada (h = 4,5 cm e ® = 3,7 cm), empregando-se 0 mesmo
sistema de eluicdo da analise por CCD. A Tabela 3.2 apresenta a ordem de
eluicao utilizada.

As fragdes resultantes das colunas filtrantes foram monitoradas por

CLAE/UV.

Tabela 3.2 Sistema de eluigédo para coluna filtrante

Sistema de eluentes Proporgdao Volume (mL) Coédigo das fragoes

Hex : CH.Cl, 1:1 200 A
CH2Cl;: AcOEt 1:1 200 B
CH2Cl: AcOEt 1:4 200 C

CH,CI,: AcOEt: MeOH  1:4:10% 200 D
AcOEt : MeOH 1:1 200 E
MeOH 100% 200 F
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3.2.5 Analise por CLAE/UV

3.2.5.1 Condigoes CLAE/UV para analise dos extratos fungicos “P” e “M”

e do extrato botanico “PHCL”

Utilizou-se metanol (Bomba B) o qual foi filtrado em membrana de
nylon (45 ym) e agua (Bomba A) purificada em sistema Millipore Milli-Q. Os eluentes
foram sonicados por 30 minutos.

As analises foram realizadas utilizando-se coluna Phenomenex-Synergi
4u Fusion _RP 80A, com eluigdo gradiente e no modo reverso, de acordo com a
Tabela 3.3. Empregou-se vazao de 0,8 mL/min e o volume de injegao foi de 30 puL .

As fragbes monitoradas foram comparadas com fragées ricas em
diterpenos, previamente isolados pelo grupo, os quais foram submetidos as mesmas

condicdes analiticas das amostras.

Tabela 3.3 Método cromatografico terp_261007. Sistema de eluicdo dos extratos fungicos e extrato
botanico PHCL

Tempo (min) %B
0.01 70
10.00 85
25.00 85
25.01 90
30.00 90

40.00 100

50.00 100
50.01 70

60.00 70
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3.2.6 Analise por CG/EM

3.2.6.1 Tratamento da amostra utilizando extragcao em fase sélida

Antes da insergao dos extratos no sistema de CG/EM foram adotados
procedimentos de pré-tratamento de amostra, 0s quais estdo descritos nesta
sesséo.

Foram pesados, separadamente, 100 mg de extrato bruto de cada um
dos fungos e também 100 mg de folhas de C. lusitanica seca e moida e, para a
dissolugao destes, foram adicionados, separadamente, 3 mL de cloroférmio.

Com a finalidade de se analisar as substancias apolares presentes nos
extratos, realizou-se extragao em fase solida (EFS), empregando cartuchos de silica
(STRATA SI-1 silica).

Inicialmente ativou-se o cartucho com hexano, em seguida, este foi
condicionado com cloroférmio. Entao, aplicou-se a amostra, seguida da eluigdo com
cloroférmio.

Apds a secagem do material eluido, este foi re-suspendido em 1,0 mL de

cloroférmio e injetado 2uL no CG/EM.

3.2.6.2 Tratamento da amostra utilizando derivagao com diazometano

Adotou-se um segundo procedimento de tratamento de amostra, a
metilagcdo dos extratos com diazometano, uma vez que, nao se conhecia a
polaridade dos compostos constituintes dos extratos fungicos e, também para
impedir que 0os compostos mais polares ficassem aderidos a coluna cromatografica.

Inicialmente, preparou-se o diazometano, dissolvendo-se 2,14 g de
Diazald (N-metil-N-nitroso-4-toluosulfoamida) em 30 mL de éter etilico, em seguida,
resfriou-se a mistura em banho de gelo por cinco minutos. Decorrido o tempo
determinado, transferiu-se a mistura a um sistema proprio para esta reagao
(FIGURA 3.2) e, em seguida, acrescentou-se 0,4 g de KOH dissolvidos em 10 mL de
etanol absoluto. O sistema foi deixado em repouso por cinco minutos em banho de
gelo. Iniciou-se a reagdo com o aquecimento do sistema a 60 °C. Coletou-se o

produto da reagao, sob resfriamento através de banho de gelo.
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Transferiram-se 50 yL de diazometano a cada frasco contendo 5 mg
de extrato fungico. Os frascos foram vigorosamente agitados, e uma aliquota de 3
ML foi inserida no sistema de CG/EM.

As condi¢cbes descritas, a seguir, foram empregadas na analise dos
extratos ndo derivados e derivados com diazometano. Antes da injecdo da amostra
no equipamento, fixou-se a temperatura do injetor para 180 °C e ajustou-se a rampa
de aquecimento, a qual variou da seguinte forma: temperatura fixa em 70 °C por seis
minutos, elevagédo de 70°C para 250 °C em uma velocidade de 6,0 °C/min; e entdo

para 325 °C a uma velocidade de 3 °C/min.

b
i i
manta de aquecimento G

hanho de gelo

Figura 3.2. llustracdo do sistema reacional para obtengao de diazometano

3.2.7 Isolamento e identificagcdo dos metabdlitos secundarios do

microrganismo NICL3

O pré-tratamento do extrato PNICL3 em coluna cromatografica com
placa sinterizada resultou em 6 fragdes (A-F). As fracbes PNICL3B, PNICL3C e
PNICL3D foram submetidas, separadamente, a cromatografia classica de bancada. O
Fluxograma 3.1 ilustra os procedimentos cromatograficos aos quais a fragdo PNICL3

foi submetida.
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Fluxograma 3.1. Isolamento dos metabdlitos secundarios do extrato PNICL3

Extrato

PNICL3

|(a)

| | — — — |
PNICL3A I PNICL3B PNICL3C I PNICL3D I PNICL3E I PNICL3F I
- - -
’ (d)
PNICL3B37I PNICL3B68 PNICL3D11
(c)
PNICL3C15 PNICL3C28 I

(a) coluna cromatografica com placa sinterizada de dimensées h = 45 cm e ® = 3,7 cm. Fase
estacionaria: silica comum. Fase mével: eluicdo no modo gradiente conforme ilustra a tabela 3.2.

(b) cromatografia classica de bancada empregando coluna de dimensdes h = 16 cm e ® = 2,5 cm.
Fase estacionaria silica gel 230-400 mesh. Fase movel realizada no modo gradiente de eluigéo,
iniciando com 100% de Hex até AcCOEt/MeOH 1:1. Foram obtidas 119 fra¢des recolhidas em vidros
de 15 mL. As fragdes foram reunidas de acordo com o perfil cromatografico observado em CCD.

(c) cromatografia classica de bancada empregando coluna de dimensdes h = 9,0 cm e ® = 2,0 cm.
Fase estacionaria silica gel 230-400 mesh. Fase movel realizada no modo gradiente de eluicdo,
iniciando com 100% de Hex até AcOEt/MeOH 1:1. Foram obtidas 44 fracdes recolhidas em vidros de
15 mL. As fragdes foram reunidas de acordo com o perfil cromatografico observado em CCD.

(d) cromatografia classica de bancada empregando coluna de dimensées h = 16 cm e ® = 2,0 cm.
Fase estacionaria silica gel 230-400 mesh. Fase movel realizada no modo gradiente de eluicdo,
iniciando com 100% de Hex até AcOEt/MeOH 1:1. Foram obtidas 90 fragdes recolhidas em vidros de

15 mL. As fragdes foram reunidas de acordo com o perfil cromatogréfico observado em CCD.

As substancias PNICL3C15, PNICL3B37 foram analisadas por *H RMN,
PNICL3B68 por *H RMN, COSY e CG/EM. Para elucidagdo estrutural de PNICL3C28
foram empregadas andlises de 'H RMN uni e bidimensional, **C RMN, NOE, e
Espectrometria de Massas utilizando electrospray no modo positivo de ionizagéo. Ja
PNICL3D11 foi analisada por *H RMN uni e bidimensional.
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3.2.8 Comparacao do perfil metabdlico de NICL3 em diferentes

meios de cultura

3.2.8.1 Preparo dos diferentes meios de cultura

Para verificar o comportamento do microrganismo e, possiveis
alteracbes na producdo dos metabdlitos, realizou-se o cultivo do fungo em quatro
meios de cultura diferentes. Além do meio Czapeck enriquecido com 2% de extrato
de levedura, foram preparados meios sélidos, arroz parboilizado e milho de canjica e
também o meio baseado em extrato de soja.

O meio Czapeck com 2% de extrato de levedura foi preparado como
descrito em 3.2.2.1. O preparo dos meios soélidos, arroz e milho, deu-se de forma
idéntica. Utilizou-se quatro Erlenmeyers de 1000 mL, contendo, previamente, 100 g
de arroz parboilizado Uncle bean’s®, aos quais foram adicionados, 84 mL de agua
destilada em cada frasco. Em seguida, os frascos foram autoclavados duas vezes
(em dois dias consecutivos) por 40 minutos a temperatura de 121 °C e 1 atm de
pressao.

O meio contendo extrato de soja foi preparado de acordo com o
descrito pelo fabricante do produto, ou seja, para cada 200 mL de agua, 2 colheres
de sopa do substrato. Foram utilizados 4 frascos de Erlenmeyer contendo um
volume de 300 mL em cada frasco. O meio foi esterilizado em autoclave por 15
minutos, a temperatura de 121°C e 1 atm.

Para esse experimento foram utilizados um total de 16 Erlenmeyrs de
1000 mL. Quatro frascos contendo 300 mL de meio Czapeck enriquecido com
extrato de levedura, quatro frascos com 300 mL de extrato de soja, quatro com 100
g de arroz parboilizado e quatro com 100 g de milho de canijica.

Apds os meios atingirem a temperatura ambiente, 3 fragmentos do
microrganismo, contido em placas de Petri com meio BDA, foram transferidos
assepticamente para 3 frascos de cada meio de cultura. Um frasco de cada meio foi
mantido como controle de esterilidade. Os frascos de Erlenmeyers foram incubados,

em ambiente sem luz e de forma estatica e, cultivados por um periodo de 20 dias.
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3.2.8.2 Obtencao dos extratos

O extrato proveniente do meio liquido Czapeck com 2% de extrato de
levedura foi obtido de forma idéntica ao descrito no item 3.2.2.1.

O crescimento da massa fungica nos meios de arroz, milho e extrato
de soja foi interrompido mediante adicdo de 500 mL de EtOH em cada um dos
frascos, os quais foram deixados em repouso por 24 horas. Em seguida, a massa
fungica foi triturada e, posteriormente separada por filtragdo a pressao reduzida. O
filtrado foi concentrado em evaporador rotativo, obtendo-se, dessa forma, o extrato
etandlico. Apés a filtragao, foram adicionados 300 mL de AcOEt a massa fungica e,
0 processo de extragdo, filtracdo e concentracdo foi idéntico ao mencionado

anteriormente, resultando no extrato de acetato de etila.

3.2.8.3 Analise dos extratos por CLAE/UV

Os extratos referentes ao experimento de comparagcdo de meios de
cultura foram analisados por CLAE/UV, empregando-se uma coluna Luna 5pu Phenyl
Hexyl e como fase mével foi utilizada agua e acetonitrila, com vazao de 0,7 mL/min.
Utilizou-se eluicdo gradiente como ilustra a Tabela 3.4. Os extratos foram

preparados na concentragao de 2,5 mg/mL e injetados em um volume de 30uL.

Tabela 3.4. Eluigéo gradiente utilizada nas analises do cultivo de NICL3 em diferentes meios de

cultura
Tempo Concentracao de B% (acetonitrila)
0 20
40 100
45 100
47 15

60 15
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3.2.9 Isolamento e identificagdo dos metabdlitos secundarios do

microrganismo NICL5

Os extratos PNICL5 e MNICL5 sofreram um pré-tratamento utilizando-se
coluna cromatografica com placa sinterizada, o qual resultou em 6 fragcdes (A-F) de
cada extrato. O sistema de eluicdo empregado foi descrito na tabela 3.2 do item
3.24.1.

A fracdo PNICL5B foi analisada por CLAE/EM e posteriormente
submetida a métodos cromatograficos, empregando o equipamento de CLAE
preparativo. Para a separagao dos compostos utilizou-se como fase estacionaria
coluna ODS e fase movel constituida por agua e metanol na proporcao de 4:6, no
modo isocratico de eluicdo. Foi utilizada vazdo de 5 mL/min e monitorados o0s
comprimentos de onda em 240 e 290 nm. Foram obtidas trés fragdes, PNICL5B1,
PNICL5B2 e PNICL5B3, as quais foram analisadas por CLAE/EM e por RMN. O

Fluxograma 3.2 mostra um resumo do procedimento descrito anteriormente.
Fluxograma 3.2. Isolamento dos metabdlitos secundarios do extrato PNICL5

Extrato
PNICL5

l(a)
| | | | | |
PNICL5A | | PNICL5B PNIC5C PNICL5D | | PNICL5E | | PNICLSF
(b)

PNICL5B1 I PNICLSBZI PNICLSB3I

(a) coluna cromatografica com placa sinterizada de dimensées h = 45 cm e ® = 3,7 cm. Fase

estacionaria: silica comum. Fase movel: eluigdo no modo gradiente conforme ilustra a tabela 3.2. A
fragdo PNICL3B foi analisada por CLAE/EM.
(b) CLAE preparativa: fase estacionaria Shim Pack de 250 x 21,20 mm; eluigdo isocratica

empregando a fase mével H,O:MeOH (4:6); vazdo de 5mL/min; A monitorado em 240 e 290 nm

A fragado MNICL5B foi submetida a cromatografia liquida de bancada e, a
fragdo MNICLSF foi lavada com diferentes solventes. O Fluxograma 3.3. mostra os

procedimentos adotados.
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Fluxograma 3.3. Isolamento dos metabdlitos secundarios do extrato PNICL5

Extrato
MNICLS5

l(a)
| o | -l | o | o | - | -l
MNICL5A I MNICL5B I MNIC5C I MNICL5D I MNICL5E I MNICL5F I

(b)

()

I I MNICL5F’
MNICL5B MNICL5B MNICL5B
1-13 14-20 30-45

(a) coluna cromatografica com placa sinterizada de dimensées h = 45 cm e ® = 3,7 cm. Fase
estacionaria: silica comum. Fase mével: eluicdo no modo gradiente conforme ilustra a tabela 3.2.

(b) cromatografia classica de bancada empregando coluna de dimensdes h = 20 cm e ® = 3 cm. Fase
estacionaria silica gel 230-400 mesh. Fase movel realizada no modo gradiente de eluicao,
Hex:CH,Cl, (1:1) até AcOEt/MeOH (1:1). Foram obtidas 50 fragbes recolhidas em vidros de 15 mL. As
fragdes foram reunidas de acordo com o perfil cromatografico observado em CCD.

(c) lavagem da fragdo com os seguintes solventes: Hex, CH,Cl,, AcOEt.

As fracbes MNICL5B14-20 apresentaram o0 mesmo perfil
cromatografico e, dessa forma, foram reunidas e analisadas por RMN *H. Ja dentre
as fracbes MNICL5B21-50, destacaram-se as fragdes 30-45, pois apresentavam o
mesmo perfil cromatografico, no entanto, o espectro de RMN de H mostrou-se
muito parecido com os espectros das fragdes PNICL5B1-3 (Fluxograma 3.2) e nao
serao discutidos neste trabalho.

3.2.9.1 Analise por CLAE/EM

A fracdo PNICL5B e as subfracbes PNICL5B1, PNICL5B2 e PNICL5B
foram analisadas por EM empregando fonte de ionizacdo electrospray (ESI) no
modo positivo. A Tabela 3.5 ilustra as condicbes do equipamento para realizagao
das analises.

As analises foram realizadas com coluna Luna 5y Phenyl Hexyl,
eluicado gradiente e no modo reverso, empregando agua e acetonitrila como fase

movel. O gradiente utilizado encontra-se descrito na Tabela 3.6.
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O volume de injecdo de amostra foi de 50 pL e, a vazao foi de 1,0
mL/min, porém, necessitou-se de um divisor de fluxo para introdugao de 0,3 mL da

amostra no espectrémetro de massas.

Tabela 3.5 Condigbes de analise do espectrOmetro de massas

Experimento Full Scan
Fonte de ionizagéo Electrospray positivo, (ESI(+))
Capilar 3,36 kV
Cone 20V
Extrator 3V
Lentes de Radiofreqiiéncia 0,68V
Temperatura da fonte 50 °C
Temperatura do probe 300 °C

Tabela 3.6. Eluicédo gradiente empregada na analise de CLAE/EM

Tempo Concentracao de B% (acetonitrila)
0 30
10 50
30 80
31 100
35 100
36 20

45 20
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3.2.10 Comparacao do perfil metabdlico de NICL5 em diferentes

meios de cultura

3.2.10.1 Preparo dos diferentes meios de cultura e obtengao dos extratos

Assim como NICL3 foi cultivado em diferentes meios de cultura, para
se verificar seu comportamento frente a composicdo do meio e a produgao de
metabdlitos secundarios, estudou-se também o efeito dessa alteracdo no
metabolismo do fungo NICLS5.

Os procedimentos de preparo dos meios Czapeck enriquecido com 2%
de levedura, arroz, milho e extrato de soja foram idénticos aos descritos no item
3.2.8.1, no entanto, NICLS5 foi, também, cultivado em meio BD (batata, dextrose). O
preparo do meio foi semelhante ao do meio BDA, descrito no item 3.2.1.1, porém
sem a adigcao do agar.

Foram utilizados no total 20 Erlenmeyers, sendo o microrganismo
inoculado em 3 frascos de cada meio de cultura. Um frasco de cada substrato foi
mantido como controle de esterilidade.

O cultivo do microrganismo foi de 20 dias, de forma estatica e ambiente
sem luz.

Os extratos provenientes do meio liquido Czapeck com 2% de extrato
de levedura e meio BD foram obtidos igualmente como descrito no item 3.2.2.1. Ja a
obtencdo dos extratos de arroz, milho e soja, foi realizada de forma idéntica ao

mencionado no item 3.2.8.2.
3.2.10.2 Analise dos extratos por CLAE/UV

Como fase estacionaria foi empregada coluna Luna 5y Phenyl-Hexyl e
fase movel composta por agua e acetonitrila, empregando modo gradiente de
eluicao, conforme descrito na Tabela 3.7. Foi utilizada vazao de 1 mL/min.

Os extratos foram preparados na concentragao de 10 mg/mL.
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Tabela 3.7. Método cromatografico empregado na analise de comparagédo de meios de cultura

Tempo Concentracao de B% (acetonitrila)

0 15

15 40

30 80

31

35

36 30

45 30

3.2.11 Efeito da adicao de aminoacidos no metabolismo do fungo
NICL5

3.2.11.1 Preparo dos meios de cultura e obtencao dos extratos de NICL5

Os microrganismos tém um grande poder de multiplicagdo e sao
adaptaveis a variagdes nutricionais, dessa forma, investigou-se qual seria o
comportamento do fungo NICL5 mediante a adicdo de aminoacidos ao meio de
cultura.

Comparou-se o metabolismo do microrganismo, cultivando-o em meio
de cultura carente em aminoacidos (Czapeck), meio rico em diversos aminoacidos
(Czapeck enriquecido com 2% de extrato de levedura), meio enriquecido com
alanina (CzapecK com alanina), meio enriquecido com fenilalanina (Czapeck com
fenilalanina), meio enriqguecido com tirosina (Czapeck com tirosina) e meio
enriquecido com triptofano (Czapeck com triptofano).

