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ABREVIACOES

EM - Espectrometria de Massas
ESI - Electrospray lonization (Ionizagio por Electrospray)
HPLC - High Performance Liquid Chromatography

HPLC-MS - Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (Cromatografia

Liquida acoplada a Espectrometria de Massas)

MS/MS - Espectrometria de Massas Tandem
SRM - Selected Reaction Monitoring
m/z - Relag@o massa/ carga

uv - Ultravioleta

ODS - Octadecilsilano (C-18)

AcOEt - Acetato de Etila

EtOH - Etanol

MeOH - Metanol

H,O - Agua

Hz - Hertz

MHz - Megahertz

RMN - Ressonancia Magnética Nuclear

RMN 'H - Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio-1

RMN C - Ressonancia Magnética Nuclear de carbono-13
CD;0OD - Metanol deuterado

CDCl; - Cloroférmio deuterado

) - Deslocamento quimico em partes por milhdao

J - Constante de acoplamento em Hertz

S - Singleto

sl - Singleto largo

d - Dubleto

t - Tripleto

v



q - Quadrupleto

m - Multipleto

dd - Duplo dubleto

ddd - Duplo duplo dubleto

HMBC - Heteronuclear Multiple Bond Correlation
HSQC - Heteronuclear Single Quantum Coherence
DC - Corrente Continua

RF - Radiofrequencia

rpm - Rotagdes por minuto

g - Gramas

mg - Miligramas

ug - Microgramas

ng - Nanogramas

pg - Picogramas

L - Litros

mL - Mililitros

uL - Microlitros

h - Altura

® - Diametro

Da - Dalton

LaBioMMi - Laboratério de Bioquimica Micromolecular de Micro-organismos

BDA - Batata, dextrose, agar

BD - Batata, dextrose

MIC - Minimun inhibitory concentration (concentragdo minima
inibitoria)
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RESUMO

“Estudo quimico de metabolitos secundarios produzidos por micro-organismos
endofiticos isolados de banana, pera e goiaba”. Estudos envolvendo a interacao
entre micro-organismos e plantas enfocam predominantemente tecidos vegetais como
raizes, caules e folhas. Embora os frutos sejam alvos faceis de ataques microbianos,
micro-organismos endofiticos de frutos parecem ndo ser tdo explorados do ponto de
vista quimico. Sendo assim, neste trabalho, buscou-se enfatizar o estudo quimico do
metabolismo referente a microbiota endofitica de frutos comestives popularmente
consumidos no Brasil, a banana, a péra, a magad e a goiaba. Através de andlises por
HPLC/UV, foram verificados ¢ comparados os desenvolvimentos metabolicos, em
diferentes meios de cultura, dos micro-organismos isolados, incluindo aqueles
constituidos com as proprias frutas hospedeiras. Foi isolado o alcaldide inddlico N-
acetiltriptamina a partir de um extrato da bactéria associada a péra (BP1). Dos extratos
do fungo Cladosporium uredinicola (FG1), associado a goiaba, foram isolados quatro
novos depsideos na literatura: 2,4-diidroxi-3,6-dimetilbenzoato de 3-hidroxi-2,5-
dimetilfenila (D1), 2,4-diidroxi-3,6-dimetilbenzoato de 3-hidroxi-2,4,5-trimetilfenila
(D2), 3-[(2,4-diidroxi-3,6-dimetilbenzoatoil)oxi]-6-hidroxi-2,4-dimetilbenzoato de 3-
hidroxi-2,5-dimetilfenila (D3) e 3-[(2,4-diidroxi-3,6-dimetilbenzoatoil)oxi]-6-hidroxi-
2,4-dimetilbenzoato de 3-hidroxi-2,4,5-trimetilfenila (D4). A identificacdo destes
metabolitos foi realizada de acordo com os respectivos dados de RMN 1 D e 2D e EM
de alta e baixa resolucdo. Foram verificados os intervalos de MIC para D1, D3 e D4,
frente a cinco bactérias testadas, destacando-se a atividade bactericida de D1, a
25ug/mL, contra Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis. Verificou-se também a
atividade inibitéria da fotossintese de D1 ¢ D3. Contudo, o fungo C.uredinicola,
mostrou-se como um potente produtor de depsideos. Esta produgdo mostrou
significativas alteracdes quando compostos fenolicos foram administrados ao fungo
junto ao meio de cultura usual de crescimento. Foi também estabelecida a estimativa
da curva de producao para os metabdlitos D3 e D4 produzidos pelo fungo. A utilizagao
da técnica LC-MS/MS permitiu a deteccao seletiva dos depsideos D3 e D4 em extrato

da fruta goiaba em baixas faixas de concentragao.
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ABSTRACT
“Chemical study of the secondary metabolites produced by endophytic
microorganisms isolated from banana, pear and guava fruit”. Studies about
interaction between microorganisms and plants are focused mainly in the vegetal
tissues like roots, steam and leaves. Fruits are a right target for microorganism attacks.
Nevertheless, endophytic microorganisms isolated from fruits, seems to be not so
explored in chemical point of view. Thus, in this work, it was developed the chemical
study about the metabolism referred to endophytic microorganisms from edible fruits,
commonly consumed in Brazil: banana, pear, apple and guava fruit. Through
HPLC/UV analysis, it were realized and compared, the isolated microorganisms
metabolic development, in different media cultures. It was included the media with the
proper host fruits. The indolic alkaloid n-acetiltryptamine was isolated from a extract
of the bacteria associated to the pear fruit (BP1). From the extracts of guava fruit
endophytic fungus, Cladosporium uredinicola (FG1), it were isolated four new
depsides in literature: 3-hidroxi-2,5-dimetilfenil 2,4-diidroxi-3,6-dimetilbenzoate (D1),
3-hidroxi-2,4,5-trimetilfenil  2,4-diidroxi-3,6-dimetilbenzoate(D2), 3-hidroxi-2,5-
dimetilfenil 3-[(2,4-diidroxi-3,6-dimetilbenzoatoil)oxi]-6-hidroxi-2,4-dimetilbenzoate
(D3) e 3-hidroxi-2,4,5-trimetilfenil 3-[(2,4-diidroxi-3,6-dimetilbenzoatoil)oxi]-6-
hidroxi-2,4-dimetilbenzoate (D4). The identification of these metabolites was
performed according to the respective data from RMN 1 D and 2D, and MS of high
and low resolution. It was checked the MIC intervals of D1, D3 and D4 against five
tested bacteria. It was realized the bactericide activity of D1 in a concentration of
25ug/mL against Pseudomonas aeruginosa and Bacillus subtilis. It was also verified
the photosynthesis inhibitory activity of depsides D1 and D3 produced by the fungus.
The fungus C.uredinicola, showed a great depsides production ability. However, this
production showed signifcants alterations when fenolic substrates were given to the
fungus, in a usual culture media. The estimative of D3 and D4 production curve was
also established. The LC-MS/MS technique use, allowed the selective depsides D3 and

D4 detection in guava fruit extract, in low concentration ranges.
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1.INTRODUCAO

1.1 Micro-organismos e a importincia de seus metabdlitos secundarios

Segundo BENTLEY (1999), os compostos que hoje sdo conhecidos como
metabolitos secunddrios, foram definidos em 1891, como materiais de pouca
importancia a fisiologia geral de plantas. At¢ meados do século XX o termo
“metabolismo secunddrio” era pouco usado e restrito apenas ao reino vegetal.
Muito embora o termo tenha sido aplicado a produtos microbianos apenas em
1961 por BU’ LOCK, a bioatividade de produtos naturais de micro-organismos
j& havia comegado a ser investigada por Pasteur no século XIX, envolvendo a
descoberta da causa de processos fermentativos (STROBEL e DAISY, 2003).

Por definicao, metabolitos secundarios representam os produtos finais de
processos biossintéticos vegetais € microbianos, ndo apresentando um papel
obvio para estes seres vivos (TURNER, 1971). Nao exercer funcdes basicas para
a manuten¢ao dos respectivos ciclos de vida € o principal fator de distingdo em
relagdo aos metabolitos primarios (NOSOV,1994). Os metabolitos primarios sao
em geral macromoleculares, possuem funcdes especificas e sao produzidos pelos
seres vivos independente da sua classificacdo taxondmica (HARBONE, 1991).
Embora haja algumas notédveis excegdes (por exemplo as palitoxinas), a maioria
dos metabolitos secundarios apresentam massas moleculares menores a 1.500
Da. A variedade de estruturas quimicas ¢ notoria, abrangendo desde simples
acidos alifaticos até estruturas mais complexas, pertencentes a diversas classes
de substancias, por exemplo, os alcaldides, os policetideos, e os terpendides
(BENTLEY, 1999; TAN, 2001).