Prepararam-se 2700 mL de meio Czapeck, o qual foi dividido em
dezoito Erlenmeyers de 500 mL contendo 150 mL do meio. Como o experimento
envolveu seis meios de cultura de diferente composigao, o cultivo do microrganismo
foi realizado em triplicata para cada meio. A quantidade de aminoacido livre
adicionado foi baseada na composicdo do extrato de levedura e, encontra-se
descrita na Tabela 3.8.

Os meios foram esterilizados e, apods atingirem a temperatura

ambiente, o microrganismo foi inoculado e cultivado por 20 dias na auséncia de luz.
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Tabela 3.8. Aminoacidos e suas respectivas massas adicionadas ao meio de cultura

Aminoacido Massa (g)
Alanina 6,264
Fenilalanina 2,736
Tirosina 1,656
Triptofano 0,864

Decorrido esse periodo, o desenvolvimento do microrganismo foi

interrompido por meio de filtracdo a presséo reduzida. O filtrado foi particionado com

AcOEt (3x 100 mL) e a fase organica concentrada em rotaevaporador, obtendo-se, 0

extrato P. Ao micélio foram adicionados 150 mL de EtOH e deixado em repouso por

24 h. Apos esse periodo, triturou-se o micélio. Em seguida, a massa fungica foi

filtrada e, o filtrado concentrado em rotaevaporador, obtendo-se o extrato M. Os

extratos foram nomeados conforme os codigos apresentados na Tabela 3.9.

Tabela 3.9. Cdadigos dos extratos obtidos dos diferentes meios de cultura

Meio de Cultura

Caédigo do extrato

Conteudo do extrato

Czapeck

Czapeck + 2% de

extrato de levedura

Czapeck + Alanina

Czapeck + Fenilalanina

Czapeck + Tirosina

Czapeck + triptofano

PCza
MCza

PLev

MLev

PAla
MAla
PFenil
MFenil
PTiro
MTiro
PTrip
MTrip

Fase organica do meio Czapeck
Micélio do meio Czapeck
Fase orgénica do meio com extrato de

levedura
Micélio do meio com extrato de levedura

Fase orgénica do meio com alanina
Micélio do meio alanina
Fase orgéanica do meio com fenilalanina
Micélio do meio com fenilalanina
Fase orgénica do meio com tirosina
Micélio do meio com tirosina
Fase organica do meio com triptofano

Micélio do meio com triptofano
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3.2.11.2 Analise dos extratos por CLAE/EM

Para verificar o efeito da adicdo de aminoacidos ao meio de cultivo de
NICL5 foram realizadas analises por CLAE/EM, empregando-se coluna Luna 5u
Phenyl Hexyl, fase mével composta por agua e acetonitrila, ambos acidificados com
0,1% de TFA, utilizando-se eluicao gradiente e no modo reverso e. O gradiente
utilizado encontra-se descrito na Tabela 3.10.

Os extratos foram analisados na concentragdo de 10 ug/mL, o volume
de injecao de amostra foi de 50 pL e, a vazao foi de 1,0 mL/min, porém, necessitou-
se de um divisor de fluxo para introducao de 0,3 mL da amostra no espectrémetro de

massas.

Tabela 3.10. Método cromatografico utilizado nas analises para se verificar o efeito da adi¢cdo de

aminoacidos no metabolismo de NICL5

Tempo (min) Concentracao de B% (acetonitrila)

0 30

10 50

30 80

31 100

35 100

36 30

50 30

As andlises dos extratos foram realizadas utilizando-se electrospray no
modo positivo. A Tabela 3.11 ilustra as condi¢gdes de sintonia do Espectrobmetro de

Massas.
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Tabela 3.11. Condi¢des do Espectréometro de Massas para se verificar o efeito da adigao de

aminoacidos no metabolismo de NICL5

Experimento Full Scan
Fonte de ionizagao Electrospray positivo, (ESI(+))
Capilar 3,36 kV
Cone 19V
Extrator 4V
Lentes de Radiofrequéncia 0,7V

3.2.12. Estudo da fragcao PECL

3.2.12.1 Tratamento do extrato botanico “PECL”

Para a pré-purificagdo do extrato PECL, foi utilizada coluna SEPHADEX
LH - 20 (h=1,15m e p = 3,5 cm), a qual foi condicionada em H,O: MeOH (2:8). Em
seguida, dissolveu-se o0 extrato no sistema inicial de eluicdo, o qual foi
posteriormente aplicado na fase estacionaria. A Figura 3.3 representa o pré-
tratamento do extrato PECL na coluna SEPHADEX-LH 20.

Figura 3.3. Coluna SEPHADEX LH-20 utilizada na pré-purificagao do extrato PECL
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Foram obtidas 240 fragdes as quais foram monitoradas por CCD. As
fragbes PECL116, PECL122, PECL132, PECL150 e PECL168 foram, também,
analisadas por CLAE/UV.

3.2.12.2 Condigées CLAE/UV para analise das fragées PECL

As analises foram conduzidas utilizando-se a fase estacionaria Gemini 10
C18, com eluigdo gradiente e no modo reverso, contendo como fase mével agua e
metanol/acetonitrila 1:1, ambos acidificados com 0,1% de TFA. Nestas analises
foram monitorados os comprimentos de onda de 190 a 370 nm.

Aplicou-se dois métodos cromatograficos distintos, denominados polares

21 e apolares 2 representados na Tabela 3.12

Tabela 3.12 Métodos cromatograficos empregados nas analises das fragdes PECL

Polares 21 Apolares 2
Tempo (min) %B Tempo (min) %B
0,01 15 0,01 60

10 40 30 100

35 40 40 100

36 100 40,01 60

40 100 60 60

41 15

50 15

3.2.12.3 Separagao das substancias da fragao PECL170

A analise por CCD da fracdo PECL170 (11,65 mg) indicou a presenca de
duas substancias. Para a separagdao dos constituintes quimicos, foi realizada
cromatografia classica de bancada, empregando uma coluna ODS (h=17cme ® =
2,5 cm) e eluicdo gradiente no modo reverso, empregando-se agua e metanol na
propor¢ao de 7:3 até 100% de metanol. Foram obtidas 20 subfragbes, as quais

foram monitoradas por CCD e, agrupadas de acordo com o perfil cromatografico. A
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subfracdo denominada PECL170A (2,87 mg) foi analisada por *H RMN e por

Espectrometria de Massas, utilizando eletrospray como modo de ionizagao.

3.2.12.4 Analise por CLAE/EM

A analise de PECL170A foi executada empregando-se coluna Luna 5u
C-18 e fase movel composta por agua, acetonitrila e metanol, com vazao de 0,7
mL/min. O método cromatografico e as condigbes de sintonia do Espectrometro de

Massas estao apresentados nas Tabelas 3.13 e 3.14 respectivamente.

Tabela 3.13. Método cromatografico para andlise de PECL170A

Tempo (min) %A (H20) %B (MeOH) %C (AcCN)
0 80 20 -
8 80 20 -
15 60 20 -
25 40 30 -
40 30 30 -
41 - - 100
48 - - 100
48,01 60 - 40
49 85 15 -
60 85 15 -

Tabela 3.14. Condi¢des de andlise do espectrdmetro de massas para analise de PECL170A

Experimento Full Scan
Fonte de ionizagéao Electrospray negativo, (ESI-(-))
Capilar 3,74 kv
Cone 38V
Extrator 5V
Lentes de Radiofrequéncia 0,80V
Temperatura da fonte 50 °C

Temperatura do probe 350 °C




Parte Experimental 45

3.2.13 Deteccao de biflavondides nas folhas de Cupressus

lusitanica e Araucaria angustifolia

Como relatado na introdugao deste trabalho, a planta C. lusitanica e outras
coniferas sao produtoras de biflavondides. Com a finalidade de se verificar a
produgao desta classe de compostos, coletaram-se ramos de C. lusitanica e de A.
angustifolia localizadas no campus da UFSCar e, estes foram submetidos a trés
modos de extragao diferentes e posterior andlise por CLAE/UV, empregando-se trés
métodos cromatograficos distintos, a fim de se constatar o melhor modo de extragao
destes compostos fendlicos.

ApoOs a coleta dos ramos de C. lusitanica e A. angustifolia, estes foram
secos em estufa de circulagdo a 45 °C durante 24 horas e, em seguida, moidos em
moinho de facas.

Para cada um dos trés métodos de extracao utilizou-se 100 mg de material
vegetal proveniente de cada planta.

Os métodos de extracao e analises por CLAE estdo descritos a seguir.

X Método de extragdao A: Foram adicionados 2 mL de agua e acetonitrila (1:1)
aos 100 mg de material vegetal (de cada planta separadamente), os quais foram
sonicados por 15 minutos. A mistura foi centrifugada durante 1 minuto, e
posteriormente o sobrenadante foi removido e reservado. O procedimento foi
repetido por mais uma vez.

Adicionaram-se 2 mL de CHCI; grau HPLC ao sobrenadante, em seguida,
a mistura foi agitada vigorosamente. S6 entdo, esta foi centrifugada para separagao
da fase orgénica, a qual foi concentrada em Centrivap.

Na analise por CLAE empregou-se fase estacionaria Gemini 10u C18.
Utilizou-se modo reverso de eluicado contendo como fase mével metanol/acetonitrila
1:1 e H,O, ambos acidificados com 0,1% de TFA. A amostra foi re-suspendida na
fase mével. O volume de injecao foi de 20 uL e, a vazédo de 0,5 mL/min. Empregou-
se 0 método cromatografico, polares 21, descrito no item 3.2.12.2.

Monitoraram-se nestas analises os comprimentos de onda de 190 a 370
nm.
<> Método de extracdo B: Foram adicionados 2 mL de acetonitrila grau HPLC
aos 100 mg de material vegetal (de cada planta separadamente), os quais, em

seguida, foram sonicados por 15 minutos. A mistura foi centrifugada por 1 minuto,
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seguida da separagédo do sobrenadante. O procedimento foi repetido por mais uma
vez.

A amostra antes de ser injetada no cromatégrafo passou por um processo

de pré-purificagdo, o qual consistiu na retirada de uma aliquota de 1 mL do
sobrenadante e adicdo de 4 mL de H,O milli-Q, seguida de agitagdo por 10
segundos em agitador de tubos. Logo apds ativou-se um cartucho de C18 (1 mL)
com 2 mL de acetonitrila, seguido de condicionamento com 2 mL de H,O Milli-Q.
Injetou-se a amostra no cartucho e, os compostos de polaridade intermediaria foram
eluidos com 2 mL de tetra hidrofurano. Empregaram-se as fases estacionaria e
movel mencionadas no modo de extragdo anterior. As amostras foram re-
suspendidas no sistema de elui¢do. Injetou-se 20 uL de amostra e, utilizou-se vazao
de 0,8 mL/min. O método cromatografico apolares 21 foi utilizado nas analises
destes extratos.
X Método de extragdo AB (extragdo acido/base): Foram adicionados 2 mL de
metanol, grau HPLC, aos 100 mg de material vegetal (de cada planta
separadamente). Em seguida, a mistura foi sonicada durante 2 minutos.
Transferiram-se 2 mL de solugdo de NH;OH (1,0 mol/L) a mistura, a qual foi
novamente sonicada por mais 5 minutos e, sé entdo, centrifugada por 1 minuto,
seguida da remogao do sobrenadante. Foram adicionados mais 2 mL de NH,OH (1,0
mol/L) ao material vegetal residual, o qual foi nhovamente sonicado por mais 5
minutos. Apos centrifugar a mistura, o sobrenadante foi removido.

Para a pré-purificagdo do extrato, adicionaram-se, ao sobrenadante, 2 mL
de éter etilico, o qual foi agitado e, em seguida, retirou-se a fase organica com uma
pipeta de Pasteur. Repetiu-se este procedimento mais uma vez. Adicionou-se 4cido
cloridrico concentrado a fase organica até a obtencéo de pH entre 3-4. Extraiu-se os
compostos fendlicos usando AcOEt (2 x 1 mL) e BuOH (2 x 1 mL). As amostras
foram concentradas em centri vap.

Empregaram-se as fases estacionaria e mével mencionada no modo de
extracdo A. Solubilizou-se as amostras no sistema de elui¢cdo. Injetou-se 20 uL de
amostra e, vazdo de 1,0 mL/min. O método cromatografico, denominado
bf ab_ 250907, encontra-se na Tabela 3.15.
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Tabela 3.15. Método cromatografico bf_ab_250907 utilizado no modo de extragdo AB

Tempo (min) % B (MeOH/AcCN 1:1 + 0,1% TFA)
0,01 25
35 100
40,0 100
40,01 25
45 25

3.2.14 Ensaios bioldgicos

3.2.14.1 Ensaio de inibicao bacteriana pelo método de difusdao em agar

3.2.14.1.1 Preparo dos meios de cultura
< Agar Muller Hinton

Em 250 mL de agua destilada, dissolveu-se 9,5 g de agar Mueller Hinton.

+ Caldo Mueller Hinton
Dissolveu-se 10,5 g de caldo Mueller Hinton em 50 mL de agua
destilada.

« BHI (Infuso Cérebro Corac¢ao)
Preparou-se o meio dissolvendo-se 52,0 g de BHI para 1 L de agua
destilada.

3.2.14.1.2 Ativacgao das bactérias

As bactérias foram ativadas em placas de Petri contendo agar Mueller
Hinton, sendo incubadas por um periodo de 24 horas, a 33 °C. ApGs esse intervalo,
transferiu-se cerca de uma colbénia de bactéria para um tubo contendo 3mL de caldo
Mueller Hinton, com o auxilio de uma al¢a de platina previamente esterilizada. Este
tubo, apds ser homogeneizado, foi incubado por um periodo de 24 a 30 horas, a

uma temperatura de 33 °C.
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3.2.14.1.3 Padronizagao das culturas

As bactérias submetidas aos ensaios antibacterianos foram
padronizadas mediante comparagdo com os padroes da escala de McFarland de
turbidez, tendo sido referida a concentracdo de 1x10% cel/mL.

Quando necessario, promoveu-se a diluicdo do tubo contendo a

bactéria utilizando solugéo salina 0,9%.

3.2.14.1.4 Preparo das amostras

Os extratos a serem testados foram preparados na concentragcédo 3

mg/mL e a substancia pura na concentragdo de 1mg/mL em DMSO.

3.2.14.1.5 Preparo do antibiético controle

Pesaram-se 1,25 mg de tetraciclina, as quais, foram dissolvidas em 25

mL de DMSO, obtendo-se, dessa forma, uma solugao de concentragcao 0,05 mg/mL.

3.2.14.1.6 Ensaio antibacteriano contra as bactérias Escherichia coli, Bacillus

subtilis, Staphylococcus aureus e Micrococcus lutheus

Um volume de 25 pL de cada bactéria a ser ensaiada foi transferido
para uma placa de Petri contendo meio BHI. Esse volume de células bacterianas foi
espalhado por toda a placa com o auxilio de uma alga. Apés a secagem da placa
foram feitos pogos, os quais, posteriormente, foram preenchidos com as solugdes,
em DMSO, dos extratos e substancia testados.

As placas de Petri foram incubadas por 24h em estufa a 33°C.

O resultado foi obtido mediante a medida do halo de inibicdo do
crescimento bacteriano.

E importante ressaltar que para cada bactéria ensaiada o experimento

foi realizado em triplicata.
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3.2.14.2 Ensaio de inibigao fungica pelo método de difusdao em agar

O ensaio de inibicdo fungica foi realizado mediante protocolos bem
estabelecidos por nosso grupo de pesquisas.

Foram testadas as atividades dos extratos hexanico e etandlico de C.
lusitanica e uma fragdo rica em biflavonéides produzidos pela planta, frente aos
microrganismos NICL3, NICL4 e NICL5 isolados de C. lusitanica.

O meio de cultura utilizado no ensaio foi o BDA (batata, dextrose e
agar), o qual depois de preparado e esterilizado em autoclave, foi vertido em placas
de Petri e, estas mantidas em capela de fluxo laminar até a solidificagao.

Foram feitos quatro pogos de 5 mm de didmetro no meio de cultura
circundando a regido central, na qual se inoculou o fungo. Nestes pogos foram
adicionados 100 pL das solugdes preparadas em DMSO nas concentragdes de 5,00
mg/mL, 2,50 mg/mL e 1,25 mg/mL, para cada extrato testado e DMSO utilizado
como controle (FIGURA 3.4). O desenvolvimento dos microrganismos foi observado
dia a dia e, o potencial antifungico dos extratos foi avaliado através da inibicdo do

crescimento do microrganismo.

Adicao das
solugdes

Adicao do
microrganismo

Pogos feitos
no meio BDA

Figura 3.4. Representagao do procedimento adotado para realizagao do ensaio antifungico pelo
método de dispersdo em agar. (A), (B) e (C) representam as concentra¢des das solu¢des em
DMSO dos extratos testados. (A) 5 mg/mL, (B) 2,50 mg/mL e (C) 1,25 mg/mL
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3.2.14.3 Ensaio de citotoxicidade in vitro em linhagens de células

tumorais

O ensaio de citotoxicidade in vitro foi realizado no Laboratério de
Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceara (LOE UFC) com o
objetivo de se verificar a citotoxicidade in vitro dos extratos provenientes dos fungos
endofiticos de Cupressus lusitanica, dos extratos hexanico e etandlico da planta e
também de uma substancia produzida pelo fungo NICL5, em trés linhagens de
células tumorais humanas.

As linhagens tumorais utilizadas, MDA-MB435 (mama - humano), HCT-
8 (colon - humano) e SF-295 (glioblastoma - humano), foram cedidas pelo Instituto
Nacional do Cancer (EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibiéticos, mantidas em

estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO..

3.2.14.3.1 Preparo das amostras

As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril. A substancia pura foi

testada na concentragao unica de 5ug/mL e os extratos na concentragao de 50ug/mL.

3.2.14.3.2 Citotoxicidade in vitro

Analise de citotoxicidade pelo método do MTT & um método rapido,
sensivel e barato. E uma andlise colorimétrica baseada na converséo do sal 3-(4,5-
dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a
partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente
ativas.

As células foram plaqueadas na concentragao de 0,1 x 106 cél/mL
para as linhagens MDA/MB-435 e SF-295 e 0,7 x 105 cél/mL para a linhagem HCT-
8. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Ao
término deste, as mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante, removido. Em
seguida, foram adicionados 150 uL da solugédo de MTT (sal de tetrazolium), e as
placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apds dissolugdo do

precipitado com 150 uL de DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 595nm.
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Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrao
da média (DPM) da porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o

programa GraphPad Prism.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento de fungos endofiticos de Cupressus lusitanica

Apds trés dias do processo de isolamento dos microrganismos
endofiticos de C. lusitanica, verificou-se o desenvolvimento dos primeiros isolados. A
Figura 4.1.1 mostra o inicio do crescimento dos microrganismos a partir das
extremidades do material botanico, depositado sobre o meio BDA na placa de Petri.

Notou-se também que a placa controle, a qual permaneceu aberta
durante o processo de isolamento, e as placas inoculadas com a ultima agua de
esterilizagcdo da superficie das folhas da planta, ndo apresentavam sinais de
contaminagéao, indicando, desse modo, a eficacia da metodologia aplicada, como
apresentado na Figura 4.1.2.

Figura 4.1.1. Fungos endofiticos isolados das folhas de Cupressus lusitanica

Em setembro de 2006, em trabalho exploratério da micro populagao
endofitica de C. lusitanica, observou-se o crescimento de quatro fungos. Em 2007,
em trabalho incluso neste projeto de pesquisa, isolaram-se, das folhas de C.
lusitanica, cinco fungos endofiticos, dentre os quais quatro eram, aparentemente,
idénticos ao isolados em 2006. A identificagdo das espécies é de grande importancia
para os estudos de biodiversidade e relagdo com o hospedeiro. Toda forma de vida
requer exigéncias nutritivas, em termos de substancias quimicas indispensaveis ao
seu crescimento e ao seu funcionamento normal. Alguns fungos, embora cresgam

bem em agar, outros os fazem pobremente ou simplesmente ndo se desenvolvem,
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exigindo nutrientes especificos como vitaminas e outras substancias estimulantes
(PELCZAR et al., 1997).

Figura 4.1.2. Placas de Petri que monitoraram a assepcia do processo de isolamento dos

microrganismos de C. lusitanica

A Figura 4.1.3. ilustra os cinco fungos endofiticos isolados de C.

lusitanica com seus respectivos codigos de identificagdo do LaBioMMI.

Figura 4.1.3. Fungos endofiticos isolados de C. lusitanica e seus respectivos codigos

Os microrganismos foram enviados para identificagdo na Universidade
Federal da Amazbénia (UFAM) e, em uma identificagdo prévia os fungos NICL3 e
NICL5 foram relacionados ao género Xylaria, enquanto NICL4 foi identificado como
Guignardia mangifera.

O fungo NICL5 destacou-se em meio aos demais, pois se constatou a
formagdo de estruturas delgadas e alongadas que cresciam a partir da massa

micelial em diregdo a superficie. Esta observagédo impulsionou a busca de material
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bibliografico e, LEE, et al. (2003), reportaram que espécies de Xylaria possuem a

caracteristica de produzirem estroma alongado e ereto.

4.2 Extratos fungicos

Ramos de Cupressus lusitanica com cones masculinos e femininos
foram depositados no herbario do Departamento de Botanica da UFSCar
(HUFSCAR) sob o numero de 7281.

No experimento em pequena escala houve a necessidade de se juntar
os extratos P e M dos fungos NICL1 e NICL4 devido a pouca massa destes. A
coluna filtrante resultou nas fragdes NICL1 A-F e NICL4 A-F.

Verificou-se no experimento em larga escala, em meio de cultura
Czapeck enriquecido com 2% de extrato de levedura, que os microrganismos NICL1,
NICL3 e NICL5 desenvolveram uma densa massa micelial, enquanto que o fungo
NICL4 nao apresentou um bom crescimento (Figura 4.2.1), ja o fungo NICL2 cresceu
submerso ao meio de cultura.

No experimento em larga escala, para todos 0s microrganismos
cultivados, observou-se a baixa produgdo dos extratos P (particio AcOEt) em
relacdo aos extratos M (micelial), esta fato deve estar relacionado a produgao
intracelular dos metabdlitos, os quais podem ser excretados para o exterior. A

Tabela 4.2.1 mostra as massas destes extratos.

Tabela 4.2.1 Massas dos extratos particionado e micelial

Extrato Cédigo do fungo Massa (g)
o NICL1 2,7300
l@ NICL2 0,6986
e NICL3 0,6301
& NICL4 0,8262

NICL5 12,5224
NICL1 20,5687
o NICL2 3,4257
@ NICL3 20,5687
= NICL4 22,0833

NICLS 22,3825
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Figura 4.2.1 Crescimento micelial de NICL1, NICL3, NICL4 e NICL5 ap6s 20 dias de cultivo

Durante o cultivo dos microrganismos alguns fatos interessantes foram
observados, dentre eles, a marcante coloracdo verde escuro do meio de cultura
Czapeck apos 20 dias de cultivo do fungo NICL1. Mesmo apds a particdo com
AcOEt, verificou-se que o extrato obtido, permanecia com a cor mencionada (Figura
4.5A), a qual também foi verificada no extrato micelial.

Notou-se grande diferenca na aparéncia do fungo NICL4, quando
cultivado em meios de cultura solido (BDA) e liquido (Czapeck) (Figura 4.2.2B).

O fungo NICL5 mostrou-se bastante interessante de ser estudado nao
apenas por apresentar uma estrutura morfolégica diferenciada (Figura 4.2.2C), mas
também pelo fato de apresentar cristais bem definidos nos extratos brutos. Apés a
pré-purificagdo por meio da coluna filtrante pode-se verificar a presencga de cristais
nas fragbes PNICL5B, PNICL5C, MNICL5B, MNICL5C e MNICLSE.

Figura 4.2.2. Caracteristicas observadas: (A) NICL1 ap6s 20 dias de cultivo e coloragdo esverdeada
do extrato PNICL1, (B) modificagdo na aparéncia de NICL4 em meios diferentes e
(C) estruturas delgadas e longas de NICL5
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4.3 Monitoramento dos extratos fracionados (flungicos e
vegetal) por CLAE/UV

Como o estudo da associagao planta-fungo endofitico de Cupressus
lusitanica é pioneiro, ndo se conhecem os perfis dos metabdlitos secundarios fruto
desta interacao.

Inicialmente, explorou-se o comportamento cromatografico de fragdes
ricas em diterpenos, provenientes de trabalhos anteriores realizados no LaBioMMi.
Esta iniciativa teve a finalidade de se comparar o perfil cromatografico destas
fracOes deterpénicas, com 0s extratos fungicos e botanico, para verificar a presenga
desta classe nestes extratos.

Foram monitoradas as fragdes ricas nos diterpenos acido abiético (AA),
acido diidroabiético (ADA) e acido diidro-isoestévico (ADIE) no comprimento de onda
236 nm. A Figura 4.3.1 mostra os cromatogramas referentes as fragdes enriquecidas

nos referidos diterpenos.
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Figura 4.3.1. Cromatograma das frades ricas nos diterpenos acido abiético (AA), acido diidroabiético
(ADA) e acido diidro-isoestévico (ADIE) em 236 nm

O método cromatografico (terp_261007, pagina 29) escolhido, foi aquele
gue concentrou as bandas dos diterpenos padrdes entre 15 a 20 minutos de corrida.

No entanto, como ndo se conhecia a constituicdo quimica dos extratos fungicos,
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sugeriu-se monitorar as bandas cromatograficas referente aos possives diterpenos
no intervalo de 8 a 25 minutos, pois assim, substancias com maior ou menor
afinidade pela fase estacionaria poderiam ser observadas no cromatograma.

A Figura 4.3.2 mostra os cromatogramas processados em 236 nm,
adquiridos para as fracbes de PHCL de (A — F) provenientes dos material botanico.
Pode-se observar a complexidade destas fragdes, uma vez que ha compostos que
eluem no inicio, no meio e final da corrida cromatogréfica.

A fragdo PHCLA mostrou uma variedade consideravel de compostos, com
destaque para substancias de menor polaridade, o que é justificavel , pois esta foi
obtida com solventes de baixa polaridade, Hex: CH,Cl, (1:1). Entre 13 e 17 minutos
verificou-se algumas bandas cromatograficas, as quais podem estar relacionadas a

classe dos diterpenos.
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Figura 4.3.2. Cromatogramas das fragdes PHCL (A-F) A = 236 nm
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A fracdo PHCLB destacou-se em relagao as demais, pois apresentou uma
intensa banda cromatografica com tempo de retengédo préximo a 22,20 minutos, a
gual enquadrou-se na faixa determinada para os diterpenos.

A fracdo PHCLC mostrou-se composta de substancias de maior
polaridade, no entanto, verificou-se uma banda com tempo de retengédo proximo
13,00 minutos, a qual se enquadra no intervalo de retencdo dos diterpenos . Os
perfis cromatograficos ds fracdes PHCL (D-E) mostraram-se bastante semelhantes,
podendo estas apresentarem a mesma constituigdo quimica. Na regido de 8 a 20
minutos foram verificadas algumas bandas compreendidas na faixa de retencao
determinada para os diterpenos.

As fragdes fungicas apresentaram perfis cromatografico distintos

Os cromatogramas referentes as fragdes NICL1 (A-F), mostram-se muito
pobres em constiuintes quimicos, uma vez que, apenas em NICL1D e NICL1E foram
observadas poucas bandas cromatograficas, porém nos intervalos de retengao

determinado para os ditepenos.
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Figura 4.3.3. Cromatogramas das fragdes NICL1 (A-F), A = 236 nm
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As Figuras 4.3.4 e 4.3.5 ilustra os cromatogramas das fracdes
proveninetes de NICL2. Péde-se constatar que somente as fragbes MNICL2 (B, D e
E) e PNICL2C apresentaram compostos com tempo de retengdo na faixa
determinada para os diterpenos.
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Figura 4.3.4. Cromatogramas das fragdes MNICL2 (A-F),A =236 nm
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Figura 4.3.5. Cromatogramas das fragdes PNICL2 (A-F), A =236 nm



Resultados e Discussao 60

Diferentemente dos demais extratos analisados anteriormente, as
fracbes de MNICL3 e PNICL3, apresentadas nas Figuras 4.3.6 e 4.3.7, mostraram

maior riqueza de constituintes quimicos, pois, foi possivel observar nos

cromatogramas bandas de baixa, média e alta polaridade. Foi notado também a

presenca de varias bandas no intervalo de retengcdo determinado para os

diterpenos.
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Figura 4.3.6. Cromatogramas das fragdes MNICL3 (A-F), A = 236 nm
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Figura 4.3.7 Cromatogramas das fragdes PNICL3 (A-F), A = 236 nm
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Assim como na maioria das fragbes dos extratos fungicos, as fragées
NICL4 (A-F) apresentaram alguns constituintes quimicos no intervalo de retencéo
dos diterpenos, destacando-se a fragado NICL4B, por apresentar maior numero de
bandas no referido intervalo. A Figura 4.3.8 ilustra os cromatogramas das fragdes de
NICLA4.
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Figura 4.3.8 Cromatogramas das fracdes NICL4 (A-F), L = 236 nm

As Figuras 4.3.9 e 4.3.10 representam os cromatogramas referentes as
fragbes dos extratos de NICL5, nos quais constatou-se a possibilidade da produgao
de diterpenos pelo microrganismo. Notou-se no cromatograma de MNICL5A a
presenca de varias bandas de baixa intensidade na regido proposta para os
diterpenos. Ja MNICL5B e MNICL5C apresentaram perfil cromatografico muito
semelhante, diferindo apenas na intensidade das bandas com tempos de retengao
préximos a 7,5 e 9,5 minutos. Em MNICL5D observou-se um pequena banda em
18,5 minutos, a qual pode estar relacinada aos diterpenos.

As fragdes PNICL5B, PNICL5D, PNICL5E e PNICL5F (Figura 4.3.10)
podem ser constituidas por diterpenos, uma vez que, algumas bandas, de fraca

intensidade, foram observadas no intervalo sugerido para estes compostos.
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Figura 4.3.9. Cromatogramas das fragdes MNICL5 (A-F), A = 236 nm
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Figura 4.3.10. Cromatogramas das fragdes PNICL5 (A-F), A = 236 nm
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De acordo com as analises por CLAE/UV, todos o0s extratos
apresentaram bandas no intervalo de retencdo proposto para os diterpenos. Vale
ressaltar que a maioria destas bandas apresentaram fraca intensidade, indicando a
baixa concentragao destes compostos. Destaram-se 0s extratos dos microrganismos
NICL3 e NICL5, pois apresentaram maior riqueza de constituintes quimicos,
sugerindo, desse modo, que a quimica destes microrganismos deva ser estudada

com mais énfase.

4.4 Monitoramento dos extratos flingicos e botanico por
CG/EM

Também para se avaliar a constituicdo quimica dos extratos fungicos e
botanico em busca de diterpenos, foram realizadas analises por CG/EM.

O pré-tratamento dos extratos fungicos e do material botanico foi
realizado com a finalidade de extrair apenas os compostos de baixa polaridade,
permitindo, desse modo, a execugao das analises por cromatografia a gas acoplada
a espectrometria de massas (CG/EM) com ionizagao por elétrons. Esta forma de
ionizagdo tem como caracteristica principal a producao de varios ions fragmentos,
consequentemente, fornecendo riqueza de informagao estrutural.

As anadlises por CG/EM foram de extrema relevancia para execugao
deste trabalho, pois houve a detec¢cdo de importantes metabdlitos, como alguns
diterpenos de C. lusitanica, bem como ésteres de cadeia longa e isocumarinas e um
sesquiterpeno nos extratos fungicos.

Também através destas analises pode-se confirmar a maior riqueza de
constituintes quimicos dos extratos dos fungos NICL3 e NICL5, o que concordou
com o0 observado nas andlises por CLAE/UV. Estas constatagdes foram

determinantes para a escolha dos microrganismos estudados.

4.4.1 Monitoramento do extrato das folhas de C. lusitanica

O cromatograma de ions totais do extrato da planta mostrou uma série
de bandas, sugerindo uma mistura complexa de constituintes quimicos, conforme

mostra a Figura 4.4.1.
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Figura 4.4.1. Cromatograma de ion totais do extrato botanico PHCL

Através da comparacgao do padrao de fragmentagdo com os espectros
de massas fornecido pela biblioteca (NIST) do espectrébmetro, alguns diterpenos
foram detectados no extrato proveniente das folhas de Cupressus lusitanica. A

Figura 4.4.2 mostra as estruturas dos diterpenos identificados pela biblioteca.

OH o |
o
o (o]
)

CL1 CL(2-4 CL5 CL6
Con3z (272 Da) C20H300 (286 Da) C21H2003 (328 Da) C21 HzoO3 (328 Da)
t.= 29,00 min t.= 33,06 min t.= 35,22 min t.= 35,99 min

Figura 4.4.2. Diterpenos propostos pela biblioteca do espectrémetro de massas

O espectro de massas relacionado a banda cromatografica com tempo
de retencdo em 29,00 minutos foi identificado por comparagao com a biblioteca de
massas do equipamento. A estrutura detectada foi o diterpeno abietato, devido a
similaridade dos espectros. A Figura 4.4.3 mostra a comparagao dos espectros de

massas e a estrutura do diterpeno.
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O cromatograma de ions selecionados a m/z 286 mostrou trés bandas
intensas com tempos de retengédo 32,38 min, 33,06 min e 33,28 min. Os espectros
de massas destas bandas mostraram-se muito semelhantes, diferindo apenas nas
intensidades dos ions. A comparagao destes espectros com os dados da biblioteca,
relacionou-os com a mesma estrutura (CL2 Figura 4.4.2), indicando, desse modo, a
presenca de isbmeros, 0s quais podem possuir espectros de massas idénticos. A
Figura 4.4.4 mostra o cromatograma de ions selecionados a m/z 286 e seus

respectivos espectros de massas.

(A) (B)
1001 - 0 271 2
175 201
3268.3306..33.28 187
1004 w55 i 272
° i 14748 199 173 | 15| 1% /gg32‘5 2 e 2
/ ET 77 29 mgmr | H ‘ ‘ N ‘ - | 27 |30 243 25 3 zaz‘ |255 .
odfurutld hmmu T PO O o il
prdl i
1004 3 175 201 286
189
11115
IR # 3 2Zim qgs 19 73] ]| 22 29 272 7
121 ” ‘ ‘ ‘ \‘ \| 227 zam 3 265 8 7. Hzaa\ s
o il H |“ "“"lnh‘ il m‘|\H| | ‘n‘ Rarr)
pey an ]
B3
75 g 26
% 58 187
gt
ok : : ‘ : : 5557 77 | | 128 1415 159 3 i 189 B Gie |23D 269 264 |2 287
CAR - BRI (N1 ot vl T I.‘M.u.‘h\m Al ‘HI.‘\|/“E|/ Lz e
G0 B0 00 1o0 | 140 160 180 @00 | 220 | 240 | 280 | 280 300

Figura 4.4.4. (A) Cromatograma de ions selecionados a m/z 286 e seus respectivos espectros de

massas

Conforme mostra a Figura 4.4.5A, o cromatograma de ions
selecionados a m/z 328 apresentou duas bandas (35,22 min e 35,99 min), as quais

possuem espectros de massas muito semelhantes (Figura 4.4.5B/C), indicando a
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presenca de isébmeros. Verificou-se a diferenciagcdo destes compostos pela

biblioteca, os quais foram identificados como CL5 e CL6 (Figura 4.4.2).
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Figura 4.4.5. (A) Cromatograma de ions selecionados a m/z 328 (B) Espectros de massas de CL5 e

comparagao com a biblioteca e (C) espectros de massas de CL6 e comparagado com a biblioteca

Varios outros metabdlitos ndo tiveram suas estruturas estabelecidas.
Porém, conforme o perfil cromatografico, o perfil do espectro de massas e alguns
dados da literatura, houve indicios da ocorréncia de outros diterpenos. Dessa forma,
foi proposto que o espectro de massas relacionado a banda cromatografica com
tempo de retengao 34,08 minutos pertence ao diterpeno acido abiético, uma vez
gue, a proposta de fragmentagdo deste, apresentada no esquema 4.4.1, justifica
alguns ions observados no espetro de massas da Figura 4.4.6.

No esquema 4.4.1 a ionizagado ocorreu na ligacao dupla formando o ion
molecular de m/z 302, o qual sofreu a perda de uma metila radicalar, levando ao ion
de m/z 287. A saida de CO,H,, a partir do ion molecular, levou ao ion de m/z 256 e,
a perda metila radicalar conduziu ao ion de m/z 241. Através de mecanismos de
retro Diels Alder de m/z 241 foram formados os ions de m/z 173 e 133. O
mecanismo proposto apresentou alguns ions de relagdo massa carga idénticos
aqueles pertencentes ao espectro de massas da Figura 4.4.6. A partir destes dados
pode-se sugerir que, a estrutura proposta possui grandes chances de pertencer ao

extrato das folhas de C. lusitanica.
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Figura 4.4.6. Espectro de massas com tempo de retengao 34,08 min e (B) acido abiético

Ho)kH
HO m/z 302
(b) "CH;
7
.
0\
OH m/z 287

m/z 256 m/z 241

m/z173

'X'@/

=

+

m/z 133

Esquema 4.4.1. Proposta de fragmentagéo do diterpeno acido abiético

A derivagdo com diazometano possibilitou uma boa limpeza no extrato

das folhas de C. lusitanica, pois além dos compostos ja mencionados, houve a

deteccdo de um monoterpeno, dois sesquiterpenos, dois diterpenos e também

guatro ésteres metilicos. A Figura 4.4.7 ilustra o cromatograma do extrato derivado.
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Figura 4.4.7. Cromatograma de ions totais do extrato hexanico da folhas de Cupressus lusitanica

A Figura 4.4.8 mostra os compostos detectados com seus respectivos

tempos de retengao, férmula molecular, massa molecular e também os cédigos.
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Figura 4.4.8. Substancias detectadas por CG/EM no extrato de C. lusitanica
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Na Figura 4.4.9A pbde-se verificar 0 espectro de massas de CL7
(banda cromatografica em 14,34 min) e, também a comparagao deste com os dados
da biblioteca (Figura 4.4.9B). Notou-se, claramente, uma boa similaridade entre
ambos, o que permitiu identificar CL7 como o monoterpeno 3-careno (Figura 4.4.9
C).
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Figura 4.4.9. (A) Espectro de massas de CL7, (B) comparagéo do espectro de CL7 com os dados da

biblioteca e (C) 3-careno

As bandas cromatograficas com tempos de retencao 18,13 e
18,64 min sao referentes a CL8 e CL9 respectivamente. Estas duas substancias
foram identificadas através da comparacao dos seus espectros de massas com os

dados da biblioteca e estdo representadas nas Figuras 4.4.10 e 4.4.11.
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Figura 4.4.10. Espectro de massas de CL8, (B) Comparagao com biblioteca e (C) naftaleno



Resultados e Discussao 70

— 169
«] (B) 180
0 G377 L 105 115119 mjﬁu‘ﬂ 434 a7 292304
A e e e T mrhh
F782 NIST 23461, NAPHTHALENE, 12,3 4- TETRAHYDRO- 1 6-DIMETHYL-4-(1-METHYLETHYL}, (15-CIS)-
D 159
o]
160
al s s mdmP agm i 2
0 T R e B B N N A R (13
50 60 0 g0 90 100 10 120 1a0 140 180 180 1v0 180 180 200
1004 150
o
128120 "™
23 g 202
o 105 115 1as14a 1o
R s 27 || | asa 145 rs0| | .
o I TR T N T M | | ‘\ L TR,
e = S 5 s T 1 TP T 1 A 7 A - AR F .7

Figura 4.4.11. (A) Espectro de massas de CL9, (B) comparacao do espectro de CL9 com os dados

da biblioteca e (C) calameneno

Os espectros de massas de CL10, CL11 e CL13 apresentam
caracteristicas espectrais muito semelhantes e, através da presenca dos ions de m/z
74 e 87 estes foram identificados como ésteres metilicos.