Hé milhares de anos, os micro-organismos sdo utilizados pelo o homem para
diversas finalidades, como para a produgdo de paes, queijos e bebidas
(DEMAIN, 2000). No entanto, somente apos a segunda guerra mundial, com a
descoberta da penicilina, um metabolito secundario produzido pelo fungo

Penicillium notatum, foi que os micro-organismos comegaram a Ser
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considerados como uma fonte promissora de substancias com potencial bioativo
(DREWS 2000; MASUREKAR, 1992).

Atualmente, os micro-organismos sao considerados como um dos principais
produtores de micro-moléculas com as mais diversas atividades biologicas.
Devido a grande versatilidade da biossintese microbiana, os produtos naturais
advindos de fungos e bactérias sdo diversos, € podem apresentar um amplo
espectro de utilizacdo, abrangendo diferentes setores, desde o agroquimico até a
induastria farmacéutica (CHOMCHEON, 2009). A evidente importancia destes
compostos tanto na saiide como na economia mundial, deve-se em especial,
como mencionado, as diversas funcionalidades bioldgicas dos mesmos. Como
exemplos mais comuns tém-se as atividades antibidticas, imunossupressora,
antitumoral,  biopesticida,  anti-colesterol,  citotdxica, entre  outras
(GUNATILAKA, 2006). Para exemplificar tal relevancia, apenas no ano de
1996, o mercado voltado aos compostos antimicrobianos movimentou cerca de
23 bilhdes de dolares (DEMAIN, 1999). Outros produtos terap&uticos como os
ja citados imunossupressores € anticancer, assim como agentes anticolesterol e
inibidores enzimaticos vém movimentando um mercado de aproximadamente 1
bilhdo de dodlares ao ano (DEMAIN, 2000).

Com o impulso econdmico e cientifico, a descoberta de novos compostos
bioativos de origem microbiana vem crescendo a largos passos ao longo dos
anos. Na década de setenta, cerca de 300 compostos eram descobertos ao ano,
passando a 500 no final dos anos noventa (DEMAIN 1999). Os antibidticos,
muito citados na literatura atual como ‘“as drogas desejadas”, sdo o maior
exemplo da aplicacio de metabélitos de micro-organismos (PELAEZ, 2006).
Somente no ano de 1995, dentre os antibidticos conhecidos, 77% eram oriundos
da producdo por bactérias (actinomicetos) e fungos filamentosos (BERDY,
1995; STROHL, 1997).

Contudo, o uso de produtos naturais, principalmente oriundos de bactérias e

fungos, tem sido a estratégia mais bem sucedida para a descoberta de novos
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medicamentos. E notdrio que esta tendéncia, provavelmente, sera estendida por
muitos anos, haja vista a existéncia da grande biodiversidade mundial ainda
inexplorada (HAVEY, 2000). Atualmente, estima-se que menos de 1% das
espécies bacterianas e 5% das espécies fungicas sejam conhecidas, sugerindo
que milhares de micro-organismos ainda possam ser descobertos

(GUNATILAKA, 2006).

1.2. Micro-organismos endofiticos e a associacio com plantas

As mais diversas relagcdes existentes entre os seres vivos, sejam elas inter
ou intraespecificas, constituem uma importante e emergente area de pesquisa, de
interesse cientifico e comercial. Um dos mais recentes sistemas quimicos e
bioquimicos estudados na natureza ¢ a relagdo entre micro-organismos (fungos e
bactérias) e suas plantas hospedeiras (STROBEL, 2003).

Os micro-organismos tém a habilidade de utilizar substratos solidos para
biossintetizar seus metabdlitos, como conseqiiéncia da sua diversidade evolutiva
biologica e bioquimica (GUNATILAKA, 2006). Para alguns, a producao de
metabolitos bioativos estd intimamente ligada a relacdo que estes organismos
apresentam com seu habitat natural.

As plantas sdo consideradas um complexo micro-ecossistema que inclui
um dos diferentes habitats explorados por uma vasta diversidade microbiana. Ha
décadas, cientistas vém notando que o mundo vegetal ¢ um imenso reservatorio
destes importantes fabricantes de substancias de aplicacdo biomedicinal
(STROBEL, 2003).

O termo endofitico é originario do grego “endo” (dentro) e “phyte”
(planta) e até recentemente era aplicado mais comumente a fungos (STURZ,
2000). Na atualidade, o termo ¢ utilizado na designagdo daqueles organismos,
independentemente, fungos, bactérias, virus e nematoides, isolados de tecidos de

plantas, vivendo nesses tecidos de forma assintomatica, sem infec¢des aparentes,
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ao menos em um periodo de seus respectivos ciclos de vida. (PETRINI, 1992;
ZHANG, 2006).

No entanto, ndo somente os organismos mutualistas, isto € aqueles cuja
associagdo traz beneficios mutuos, podem ser classificados como endofiticos.
Considerando-se que muitos fitopatdogenos tém estratégias de infec¢do evoluidas
o suficiente para sobrepor as barreiras das plantas, deve-se admitir que muitos
dos micro-organismos isolados como endofiticos podem ser fitopatégenos em
estado de laténcia, aguardando que o sistema imunoldgico do hospedeiro seja
insuficiente para combater a atividade de células exdgenas e desenvolver
doencas. Sendo assim, a classificacdo de um nicho ecolégico para um micro-
organismos ndo apresenta carater estdtico, mas sim dindmico. Um endofitico
pode tornar-se um patdgeno ativo; um epifitico pode penetrar na planta e tornar-
se um endofito ou um patogeno (KLOEPPER, 1992; ANDREWS, 2000;
SABARATNAM, 2003), dependendo do ambiente que 0s micro-organismos €
as plantas hospedeiras estdo inseridos (ROSENBLUETH, 2006).

Logo, alguns fitopatdgenos existentes no meio ambiente sdo de origem
endofitica. Muitos casos de fungos endofiticos inOcuos tratam-se de
fitopatogenos em laténcia que causam sintomas infecciosos caso a planta seja
estressada, ou durante seu processo de envelhecimento. Por outro lado, durante a
longa co-evolucao dos fitopatogenos e de seus hospedeiros, um mutante
endofitico talvez seja resultado de um antagonismo balanceado ou de mutagao
génica horizontal ou vertical perpetuada na reproducdo de seu hospedeiro
(SAIKKONEN, 2004; TAN, 2001).

Neste caso, € também notorio o fato de que a transmissdo genética entre
0s organismos traz as varias espécies vegetais a capacidade de resisténcia a
condi¢des adversas assim como ao ataque de fitopatégenos (JOHORI, 2006).
Em um interessante estudo realizado a respeito da adaptacdo de plantas
associadas a endofitos mutualistas, verificou-se a melhor capacidade de

resisténcia a altas temperaturas da espécie Dichanthelium lanuginosum quando
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esta estava associada ao fungo Curvularia sp. (REDMAN, 2002). Em outro
estudo, foi verificado que a necrose ¢ mortalidade de folhas de Theobroma
cacao associada a fungos endofiticos, eram diminuidas quando a planta

encontrava-se infestada pelo patégeno Phytophthora sp. (ARNOLD, 2003).

Transmissao

m/'ﬁfra nsmissio horizontal
n genetica EE—
) vertical (i) Pelos
! (1} via ESporos
f sementes sexUais

Figura 1.1. Transmiss&o genética no ciclo de vida do sistema grama-endofito
(SAIKKOMNEN, 2004)

Os mecanismos de estabelecimento da associagdao endofitica sdo na
verdade muito complexos e ainda desconhecidos. Porém, muitas hipdteses tém
sido abordadas no intuito do esclarecimento de tal interacdo. Muitas hipdteses
evidenciam que a infeccao assintomatica de um endofitico depende ndo somente
das adaptacdoes de um hospedeiro em particular, mas sim da capacidade de
viruléncia do endofitico, da resposta de defesa do hospedeiro e do habitat
(KULDAU, 2000). Ou seja, a colonizagdo assintomatica passa a ser fruto de um
balango entre o hospedeiro, o endofito e as condigdes ambientais nas quais estao
sumetidos. (SCHULZ, 2005).

O metabolismo secundario de plantas e micro-organismos também nao ¢
um processo estatico, mudando constantemente em resposta a inimeros fatores.
A sintese quimica para a defesa do organismo implica em um fluxo de
precursores, enzimas € moléculas de alta energia (NADH, ATP) provenientes do
respectivo metabolismo primario, para os caminhos biossintéticos. O tipo de
resposta as condi¢des adversas ¢ na verdade muito influenciada pela
disponibilidade de recursos ambientais (MACIAS, 2007).