O cromatograma de ions selecionados a m/z 316, ilustrado na Figura
4.4.12, apresentou duas bandas cromatograficas, as quais foram correlacionadas as

estruturas apresentadas na Figura 4.4.13A/B.
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Figura 4.4.12. Cromatograma de ions selecionados a m/z 316



Resultados e Discussao 71

100 286
121
241 o. (B)
3B
" % °
R 213
79
i 260
57 35
149
53 B9 99 107 . L 201 301
145 164 | g 225 ‘ 265 312
o i 4 |‘ ly ‘ e 1206 [ |“| ‘IleE AT \|. ] |?321
I B s B M B B BN AL IS RS LAY MRS RS LS LA R A R
1004 iEY
=z
O,
o
~
(A)
133
148 . 175 241 257 I
153 187 g, 201 ‘ ‘ 208
2L ..\“ H LIS, A3 Bos | oos %9 I 307
A A R e A WARAE RARA WARS AR RARES RS BARAS LAY wAARE RaRAs uARE RaRnp Rl
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

Figura 4.4.13. Espectros de massas de: (A) CL14 éster metilico do acido pimarico e (B) CL5 éster

metilico do acido abiético

A deteccao do éster metilico do acido abiético confirmou a presenca da
do éacido abiético nas folhas de Cupressus lusitanica, conforme proposto

anteriormente.

4.4.2 Monitoramento dos extratos fungicos

4.4.2.1 Analise dos extratos PNICL1 e MNICL1

N&o foram observadas semelhancas nos perfis cromatograficos dos
extratos MNICL1 e PNICL1. Além disso, a maioria das bandas n&o foi identificada,
pois a comparagcdo com dados da biblioteca ndo forneceu similaridade entre os
espectros.

No extrato PNICL1 apenas trés compostos foram identificados,

conforme pode ser visto nas Figuras 4.4.14 a 4.4.16.
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A substancia com tempo de retengcao em 31,39 minutos foi identificada,

através da comparagdo dos espectros de massas, como sendo o acido

octadecanaico.
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Figura 4.4.14. (A) Espectro de massas da substancia com tr = 31,39 min, (B) comparagdo com o
espectro de massas da biblioteca, (C) acido octadecandico

Foi possivel detectar um éster derivado de um acido dicarboxilico com
tempo de retengcao 34,34 minutos, pois a comparagao dos espectros de massas

apresentou grande similaridade, como pode ser visto na Figura 4.4.15.
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Figura 4.4.15. (A) Espectro de massas da substancia com tr = 34,34 min, (B) comparagdo com o

espectro de massas da biblioteca, (C) estrutura do acido dicarboxilico
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Embora nao se tenha detectado o ion molecular, a comparagao do
espectro de massas da substancia com tempo de retengdo em 34,59 minutos com
as informagbes da biblioteca do espectrémetro, indicou a presenga de um
hidrocarboneto linear, saturado e de cadeia longa, conforme pode ser visto na Figura
4.4.16.
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Figura 4.4.16. (A) Espectro de massas da substancia com tr = 29,97 min, (B) comparagdo com o
espectro de massas da biblioteca, (C) hidrocarboneto tritetracontano

As analises dos compostos provenientes do extrato micelial (MNICL1),
permitiram a identificagdo de somente um composto, com tempo de retengcédo de
29,97 minutos, pela comparacdo dos dados com a biblioteca de massas. A Figura
4.4.17 ilustra os espectros de massas que foram comparados e a estrutura

identificada como o0 z-9-octadecenoato de metila.
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Figura 4.4.17. (A) Espectro de massas da substancia com tr = 34,59 min, (B) comparagéo com o

espectro de massas da biblioteca, (C) z-9-octadecenoato de metila
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As analises dos extratos derivados com diazometano, ndo se
mostraram eficientes, visto que, foi possivel identificar apenas um composto do
extrato PNICL1, o qual foi caracterizado como um éster metilico. A Figura 4.4.18

mostra a comparacao dos espectros de massas e a estrutura deste éster.
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Figura 4.4.18. (A) Espectro de massas da substéncia com tempo de retengéo = 30,05 min, (B)

espectro de massas da biblioteca do espectrémetro e (C) 16-metil, heptadecanoato de metila

4.4.2.2 Analises dos extratos PNICL2 e MNICL2

Nao foi verificada similaridade espectral entre as bandas dos extratos
PNICL2 e MNICL2 com as informagdes da biblioteca do equipamento, dessa forma,
nenhum composto foi identificado.

Os extratos derivados com diazometano apresentaram um grande
namero de bandas cromatograficas, conforme mostra a Figura 4.4.19. No entanto,
foi possivel detectar quatro compostos no extrato MNICL2, sendo que dois deles
também faziam parte da constituigao do extrato PNICL2. As Figuras 4.4.20 a 4.4.23
apresentam o0s espectros de massas das sustancias identificadas e as suas

respectivas estruturas.
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Figura 4.4.19. Cromatograma de ions totais dos extratos derivados com diazometano: (A) PNICL2 e

(B) MNICL2
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Figura 4.4.20. (A) Espectro de massas da substancia eluida em 22,74 minutos, (B) espectro de

massas da biblioteca, (C) 12-metil, tridecanoato de metila
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Figura 4.4.21. (A) Espectro de massas da substancia eluida em 26,54 minutos, (B) espectro de

massas da biblioteca, (C) 14-metil, pentadecanoato de metila
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Figura 4.4.22. (A) Espectro de massas da substancia eluida em 30,03 minutos, (B) espectro de

massas da biblioteca, (C) 16-metil, heptadecanoato de metila
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Figura 4.4.23. (A) Espectro de massas da substancia eluida em 33,27 minutos, (B) espectro de

extratos

de

massas da biblioteca, (C) eicosanoato de metila

As estruturas apresentadas nas Figuras 4.4.22 e 4.4.23 foram

também detectadas no extrato PNICL2.

4.4.2.3 Analise dos extratos PNICL3 e MNICL3

Assim como nos demais extratos, os cromatogramas de ions totais dos

NICL3 apresentaram uma grande diversidade de bandas

cromatograficas.
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O espectro de massas da substancia eluida em 17,58 min (Figura
4.4.24A) apresentou ions caracteristicos de aromaticos, devido a presenca de m/z
77 e 91. Houve uma grande compatibilidade entre os espectros de massas da
substancia e da biblioteca (Figura 4.4.24B), a qual permitiu identifica-lo como 2-
hidroxi fenil etanol (Figura 4.4.24C).
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Figura 4.4.24. (A) Espectro de massas, (B) comparagédo com a biblioteca e (C) 2-hidroxi fenil etanol

A biblioteca de massas identificou no extrato MNICL3 um sesquiterpeno
eremofilano, de formula molecular CjsHy4, cujo espectro de massas e férmula
estrutural apresentam-se na Figura 4.4.25.
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Figura 4.4.25. (A) Comparacgéao dos espectros obtido do extrato MNICL3 e da biblioteca do
espectrémetro e (B) diterpeno eremofilano valenceno
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A detecgdo deste sesquiterpeno motivou a continuidade do estudo
guimico do metabolismo do fungo NICL3, pois o microrganismo pode ser um habil

produtor de terpendides, inclusive aqueles apresentados na introducdo deste

trabalho.
A banda em 19,35 minutos no cromatograma de ions selecionados a

m/z 178 (Figura 4.4.26A) foi identificada, pela comparagdo do seu espectro de
massas com o0s dados da biblioteca, como a substancia de férmula molecular
C10H1003, a isocumarina meleina. A Figura 4.4.26 mostra a comparagao do espectro

de massas da meleina com o espectro da biblioteca e, também, a estrutura da

ISOcumarina.
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Figura 4.4.26. (A) Banda com tempo de reteng&o = 19,35 min do cromatograma de ions
selecionados a m/z 178 e seu respectivo espectro de massas (B). (C) comparagao dos espectros de
massas e (D) estrutura molecular da meleina

Foi proposto um mecanismo de fragmentagao, apresentado no Esquema

4.4.2, com a finalidade de se justificar os principais ions observados.
O ion molecular de m/z 178 sofre um rearranjo de hidrogénio e

consequente abertura do anel, em seguida, € observado, novamente, um outro
rearranjo de hidrogénio resultando na perda de CO, e de C3H4, conduzindo ao ion
de m/z 94, o qual pela perda de ‘OH leva ao ion de m/z 77. O ion de m/z 160 &

formado a partir da desidratagao do ion molecular.
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A formacdo do ion de m/z 149 envolve um rearranjo de hidrogénio
resultando na abertura do anel da lactona, seguida da perda de ‘COH. Ja o ion de

m/z 134, pico base do espectro, é obtido por uma retro Diels Alder.
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Esquema 4.4.2. Proposta de fragmentagéo para a meleina

O cromatograma de ions selecionados a m/z 192 apresentou uma
banda cromatografica tanto em PNICL3 quanto em MNICL3, com tempos de
retengdo muito préximos (22,32 min e 22,23 min, respectivamente) e espectros de
massas semelhantes (Figura 4.4.27), sugerindo, dessa forma, a presenca da mesma
substancia em ambos o0s extratos. Entretanto, a biblioteca de massas nao os
identificou.

Em estudo anterior realizado em nosso laboratério, SANTOS (2006)
isolou diversas isocumarinas produzidas pelo fungo endofitico Xylaria sp, isolado de
Sapindus saponaria. Dentre as isocumarinas isoladas mereceu destaque o éter
metilico da meleina (Figura 4.4.27C), cujo espectro de massas € parecido com 0s

espectros representados na Figura 4.4.27A-B, indicando, dessa forma, a presenga
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desta substancia nos extratos de NICL3. O mecanismo de fragmentacdo deste

composto nao foi proposto, uma vez que, € muito parecido com o da meleina.
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Figura 4.4.27. Espectros de massas com ion molecular m/z 192 (A) de PNICL3 com tr = 22,32 min e
(B) MNICL3 22,23 min e (C) éter metilico da meleina

Foi possivel observar no extrato PNICL3 uma substéncia com t= 23,83
min, cujo ion molecular correspondeu a m/z 206 (Figura 4.4.28). Mesmo a
substancia apresentando caracteristicas espectrais das isocumarinas, esta nao foi
identificada pela biblioteca do espectrdmetro. O estudo de SANTOS (2006) foi de
valiosa importancia e contribuicdo para a caracterizacdo dos compostos deste
trabalho, pois a comparagéo deste espectro com o espectro da 5-formil meleina
(Figura 4.4.28B) revelou consideravel similaridade entre ambos.

Para se confirmar a presenga da 5-formil meleina no extrato PNICL3,
foi proposto um mecanismo de fragmentagéo, conforme ilustra o Esquema 4.4.3. Os
ions fragmentos apresentados no esquema, estdo de acordo com oS ions
observados na Figura 4.4.28A, confirmando a produgdo da 5-formil meleina pelo
fungo NICL3.
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Figura 4.4.28. (A) Espectros de massas com ion molecular m/z 206 em PNICL3 (tr = 23,83 min)

e (B) 5-formil meleina

m/z 206

OH O OH O OH O
| ! @O\ @éo\
e T
H i ¥ H +
I Cco ‘H
O
m/z 178 m/z 177
. OH
/0 4
~o ) o
co P
0~ H
m/z 206 m/z 191 m/z 163
OH O G
H
o Z [o)
T
H,0
0/ H 2 o/ H
m/z 206 m/z 188

Esquema 4.4.3. Proposta de fragmentagao para a 5-formil meleina

O ion molecular de m/z 206 foi formado mediante a abstracdo de um

elétron do sistema aromatico.

Posteriormente verificou-se um rearranjo de

hidrogénio levando a uma espécie intermediaria, a qual pela conjugagéao do par de

elétrons nao ligante do oxigénio estabiliza a carga positiva do carbono do anel, em

seguida, verifica-se a perda de uma molécula de CO, levando ao ion de m/z 178 e,
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este pela perda de hidrogénio radicalar leva ao ion de m/z 177, de maior
estabilidade devido ao retorno da aromaticidade.

O ion de m/z 206 através da perda de uma metila radicalar, levou a
formacgéao do ion de m/z 191, o qual pela perda de CO produziu o ion de m/z 163. Ja
a formagao de m/z 188 foi decorrente da desidratagdo do ion molecular.

Constatou-se também a presengca de um éster etilico e um éster

metilico no extrato micelial, conforme pode ser visto nas Figuras 4.4.29 e 4.4.30.
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Figura 4.4.29. (A) Espectro de massas da substancia com tr= 24,78 min, (B) espectro relacionado a

biblioteca e (C) tetradecanoato de etila
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Figura 4.4.30. (A) Espectro de massas da substancia com tr= 27,13 min, (B) espectro relacionado a

biblioteca e (C) 14-metil, pentadecanoato de metila

Nos extratos de NICL3 derivados com diazometano foram detectados

0S mesmos compostos apresentados anteriormente.
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4.4.2.4 Analises dos extratos PNICL4 e MNICL4

Foram detectados nos extratos PNICL4 e MNICL4 ésteres metilicos e
etilicos devido a presenga, nos espectros de massas, dos ions de m/z 74 e 88,
respectivamente. Entretanto, estes nado apresentaram compatibilidade com as
informacdes da biblioteca do equipamento e, consequentemente n&o foram
identificados.

Os perfis cromatograficos dos extratos de NICL4 derivados com
diazometano apresentaram uma diferenga consideravel, uma vez que, 0
cromatograma de PNICL4 mostrou um numero maior de bandas, quando comparado

ao cromatograma de MNICL4, conforme pode ser visto na Figura 4.4.31.
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Figura 4.4.31. (A) Cromatogramas de ions totais de (A) PNICL4 e (B) MNICL4

Apesar dos diferentes perfis cromatograficos dos extratos, as
substancias identificadas fazem parte da constituicdo de ambos. A comparagdo com
os dados da biblioteca do espectrémetro, permitiu a identificacdo de trés ésteres

metilicos, os quais estdo representados nas Figuras 4.4.32 a 4.4.34.
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Figura 4.4.32. (A) Espectro de massas da substancia com tr = 30,03 min, (B) espectro da biblioteca,

(C) 16-metil, heptadecanoato de metila
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Figura 4.4.33. (A) Espectro de massas da substancia com tr = 31,66 min, (B) espectro da biblioteca,

(C) nonadecanoato de metila
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Figura 4.4.34. (A) Espectro de massas da substancia com tr = 33,31 min, (B) espectro da biblioteca,

(C) eicosanoato de metila
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4.4.2.5 Analise dos extratos PNICL5 e MNICL5

Verificou-se, no extrato PNICL5, que o espectro de massas da banda
com tempo de retengao de 22,25 minutos, mostrou grande semelhanga com aquele
observado para o éter metilico da meleina, apresentado no item 4.4.2.3, sugerindo
gue o fungo NICL5 também seja produtor de isocumarinas. A Figura 4.4.35 ilustra o
espectro de massas da substancia eluida em 22,25 min e o espectro do éter metilico

da meleina.
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Figura 4.4.35. (A) espectro de massas da substancia eluida em 22,25 min do extrato PNICLS5 e (B)

espectro de massas do éter metilico da meleina detectada no extrato PNICL3

Os espectros de massas das demais bandas cromatograficas nao
apresentaram similaridade com as informagdes da biblioteca e, consequentemente,
nao foram identificados.

Os extratos de NICL5 derivados com diazometano n&o tiveram
substancias identificadas pela biblioteca do espectrémetro de massas.

Segundo MAGALESWARAM et al.(2000) o &cido piliférmico € um
metabdlito secundario comum de fungos endofiticos pertencentes a familia
Xylariaceae.

Em seu estudo SANTOS (2006) isolou o acido piliformico (Figura

4.4.36), dado que, o microrganismo pesquisado pertencia a referida familia.
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Uma aliquota do acido, isolado por SANTOS, foi metilada com
diazometano e analisada por CG/EM. Dessa forma, foi possivel fazer uma triagem
em busca desta substancia nos extratos de NICL5, através de comparagdes dos
tempos de retengao e, também, dos espectros de massas. Foi verificado que no
extrato PNICL5 havia uma banda com tempo de retencdo em 20,25 min, idéntico ao
do acido metilado (Figura 4.4.37A-B). Foi constatada a producao do acido piliférmico
pelo fungo, uma vez que, os espectros de massas do acido metilado e da referida

banda mostraram-se iguais, conforme mostra a Figura 4.4.37C-D.
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Figura 4.4.36. Acido Piliférmico
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Figura 4.4.37. (A) e (C) banda cromatografica e espectro de massas do éster metilico do acido

piliférmico, (B) e (D) detecgao do referido éster no extrato PNICL5

O Esquema 4.4.4 ilustra uma proposta de fragmentagcéo para o acido
piliférmico metilado, justificando alguns ions observados no espectro de massas. A
partir do ion molecular de m/z 242 ocorreu a abstragao do hidrogénio a a carboxila e
consequente eliminagdo de metanol, levando ao ion de m/z 210. Ja a formacgéo de
m/z 182 também ocorreu a partir do ion molecular, porém com a eliminagdo do

grupo C,04H,.
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Esquema 4.4.4. Proposta de fragmentagéo do éster metilico do acido piliformico
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4.5 Isolamento de metabdlitos secundarios produzido pelo

microrganismo NICL3

4.5.1. Identificacao da fragao PNICL3B68

A fragdo PNICL3B68 mostrou-se como uma mistura de substancias,
pois foram observadas duas bandas em CCD. Devido a baixa massa da fracao, esta
nao foi submetida a novos procedimentos de purificagdo. No entanto, foi possivel
identificar, através de experimentos de RMN e Espectrometria de Massas, a
substancia majoritaria da mistura.

No espectro de *H RMN, mostrado na Figura 4.5.1, verificou-se na
regidao dos aromaticos a presenga de dois sinais, um dubleto em 7,09 ppm, com
integracdo para dois hidrogénios e outro dubleto em 6,78 ppm, também com
integracado para dois hidrogénios. Com base no espectro de COSY (Figura 4.5.2A)
os hidrogénios aromaticos correlacionam-se somente entre si, podendo-se concluir
gue o anel é para dissubstituido. Verificou-se em 3,83 ppm um tripleto integrando
para dois hidrogénios, ou seja, um metileno fortemente desblindado, o qual deve
estar ligado diretamente a um centro retirador de elétrons. Em 2,80 ppm tém-se um
tripleto com integracao para dois hidrogénios e pelo COSY (Figura 4.5.2B) observou-
se a correlagao deste com o outro tripleto mencionado. A reunido das informacoes

descritas sugeriu a estrutura mostrada na Figura 4.5.3.
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aromaticos e (B) correlagdo dos hidrogénios na regido mais blindada do espectro
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Figura 4.5.3. Estrutura presente na fragdo PNICL3B68
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Para determinacado de R1 e R2 a fragdo PNICL3B68 foi analisada pela
técnica de CG/EM. Na Figura 4.5.4 pd6de-se observar o ion molecular com m/z 138,
indicando, dessa forma, que R1 e R2 sao iguais e correspondem ao grupo OH. A
substancia caracterizada é conhecida como tirosol (4-hidroxi fenil etanol), € muito
encontrada em vinhos e azeite de oliva e exibe uma marcante propriedade
antioxidante (PUERTA et al.,1991 e GIOVANNINI, et al.,1999).
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Figura 4.5.4. Espectro de massas da fracao PNICL3B68

O Esquema 4.5.1 apresenta uma proposta de fragmentacao para o
tirosol, na qual a formagédo do pico base decorre da clivagem homolitica B ao anel
aromatico levando ao ion de m/z 107, altamente estavel devido ao retorno da

aromaticidade.
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Esquema 4.5.1. Proposta de fragmentag¢ao da substancia majoritaria na fragdo PNICL3B68
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4.5.2 Identificagao da fragao PNICL3C15

Notou-se no espectro de *H RMN de PNICL3C15, apresentado na
Figura 4.5.5, um singleto bastante desblindado em 11,92 ppm, com deslocamento
quimico caracteristico de hidrogénio quelado ou de grupo aldeido. Na regido de
aromaticos foram observados dois dubletos, em 8,21 ppm (d, J = 8,4 Hz, 1H) e 6,97
ppm (d, J = 9,2 Hz, 1H) e, pela constante de acoplamento estes devem estar em
posicao orto entre si. Um grupo retirador de elétrons deve estar ligado ao anel
aromatico, justificando, assim, o deslocamento quimico do hidrogénio em 8,21 ppm.
A analise do espectro indicou a presenga de um hidrogénio carbinélico em 4,69 ppm
(m, 1H) e uma metila em 1,57 ppm (d, J = 6,8 Hz, 3H), a qual deve estar ligada ao
carbono carbindlico, devido ao valor do deslocamento quimico. Foram observados
ainda dois duplos dubletos, cada um integrando para um hidrogénio, em 3,93 ppm
(dd, J=4,4 e 18,4 Hz, 1H) e 3,06 ppm (dd, J = 10,8 e 18,4 Hz, 1H) e, de acordo com

as constantes de acoplamento de 18,4 Hz, estes devem ser hidrogénios geminais.
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A juncéo dos dados espectrais mencionados no paragrafo anterior e a
ocorréncia da detecgao de isocumarinas nos extratos de NICL3, permitiu identificar a
substancia PNICL3C15 com a estrutura ilustrada na Figura 4.5.6.
OH O

o~ R

Figura 4.5.6. Estrutura parcial proposta para PNICL3C15
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O grupo R, possivelmente, deve ser uma cadeia alquilica longa, pois
verificou-se um acumulo de sinais na regido compreendida entre 1,8 a 1,5 ppm. No
entanto, a andlise do espectro de *H RMN indicou a presenca de dois tripletos,
sendo que um deles deve ser um grupo metilénico adjacente a carbonila devido ao
valor do deslocamento quimico em 2,36 ppm e o segundo referente a metila terminal
com deslocamento de 0,88 ppm.

Novos experimentos seréo realizados para determinagéo do grupo R e

confirmacao da estrutura proposta.

4.5.3 Elucidacgao estrutural da fracao PNICL3C28

A substancia, pertencente a fragdo PNICL3C28, foi isolada como um
sélido branco amorfo, com 5,2 mg de massa e, para sua elucidacao estrutural foram
utiizados os experimentos de 'H RMN uni e bidimensionais, **C RMN e
Espectrometria de Massas.

A integracdo no espectro de *H RMN (Figura 4.5.7) apresentou vinte
hidrogénios, enquanto que, no espectro de *C RMN (Figura 4.5.8) foram
observados quinze carbonos. No espectro de DEPT 135 (Figura 4.5.9) foi possivel

verificar a presencga de trés metilas, trés grupos metilenos e quatro grupos metinicos.
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Figura 4.5.7. Espectro de "H RMN em CDCl; 400MHz de PNICL3C28
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Notou-se na Figura 4.5.7 um duplo duplo dubleto em 3,48 ppm (ddd,
1H), o qual é caracteristico de hidrogénio carbindlico. Este, no espectro de COSY
(Figura 4.5.10), apresentou correlagdes com o sinal 2,44 ppm (ddd, J = 5; 10; 20 Hz,
1H) e com os multipletos em 1,81 ppm (m, 1H) e 1,89 ppm (m, 1H). Com base nos
espectros de 'H e COSY, o sinal em 2,44 ppm acopla-se com o multipleto em 1,89
ppm (m, 1H) e com o dubleto em 3,06 ppm (d, J = 4 Hz, 1H). O multipleto em 1,81
ppm mostrou acoplamento com a metila em 0,96 ppm. O sinal em 3,06 ppm esta

ligado a um carbono em 58,5 ppm (HSQC, Figura 4.4.11), deslocamento quimico
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caracteristico de epodxido. Pelo HMBC (Figura 4.5.12) observou-se a correlagao
deste hidrogénio com o carbono em 63,2 ppm, confirmando a presenca do epoxido.
A juncao de todos estes dados permitiu sugerir a estrutura parcial representada na
Figura 4.5.13.
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Figura 4.5.10. Espectro de COSY em CDCI; de PNICL3C28
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Figura 4.5.13. Estrutura parcial da substancia PNICL3C28 e as correlagdes observadas no
COSY, HSQC e HMBC

No experimento de HSQC foram observadas todas as correlagbes
para cada hidrogénio presente na molécula. A Tabela 4.5.1 apresenta estas
correlacoes.

O multipleto em 4,9 ppm, integrando para um hidrogénio, deve estar
adjacente a um oxigénio, devido ao deslocamento quimico. Este hidrogénio esta
diretamente ligado ao carbono em 78,3 ppm e correlaciona-se com os hidrogénios
em 1,82 ppm e 2,05 ppm.

No espectro de *C RMN pode-se observar sinais caracteristicos de
carboxila de éster em 174,6 ppm, e de dois carbonos sp? (159,5 e 122,3 ppm),
sendo que o mais blindado deve ser ligado ao carbono da carboxila. Com base

nestes dados propds-se 0 grupo mostrado na Figura 4.5.14.
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—> COoSsY
—> HSQC

Figura 4.5.14. Grupo pertencente a fracdo PNICL3C28 e as correlagdes observadas no COSY e
HSQC

O tripleto em 1,85 ppm, com integragdo para trés hidrogénios, deve
estar ligado a um carbono sp?, por estar mais desblindado, o que foi confirmado pelo
HMBC. Pelo COSY observou-se o acoplamento homoalilico desta metila com o
dubleto em 2,23 ppm (d, J = 14 Hz, 1H) e com o multipleto em 4,9 ppm. O hidrogénio
em 2,76 ppm mostrou correlagdo com o dubleto em 0,83 ppm (d, J = 1Hz). Ja o
dubleto (3H) em 0,83 ppm mostrou correlagdo com o carbono em 40,7 ppm. Através
das correlagdes observadas anteriormente, dos grupos ja elucidados, dos dados da
literatura (PEREZ-CASTORENA, et al, 2007) e também a estrutura do
sesquiterpeno eremofilano detectada por CG/EM no extrato de NICL3, foi proposta a

estrutura da Figura 4.5.15 para a molécula pertencente a fragcado PNICL3C28.

49
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2,76 2,23

Figura 4.5.15. Estrutura proposta para a substancia da fragdo PNICL3C28 e as correlagbes
observadas no COSY, HSQC e HMBC

A estereoquimica relativa foi determinada através do NOE (Figura
4.5.17) e do COSY. A irradiagdo do multipleto em 3,48 ppm causou o efeito NOE
nos hidrogénios em 0,83 e 0,96 ppm. Ja o espectro de COSY mostrou a correlagao
dos hidrogénios da metila (H13) com os sinais em 2,23 ppm (H6b) e com o multipleto
em 4,90 ppm (H8), sugerindo um &angulo diedro de 90° entre H6b e H8 com o
carbono da dupla ligagdo em C11, indicando uma orientagdo a para H8. A Figura

4.5.16 apresenta a estrutura com a respectiva estereoquimica relativa.
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Figura 4.5.16. Estereoquimica proposta para a substancia da fracao PNICL3C28

Tabela 4.5.1. Dados espectroscopicos de PNICL3C28

97

Posigdo H HSQC cosy HMBC
1 3,06 (d, 4 Hz) 58,5 H2a C2, C10
2a 2,44 (ddd, 20/10/5 Hz) 33,0 H1, H2b, H3 C3,C14
2b 1,89 (m) H2a, H3 C1, C10, C3
3,48 (m) 67,4 H2a, H2b, H4 C4, C15
1,81 (m) 40,7 H15, H3 Cc2,C3
- 39,1 - -
6a 2,76 (d, 14 Hz) 35,1 H6b C5, C7, C8, C10, C11, C14
6b 2,23 (dl, 14 Hz) H6a, H13,H14 C5, C7, C8, C10, C11, C14
- 159,5 n.d
8 4,90 (m) 78,3 H9a, H9b, H13 n.d.
9a 2,05 (m) 38,0 H9b, H8 C7,C8, C13
9b 1,82 (m) H9a, H8 C3, C5,C14, C15
10 - 63,2 - -
11 - 122,3 - -
12 - 174,6 - -
13 1,85 (t, 2 Hz) 8,1 H6b, H8, H15 C7,C11, C12,C15
14 0,83 (d, 1 Hz) 15,8 H6b C4, C5, C6, C10, C15
15 0,96 (d, 7 Hz) 10,1 H4 C3,C4,C5
* deslocamento quimico em ppm
S LV et A ﬁw

B

Figura 4.5.17. Espectro de NOE de PNICL3C28
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Para confirmagao da estrutura proposta foram realizados experimentos
de Espectrometria de Massas no modo full scan e ions produtos. No espectro de
massas, com ionizagao por ESI(+) no modo full scan foi possivel observar o ion
molecular protonado [M+H]" com m/z 265, confirmando a massa molecular da
estrutura proposta, conforme ilustra a Figura 4.5.18.

No espectro de ions produtos (Figura 4.5.19), obtido com energia de
colisédo de 20 eV , pbde-se observar muitos fragmentos, dos quais os ions de m/z

265, 247, 229 e 201 foram justificados, conforme mostra o Esquema 4.5.2.
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Figura 4.5.18. Espectro de Massas da molécula presente na fragdo PNICL3C28
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Figura 4.5.19. Espectro de ions produtos de m/z 265
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Esquema 4.5.2. Proposta de fragmentagao do sesquiterpeno elucidado

Através do esquema proposto, verificou-se a protonagdo do oxigénio
do éster levando ao ion molecular protonado de m/z 265, este sofreu uma
desidratacdo, a qual levou ao ion de m/z 247. Em seguida, ocorreu a abertura da
lactona, assistida pelo par de elétrons nao ligante do oxigénio da carboxila e, uma
segunda desidratacdo conduzindo ao ion de m/z 229, o qual pela perda de uma
molécula de CO, produziu o ion de m/z 201.

De acordo com pesquisa bibliografica na base de dados Science

Finder a estrutura apresentada para PNICL3C28 é inédita na literatura.

4.5.4 Elucidacgao estrutural da fragao PNICL3B37

O espectro de *H RMN de PNICL3B37 (Figura 4.5.20) apresentou uma
grande similaridade com o espectro de hidrogénio do sesquiterpeno eremofilano
elucidado no item anterior (Figura 4.5.7). No entanto, ndo foram observados os
sinais referentes ao hidrogénio carbindlico em 3,48 ppm (H3) e ao hidrogénio
diasterotépico em 2,44 ppm (H2a), evidenciando, dessa forma, a auséncia da
hidroxila em C3. A falta deste grupo em C3 deve deslocar o sinal de H3 para a
regidao mais blindada do espectro, o que esta de acordo com o observado na Figura
4.5.17, uma vez que, pode-se verificar um multipleto em 1,27 ppm, o qual concorda
com os dados da literatura (PEREZ-CASTORENA, et al., 2007). A estereoquimica

relativa da molécula foi determinada com base na estereoquimica proposta para



Resultados e Discussao 100

PNICL3C28. A Figura 4.5.21 ilustra a estrutura de PNICL3B37 e, a comparagao dos

dados de *H RMN que permitiram a identificagdo desta encontra-se na Tabela 4.5.2.

o AM .

1T T T T T T 1T T T T T 1T T T T T T T T 1
M 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 32 3.0 2.8 2.6 2.4 22 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8

Figura 4.5.20. Espectro de "H RMN de PNICL3B37 em CDCI3 (200 MHz)

Figura 4.5.21. Estrutura de PNICL3B37

Tabela 4.5.2 Comparagao dos dados de ‘*H RMN de PNICL3B37 com os dados da literatura (PEREZ-
CASTORENA, et al., 2007)

Posicao "H RMN PNICL3B37 (*) "H RMN literatura (*)
H1 3,07 (d, J = 3,4 Hz) 3,06 (d, J = 3,5Hz)
H3 1,27 (m) 1,26 (m)

Hé6a 2,78 (dl, J = 13,2 Hz) 2,76 (dl, J = 13,5 Hz)
H6b 2,23 (d, J = 13,2 Hz) 2,21 (d, J= 13,5 Hz)
H8 4,92 (m) 4,91 (ddl, J=9; 9 Hz)
H13 1,86 (dd, J =1,2; 1,2 Hz) 1,85(dd, J=1,8; 1,2 Hz)
H14 0,83 (s) 0,82 (s)

H15 0,85 (d, J = 6,2 Hz) 0,83 (d, J =7 Hz)

* deslocamento quimico em ppm
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4.5.5 Elucidacgao estrutural da fragao PNICL3D11

A elucidagcdo estrutural de PNICL3D11 baseou-se na anadlise das
informacdes obtidas por RMN. Foi possivel observar caracteristicas semelhantes ao
dos sesquiterpenos eremofilanos anteriormente elucidados, pois pelo espectro de *H
RMN (Figura 4.5.22) verificou-se dois sinais de hidrogénios olefinicos, trés sinais de
hidrogénios carbindlicos e, pela integragdo foi possivel atribuir @ molécula duas

metilas.
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Figura 4.5.22. Espectro de ‘H RMN em 400MHz de PNICL3D11 em CDCl;
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Os sinais dos hidrogénios olefinicos em 5,26 ppm (d, J = 1Hz, 1H) e
5,12 ppm (sl, 1H) apresentaram correlagéo entre si pelo COSY (Figura 4.5.23), e
através do HSQC (Figura 4.5.24) verificou-se que estes sdo hidrogénios geminais.
Ainda pelo COSY notou-se que o dubleto em 5,26 ppm acopla com os hidrogénios
carbindlicos em 4,19 ppm (dd; J = 11; 1 Hz; 1H) e 4,16 ppm (dd; J = 11; 1 Hz). A
partir destas informagdes foi possivel propor a estrutura parcial apresentada na
Figura 4.5.25
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Figura 4.5.23. Espectro de COSY de PNICL3D11 em CDCl;
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Figura 4.5.24. Espectro de HSQC de PNICL3D11 em CDCl;
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Figura 4.5.25. Estrutura parcial proposta para a molécula PNICL3C11 através das correlagdes de
COSsY

Pelo deslocamento quimico do multipleto em 2,43 ppm pdde-se inferir
gue este deve estar nas vizinhangas de um centro retirador de elétrons. Esta
proposi¢ao foi confirmada, uma vez que, constatou-se, pelo COSY, a correlagao
deste sinal com o hidrogénio carbindlico em 3,88 ppm (dt, J = 10; 4 Hz, 1H). Foi
possivel notar também a correlagdo do multipleto com os sinais em 1,68 ppm (m;
1H) e 1,41 ppm (m, 1H), os quais pelo HSQC estao ligados ao carbono em 39,6 ppm
e pelo HMBC (Figura 4.5.26) apresentam acoplamento com uma metila em 1,02 ppm
(s, 3H). Ja o hidrogénio carbindlico em 3,88 ppm apresentou correlagdo com 0s
hidrogénios diasterotépicos em 2,18 ppm (dd, J = 12,4; 9,6 Hz, 1H) e 1,38 ppm (m,
1H). A Figura 4.5.27 apresenta a estrutura parcial proposta de acordo com as

correlacbes mencionadas anteriormente.
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Figura 4.5.26. Espectro de HMBC de PNICL3D11 em CDCl;
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—> COSY
HMBC

Figura 4.5.27. Estrutura parcial proposta para a molécula PNICL3C11 através das correlagdes de
COSY e HMBC

A analise do espectro de HSQC indicou que o dubleto em 2, 96 ppm
(d, J = 7 Hz) apresenta correlagdo com carbono caracteristico de epéxido em 59,7
ppm e, através do COSY, observou-se o acoplamento em W com o duplo dubleto
2,18 ppm (dd, J= 9,6; 12,4 Hz, 1H) e com o hidrogénio em 1,91 ppm (m, 2H). As
analises do HSQC e do COSY indicaram que os hidrogénios do multipleto estao
ligados ao carbono em 22,1 ppm e aos hidrogénios em 1,21 ppm (m, 2H),
respectivamente.

Pbdde-se inferir, através dos dados de COSY e HMBC, que os
hidrogénios em 1,21 ppm estdo acoplados a um grupo metinico com hidrogénio em
1,71 ppm (m, 1H) e a metila em 0,71 ppm (dl, J = 5,6 Hz, 3H). A Tabela 4.5.3
apresenta todos os dados espectroscopicos de RMN da substancia PNICL3D11.

Pela juncdo de todos dados mencionados anteriormente, foi possivel

propor a estrutura da molécula em estudo, conforme ilustra a Figura 4.5.28.