6
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Os endofiticos podem produzir exoenzimas a fim de colonizar seu
hospedeiro, assim como metabdlitos diversos, seja para a manutengdo de uma
relagdo benéfica (mutualistica), ou oportunamente, em maleficio a planta
(patogenicidade). Do mesmo modo, a planta também pode apresentar
mecanismos de ag¢do ou reagdo, através da produgdo de metabdlitos. O
estabelecimento do tipo de interacdo torna-se assim, dependente da estratégia e
habilidades de sobrevivéncia de ambas as partes.

H4 casos nos quais os endofiticos sdo especificamente adaptados aos seus
hospedeiros, enquanto outros sdo oportunistas incidentais. As interagdes podem
ser balanceadas ou antagonistas, refletindo a tolerdncia da coabitacao. Contudo,
no estabelecimento da interacdo simbiotica entre os organismos associados, a
planta hospedeira protege e alimenta o endofitico, que em troca, pode produzir,
por exemplo, metabdlitos bioativos para promover o crescimento € a
competitividade do hospedeiro, protegendo-o contra herbivoros e fitopatogenos ,
sendo estabelecido um equilibrio ecologico-bioquimico cuja duracdo dependera

de diversos outros fatores (GUNATILAKA, 2006).

Tabela 1.1 Beneficios entre os simbiontes (SAIKKONEN, 2004)

Planta Fungo

Aumento:
e Refugio
e Crescimento
Beneficios e Nutrigdo
e Reprodugdo
e Transmissao
e  Resisténcia

genética

Mais recentemente foi descoberto que um fungo (Taxomyces andrenae)
isolado como endofitico em Taxus brevifolia, uma espécie produtora de
paclitaxel (TaxolTM), também produz a substancia em meio de cultura artificial

na auséncia de células da planta (STIERLE, 1993, 1995). Essa descoberta



Introducéo

causou grande impacto no meio académico, devido as propriedades
anticancerigenas diferenciadas apresentadas por esse diterpeno (SCHIFF, 1979).

O rendimento de taxol na planta T. brevifolia ¢ muito baixo, uma
quantidade menor do que 0.02 % da planta seca (WANI, 1971). Devido a grande
demanda dessa substancia, certamente, e principalmente por razdes ecologicas, a
planta ndo sera uma fonte sustentavel de taxol. De fato, o taxol comercializado
atualmente tem sua origem na semi-sintese usando outro diterpeno mais
abundante na planta como material de partida. Por outro lado, muitas outras
espécies de fungos produtores de taxol, em rendimentos bastante razoaveis,
foram isoladas dos tecidos de T. brevifolia (STIERLE, 1993) e também de
outras espécies de Taxus (BASHYAL, 1999; LI, 1996).

Outras importantes descobertas podem ser exemplificadas no estudo de
endofiticos em plantas medicinais muito usadas na China. Um exemplo ¢ a
planta usada em tratamento antimaldrico, Artemisia annua, cujos endoéfitos
produzem metabolitos inddlicos (Figura 1.2 a e b) que apresentam atividade
contra bactérias gram-negativas e positivas, antifiungica e fito-hormonal. Outro
metabolito antimicrobiano, da classe dos depsideos, o acido coletotrico (Figura
1.2 ¢), também foi isolado a partir de fungo endofitico de um mesmo género

vegetal (OWEN, 2004).

(b) 7
(a) ol -
AN
N AN
~ | N
H |
H
OH O
(c)
O
(@)
(@) OH
HO
OH O

Figura 1.2. a) 6-isoprenilindole-3-acido carboxilico, bactercida isolado de fungo endofitico
Artemisia annua; b) fitohormonio indole-3-acidoacético; c¢) acido coletotrico
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1.3 Micro-organismos endofiticos em frutas

As frutas sdo 6rgdos vegetais que possuem um importante papel na dieta
humana, pois elas oferecem nutrientes essenciais a alimentacdo, como minerais,
carboidratos e vitaminas, sendo consideradas muito importantes para a
manuten¢dao da saide e bem estar do homem (MACIAS, 2007). No entanto,
justamente por representarem uma rica fonte de agucares e nutrientes, elas
tornam-se muito atrativas ao ataque por micro-organismos, ¢ entao hospedeiros
naturais dos mesmos.

O i1solamento de bactérias e fungos ¢ freqiiente em trabalhos envolvendo

plantas de carater alimenticio, como ¢ mostrado na tabela 2.



Tabela 1. 2. Bactérias e fungos isolados de plantas comestiveis.
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Cultura Patogenos Endofito Referéncia
Fusarium
oxysporum f. sp. Burkholderia cepacia SERAFINI, 2002
Cubense
Banana Azospirillum brasilense, Azospirillum
amazonens, Herbaspirillum ROSENBLUETH, 2006
seropedicae, Citrobacter sp,
Klebsiella variicola
Botrytis cinerea, B. amyloliquefaciens, B. pumilus, SERAFINI, 2002
Erwinia amylovora Erwinia herbicola
Péra Pantoea agglomerans NUNES, 2001
Pseudomonas
syringae pv. MORAGREGA, 2003
syringae
Erwinia papayae
Maméo sp., Erwinia GARDAN, 2004
herbicola
. R. sqlanl, P. Pseudomonas fluorescens, Bacillus SERAFINL. 2002
Feijao ultimum, . : o ;
) " cereus, Bacillus pumilus, B. subtillis
Sclerotium rolfsii
Milho Fusarium Enterobacter cloacae SERAFINI, 2002
moliniforme
Alface Escherichia coli ROSENBLUETH, 2006
Erwinia carotovora Bacillus alcalophilus fsp.
Batata ar. atrosentica. V Halodurans, Pseudomonas tolaasii, SERAFINI, 2002
vat dahlige Y Serratia liquefaciens, Serratia
plymuthica
Colletotrichum
orbiculare, Erwinia . . -
Pepino racheiphila, Bacillus pumilus, B. subtillis, P. SERAFINI, 2002
fluorescens,
Pseudomonas
syringae
Tomate F. Oxg;ﬁﬂ;lém’ V. B. pumilus, P. fluorescens SERAFINI, 2002
Uvae Agrobacterium Pseudomonas aureofaciens, P. SERAFINI, 2002
framboesa tumefaciens Fluorescens.
Morango Pseudomonas fluorescens, LODEWYCKX, 2002

Xanthomonas ssp.

Apesar de toda a literatura descrita sobre endofiticos isolados a partir de

plantas alimenticias, a maioria relata a existéncia destes micro-organismos em

raizes, cascas e folhas. Poucos relatos sdo encontrados no que diz respeito aos

frutos destas plantas. Metodologias utilizando a parte interna dos frutos, visando

a obten¢ao de possiveis micro-organismos endofiticos, assim como propostas de

estudos quimicos para seus metabolitos, parecem ser pouco exploradas. Entre os

raros exemplos, tem-se o estudo de um antibidtico lipopeptidico produzido pela

10




Introducéo

bactéria Bacillus subitilis isolada da polpa da magd (BECHARD, 1998) ¢ a
identificag¢do de polienos furanosidicos, com atividade antibacteriana produzidos

pelo fungo Chaetomium sp., isolado de tomate (MARWAH, 2007).

Figura 1.3. Metabolitos secundarios produzidos por Chaetomium sp.

1.4 Policetideos e Depsideos

Os policetideos sdao um grupo de metabdlitos secundarios produzidos por
muitos tipos de organismos como bactérias, fungos, plantas e animais. Estes
compostos exibem notoria diversidade estrutural, abrangendo muitas atividades
biologicas (GAGUNASHVILI, 2009). Este grupo de substancias sdo de grande
interesse comercial devido a suas propriedades farmacologicas como
antitumoral e redutora do colesterol. A biossintese de policetideos ¢ catalisada
por enzimas multifuncionais denominadas policetideo sintases (PKSs), que
constroem moléculas policetidicas a partir de acido carboxilico precursor e
varias unidades de malonil Co-A, de uma maneira similar a sintese de acidos
graxos (GAGUNASHVILI, 2009).