11 ‘
14
15 12

Figura 4.5.28. Estrutura proposta para a substancia PNICL3D11

A estrutura proposta esta de acordo com todos os dados de RMN e
também concorda com o fato de o microrganismo NICL3 ser um habil produtor de
sesquiterpenos eremofilanos, uma vez que, esta classe foi detectada por CG/EM e
também isolada em outras fragdes do extrato fungico. No entanto, ndo foi possivel

realizar experimentos a fim de se verificar a estereoquimica relativa, uma vez que, a
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amostra degradou, dessa forma, foi sugerida a mesma estereoquimica observada
para o sesquiterpeno PNICL3C28 (Figura 4.5.16). A Figura 4.5.29 apresenta a
estrutura do sesquiterpeno elucidado e a estereoquimica relativa proposta. Nao ha

relatos deste sesquiterpeno na literatura, o que o caracteriza como uma substancia

inédita.
o
OH
:
11WAOH
15 " 12
Figura 4.5.29. Estereoquimica relativa proposta para a substancia PNICL3D11
Tabela 4.5.3. Dados espectroscépicos de RMN
Posicao 1H (*) HSQC (*) COosy HMBC
1 2,97 (d, J = 7 Hz, 1H) 59,7 H2a/b, H9a n.d.
2a/2b 1,91 (m, 2H) 221 H1, H3a/b n.d.
3a/3b 1,21 (m, 2H) 24,3 H2a/b, H4 C15
4 1,71 (m, 1H) 331 H3a/b, H15 n.d.
5 - 35,8 - C4, C15
6a 1,68 (m, 1H) H6b, H7 C7,C8
6b 1,41 (m, 1H) 396 H6a, H7, H8 C7, C8, C10
2,43 (ddd, J =9,2; 20; 23,6 Hz, 1H) 45,4 H6a, H6b,H8, n.d.
8 3,88 (dt, J = 10; 4 Hz, 1H) 71,6 H6b, H7, H9a/b n.d.
9a 2,18 (dd, J = 9,6; 12,4 Hz, 1H) 385 H1, H8, H9b cs8
9b 1,38 (m, 1H) H9a, C7,C8, C10
10 - 65,8 - -
11 - 150,1 - -
12a 5,26 (d, J =1 Hz, 1H) 1132 12b, H13a, H13b C7,C13
12b 5,12 (d, J =1 Hz, 1H) H12a C7,C13
13a 4,19 (dd, J =11; 1 Hz, 1H) 65.8 H12a C7,C11, C12
13b 4,16 (dd, J =11; 1 Hz; 1H) H12a C7,C11, C12
14 1,02 (s, 3H) 15,9 n.d. C4, C5, C6, 10
15 0,71 (d, J =6 Hz, 3H) 14,8 H4 C3,C4,C5

* deslocamento quimico em ppm



Resultados e Discussao 106

4.6 Comparacao do perfil metabdlico de NICL3 em diferentes

meios de cultura

Muitas pesquisas relatam que 0os microrganismos possuem um poder
muito grande de adaptagdo mediante o suprimento ou caréncia de nutrientes, desse
modo, 0 meio de cultura é um fator determinante na producdo de metabdlitos
secundarios. Diante disso, o fungo NICL3 foi cultivado em diferentes meios de
cultura e os extratos analisados por CLAE/UV. De cada meio de cultivo foram
obtidos dois extratos, um extrato etandlico e um de acetato de etila.

Em uma analise puramente visual observou-se que, apos vinte dias de
cultivo, o fungo NICL3 desenvolveu-se muito bem em todos os meios de cultura,

como pode ser observado na Figura 4.6.1.

Figura 4.6.1 Desenvolvimento do fungo NICL3 em diferentes meios de cultura; (A) arroz, (B) milho,
(C) extrato de soja e (D) Czapeck + 2% de extrato de levedura

Primeiramente, monitoraram-se 0os meios de cultura (BRANCOS) em
comprimentos de onda que apresentassem maior numero de bandas
cromatograficas (Figura 4.6.2). Constatou-se que todos 0s meios apresentaram uma
boa quantidade de constituintes, uma vez que, sdo substratos compostos

basicamente por carboidratos, aminoacidos, dentre outros.
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Figura 4.6.2. Cromatogramas dos meios de cultura sem crescimento fungico; (A) Arroz (A= 225 nm),
(B) Milho (A= 285 nm), (C) Czapeck com 2% de extrato de levedura (A= 287 nm) e (D) Extrato de Soja
(A= 248 nm)

Verificou-se que o microrganismo modificou consideravelmente o meio
de cultura, uma vez que, os extratos de cada meio apresentaram perfis
cromatograficos (Figura 4.6.3) distintos daqueles mostrados na Figura 4.6.2.
Também foi possivel notar a diferenca de um cromatograma para o outro,
confirmando a proposigdo de que o meio de cultura influencia significativamente na
producdao de metabdlitos secundarios. Este resultado mostra a potencialidade e
importancia do estudo da quimica de microrganismos, pois através de alteragdes no
meio de cultivo, os microrganismos podem produzir uma variedade de substancias
diferentes e com diversas atividades biologicas. Este fato relaciona-se diretamente
com o interesse pela busca de novas substancias com ag¢des farmacoldgicas,
agroquimicas, dentre outras.

Observando-se as Figuras 4.6.3 e 4.6.4, foram constatadas pequenas
diferengas nos perfis cromatograficos dos extratos obtidos com EtOH e AcOEt. O
extrato proveniente do meio Czapeck com 2% de extrato de levedura particionado
com AcOEt, mostrou maior constituicao quimica do que aquele obtido pela extracao
com EtOH.
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Figura 4.6.3. Cromatogramas (A = 225 nm) dos extratos obtidos a partir de EtOH dos diferentes

meios de cultivo de NICL3: (A) Arroz, (B) Milho, (C) Czapeck com 2% extrato de levedura e (D)

Extrato de soja
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Figura 4.6.4. Cromatogramas (A = 225 nm) dos extratos obtidos a partir de AcOEt dos diferentes
meios de cultivo de NICL3: (A) Arroz, (B) Milho , (C) Czapeck com 2% extrato de levedura e (D)

Extrato de soja
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4.7 Isolamento de metabdlitos secundarios produzidos pelo
fungo NICL5

4.7 1. Isolamento das substancias na fragao PNICL5B

Apds o pré-tratamento dos extratos brutos PNICL5 e MNICL5 por
cromatografia usando coluna com placa sinterizada, foram obtidas seis fragbes
referentes a cada extrato. As fracdes B e C de cada extrato apresentaram pequenos
cristais soluveis em solventes de média polaridade, enquanto que as fragdes F
continham cristais maiores, que eram soluveis somente em agua.

Em um primeiro instante a fracdo PNICL5B foi analisada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
(CLAE/EM), utilizando as condi¢des descritas no item 3.2.9.1.

Surpreendentemente verificou-se, no cromatograma de ions totais
(TIC), que a fracdo PNICL5B era composta basicamente por trés substancias (Figura
4.7.1A), as quais poderiam apresentar ions moleculares protonados ([M+H]") iguais
a m/z 508, o que foi confirmado pela presenga do aduto de sodio, [M+Na]*, em m/z
530 (Figura 4.7.2) e também pelo cromatograma de ions selecionados a m/z 508
(Figura 4.7.1B). Na Figura 4.7.2 pdde-se observar nos espectros em full scan a
presenca dos ions de m/z 490, 448 e 430, que foram gerados na fonte de ionizagao.

A fim de se obter maiores informagdes estruturais, foram realizados
experimentos de ions produtos de m/z 508, os quais pelos espectros de massas

(Figura 4.7.3) foram praticamente idénticos, diferindo na intensidade dos ions.
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Figura 4.7.1. (A) Cromatograma de ions totais (TIC) da fragdo PNICL5B e (B) Cromatogramas de

ions selecionados a m/z 508
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Figura 4.7.2. Espectros de massas full scan das substancias presentes na fragdo PNICL5B:
(A) 12,80 min, (B) 15,34 min e (C) 16,42 min
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Figura 4.7.3. Espectros de ions produtos de m/z 508 das substancias presentes na fracado PNICL5B:
(A) 12,80 min, (B) 15,34 min e (C) 16,42 min

Para a separacdo destas substadncias foi empregada CLAE
preparativa, conforme as condigdes descritas no item 3.2.9. A Figura 4.7.4 mostra o
cromatograma, monitorado a 240 e 290 nm, no qual foi possivel observar uma boa
separagao dos constituintes da fragdo PNICL5B.
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Figura 4.7.4. Cromatograma da fragdo PNICL5B

As substancias eluidas apresentaram pequenos cristais de coloragao
branca e aciculiformes e, receberam a denominacdo de PNICL5B1, PNICL5B2 e
PNICL5B3. Estas substancias foram analisadas por 'H RMN e novamente por
CLAE/EM. Apesar da boa separagdo cromatografica visualizada na Figura 4.7.4 as
analises por RMN mostraram que fragdes PNICL5B2 e PNICL5B3 estavam em

mistura.
4.7.1.1 Identificagao estrutural de PNICL5B1

A comparacio dos dados espectroscopicos de RMN e Espectrometria
de Massas e os dados da literatura (FUJI, et al., 2000) permitiram a identificacdo da
substancia PNCL5B1 como sendo a Citocalasina D.

A analise do espectro de *H RMN de PNICL5B1, mostrado na Figura
4.7.5, indicou a presengca de um anel aromatico monossubstituido, seis sinais de
hidrogénios olefinicos e dois sinais de hidrogénios carbindlicos.

Pelo COSY (Figura 4.7.6) o sinal (hidrogénio carbindlico) em 3,81 ppm
(d, J = 10,4 Hz) com integragao para um hidrogénio, mostrou correlagdo apenas com
o multipleto em 2,83 ppm, indicando a possibilidade de estar ligado a um carbono
guaternario. Ja o multipleto em 2,83 ppm correlacionou-se com o sinal caracteristico
de hidrogénio olefinico, com integragéo para um hidrogénio, em 5,70 ppm (dd, J = 10
e 16 Hz). O hidrogénio em 5,70 ppm correlacionou-se com o duplo duplo dubleto em
5,34 ppm (ddd, J= 5,6; 10,4 e 16 Hz) e, a geometria da dupla ligacao, através do

valor da constante de acoplamento, de 16 Hz, foi determinada como E. Com base no
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COSY o sinal em 5,34 ppm indicou acoplamento com os hidrogénios em 2,02 ppm e
2,51 ppm, ambos multipletos integrando para um hidrogénio, os quais pelo HSQC

(Figura 4.7.7) estao ligados ao carbono em 37,8 ppm.
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Figura 4.7.5. Espectro de ‘H RMN em 400MHz de PNICL5B1 em CDCl,
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Figura 4.7.7. Espectro de HSQC de PNICL5B1 em CDCl;

No HMBC (Figura 4.7.8) foi observado o acoplamento do multipleto em
2,75 ppm com o carbono sp? em 130,9 ppm e pelo COSY foi verificada a correlagdo
com o hidrogénio em 2,51 ppm e com a metila em 1,20 ppm (d, J=6,8 Hz). Pelo
HMBC, foi possivel notar os acoplamentos da metila com um carbono com
deslocamento quimico caracteristico de carbonila de cetona, em 210,2 ppm e,
também com o carbono quaternario em 19,5 ppm. Através da comparagao com os
dados da literatura (FUJI, et al., 2000) e da reunido de todos os dados descritos,

sugeriu-se a estrutura parcial representada na Figura 4.7.9.
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Figura 4.7.9. Estrutura parcial da substancia PNICL5B1

O singleto, com integragao para trés hidrogénios, em 1,51 ppm nao
apresentou correlagcdo no COSY, indicando, dessa forma, que deve estar ligado a
um carbono quaternario. No entanto, por HMBC foi possivel observar o acoplamento
do carbono deste sinal com o hidrogénio olefinico em 5,14 ppm (dd, J = 2,4; 15,6
Hz).

A presenca da dupla ligagao foi confirmada através do COSY, uma vez
gue, o dd em 5,14 ppm mostrou correlagdo com o sinal em 6,11 ppm (dd, J = 2,8 e

15,6 HZ) e, pela constante de acoplamento, pode-se inferir que a geometria da dupla
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ligagdo foi E. Pelo HMBC verificou-se o acoplamento do carbono sp? ligado ao
hidrogénio olefinico em 5,14 ppm com o carbono carbindlico em 77 ppm. Ainda pelo
HMBC foi possivel notar o acoplamento do hidrogénio carbindlico em 5,64 ppm (dd,
J=2,4; 2,7 Hz) com o carbono em 171 ppm, que pelo deslocamento quimico deve
ser uma carboxila de éster. O singleto (3H) em 2,27 ppm foi relacionado a metila de
um grupo acetato.

Outros dois carbonos olefinicos foram observados, sendo um deles
carbono quaternario enquanto que o outro, pelo HSQC, apresentou correlagdes com
os hidrogénios em 5,09 ppm (s) e 5,30 ppm (s). Através do HMBC foi possivel
verificar acoplamentos dos hidrogénios olefinicos com o carbono carbindlico em 70
ppm e com o carbono em 32,9 ppm. Pelo HSQC notou-se o acoplamento do
carbono em 32,9 ppm com o multipleto em 2,75 ppm e, com base no COSY este
multipleto correlacionou-se com a metila em 0,96 ppm (d, J=8 Hz) e com o duplo
dubleto em 2,15 ppm (dd, J=2,8 e 4,8 Hz). Ja o dd em 2,15 ppm, pelo COSY,
apresentou também correlacdo com o multipleto, com integracdo para um
hidrogénio, em 3,23 ppm.

Foi possivel observar pelo HMBC e pelo COSY o acoplamento do
multipleto em 3,23 ppm com o carbono em 32,9 ppm, com o carbono quaternario em
53,1 ppm e o hidrogénio em 2,69 ppm (m, 1H). A analise do COSY indicou a
correlacdo do multipleto em 2,69 ppm com o sinal em 2,80 ppm (m, 1H), os quais se
correlacionam com o carbono em 45,8 ppm (HSQC). Estes no HMBC acoplam com
um carbono caracteristico de sistema aromatico em 128,8 ppm.

Através da integracédo verificou-se a presenga de cinco hidrogénios
aromaticos, constituindo um sistema monossubstituido.

Foi possivel verificar no HMBC a presenga de uma carboxila de amida,
a qual mostrou acoplamento com o hidrogénio em 2,86 ppm.

A partir da unido das informagdes descritas e também pelos dados
espectrais de RMN da literatura péde-a atribuir a substancia PNICL5B1 como sendo
a citocalasina D, apresentada na Figura 4.7.10. A Tabela 4.7.1 ilustra os dados
espectroscopicos de RMN da substancia PNICL5B1.

N&o ha relatos na literatura dos dados Ressonancia Magnética Nuclear
da citocalasina D em cloroférmio deuterado. Por isso, a comparagao dos dados

espectrais da substancia identificada foi realizada com os dados espectroscépicos
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da zigosporina D (com grupo OH em C21) e de um derivado da zitocalasina D, com

grupo acetato em C7 e C21.

Tabela 4.7.1 Dados espectroscopicos de PNICL5B1

Posicao
1

© 00 N o 0o b~ W N

10a
10b
11
12a
12b
13
14
15a

15b
16
17
18
19
20
21
22

23
21 0C
21-OAc

1
2eb
3ed

2

H *
5,46 (s, 1H)
3,23 (m, 1H)
2,15 (dd, 2,8; 4,8 Hz, 1H)
2,75 (m)
3,81 (d, 10,4 Hz, 1H)
2,86 (M)
2,69 (m, 1H)
2,80 (m, 1H)
0,96 (d, 6,8 Hz, 3H)
5,09 (s, 1H)
5,30 (s, 1H)
5,70 (dd, 10; 16 Hz, 1H)
5,34 (ddd, 5,6; 10,4; 16 Hz, 1H)
2,51 (m, 1H)

2,02 (m, 1H)
2,75 (m, 1H)
5,14 (dd, 2,4; 15,6 Hz, 1H)
6,11 (dd, 2,8; 15,6 Hz, 1H)
5,64 (dd, 2,4; 2,8 Hz, 1H)
1,20 (d, 6,8 Hz, 1H)

1,51 (s, 3H)

2,27 (s, 3H)
7,31 (m, 2H)

7,13 (dd, 1,6; 6,8 Hz, 2H)
7,24 (m, 1H)

HSQC (*)

174

53

50
32,9
147,4
70

46
53,1
45,8

13,9
114,5

130,9
134,2
37,8

42,3
210,2
78
127,6
132,5
77
19,5

24,5
170
21,8
140
128,5
128,8
126

COSY

H10a, H4
H3, H5
H4, H11

H8

H7, H13

H10a/b, H3

H5
n.d.

n.d
H14, H8
H13, H15a/b
H15b, H16

H15a
H22, H15a

H20, H23

H19, H21

H19, H20
H16

n.d.
H3’, H4, H5’
H2’, H4’, H6’

HMBC

C5,C4, C9
C5, C9
(0°]
n.d.
C1,C14,C21
C3,C5
C3,C5
C4, C5, C6
C5,C7
C5,C7
C15
C8
C13, C21,
C22

c21
C18
C15, 21-OAc
C15, C16,
C17,C18
C17,C19
210C, C18
c2
Ccr
Cc2, Cc4
c3

* deslocamento quimico em ppm
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Figura 4.7.10. Estrutura molecular da citocalasina D

Para a confirmagcao da estrutura proposta foram realizados
experimentos de Espectrometria de Massas no modo full scan para a determinagao
da massa molecular, e ions produtos para informacao estrutural.

Conforme visto na Figura 4.7.2A, a substancia PNICL5B1 (tr = 12,80
min) apresentou como pico base o ion molecular protonado ([M+H]") com m/z 508, o
qual foi confirmado pela presenga do aduto de sédio, [M+Na]*, com m/z 530, dessa
forma, o composto deve apresentar massa molecular de 507 Da.

O espectro de ions produtos obtido com energia de colisdo de 20 eV
ilustrado na Figura 4.7.3A apresentou pico base o ion de m/z 430. O Esquema 4.7.1
mostra uma proposta de fragmentacéo que justifica a maioria dos ions observados.

A proposta de fragmentacao para a citocalasina D, no modo positivo de
ionizagao, baseou-se na protonacado do nitrogénio da amida. Em seguida, ocorreu
uma desidratagcao levando ao ion de m/z 490. O pico base do espectro de ions
produtos foi formado pela perda de acido acético.

As citocalasinas sao substancias de origem biossintética mista, a qual
envolve um aminoacido e uma cadeia policetidica. O ion de m/z 120 caracteriza as
citocalasinas provenientes do aminoacido fenilalanina. A formagdo desse ion,
segundo o Esquema 4.7.1, envolve a abertura do anel de cinco membros assistida
pelo par de elétrons nao ligante do oxigénio da carboxila e consequente
estabilizagdo da carga positiva no atomo de nitrogénio. Em seguida, através da
conjugagcdo do par de elétrons nao ligante do nitrogénio ocorreram as perdas
simultdneas de uma molécula de CO e da porc¢ao policetidica, levando ao ion de m/z
120.
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Esquema 4.7.1 Proposta de fragmentagéo da Citocalasina D
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4.7.1.2 Identificagao estrutural de PNICL5B2 e PNICL5B3

Como dito no item 4.7.1 a fracdo PNICL5B apresentou, no experimento
de CLAE/EM, trés bandas cromatograficas, as quais possuiam o ion molecular
protonado de m/z 508 e espectros de ions produtos praticamente idénticos,
indicando a presenca de isébmeros. Um desses isémeros foi identificado como sendo
a citocalasina D.

Através de pesquisa bibliografica na base de dados Science Finder, foi
possivel verificar que somente as citocalasinas C e Q sao isbmeros da citocalasina
D. Conforme mostrado na Figura 4.7.11, estas apresentam uma grande similaridade
estrutural, sendo que a diferenca entre elas reside nas posicbes 5, 6 e 7. A
Citocalasina C apresenta uma dupla ligacéo entre C5 e C6 enquanto a citocalasina
D apresenta dupla ligagdo entre C6 e C12. J& a citocalasina Q possui um epoxido
entre C6 e C7.

Citocalasina C Citocalasina Q

Figura 4.7.11 Estruturas quimicas das citocalasinas C e Q

As andlises dos espectros de 'H RMN da fragdo PNICL5B2 e
PNICL5B3 (Figuras 4.7.12 e 4.7.13) mostraram uma grande complexidade de sinais,
indicando a presenca de mistura. No espectro de *H RMN de PNICL5B2 foi possivel
notar além dos sinais da Citocalasina D, um singleto em 1,25 ppm, com
deslocamento quimico caracteristico de metila. Este singleto forneceu indicios da
presenca da Citocalasina C, pois esta possui uma metila ligada a C6. Ja o espectro
de HSQC (Figura 4.7.14) de PNICL5B3 mostrou correlagao do hidrogénio H7 com o
carbono com deslocamento quimico caracteristico de epdxido em 60 ppm.