Depsideos sdo outros exemplos de policetideos. Estes metabolitos
secundarios sao isolados principalmente de liquens e de micro-organismos

endofiticos associados a este tipo de vida. Sua caracteristica quimica estrutural

11
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basica sdo dois ou mais anéis aromadticos interligados por uma unidade
carboxilica, sendo que o acido orselinico (Figura 1.4) ¢ o precursor de
depsideos derivados do orcinol (HONDA, 1998). A formacao desses compostos
ocorre por esterificacdo entre unidades derivadas desse acido.

O acido orselinico ¢ a unidade fundamental da biossintese de depsideos e
depsidonas. O processo biossintético inicia-se,como no caso dos acidos graxos,
com a condensacdao de 1 mol de acetilSCoA e 1 mol de malonilSCoA. A
acetoacetilSCoA, resultante desta unido, pode condensar com duas outras
moléculas de malonilSCoA em etapas sucessivas, formando um policetideo de 8
carbonos (HONDA, 1998). Este ultimo pode ciclizar através de dois processos
distintos: um deles por condensacdo alddlica produzindo 4acido orselinico

(DEWICK,2002).

SCoA CO,H
\n/ + 3x SCoA
(0]
(0]
| Acido
l orselinico
0 OH o OH
SEnz . .0
Y\n/\n/\n/ . <O aldolizacdo . enolizagio
— E —
O O O O - p HY SEnz SENZ | idrolise COH
H OH
(0] (0]
o o (6] (6]

Figura 1.4. Reacdes biossintéticas de formacao do acido orselinico por condensagao de
acetilSCoA e malonilSCoA (DEWICK,2002)

A reacdo biossintética de formacdo de &cido orselinico € catalisada pela
enzima acido orselinico sintase (VICENTE, 1988). O mecanismo de formacao
desse acido envolve reacdo de desidratacdo somente na etapa final quando
ocorre a ciclizacdo da cadeia para formar o acido orselinico.

A enzima acido orselinico sintase tem sido caracterizada como um
complexo enzimdatico contendo duas atividades transacetilases, uma proteina
transportadora de grupos acil, uma enzima de condensacdo, uma de ciclizagdo e

uma atividade hidrolase (VICENTE, 1988).
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Muitas propriedades ja foram reportadas a respeito de alguns tipos de
depsideos como antipirética, antiinflamatdria, analgésica, anticancer, anti-HIV ¢
antibiotica (LV, 2008), herbicida (ROJAS,2000). Devido a todas essas
atividades mencionadas, muitos depsideos vém sendo sintetizados para
avaliagdo de suas respectivas atividades bioldgicas e possibilidade de uso

farmacolégico (LV, 2009; KUMAR, 1999).

O
OH
OH
HO OH HO OH
(@) H

atranorina 4cido difractaico acido orselinico

O
OH O
(@) /@i‘\ O OH
e
OH

acido giroforico

OH

HO

Figura 1.5. Acido orselinico e alguns exemplos de depsideos
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Objetivos

2.0BJETIVOS

O principal objetivo do trabalho foi explorar a microbiota endofitica
associada as frutas banana, péra e goiaba dos pontos de vista quimico e
biologico. Tracar um perfil quimico dos micro-organismos isolados,
correlacionando-o também, com os respectivos frutos hospedeiros. Averiguar as

possiveis atividades das substancias isoladas por meio de ensaios biologicos.

o Isolar micro-organismos associados as frutas banana (Musa paradisiaca),

péra (Pyrus sp ) e goiaba (Psidium guajava).

o Cultivar os micro-organismos em diferentes meios de cultura artificiais e
meios preparados com as polpas dos frutos, buscando melhores condi¢des
de crescimento dos organismos assim como da produg¢do de metabdlitos
secundarios.

o Investigar o perfil metabdlico dos micro-organismos nos diferentes meios

de cultivos testados

° Otimizar os processos de extracao e purificacdo das substancias.
o Identificar os metabdlitos isolados.
o Estabelecer condi¢des otimas de andlise por cromatografia acoplada a

espectrometria de massas para substancias isoladas e detectadas.

o Estudar a fragmentacdo dos metabolitos isolados usando electrospay
(ESIT)/CID-MS, escolhendo os melhores experimentos para a deteccao
seletiva dessas substancias nos meios de cultura e em frutas.

. Realizar bioensaios a fim de investigar o potencial antibidtico dos

metabolitos.
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Parte experimental

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e equipamentos

3.1.1 Material vegetal utilizado para o isolamento dos micro-organismos
endofiticos

Todo o material vegetal foi adquirido em comércio local da cidade de Sao
Carlos (mercados e hortifrutis)

- Goiabas comerciais tipo vermelha;

- Péras comerciais tipo portuguesa;

- Bananas comerciais tipo nanica;

- Magas comerciais tipo galla.

3.1.2 Materiais utilizados para o isolamento, cultivo e conservaciao dos
micro-organismos endofiticos

- Agua destilada;

- Alcool 70%:

- Funil de placa sinterizada;

- Alcga de platina;

- Bico de Bunsen;

- Laminas de bisturi;

- Pinga

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

- Agar-agar SIGMA-ALDRICH®;

- Agar bacteriologico SIGMA-ALDRICH *;

- Dextrose U.S.P. MALLINCKRODT® Genar (anidro e granular);
- Sulfato de s6dio anidro SYNTH®;

- Ciclohexamida SIGMA-ALDRICH “;
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- Acido galico, acido fertlico, 2,4,6 triidroxiacetofenona, dacido para-
aminobenzbico, 4cido salicilico SIGMA-ALDRICH ®

- Batatas inglesas comerciais;

- Arroz parbolizado UNCLE BEN'S®;

- Caldo Mueller Hinton DIFCO®;

- Meio BHI (Brain Heart Infusion) ACUMEDIA";

- Agar Mueller Hinton ACUMEDIA";

- Agar BHI (Brain Heart Infusion) ACUMEDIA®;

3.1.3 Equipamentos utilizados para o isolamento e cultivo dos micro-

organismos endofiticos

- Mesa agitadora TECNAL®;
- Autoclave vertical Phoenix AV 75 e Soc. FABBE® 103;

- Microondas LG®, Smart Dial modelo MS 158DDA;

- Capela de fluxo laminar VECO®, VLFS -12M (motor/germicida);

- Estufa incubadora de laboratorio com demanda bioquimica de oxigénio
(D.B.0) FANEM® 347 CD;

- Liquidificador MALLORY™:;

3.1.4 Equipamentos utilizados no isolamento e analises de metabdlitos

secundarios

- Rotavapor BUCHI® R-200 com banho de aquecimento BUCHI® B-490;

- Rotavapor BUCHI® R-114 com banho de aquecimento BUCHI® B-480;
- Sonicador BRANDSON® 1510;

- Bomba de vacuo TECNAL®

- Pipetas calibradas EPPENDORF®

- Agitador de tubos AP56 PHOENIX":

- Moinho TEC 631 TECNAL";
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- Centrifuga Mobilispin VULCOTECHNOLOGIES®

- Reagente vanilina-acido sulfurico (1g de vanilina dissolvida em 100 mL de
acido sulftrico);

- Espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear

- Espectrometro de RMN BRUKER DRX- 400 (9,4T);

- Espectrometro de RMN BRUKER ARX- 200 (4,7 T)

- Espectrometro de Massas

- Espectrometro de Massas QuattroLC-MICROMASS®, Triplo-quadrupolo, ESI;
- Espectrometro de Massas Synapt HDMS-WATERS®, Q-TOF, ESI;

- Espectrometro de Massas Quattro Premier XE-WATERS®, Triplo-quadrupolo,
ESI.

Cromatégrafo Liquido Alliance 2695-WATERS":

- Detector de UV (PDA) para HPLC WATERS 2696

Cromatografo modo analitico SHIMADZU®:

- Bomba LC10AD gradient pumps SHIMADZU";

- Bomba LC-8A SHIMADZU®;

- Detector de UV (PDA) para HPLC SHIMADZU® SPD-10A e SPD-6A UV-Vis;
- Médulo de comunicagio detector/computador em CLAE SHIMADZU®, CBM-
10A Communication BUS Module;

- Injetor para HPLC SHIMADZU® Auto Injector SIL-10ADVp.