Com base nos dados experimentais observados anteriormente, 0s

experimentos de Espectrometria de Massas e a busca bibliografica realizada, pode-
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se inferir que as fragdes PNICL5B2 e PNICL5B3 correspondem as citocalasinas C e

Q, respectivamente.
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Figura 4.7.12. Espectro de "H RMN em CDCl, (400 MHz) da fragdo PNICL5B2
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Figura 4.7.14. Espectro de HSQC de PNICL5B3

4.7.2 Identificagao estrutural da fragcao MNICL5B16

A fragdo MNICL5B16 de massa 3,2 mg apresentou cristais brancos
que foram analisados por *H RMN em cloroférmio deuterado.

A Figura 4.7.15 representa o espectro de 'H RMN da substancia
isolada, na qual se observou um multipleto com deslocamento quimico de hidrogénio
carbindlico em 3,66 ppm, e trés sinais caracteristicos de hidrogénios olefinicos entre
5,7 e 5,2 ppm. Pela integragédo pode-se verificar a presenca de 6 metilas. Estes
sinais caracterizam uma substancia com esqueleto esteroidal.

O esteréide mais frequentemente isolado de fungos, € o Ergosterol e,
para se confirmar que MNICL5B16 era o referido esterdide, realizou-se CCD de
ponto misto. Foi aplicado o padrao de Ergosterol juntamente com a substancia a ser

identificada em um mesmo ponto da placa. Verificou-se que ambos apresentavam o
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mesmo fator de retencédo, o que caracterizou a substancia MNICL5B16 como o

Ergosterol. A Figura 4.7.16 apresenta a estrutura molecular do ergosterol.

| | I
}L,MLHLL s ﬁuLW M\UJ‘W iy, W kk_,,‘h_

‘ T ) T T
P 5.2 4.8 4.4 4.0 36 3.2 28 . 2.4 2.0 1.6 1.2

Figura 4.7.15. Espectro de "H RMN em CDCl, (400 MHz) de MNICL5B16

Os sinais que caracterizam o Ergosterol sdo os multipletos em 5,57
ppm e 5,38 ppm atribuidos aos hidrogénios olefinicos H6 e H7, além dos sinais dos
hidrogénios da dupla ligacdo da cadeia lateral, H22 e H23 em 5,2 ppm, do
hidrogénio carbindlico em 3,66 ppm (m) atribuido a H7. Ja os sinais das metilas
encontram-se na regido mais desblindada do espectro. As metilas 18 e 19 séo
caracterizadas pelos singletos em 0,63 ppm (s, 3H) e 0,95 ppm s, 3H). Os dubletos
em 1,02 ppm (d, J = 6,6 Hz, 3H) , 0,92 ppm (d, 6,8 Hz, 3H), 0,85 ppm (d, J = 3,0 Hz,
3H) e 0,82 ppm (d, J = 3,0 Hz, 3H) foram atribuidos aos hidrogénios H21, H26, H27
e H28.

Figura 4.7.16. Estrutura molecular do ergosterol
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4.7.3 ldentificagao estrutural da fragao MNICL5F’

A substancia MNICL5F apresentou grandes cristais incolores, de alta
polaridade, sendo soliveis somente em agua. Esta substancia foi analisada por *H
RMN e *C RMN, e baseados nos dados espectroscdpicos pdde-se identifica-la com
o poliol sorbitol. A Figura 4.7.17 representa o espectro de 'H RMN da substancia
isolada.

Observou-se no espectro de *H RMN sinais caracteristicos do sorbitol
(Figura 4.7.19) os multipletos na regido entre 3.68 ppm e 3.90 ppm séo atribuidos
aos hidrogénios carbindlicos. J& o espectro de *C RMN (Figura 4.7.18) apresentou
somente trés sinais de carbonos em 63,1; 69,4 e 71 ppm, referentes aos carbonos
carbindlicos. A existéncia de apenas trés sinais de *C decorre da existéncia de um

centro de simetria.
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Figura 4.7.17. Espectro de "H RMN de MNICL5F’ (D,0) em 400 MHz

721 wdm

Figura 4.7.18. Espectro de *>°C RMN de MNICL5F’ (D,0) em 200 MHz

OH OH

HO
OH

OH OH

Figura 4.7.19. Estrutura quimica do sorbitol



Resultados e Discussao 124

4.8 Comparacgao do perfil metabdlico de NICL5 em diferentes

meios de cultura

Desde a descoberta das citocalasinas na década de 70, verificou-se
um crescimento extraordinario no estudo desta classe de substancias, pois elas se
tornaram um potente instrumento na biologia molecular e na medicina, devido ao
grande numero de atividade biolégica que lhes s&o pertinentes (SCHUMANN e
HERTWECK, 2007, EVIDENTE et al., 2003). Podem-se enumerar as atividades: no
transporte de glicose, na secregdo dos hormbnios da paratireoide,
imunossupressora, inibicdo da polimerizagdo da actina, antibidtica, antiviral,
antifungica, herbicida (PRASAIN et al., 2002, OVERY et al., 2003, MATESIC et al.,
2006, MILLS et al., 2000, FOISSNER et al., 2007). Algumas citocalasinas sao
conhecidas pela intrinseca capacidade de interromper o crescimento celular, sendo,
por tanto, uma poderosa ferramenta contra o desenvolvimento de tumores
(VEDERAS, et al., 1975, YWANAMOTO, et al., LIU, et al., 2006, SCHUMANN e
HERTWECK, 2007).

Nesse contexto a compreensao da quimica de microrganismos e a
otimizagdo da producao de metabdlitos secundarios se mostram mais uma vez
indispensaveis. No sentido de contribuir para o entendimento da quimica de
microrganismos e a consequente producado de metabdlitos secundarios, avaliou-se,
por CLAE/UV, a producéo da Citocalasina D em diferentes meios de cultura, como
arroz, milho de canjica, Czapeck enriquecido com 2% de extrato de levedura, extrato
de soja e BD.

Apds o indculo do microrganismo NICL5 acompanhou-se, dia a dia, o
crescimento fungico. O microrganismo apresentou um bom crescimento da massa
micelial em todos os meios de cultivo destacando-se o meio BD, pois houve o

crescimento de corpos de frutificagdo, como pode ser visto na Figura 4.8.1.
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Figura 4.8.1. Crescimento do fungo endofitico NICL5 em diferentes meios de cultura: (A) Arroz, (B)
Milho, (C) Extrato de Soja, (D) Czapeck + 2% extrato de levedura, (E) BD e
(F) corpos de frutificagdo produzidos no meio BD

Inicialmente foi estudado o perfil cromatografico da Citocalasina D e,
em seguida, compararam-se os perfis cromatograficos dos extratos com a
substancia de interesse. Através da Figura 4.8.2A pdde-se verificar que a
Citocalasina D apresentou tempo de retengcédo de 22,26 min e, o0 espectro de
absorgao no ultravioleta mostrou 0 maximo de absor¢gao em 221 e 285 nm.

A comparacdo dos cromatogramas da Citocalasina D e dos extratos
obtidos a partir de EtOH dos diferentes meios de cultivo, indicou a presenca da
desta substancia somente nos meios arroz, milho e Czapeck. Embora nao se tenha
constatado a presenga da Citocalasina D nos meios de soja e BD, ndao se pode
afirmar, que o fungo NICL5 ndo a produziu, uma vez que, em baixissimas
concentragoes esta nao seria detectada pelo detector de ultravioleta.

Ja os extratos obtidos a partir de AcOEt apresentaram o mesmo
comportamento dos extratos obtidos com EtOH, ou seja, a detecg¢ao da Citocalasina
D ocorreu somente nos meios de cultivo arroz, milho e Czapeck enriquecido com
extrato de levedura, conforme ilustra a Figura 4.8.3.

Infelizmente n&o foi possivel verificar quantitativamente qual dos meios
de cultivo estudados seria o melhor produtor de Citocalasina D. Este fato devera ser

analisado em trabalho posterior.
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Figura 4.8.2. Perfil da produgéo de Citocalasina D em diferentes meios de cultura dos extratos
obtidos a partir de EtOH (cromatogramas monitorados em A = 221 nm): (A) Citocalasina D em 22,26
min, (B) Arroz, (C) Milho, (D) Czapeck + 2% de extrato de levedura, (E) BD e (F) extrato de soja
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Figura 4.8.3 Perfil da produgao de Citocalasina D em diferentes meios de cultura dos extratos obtidos

a partir de AcOEt (cromatogramas monitorados em A = 221 nm): (A) Citocalasina D em 22,26 min, (B)
Arroz, (C) Milho, (D) Czapeck + 2% extrato de levedura, (E) BD e (F) Extrato de Soja
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4.9 Efeito da adicao de aminoacidos no metabolismo do fungo
NICL5

As citocalasinas sdo substancias de origem biossintética mista, a qual
envolve uma unidade de aminoéacido (fenilalanina, ou triptofano, ou leucina) e uma
cadeia policetidica. As substancias provenientes do aminoacido fenilalanina sao
denominadas citocalasinas e zigosporinas, ja aquelas que envolvem o aminoacido
triptofano s&o conhecidas como citocalasinas e caetoglobosinas e as oriundas do
aminoacido leucina sdo as aspocalasinas. A Figura 4.9.1 ilustra algumas

citocalasinas de origem biossintética diferentes.

CITOCALASINA A CAETOGLOBOSINA A

ASPOCALASINA A

Figura 4.9.1. Citocalasinas provenientes dos aminoacidos fenilalanina, triptofano e leucina,

respectivamente

Como ja mencionado neste trabalho, a composi¢do do meio de cultura
afeta diretamente a producao de metabdlitos secundarios. Poucos estudos relatam o
efeito da adicdo de aminoacidos livres ao meio de cultura. No entanto, FILL (2007)
verificou a indugdo da biossintese de metabdlitos secundarios através da
suplementacdo de aminoacidos ao meio de cultivo. De acordo com GRAF et al., e
VEDERAS et al. (1974, 1975, 1976, respectivamente) as citocalasinas (Citocalasinas
D, C e Q), isoladas nesse trabalho, possuem origem biossintética baseada no

aminoacido fenilalanina.
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O primeiro experimento envolvendo o microrganismo NICL5 e a
consequente produgao de citocalasinas consistiu no cultivo do fungo em meio
Czapeck enriguecido com extrato de levedura. Com base em informagbdes do
fabricante desse suplemento, constatou-se que, este € composto basicamente por
aminoacidos, inclusive os aminoacidos precursores das citocalasinas.

Com a finalidade de se investigar o comportamento do metabolismo do
microrganismo frente a adigcdo de aminoacidos, foi realizado um estudo empregando
0 meio Czapeck como base e variando-se o aminoacido. Dessa forma, o fungo foi
cultivado em seis diferentes meios de cultura, os quais foram:

- Czapeck;

- Czape4ck enriquecido com 2% de extrato de levedura;
- Czapeck com alanina;

- Czapeck com fenilalanina;

- Czapeck com tirosina;

- Czapeck com triptofano.

O primeiro resultado desse estudo foi o intrigante desenvolvimento do
microrganismo, pois, somente no meio Czapeck enriquecido com 2% de extrato de
levedura o microrganismo apresentou um bom crescimento micelial. Nos demais
meios o desenvolvimento da massa fungica foi muito restrito, conforme pode ser

visualizado na Figura 4.9.2.

Figura 4.9.2. Crescimento do fungo NICL5 em diferentes meios de cultivo: (A) Czapeck, (B) Czapeck
com 2% de extrato de levedura, (C) Czapeck com alanina, (D) Czapeck com fenilalanina, (E) Czapeck
com tirosina e (F) Czapeck com triptofano
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Apods 20 dias de cultivo foram obtidos os extratos, os quais foram
analisados por CLAE/EM. Surpreendentemente, a analise dos cromatogramas de
ions totais apresentou uma série de bandas cromatograficas em todos os extratos
provenientes dos diferentes meios de cultura, como pode ser observado na Figura
4.9.3.

O extrato obtido a partir do meio Czapeck enriquecido com extrato de
levedura foi considerado como experimento padrao, dado que foi através dele que

as Citocalasinas C, D e Q foram isoladas.
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Figura 4.9.3. Cromatograma de ions totais dos extratos provenientes dos diversos meios de cultura
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Primeiramente foi analisada a capacidade de o microrganismo produzir
as Citocalasinas de m/z 508 (Citocalasinas C, D, E) nos meios de cultura estudados.
Através do cromatograma de ions selecionados a m/z 508, Figura 4.9.4, pbde-se
constatar a producédo da Citocalasina D (tr = 12,83 min) em todos os extratos. O
mesmo nao foi observado para a Citocalasina com tempo de retengao em 16,73 min
no extrato suplementado com o aminoacido tirosina, indicando uma provavel

inibicdo da biossintese desta substancia.

1004 1283 Czapeck +
] 1531 - trintofano
13.57
0 T T T T T T T T T T T T T 1
11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00
. 1281 Czapeck +
#] 159 tirosina
1387
0 T T T T T T T T T T T T T 1
11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00
100 1282 Czapeck +
= 1530 - fenilalanina
0 T T T T T T T T T T T T 1
11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00
100 1287 - Czape_ck +
] alanina
15.44
0 T T T T T T T T T T T T T 1
11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00
Czapeck +
12.78
100 ext. levedura
B 15,29
16.53
0 T T T T T T T T T T T T 1
11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00
. 1278 Czapeck
* 15.32 1658
0 T T T T T T T T T T T T 1 Time
11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 16.00 19.00

Figura 4.9.4. Cromatograma de ions selecionados a m/z 508

O estudo da fragmentacgao da Citocalasina D, realizado no item 4.7.1.1
mostrou que a porgao referente ao aminoacido fenilalanina possuia ion
caracteristico de m/z 120. Aplicando o mesmo raciocinio para as demais
citocalasinas provenientes de outros aminoacidos e com base no trabalho de
PRASAIN et al., foram monitorados os ions de m/z 44, 86, 120, 150, 185; para
verificar se ocorreu a producdo de citocalasinas originada da alanina, leucina,
fenilalanina, tirosina e triptofano, respectivamente. A Figura 4.9.5 mostra as

estruturas dos ions monitorados.
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Figura 4.9.5. Estruturas dos ions monitorados no experimento de ions precursores

As citocalasinas isoladas, neste trabalho, foram provenientes do cultivo
do microrganismo NICL5 em meio Czapeck enriguecido com extrato de levedura.
Dessa forma, foi verificado se houve a produgcdo de outras citocalasinas
biossintetizadas a partir do aminoacido fenilalanina no referido meio. Para isso,
foram processadas, uma a uma, as bandas cromatograficas do TIC (do extrato
Czapeck com extrato de levedura) e, através deste monitoramento foram detectadas
outras seis substancias. Estas foram correlacionadas a classe das citocalasinas uma
vez que apresentaram o ion de m/z 120 nos respectivos espectros de ions produtos,
e confirmadas através do experimento de ions precursores de m/z 120. A Tabela

4.9.1 apresenta informagdes das substancias detectadas.

Tabela 4.9.1 Citocalasinas detectadas no meio Czapeck enriquecido com extrato de levedura

Tempo de retengdo (min) m/z [M+H]* m/z [M+Na]*
7,95 482 504
8,84 524 546
9,61 482 504
11,56 466 488
12,20 524 546
13,82 466 488

De acordo com pesquisa realizada na base de dados Science Finder
foram encontradas cinco citocalasinas com massa molecular de 465 Da (desacetil
Citocalasina C, Citocalasina Z7, Citocalasina Z8, Citocalasina Z9 e Zigosporina D),
uma citocalasina de massa molecular 481 Da (desatil 19,20 Citocalasina D) e trés
com massa molecular 523 Da (19,20 Epoxicitocalasina C, Citocalasina N e

Citocalasina R).
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Pelo experimento de ions precursores de m/z 120, monitoraram-se,
nos demais extratos, a producao das citocalasinas originadas a partir da fenilalanina,
conforme representa a Figura 4.9.6. A analise do cromatograma indicou que o0s
meios Czapeck com extrato de levedura e Czapeck com fenilalanina foram os meios
mais ricos em citocalasinas, pois houve maior detecgédo de precursores do ion de
m/z 120.

Um fato interessante que merece ser destacado foi a produ¢do de uma
substancia com tempo de retengédo 21,04 minutos, que nao havia sido detectada no
meio Czapeck enriquecido com extrato de levedura. Através do espectro de full scan
(Figura 4.9.7A) constatou-se que o pico base deve ser o ion molecular protonado,
[M+H]*, de m/z 492, devido a presenca de [M+Na]" de m/z 514, desse modo, o
composto em questdo deve apresentar massa molecular de 491 Da. Ja no espectro
de ions produtos (Figura 4.9.7B), notou-se o fragmento caracteristico da fenilalanina
de m/z 120. Pelo experimento de ions precursores ficou confirmado que o fragmento
pertence a substancia estudada. Esta substancia pode ser uma citocalasina inédita,
dado que, em pesquisa bibliografica ndo se encontrou membros desta classe com a

massa molecular observada.
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Figura 4.9.6. Cromatograma do experimento de ions precursores de m/z 120 em diferentes meios de
cultura: (A) Czapeck, (B) Czapeck com extrato de levedura, (C) Czapeck com alanina, (D) Czapeck
com fenilalanina, (E) Czapeck com tirosina e (F) Czapeck com triptofano
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Figura 4.9.7. Espectros de massas da substancia em 21,01 min: (A) full scan, (B) ions produtos de

m/z 492 e (C) ions precursores de m/z 120

Observou-se a possivel indugdo da biossintese de uma citocalasina
formada pelo triptofano, pois, através do experimento de ions precursores de m/z
185, ion caracteristico da por¢cao deste aminoacido, foi constatada uma banda em
27,20 minutos no meio de cultivo Czapeck enriquecido com triptofano, conforme
pode ser visto na Figura 4.9.8F.
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Figura 4.9.8. Cromatograma do experimento de ions precursores de m/z 185 em diferentes meios de
cultura: (A) Czapeck, (B) Czapeck com extrato de levedura, (C) Czapeck com alanina, (D) Czapeck

com fenilalanina, (E) Czapeck com tirosina e (F) Czapeck com triptofano
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O espectro de massas, (Figura 4.9.9A) referente a banda em 27,20
min, apresentou pico base de m/z 403 e, devido a presenga dos adutos de sédio e
potassio de m/z 425 e 441 respectivamente, pode-se atribuir o pico base como
sendo o ion molecular protonado. O espectro de ions produtos de m/z 403 e ions
precursores de m/z 185 (Figura 4.9.9B/C) mostraram claramente o ion caracteristico
da porcao do triptofano nas citocalasinas, indicando a possivel incorporagao do

deste aminoacido.
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Figura 4.9.9. Espectros de massas da substancia em 27,20 min do extrato Czapeck enriquecido com
triptofano: (A) full scan, (B) ions produtos de m/z 403 e (C) ions precursores de m/z 185

Com excecgéo do cromatograma de ions totais do extrato proveniente
do meio Czapeck enriquecido com extrato de levedura, foi observado, nos demais
cromatogramas, a presenga de uma banda com tempo de retencgéo entre 11,22 min,
a qual nao foi relacionada com a classe da citocalasina, dado que o seu espectro de
massas no full scan apresentou ion molecular protonado de m/z 256 (FIGURA
4.9.10A), uma relagdo massa carga muito inferior aquelas observadas para as
citocalasinas. Esta observacao foi comprovada pelo experimento de ions produtos
de m/z 256, pois nenhum dos ions caracteristicos da referida classe foi observado
(FIGURA 4.9.10B).

Para os demais extratos ndo foram observados indicios da

incorporagao dos aminoacidos alanina, tirosina.
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Figura 4.9.10. (A) espectro de massas no full scan da banda cromatografica com tr de 11,22 min e,

(B) espectro de ions produtos de m/z 256 obtidos com 10 eV

A espectrometria de massas se mostrou uma ferramenta fantastica na
deteccao de citocalasinas em extratos sem nenhum tratamento prévio, permitiu a
observagcao da possivel indugcao da biossintese de outras citocalasinas de m/z 492,

derivada da fenilalanina e de m/z 403 originada a partir do triptofano.

410 Caracterizagdao e isolamento de biflavondides de

Cupressus lusitanica

No sentido de se contribuir com o estudo da quimica de C. lusitanica,
foi explorado o extrato etandlico de suas folhas. Inicialmente foi realizada
cromatografia classica de bancada empregando coluna SEPHADEX LH-20.

Durante o monitoramento por CCD das fragdes provenientes da coluna
SEPHADEX LH-20, constatou-se que diversas fragcdes apresentavam uma
caracteristica interessante, uma banda de cor amarela.

As analises por CLAE/UV das fragbes PECL116, PECL122, PECL132,
PECL150 e PECL 68 sugeriram a presenca de biflavonoides, devido a absorcao
caracteristica no espectro no ultravioleta.

O método apolares 2 apresentou melhores resultados analiticos, uma

vez que os compostos foram eluidos entre 8 e 20 minutos de corrida, ja no método
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polares 21 os compostos foram detectados no fim da analise, como pode ser
observado na Figura 4.10.1. Verificou-se para as fragdes PECL150 e PECL168 a ma
separacao das bandas cromatograficas, resultado este diretamente relacionado a
forca da fase moével. Salienta-se que o método apolares 2 apresentou melhor
resolucao, pois observou-se bandas bem separadas e simétricas (Figura 4.10.1).

Deve-se ressaltar que, embora na placa de CCD tenha se observado
apenas uma banda de cor amarela, a ocorréncia de mais de um biflavondide, nas
folhas de C. lusitanica, foi confirmada, uma vez que, os cromatogramas das fracoes
PECL132, PECL150 e PECL168 apresentaram bandas com espectro de absorgao
no ultravioleta idénticos, nos tempos de retencéo 8,70 min, 11,17 min, 16, 30 e 20,04
min.

Para confirmacédo da presenca de biflavondides nas fragbes PECL,
submeteu-se a fragdo PECL170, por ter apresentado em CCD somente duas
bandas, a novo processo cromatografico, utilizando-se cromatografia classica de
bancada com fase estacionaria ODS, na qual foi obtida uma substancia de cor
amarela, denominada de PECL170A. Por CCD verificou-se a presenca de uma Unica
banda indicando, dessa forma, uma boa separacgdo. As analises por *H RMN e por

Espectrometria de Massas relacionaram a substancia a classe dos biflavondides.



Resultados e Discussao

138

PECL116

0 Spectum at time 46,05 min.
=
=]
<
£
w0
; L
o 235 250 275 300 335 350
nm
S s ™ m @ s 0 s
Mntes
o]
PECL122 Spectrum attime 45.93 min
>
Zao]
x
,JL 225 250 275 300 325 350
e ANaamaansassss e nm
R P A S A
Mrutes
Spectum attime 45.93 min Spectum atume 48.50 min
«t PECL132
B
2
Exco]
x
235 230 715 %0 335 350 235 280 275 300 s 350
am nm
§h s @ s % % 0 6 @
Miutes
Specirum atume 46.08 min Spectum attime 48.53 min
2 225 250 275 300 325 350 225 250 275 300 325 350
2 n am
S
Spectrum at time 47.69 min. Spectrum at time 46.77 min.
o]
s 0 5 2 3 ® B @ & ©
Mnies
225 250 275 300 325 350 225 250 275 800 325 350
am
Spectrum at time 45.89 min.
Spectum attime 46.48 min
200
PECL168
00
B
< 225 250 275 300 325 350 225 250 275 300 325 350
Euco nm nm
Spectum attime 47.60 min
Spectum atme 48.53 min
P
5 0 o5 ™ 5 @ o & w
Mrutes
735 230 2530 335 350 T a0 275 e a3 380
am o
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obtidos no método polares 21, com detector a 320 nm
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O espectro de 'H RMN, apresentado na Figura 4.10.3, forneceu
deslocamentos quimicos caracteristicos de hidrogénios aromaticos em 7,14 ppm
(2H, J= 8,8 Hz), 7,55 ppm (2H J= 8,8 Hz), 7,48 ppm (2H J= 9,2 Hz) e também
deslocamentos de hidrogénios ligados a carbono com hidridizagéo sp® em 6,38 ppm
(s) e 6,47 ppm (s). Verificou-se também um singleto largo em 8,46 ppm. Embora
tenha se observado a existéncia de uma unica banda em CCD, observou-se no

espectro de 'H RMN uma mistura de substancias.

Figura 4.10.3. Espectro de RMN 'H de PECL170A (400 MHz-MeOD)

A analise por CL/EM empregando fonte ionizagao por eletrospray no modo
negativo foi de grande importancia na identificacdo dos biflavondides, dado que, o
cromatograma de ions selecionados (m/z 537) da substédncia PECL170A,
apresentou duas bandas cromatograficas com tempos de retengc&o préximos a 30,0
e 33,0 minutos (Figura 4.10.4), indicando a presenca dos isébmeros Amentoflavona e

Cupressoflavona de massa molecular 538 Da.
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Figura 4.10.4. Cromatograma de ions selecionados m/z 537
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Notou-se, pelos espectros de full scan dos isébmeros, que o método
analitico adotado foi de grande eficiéncia, uma vez, que foram detectados somente

0s ions moleculares protonados, como observado na Figura 4.10.5.

537.3

537.3

Figura 4.10.5. Espectros de full scan no modo negativo de PECL170A

Moléculas de mesma massa molecular podem exibir 0 mesmo espectro
de massas no full scan, contudo a diferenciacao destas pode ser realizada com o
experimento de ions produtos, uma vez que, este fornece maiores informagdes
estruturais.

Os espectros de ions produtos foram obtidos empregando-se energia
de colisdo de 25 eV.

O simples estudo dos espectros de ions produtos nao foi
suficiente para identificar os compostos fendlicos, amentoflavona e cupressoflavona,
devido a grande semelhancga dos ions fragmentos produzidos. No entanto, quando
ampliou-se os espectros, constatou-se, claramente, diferengas relevantes, as quais
forneceram informagbes estruturais capazes de identificar estes biflavondides. A
Figura 4.10.6 mostra os espectros de ions produtos ampliados 8 e 10 vezes nos

intervalos de 90 a 360 e 440 a 520 respectivamente.
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Figura 4.10.6. Espectros de ions produtos ampliados 8 e 10 vezes nos intervalos de massas de 90 a

360 e 440 a 520 respectivamente

Ambos os espectros de ions produtos apresentaram o mesmo pico base
com m/z 375 e muitos outros fragmentos idénticos, no entanto, no espectro (A)
verificou-se a presenca de ions de relagdo massa/carga que nao foram observados
em (B).

Com base nos espectros de ions produtos e do conhecimento das
estruturas dos biflavondides, foram propostos esquemas de fragmentagdes
(Esquema 4.10.1 e Esquema 4.10.2). A partir de reacdes de retro Diels-Alder dos
ions moleculares deprotonados dos compostos fendlicos, justificou-se alguns
fragmentos que permitiram, em um primeiro momento, relacionar os espectros (A) e
(B) aos biflavondides cupressoflavona e amentoflavona respectivamente. Ressalta-
se, porém, que o estudo ainda nao foi concluido e, que outros experimentos devem
ser implementados a fim de se conhecer o mecanismo de fragmentagdo destes
COMpOostos.
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Esquema 4.10.1. Proposta de fragmentagéo para a Amentoflavona
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A espectrometria de massas mostrou-se uma ferramenta fundamental
neste trabalho, pois esta detectou ndo apenas os biflavondides amentoflavona e
cupressoflavona, mas também seus derivados metilados observados no
cromatograma de ions selecionados a m/z 551 e nos espectros de massas
processados para este ion (Figura 4.10.7). A deteccéo destes compostos corrobora
com o verificado nos espectros de UV dos cromatogramas das fragdes PECL 132,
PECL150 e PECL 168.
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Figura 4.10.7. (A) Cromatograma de ions selecionados a m/z 551 e (B) seus respectivos espectros

de massas.

4.11 Monitoramento de biflavonoides nos extratos de

Cupressus lusitanica e Araucaria angustifolia por CLAE/UV

E muito bem estabelecida a fungdo protetora dos flavondides e

biflavondides nas interagdes entre plantas e insetos, no entanto, nas interagbes
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planta e fungos alguns estudos apontam os biflavondides e flavondides como sendo
fungicidas naturais (PIRRONI e HEIMLER, 1991), o que vem de encontro com a
producao de composto fendlicos através do caminho biossintético que usa a enzima
fenilalanina aménia-liase (PAL, do inglés “phenylalanine ammonia-lyase”), cuja
estimulacao é frequentemente apontada como conseqiéncia da interacdo com
fitopatogenos (GUNATILAKA, 2006).

Assim como observado em Cupressus lusitanica, ha relatos da
amareliddo e ressecamento das folhas de Araucaria angustifolia e, estes sintomas
podem estar relacionados com a infestagdo de microrganismos. Em trabalho iniciado
em nosso grupo de pesquisas, foram isolados fungos desta conifera e estes
aparentemente sdo semelhantes com aqueles isolados de Cupressus lusitanica.

Os extratos botanicos de Cupressus lusitanica e Araucaria angustifolia
obtidos pelos modos de extracdo A, B e AB foram denominados CLA, CLB e CLAB e
AA, AB e AAB, respectivamente. A partir das analises dos extratos pdde-se
constatar a presenca de biflavondides tanto nos extratos de Cupressus lusitanica
como nos extratos de Araucaria angustifolia e, também, escolher o melhor método
de extracdo e monitoramento dos biflavondides.

Baseando-se nos dados da literatura (INNOCENTI et. al., 2007), de
gue os biflavondides possuem absorgao caracteristica no ultravioleta entre 330 nm,
foi possivel constatar a presencga desta classe de compostos nos extratos das folhas
de Cupressus lusitanica e de Araucaria angustifolia, pois mais de uma banda
cromatografica apresentou absorgdo neste comprimento de onda. As Figuras 4.11.1
e 4.11.2 mostram os cromatogramas referentes aos extratos foliares de ambas as
plantas.

A Figura 4.11.1 mostra os cromatogramas obtidos para os trés
métodos de extracdo. O método B mostrou-se eficaz na extracdo dos compostos
fendlicos da Araucéria, uma vez que, o cromatograma a 323 nm apresentou diversas
bandas com espectros no UV muito semelhante aos dos biflavonoides
amentoflavona e cupressoflavona (Amax 272, 328 nm e 269, 338 nm respectivamente
(INNOCENTI et. al., 2007)) . O método AB mostrou-se satisfatério, embora a
quantidade de bandas cromatograficas relacionadas aos biflavondides seja menor
quando comparadas aquelas do método B. J&4 o método A né&o foi adequado, uma
vez que, apenas um espectro no UV mostrou-se similar ao dos biflavondides de

referéncia.
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Observou-se na Figura 4.11.2, para o extrato das folhas de C. lusitanica,
gue o cromatograma referente ao método de extracao B, apresentou apenas 2
bandas cromatograficas com tempos de retengcdo e espectro de absorgdo no
ultravioleta semelhante aos biflavondides cupressoflavona e amentoflavona. Ja o
cromatograma referente ao método AB mostrou maior quantidade de bandas
cromatograficas e espectros no UV caracteristicos dos biflavondides, indicando a
possibilidade da presenga de outros contituintes fendlicos. Apesar da existéncia de
varias bandas cromatograficas no cromatograma relacionado ao método A, os seus
respectivos espectros no UV ndo correspondem as absor¢des caracteristicas dos
biflavonadides.

A fim de se verificar a existéncia de novos biflavondides e suas
respectivas elucidagdes estruturais, foram enviados ao Instituto Max Plank, na
Alemanha, extratos das folhas de C. lusitanica e de Araucaria angustifolia, bem
como aliquotas das fragbes PECL116, PECL122, PECL132, PECL150 e PECL168,
0s quais deveriam ser analisados por CLAE/RMN. Até o presente momento

nenhuma informagéao a respeito destas analises foi obtida.
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4.12 Ensaios Bioldgicos

4.12.1 Ensaio de inibigao fungica

De acordo com as pesquisas reportadas na literatura, a interagdes
entre plantas e fungos endofiticos nem sempre sdo simbidnticas, pois estes podem
ser patégenos em estado de laténcia (referencia na introducao).

Baseando no fato de que os compostos fendlicos muitas vezes séo
produzidos para atuarem no mecanismo de defesa das plantas, estudou-se o efeito
dos extratos hexanico, etandlico e de uma fracdo rica em biflavondides, todos
provenientes de Cupressus lusitanica contra os fungos endofiticos NICL3, NICL4 e
NICL5, também isolados de C. lusitanica.

O experimento foi acompanhado dia a dia. Contudo, ndo se observou
inibicdo do crescimento fungico frente aos constituintes quimicos de C. lusitanica,

como pode ser observado na Figura 4.12.1.

Figura 4.12.1. Ensaio antifungico. Da esquerda para a direita: PHCL, PECL e Bifl
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4.12.2 Ensaio para deteccao de metabdlitos secundarios bioativos

Como os fungos endofiticos sdo potentes fontes de metabdlitos
bioativos, foram realizados ensaios bioldgicos, visando a inibicdo do
desenvolvimento bacteriano.

As bactérias ensaiadas foram Bacillus subtilis, bactéria gram positiva
gque nao patogénica, porém, similar a Bacillus cereus, que € responsavel por
diarréias, nauseas e vomitos e, contra as bactérias gram negativas Escherichia coli,
Staphylococus aureus e Micrococus lutheus.

Os extratos etandlico (extratos M) e particionado com acetato de etila
(extratos P) de todos os microrganismos endofiticos, isolados de Cupressus
lusitanica, bem como uma fracéo rica em Citocalasina D foram ensaiados, contudo,
estes ndo tiveram nenhum efeito antagbnico contras as bactérias, como pode ser

observado na Figura 4.12.2.

(PC) 7 (mic) _ (P/D)

Figura 4.12.2. Ensaio de inibigdo bacteriana; (A) E. coli, (B) B. subtilis, (C) S. aureus, (D) M. lutheus
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4.12.3 Ensaio Citotoxico

As linhagens tumorais utilizadas, MDA-MB435 (mama - humano), HCT-
8 (colon - humano) e SF-295 (glioblastoma - humano), foram cedidas pelo Instituto
Nacional do Cancer (EUA).

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

A Tabela 4.12.1 apresenta a atividade citotoxica das amostras com
seus respectivos percentuais de inibigdo. Apenas as substancias que apresentarem
valores de inibicdo = 90 % em pelo menos duas linhagens tumorais séo escolhidas
para avaliagbes subsequentes, valor esse considerado como cut-off para o

screening de novas substancias com potencial antitumoral.

Tabela 4.12.1. - Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das amostras em trés linhagens

tumorais. Valores sdo média + DPM.

Amostras SF-295 HCT-8 MDA/MB-435
Média DPM Média DPM Média DPM

PNICL1 33,42 6,68 12,94 3,94 17,29 4,44
PNICL2 33,12 1,32 11,65 0,68 9,67 15,65
PNICL3 23,00 0,24 25,45 4,32 9,46 0,84
PNICL4 35,65 0,00 20,75 3,71 7,21 10,99
PNICL5 76,68 1,26 88,92 0,15 9,46 0,84
PECL 41,73 0,18 52,45 12,96 19,51 0,52
PHCL 13,23 4,94 13,85 2,72 18,87 21,36
MNICL5B45 70,23 0,36 75,37 0,07 24,69 19,03
Doxorubicina 88,13 1,74 93,09 0,37 87,41 0,31

Pela Tabela 4.12.1 somente o extrato PNICL5 e a fragdo MNICL5B45,
rica em Citocalasina D, apresentaram atividade citotoxica, no entanto, os valores das
respectivas atividades mostraram-se inferiores ao do controle. Este fato nao foi bem
compreendido, dado que as citocalasinas, inclusive a Citocalasina D, sao providas

de uma marcante atividade citotoxica.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Foram isolados cinco microrganismos endofiticos das folhas de
Cupressus lusitanica, sendo que o0s dois microrganismos estudados séao
pertencentes ao género Xylaria (NICL3 e NICL5).

A técnica de CG/EM mostrou-se relevante, pois permitiu a detecgcao de
isocumarinas e de um sesquiterpeno eremofilano nos extratos de NICL3 e também
do acido piliférmico nos extratos de NICL5. A deteccao destes compostos esta de
acordo com o descrito na literatura, pois estes metabolitos sdo caracteristicos de
microrganismos do género Xylaria.

O fungo endofitico NICL3 mostrou-se um habil produtor de
sesquiterpenos eremofilanos. Destacando-se duas estruturas inéditas na literatura.

O microrganismo NICL5 apresentou peculiaridades morfolégicas muito
interessantes, o desenvolvimento de corpos de frutificacdo. Além desta
peculiaridade, foi constatada uma inerente capacidade de produgé&o de citocalasinas,
dentre as quais as Citocalasinas C, D e Q, que foram isoladas por CLAE preparativa
e identificadas por RMN e EM.

A técnica de CLAE/UV foi responsavel pela detecgao da Citocalasina D
nos meios de cultivo Czapeck enriquecido com 2% de extrato de levedura, Arroz e
Milho, porém a determinagcdo do melhor meio produtor desta substancia devera ser
implementada em trabalhos futuros.

O emprego da técnica de CLAE/EM foi de fundamental importancia no
desenvolvimento deste trabalho, pois permitiu a detec¢cao de outras citocalasinas
nos extratos provenientes do meio Czapeck com extrato de levedura, além de
detectar uma possivel indugao da biossintese de uma citocalasina originada a partir
do aminoécido triptofano.

Os microrganismos estudados n&o apresentaram, segundo a
identificagcdo preliminar, correlagdo com aqueles que sao patégenos a Cupressus
lusitanica. Embora nenhum deles tenha produzido, em meio artificial, os diterpenos
que sdo toxicos a planta, ndo se exclui a possibilidade de o microrganismo utilizar
estrategicamente os diterpenos produzidos pela planta e toxifica-los através de um
sistema enzimatico oxidativo, dado que o fungo NICL3 produziu metabdlitos

bastante oxigenados.
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Foram obtidos extratos hexanico e etandlico das folhas de C.
lusitanica. Através de analises por CG/EM foram detectados varios diterpenos no
extrato hexanico. Ja o extrato etandlico, em analises preliminares, mostrou-se rico
em compostos fendlicos, destacando-se as biflavonas amentoflavona e
cupressoflavona e seus respectivos analogos metilados. A presenca destes
compostos possivelmente € uma resposta da planta contra a infestagcdo de
fitopatdogenos, pois estes sdao produzidos pelo caminho biossintético que usa a
enzima fenilalanina amonialiase (PAL) cuja estimulagéo é frequentemente apontada
como consequéncia da interagdo com fitopatégenos.

Assim como em C. lusitanica, observou-se que Araucaria angustifolia
também apresenta amareliddo e ressecamento das folhas e, as analises por
CLAE/UV mostraram a presenca de biflavondides, indicando, desse modo, a
possibilidade de ambas as plantas serem infectadas por fitopatégenos semelhantes.

Neste primeiro trabalho envolvendo os microrganismos endofiticos de
C. lusitanica, nao foram constatadas atividades biolégicas relevantes nos extratos

fungicos, porém tal fato ndo desmerece o estudo da quimica destes microrganismos.
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