Cromatografo modo preparativo:

- Bomba LC-6AD SHIMADZU®;

- Detector UV SPD-10AV SHIMADZU®;

- Controladora SCL-10A SHIMADZU®;

- Injetor manual Injector SIL-10ADVp.
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3.1.5 Suportes cromatograficos

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

- Coluna cromatografica para cromatografia liquida de baixa pressao: silica gel
230-400 mesh (flash), silica gel 70-230 mesh (comum) ALDRICH®;

- Coluna cromatografica para cromatografia liquida de baixa pressao : ODS

- Colunas cromatograficas para cromatografia liquida de alta pressao em modo
analitico: Synergi 4p Fusion RP 80A (part number 00G-4424-E0), tamanho:
250 X 4.60 mm, PHENOMENEX®; Luna 5u Phenyl Hexyl (part number 00G
4257-E0) PHENOMENEX®, tamanho: 250 x 4,60mm;

- Coluna cromatografica para cromatografia liquida de alta pressao em modo
preparativo: ODS, Shim-Pack, SHIMADZU®, 3025340, tamanho 250 x
21,20mm.

3.1.6 Solventes empregados

- Solventes para cromatografia liquida de baixa pressdo, destilados no DQ-
UFSCar: metanol, acetato de etila, acetona, diclorometano e hexano.

- Solventes grau HPLC para cromatografia de alta pressdao: acetonitrila,
isopropanol MALLINCKRODT®, metanol J. T. BAKER®, H,O purificada em
sistema MILLI-Q";

- Solventes deuterados para andlise em RMN: cloroformio e metanol

CAMBRIDGE ISOTOPE LABORATORIES®, Inc.

3.1.7 Materiais e equipamentos utilizados no ensaio antimicrobiano

- Agar Mueller Hinton, ACUMEDIA®,
- Caldo Mueller Hinton, DIFCO®;
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- Dimetilsulfoxido, SINTH™;

- Sulfato de bario, SINTH®;

- Tetraciclina, BRISTOL-MAYERS-SQUIBB®;
- Vancomicina, ABL®,

- Agitador de tubos, AP56 PHOENIX",

- Estufa para crescimento de bactérias

3.2 Procedimento experimental

3.2.1 Preparo do meio de cultura BDA

Preparou-se o meio de cultura BDA (Batata, Dextrose, Agar) cozinhando-se
60 g de batata inglesa descascada e cortada em cubos, por 15 minutos em forno
de microondas (poténcia 60W) com 150 mL de 4gua. Em seguida, filtrou-se com
o auxilio de um filtro de algodao, transferindo o caldo para um Erlenmeyer.
Seguidamente, acrescentou-se 6,0 g de dextrose e apds dissolugdo adicionou-se
4,5 g de é4gar-agar a mistura, homogeneizando-a e completando-se o volume
para 300 mL de agua destilada.

O meio foi esterilizado em autoclave a 121°C e 1 atm de por 15 minutos e,
a seguir, foi adicionado em placas de Petri, em ambiente estéril.

As placas de Petri utilizadas no isolamento das bactérias endofiticas foram
acrescidas suspensdo antifungica ciclohexamida ao meio de cultura (50pg/mL de

meio).
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3.2.2 Isolamento de micro-organismos endofiticos de goiaba (Psidium
gujava), péra (Pyrus communis), banana (Musa paradisiaca) e mac¢a (Malus

domestica)

O 1solamento dos micro-organismos foi realizado de modo adaptado em
relagdo a metotologia descrita por (PETRINI, 1992), devido as dimensdes do
material vegetal estudado. As frutas utilizadas foram adquiridas no mesmo dia
da realizacdo do procedimento, sendo primeiramente lavadas com detergente
comercial ¢ em agua corrente. Em seguida, j4 em capela de fluxo laminar,
iniciou-se a sequéncia de esterilizacdo superficial das frutas a fim de eliminar
microorganismos  epifiticos e agentes contaminantes. Mergulhou-se
sequencialmente os frutos em etanol 70%; agua destilada; solugdo aquosa de
hipoclorito de so6dio 11%; 4dgua destilada; etanol 70%; e por fim agua destilada
para a remoc¢do de residuos dos agentes esterilizantes, durando 2 minutos o
tempo de cada imersao.

Com o uso de bisturi e faca esterilizados em autoclave e posteriormente em
radiagdo ultravioleta, retirou-se cuidadosamente as cascas dos frutos, realizando-
se cortes nas polpas para a obtengdo de pequenos pedagos que foram
depositados em placas de Petri contendo meio BDA (Figura 3.1). As placas
contendo os fragmentos de polpa foram incubados em estufa incubadora a 25°C,
sendo observadas diariamente. A fim de purificar as colonias fingicas e
bacterianas, realizaram-se repiques sucessivos nas placas em que houve
crescimento de mais de uma colonia de micro-organismo. Além de meio BDA,
foram testados os meios Agar Miller Hinton e Agar BHI nos repiques das bactérias

isoladas.
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Figura 3.1. a) Procedimento de isolamento de micro-organismos; b) Fragmentos recém
depositados de polpa de goiaba; c) crescimento de fungos em polpa de maga

3.2.3 Codigos dos micro-organismos isolados

Os fungos e as bactérias isoladas foram codificados de acordo com seu
fruto de origem e numerados de acordo com a ordem de isolamento a fim de
facilitar a manipula¢ao dos mesmos (Tabela 3.1). Exemplo: FG1- Fungo Goiaba
1. Dos organismos isolados, o fungo referente ao cddigo FG1 ja teve sua
taxonomia identificada através de andlises realizadas no Laboratorio de Produtos
de Origem Microbiana, na Universidade Federal do Amazonas - ICB-

DFCA/UFAM pela pesquisadora especialista Dra. Antonia Q. L. Souza.
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Tabela 3.1. Codigos dos endofiticos isolados em frutas

Cadigo Especificacao
FG1 Fungo da Goiaba 1
FG2 Fungo da Goiaba 2
BBI Bactéria da Bananal
BP1 Bactéria da Péra 1
FM1 Fungo da Maga 1
FM4 Fungo da Maga 4

3.2.4 Cultivo dos micro-organismos em diferentes meios de cultura

3.2.4.1 Cultivo dos micro-organismos FG1, FM1, FM4 em meio liquido

Czapeck’s enriquecido extrato de levedura

Os endofiticos em questdo foram cultivados em meio liquido Czapeck’s
com 2% de extrato de levedura, o qual ¢ composto pelos seguintes nutrientes:
3,0 g de NaNOs; 1,0 g de K,HPOy; 0,5 g de MgSQOy; 0,5 g de KCI; 0,010 g de
FeSO47H,0; 30 g de glicose; 20,0g de extrato de levedura; 1,0 L de H,O.
Dissolveu-se, sob agitacdo constante, os reagentes na devida propor¢cdo em agua
destilada. Em seguida, adicionou-se, separadamente, o volume pretendido de
meio de cultura nos respectivos Erlenmeyers, os quais foram autoclavados por

15 minutos, a 120°C e 1 atm de pressdo para a esterilizacdo do meio de cultura.

Em seguida, os frascos foram transferidos a capela de fluxo laminar,
previamente esterilizada e, apds o meio atingir a temperatura ambiente,
transferiu-se para os frascos Erlenmeyers 4 fragmentos, com cerca de 0,5 cm
cada, do respectivo micro-organismo em estudo, conservado em placas de Petri
em meio BDA. Além dos frascos com os inodculos, manteve-se também durante
os experimentos 3 Erlenmeyers (para cada espécie) contendo apenas o meio

Czapeck's, para controle microbiologico. Todo este procedimento foi adotado
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para o cultivo de todas as espécies em estudo.

Cada micro-organismo foi cultivado em uma determinada escala, sendo de
modo estdtico e/ou com agitacdo fazendo-se uso de mesa agitadora. (Tabela 3.2)
Os frascos em modo estatico e com agitacdo foram incubados a temperatura

ambiente (aproximadamente 22°C). A agitacdo foi controlada em 120 rpm.

3.2.4.2 Cultivo dos micro-organismos BB1 e BP1 em meio BHI e em meio

Caldo Mueller Hinton

O meio foi preparado de acordo com as instru¢cdes dos fabricantes
utilizando a proporc¢ado de 38 g de meio Mueller Hinton e 52g de meio BHI, para
1L de agua destilada cada um, dissolvendo-se a mistura sob agitagcdo constante.
Apos a distribui¢do dos meios nos respectivos Erlenmeyers, foram realizados os
mesmos procedimentos detalhados para a inoculacdo e cultivo dos micro-
organismos no item anterior. Os frascos foram incubados durante 15 dias, a
temperatura ambiente (aproximadamente 22°C) sob agita¢do controlada a 120

rpm. (Tabela 3.2)

3.2.4.3 Cultivo do fungo FG1 em meio batata-dextrose (BD)

O meio BD foi preparado da mesma forma descrita na preparaagao de meio
de cultura BDA, porém sem a adi¢do de agar-agar. O meio de cultura foi
transferido para os devido numero de Erlenmeyers, realizando-se os mesmos
procedimentos para inoculagdo do fungo, detalhados no item 3.2.4.1. Os frascos
foram incubados durante 15 dias, a temperatura ambiente (aproximadamente

22°C) sob agitag¢ao controlada a 120 rpm.
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3.2.4.4 Cultivo dos micro-organismos FG1, FM1, FM4, BB1, BP1 em meio

liquido contendo polpa de fruta

Como um dos objetivos deste trabalho trata-se do cultivo microbiologico
utilizando a prépria polpa da fruta de onde foram isolados os endofitos, criaram-
se meios simples com cada uma, utilizando-as como fonte de carbono e
nutrientes aos micro-organismos.

As frutas utilizadas foram compradas no comércio local da cidade de Sao
Carlos, estando todas, aparentemente, em boas condi¢cdes para consumo
humano, ndo havendo sinais de apodrecimento ou doenga. O preparo dos meios
foi realizado no mesmo dia da compra das frutas.

Descascaram-se as frutas e em seguida, as polpas foram cortadas em pequenos
pedagos os quais foram pesados. Pesou-se 90g de polpa de goiaba, 40g de
banana, 90 de péra e 145g de macga para cada referido experimento. Em um
liquidificador doméstico, preparou-se separadamente cada um dos meios
(referente a cada fruta), adicionando-se 1L de &4gua destilada a polpa
previamente pesada. A mistura foi triturada por 3 minutos formando-se o “suco”
da fruta que foi utilizado como meio. Apos a distribuicdo de cada meio nos
respectivos Erlenmeyers, foram realizados os mesmos procedimentos detalhados
para a inoculacdo e cultivo dos micro-organismos no item 3.2.4.1.

Novamente, cada micro-organismo foi cultivado em uma determinada
escala, sendo de modo estatico ou com agitagdo, como mostra a Tabela 3.2. Os
frascos em ambos os modos de incubacdo foram mantidos a temperatura

ambiente (aproximadamente 22°C). A agitacao foi controlada em 120 rpm.
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Tabela 3.2. Dados dos cultivos em meios liauidos dos endofiticos isolados

Volume de meio

. Meio de de cultura/ Numero de Modo de  Tempo de
Endofito . Volume do Erlenmeyers . ~ . ~
cultivo . . incubacdo incubacao
Erlenmeyer com inoculos
utilizado

FG1 Czapeck's 80mL / IL 25 estatico 30 dias

FG1 goiaba 250mL/ 1L 15 estatico 20 dias

FM1 Czapeck’s 200mL / 500mL 10 estatico 20 dias

FM4 Czapeck’s =~ 200mL / 500mL 10 estatico 20 dias

FM1 maca 200mL / 500mL 3 estatico 20 dias

FM4 maga 200mL / 500mL 3 estatico 20 dias

BBI BHI 100mL / 250mL 12 com. 15 dias
agitacao

BBI MH 100mL / 250mL 12 com. 15 dias
agitacao

BBI banana  100mL / 250mL 12 com 15 dias
agitacao

BP1 BHI 100mL / 250mL 12 com 15 dias
agitacao

BP1 MH 100mL / 250mL 12 com 15 dias
agitacao

BPI péra 100mL / 250mL 12 com 15 dias
agitacao

3.2.4.5 Cultivo do fungo FG1 em meio solido arroz

Pesou-se 90g de arroz parabolizado Uncle Ben's e adicionou-se 80mL de
agua destilada em 30 erlenmeyers de 500mL, os quais foram autoclavados por
15 minutos, a 120°C e 1 atm de pressao para a esterilizacdo do meio de cultura.
Em seguida, os frascos foram agitados vigorosamente a fim de desprender os
graos de arroz e transferidos a capela de fluxo laminar, previamente esterilizada.

ApoOs 0 meio atingir a temperatura ambiente, transferiu-se para os erlenmeyers 4
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fragmentos, com cerca de 0,5 cm cada, do fungo em estudo, contido em placas
de Petri em meio BDA. Além dos frascos com os indculos, manteve-se também
durante os experimentos 3 erlenmeyers contendo apenas o meio de cultura arroz,
para controle microbioldgico. Os frascos foram incubados durante 30 dias, a
temperatura ambiente (aproximadamente 22°C), de modo estatico. Durante trés
dias, os frascos foram agitados manualmente duas vezes ao dia para

homogeneizar o meio junto a massa micelial em crescimento.

3.2.5 Extrac¢ao de metabdlitos fungicos e bacterianos

3.2.5.1 Extraciao dos metabolitos microbianos a partir dos meios de cultura

liquidos

Para todos os experimentos com meios liquidos foi realizado o mesmo
procedimento detalhado a seguir, sendo que para a extragdo dos cultivos de
bactérias realizou-se apenas a parti¢ao liquido-liquido descrita.

Finalizado o periodo de incubagdo, o meio contendo o endofitico em fase
desenvolvida de crescimento, bem como o frasco contendo o controle, foram
filtrados, a pressdo reduzida, em capela de fluxo laminar, resultando, deste
modo, no filtrado e no micélio no caso dos fungos. Ao micélio (de cada
erlnmeyer) adicionou-se 300 mL de EtOH absoluto, triturando-o a seguir. Apos
24 horas, este foi filtrado e adicionou-se mais 200 mL de EtOH a massa
micelial, filtrando-se novamente apo6s 24 horas. O filtrado etanolico foi
concentrado em rotaevaporador, levando ao extrato micelial para cada micro-
organismo. Particionou-se o filtrado de cada endo6fito com AcOEt na proporcao
de 1:1, por 3 vezes, o qual produziu o extrato da parti¢gao liquido-liquido.

Para os meios de cultura controle, foi realizado apenas o processo de
particao liquido-liquido com AcOEt. Um resumo do procedimento descrito de

cultivo e extra¢dao encontra-se no Esquema 3.1.
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Esquema 3.1. Procedimento de cultivo e extragdo dos micro-organismos endofiticos em
meio liquido
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3.2.5.2 Extracao dos metabolitos microbianos a partir do meio de cultura
solido

Finalizado o periodo de incubagdo, em capela de fluxo laminar, foram
adicionados 300 mL de EtOH absoluto aos frascos contendo o meio de cultura.
Triturou-se completamente todo o contetido dos erlenmeyers e apds 24 horas de
extragdo, filtrou-se a pressao reduzida. O filtrado etandlico foi reservado e
adicionando-se novamente EtOH a massa micelial, um volume de 200mL.
Depois de 24 horas, filtrou-se o conteudo, reunindo o filtrado aquele reservado
anteriormente. Ao micélio, adicionou-se 200 mL de AcOEt, realizando-se a
extracdo também em 24 horas ¢ em seguida a filtragdo. Ambos os filtrados
foram rotaevaporados, gerando o extrato etanolico e de acetato de etila. O

procedimento de cultivo e extragdo em arroz ¢ ilustrado no Esquema 3.2.
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Esquema3.2. Procedimento de cultivo e extragao do fungo em arroz
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3.2.5.3 Codigos dos extratos

Com a finalidade de facilitar a manipulacao dos extratos brutos fingicos e
bacterianos, codificou-se cada um, de acordo com o referente micro-organismo e

meio de cultivo, como mostra a Tabela 3.3.
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Tabela 3.3. Codigos e identificagdao dos extratos

codigo Micro-organismo meio Extrato
FG1-1-P-ac FGl1 Czapeck S estatico Particionado/ AcOEt
30 dias
FG1-1-M-et FGl1 Czapeck S estatico Micélio/etanolico
30 dias
FG1-4-M-et FG1 Arroz Micélio/etanolico
FG1-4-M-ac FGl1 Arroz Micélio/AcOEt
FG1-5-P-ac FG1 Goiaba Particionado/ AcOEt
FG1-5-M-et FG1 Goiaba Micélio/etanolico
FG1-6-M-et FG1 BD Micélio/etanolico
FG1-6-P-ac FG1 BD Particionado/ AcOEt
BB1-1-P-ac BBl Mueller Hm}on Particionado/ AcOEt
com agitagcao
BB1-3-P-ac BBI Banana Particionado/ AcOEt
com agita¢ao
BP1-1-P-ac BPI Mueller Hinton .50 ado/ AcOEE
com agitag¢ao
BHI ..
BP1-2-P-ac BP1 . Particionado/ AcOEt
com agita¢ao
Péra . .
BP1-3-P-ac BP1 N Particionado/ AcOEt
com agita¢ao
FM1-1-P-ac FM1 Czapeck S. estatico Particionado/ AcOEt
20 dias
FM1-1-M-et FM1 Czapeck S. estatico Micélio/etanolico
20 dias
FM1-2-P-ac FM1 Maga estatico Particionado/ AcOEt
FM1-2-M-et FM1 Maca estatico Micélio/etandlico
FM1-3-P-ac FM1 Arroz Particionado/ AcOEt
FM1-3-M-et FM1 Arroz Micélio/etanolico
FM4-1-P-ac FM4 Czapeck's estatico ~ Particionado/ AcOEt
FM4-1-M-et FM4 Czapeck's estatico Micélio/etandlico
FM4-2-P-ac FM4 Maga estatico Particionado/ AcOEt
FM4-2-M-et FM4 Maca estatico Micélio/etandlico
FM4-3-P-ac FM4 Arroz Particionado/ AcOEt
FM4-3-M-et FM4 Arroz Micélio/etanolico
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3.2.6 Tratamento inicial dos extratos visando isolamento de metabolitos
secundarios

Para determinar quais extratos seriam trabalhados preferencialmente
frente ao grande niimero de extratos obtidos, foi necessario adotar um método
inicial simples e rapido para a investigagdo de mesmos. Logo, o critério adotado
foi o resultado obtido com a anélise dos extratos por cromatografia em camada
delgada (CCD), selecionando os extratos que mostravam o maior numero de
spots. Tendo em vista os extratos de maior interesse através do monitoramento
por CCD, partiu-se para o isolamento dos metabolitos secundarios produzidos

pelos micro-organismos nos primeiros meios escolhidos a serem investigados.

3.2.7 Isolamento de metabdlitos secundarios produzidos pelo fungo
endofitico de goiaba FG1 no extrato FG1-4-M-et

Com a analise das eluigdes em CCD dos extratos, foi possivel caracterizar o
extrato FG1-4-M-et como o extrato mais promissor para o isolamento de
substancias a serem investigadas. Sendo assim, partiu-se para a manipulagdo de
tal extrato realizando um pré-tratamento em coluna a véacuo. A finalidade deste
procedimento cromatografico foi conseguir fragdes mais limpas, livres de
algumas impurezas e principalmente a obtencdo de fracoes com diferentes
polaridades, delineando um perfil de separacdo para os metabolitos.

Durante o processo foi utilizada uma coluna de dimensdes h= 30,0 cm ¢ ®
= 7,0 cm contendo silica tipo comum, sendo 12,49 g de massa de extrato
aplicado a coluna. O sistema de eluicdo encontra-se descrito na Tabela 3.4 ¢ as

fracdes resultantes foram monitoradas por CCD.
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Tabela 3.4. Sistema de eluicdo para coluna cromatografica a vacuo (a)

Sisl:le;ﬁ?ege Proporcao Volume (L) (i;fadgiﬁg:ss
Hex 100% 2,0 F1
Hex : CH,Cl, 1:1 3,0 F2
CH,Cl, 100% 3,0 F3
CH,Cl,: AcOEt 7:3 4,0 F4
CH,Cl,: AcOEt 4:6 4,0 F5
AcOEt 100% 3,0 Fé6
AcOEt MeOH 7:3 5,0 F7
AcOEt MeOH 1:1 5,0 F8
AcOEt MeOH 3.7 4,0 F9
MeOH 100% 4,0 F10

3.2.7.1 Isolamento de Depsideos a partir da fracio F4-16 em HPLC
preparativo

O recurso de monitoramento por CCD foi novamente utilizado,
evidenciando as fra¢des F4 e F5 devido ao aparecimento de spots bem definidos
quando revelados em radiagao UV, apresentando boa absor¢do tanto em 365 nm
quanto em 254 nm. Além de absorverem a radiagdo, um dos Spots em cada
fragdo apresentou coloragdo rosea avermelhada muito intensa quando revelados
em vanilina, o que norteou o isolamento dos metabdlitos.

Partiu-se entdo para a purificagdo das substancias da fracdo F4. Em uma
coluna de dimensdes h= 25 cm e ® = 5 cm, utilizando silica 230-400 mesh,
foram aplicados 4,00 g da fracdo. As fracdes foram recolhidas em um volume de
100 mL, rotaecvaporadas e secas em capela. O sistema de eluicdo encontra-se

descrito na tabela 3.5.
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Tabela 3.5. Sistema de eluicdo para coluna cromatografica (b)

Sisltlegll?e(sie Proporcao Volume (L)
Hex 100% 0,5
Hex : CH,Cl, 7:3 0,5
Hex : CH,Cl, 1:1 1,0
Hex : CH,Cl, 7:3 0,5
CH(Cl, 100% 0,8
CH,Cl,: AcOEt 9,5:0,5 1,0
CH,Cl,: AcOEt 9:1 1,0
CH,Cl,: AcOEt 7:3 0,5
CH,Cl,: AcOEt 1:1 0,5
CH,Cl, : AcOEt 3:7 0,5
AcOEt 100% 1,0
MeOH 100% 1,0

As fragdes recolhidas foram numeradas de F4-1 a F4-41 e monitoradas por
CCD. Com a andlise das eluicoes em CCD notou-se que as fracdes de 14 a 20
encontravam-se quase puras (Figura 3.2a) Assim, na sequéncia, optou-se pela
purificagdo das substancias em HPLC preparativo.

Para o procedimento foram escolhidas as fragoes F4-16 a F4-19. As
analises do procedimento de separacdo foram adquiridas e processadas
empregando o programa Shimadzu Class-VP5.0. A figura 3.3 mostra o sistema
empregado nas analises por HPLC/UV preparativo. O eluente utilizado na
separacao foi a mistura MeOH (grau HPLC) e H,O (purificada em sistema
Milli-Q) na propor¢do 4:1 conforme otimizacdo prévia em CCD fase reversa
(ODS) (Figura 3.4). A mistura foi sonicada por 20 minutos antes do
procedimento de separacdo. O fluxo aplicado foi de S5SmL/min e os

comprimentos de onda monitorados foram de 365nm e 254nm e o loop utilizado
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foi de 500 pL. Através do procedimento detalhado, foi possivel a purificagao

das substancias de interesse, os depsideos codificados por D0, D1, D2, D3, D4.

- es e

”"!L.\eeae.,

Figura 3.2. a) CCD das fragdes F4-14 a F4-20, modo normal; b) CCD da fracao F4-14,
modo reverso (ODS) para otimizagdo do sistema de eluigdo para separagdo das
substancias da fra¢dao F4-16; ¢c) HPLC/UV preparativo-SHIMADZU

3.2.7.2 Purificacio da fracao F7 para deteccao de substiancias co-produzidas
por FG1

Tendo em vista a andlise prévia por CCD, a fracdo F7 mostrou-se
promissora para isolamento de metabolitos de interesse. Em uma coluna de
dimensdes h= 5,3 cm ¢ ® = 16 cm, utilizando silica 70-230 mesh, foram
aplicados 2,30 g da fracdo. As fragdes codificadas em F7-1 a F7-80 foram
recolhidas em um volume de 100 mL, rotaevaporadas e secas em capela. O

sistema de elui¢cdo encontra-se descrito na tabela 3.6.
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Tabela 3.6. Sistema de elui¢do para coluna cromatografica (d)

Sieslt::?l:le(sie Proporc¢ao Volume (L)

CHCl, 100% 0.5
CH,Cl, : AcOEt 9:1 0.5
CH,Cl,: AcOEt 7:3 1,0
CH,Cl,: AcOEt 1:1 1,0
CH,Cl,: AcOEt 2:8 1,0

AcOEt 100% 1,0
AcOEt:MeOH 7:3 1,0
AcOEt:MeOH I:1 2.0

MeOH 100% 0.3

As fracdes F7-73 a F7-80 foram reunidas devido a similaridade dos
respectivos perfis cromatograficos em CCD, sendo submetidas a cromatografia
de baixa pressdao em fase reversa (ODS). As dimensdes da coluna utilizada
foram de ® = 5 cm e h = 9 cm. As fragdes codificadas em F7-O1 a F7-O48
foram recolhidas em um volume de 30 mL e secas em capela. O sistema de

cluicdo encontra-se descrito na tabela 3.7

Tabela 3.7. Sistema de elui¢cdo para coluna cromatografica (e)

Couentes Proporcio Volume 1)
H,0: MeOH 6:4 0.1
H,0: MeOH 1:1 0.1
H,0: MeOH 46 03
H,0: MeOH 3:7 0.3
H,O: MeOH 2:8 0.5
MeOH 100% 0.7
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O fluxograma 3.1 ilustrado a seguir, resume os procedimentos citados
acima, aos quais o extrato FGl1-4-M-et foi submetido, possibilitando a

purificagcdo de substancias e fragdes de interesse durante o estudo.

Fluxograma 3.1. Isolamento de metabolitos secundarios e purificacdo de fragdes a
partir do extrato FG1-4-Met

Extrato
) FG1-4-M-et

l FZI F3| F4| FSl F6l F7| l F9! Flﬂl
a:h=30,0 cme ® = 7,0 cm, silica 70-230
F4-16 F4-19 mesh
b: h=25 cme ® = 5 cm, silica 230-400 mesh
C (d) c: ODS, coluna para HPLC modo preparativo
! ! i d:h=53 cme ® = 16 cm, silica 70-230 mesh
| D0 D1 D2 l | D3 | D4 e:®=5cmeh=9cm, ODS
. F71 l F7-73 l F7-80 I

F7-01 F7-038 I F7-048 I
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3.2.8 Isolamento de metabdlitos secundarios produzidos pela bactéria
endofitica em péra BP1 no extrato BP1-2-P-ac

Com a analise prévia por CCD partiu-se para o isolamento de substancias
de interesse existentes no extrato do cultivo bacteriano. Inicialmente foi
realizado o processo de separagdo através de cromatografia liquida de bancada,
fazendo-se uso de silica 230- 400 mesh como fase estacionaria. Uma massa de
0,49 g do extrato BP1-2-P-ac foram empregados em uma coluna de dimensdes
h=19 cm e ® =3 cm. As fragdes foram recolhidas em um volume de 100 mL,
rotaevaporadas e secas em capela. O sistema de eluicdo encontra-se descrito na

Tabela 3.8.

Tabela 3.8. Sistema de eluic@o para coluna cromatografica

Sisl:le;:?ege Proporc¢ao Volume (L)
Hex : AcOEt 9:1 0,2
Hex : AcOEt 8:2 0,2
Hex : AcOEt 7:3 0.4
Hex : AcOEt 6,5:3,5 0,2
Hex : AcOEt 1:1 0,5
Hex : AcOEt 4,5:5,5 0,5
Hex : AcOEt 6:4 0,3
Hex : AcOEt 3,5:6,5 0,2
Hex : AcOEt 3.7 0,3

AcOEt 100% 0,4

As fragoes recolhidas foram numeradas ¢ codificadas em BP-2-1 a BP-2-33
¢ monitoradas por CCD. Com a analise das elui¢des em CCD e pelo espectro de
RMN de 'H da fragdo 25 notou-se a presenca de um metabolito de interesse,

encontrando-se quase puro. Assim, na sequéncia, optou-se pela purificagdo da
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substancia em HPLC preparativo, otimizando o sistema de elui¢do através do

uso de CCD em fase reversa (ODS).

3.2.8.1 Isolamento da N-acetiltriptamina a partir da fracio BP-2-25 em

HPLC preparativo

Para o procedimento de isolamento em HPLC modo preparativo, o eluente
empregado e anteriormente otimizado foi a mistura MeOH (grau HPLC) e H,O
(purificada em sistema Milli-Q) na proporcao 1:1. O fluxo aplicado foi de 5
mL/min, o loop utilizado foi de 500 puL e o comprimento de onda monitorado foi
de 254 nm. O Fluxograma 3.2 resume o procedimento realizado para o

1solamento do metabdlito N-acetiltriptamina de codigo P-3.

Fluxograma 3.2. Isolamento da N-Acetiltriptamina a partir do extrato BP1-2-P-ac

Extrato

BP1-2-P-ac

()

=™ -

(@

o] o7 25

f: h=19 cm e @ = 3 cm, silica 230-400 mesh
g: ODS, coluna HPLC modo preparativo
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3.2.9 Detecccio e identificacdo das substincias isoladas por analise em

RMN 1D e 2D e Espectrometria de Massas

ApoOs separacdo e isolamento das substancias de interesse, estas foram
analisadas utilizando espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear em uma
e duas dimensdes (1D e 2D respectivamente). Os experimentos realizados em
1D foram os de 'H e °C em equipamento Bruker de 200 MHz e de 400MHz.
HSQC e HMBC foram os experimentos em 2D obtidos em equipamento de
400MHz.

As amostras foram previamente secas em capela, solubilizadas em solvente
deuterado e inseridas em tubos para analise de RMN de 5 mm de diametro. Os
solventes utilizados nas andlises foram metanol (CD;OD) e cloroformio
(CDCl,).

As andlises via espectrometria de massas de alta resolugdo para os
depsideos isolados, foram realizadas em equipamento Waters Synapt HDMS,
por infusdo direta, ESI modo positivo, cone 30 eV, e experimentos de MS/MS
com energia de colisdo entre 2-10 eV (gas Argonio).

As andlises via espectrometria de massas de baixa resolu¢do foram
realizadas em equipamento triplo-quadrupolo QuattroLC-MICROMASS, sendo
que os parametros utilizados variaram de acordo com a amostra analisada. Todas
as analises referentes aos extratos e substancias oriundos dos cultivos de FG1,
foram realizadas pela técnica hifenada HPLC-MS/MS. Os parametros utilizados
nestas andlises serdo descritos no item 3.2.11.

Para o metabolito N-acetiltriptamina foi realizada insercdo direta e as

condi¢des de analise estao descritas na Tabela 3.9:
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Tabela 3.9. Condig¢des do espectrometro de massas (ESI (+))

Temperatura da fonte (°C) 100
Temperatura do probe (°C) 300
Capilar (kV) 3.32
Cone (V) 22
Extrator (V) 3
Lentes RF (V) 0.62

3.2.10 Condicoes de analise de extratos via HPLC/UV

Os perfis metabdlicos dos micro-organismos nos diversos meios testados
foram analisados e comparados através da técnica HPLC/UV. Outros
experimentos reportados nas se¢des a seguir (estimativa da curva de produgao
de depsideos e influéncia de compostos fenolicos ao metabolismo de FGI)
também foram analisados através da técnica. Para tanto, otimizou-se alguns
métodos cromatograficos para a obtencao de melhores condi¢des de andlise. Os
métodos que ofereceram melhor resolugdo cromatografica e que foram

utilizados nas diversas andlises estdo listados nas tabelas seguir:

Método A

Fluxo: 0.7mL/min
Fase Movel: H,O e MeOH
Fase Estacionaria: Coluna Luna Su Phenyl Hexyl, Phenomenex 250x4,60mm

A: 190nm a 600nm

Tabela 3.10. Condigdes de eluicdo método cromatografico A

Tempo (min) Porcentagem (MeOH) (%)
0.01 70
20.00 80
45.00 90
50.00 100
60.00 100
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Método B

Fluxo: 0.7mL/min
Fase Movel: H,O e MeOH
Fase Estacionaria: Coluna Luna 5u Phenyl Hexyl, Phenomenex 250x4,60mm

A: 190nm a 600nm

Tabela 3.11. Condig¢des de eluicdo método cromatografico B

Tempo (min) Porcentagem (MeOH) (%)
0.01 5
10.00 30
15.00 60
30.00 100
40.00 100

Método C

Fluxo: 0.7mL/min

Eluentes: H,O e Acetonitrila
A: 190nm a 600nm

Tabela 3.12. Condi¢des de eluicdo do método cromatografico C

Tempo (min) Porcentagem (ACN) (%)
0.01 40
5.00 55
35.00 55
40.00 100
50.00 100
52.00 35
65.00 35
65.01 35

3.2.11 Condicoes de analise de extratos e fracoes via HPLC-MS/MS

Para a analise de extratos via HPLC-MS e HPLC-MS/MS foram
necessarias otimizagdes de métodos cromatograficos visando a obtengdo de
melhores resultados. Os métodos utilizados durante os diversos estudos

realizados encontram-se listados abaixo:
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Mé¢étodo D

Fluxo: 0.7mL/min

Fase Movel: H,O e MeOH

Fase Estacionaria: Coluna Synergi 4u Fusion RP 80A, Phenomenex 250 X 4.60 mm

A: 190nm a 600nm

Tabela 3.13. Condig¢des de eluicdo do método cromatografico D

Tempo (min)

Porcentagem (MeOH) (%)

0.01 70
15.00 70
25.00 80
40.00 90
45.00 100
50.00 100

Método E

Fluxo: 0.7mL/min

Fase Movel: H,O e MeOH

Fase Estacionaria: Coluna Synergi 4u Fusion RP 80A, Phenomenex 250 X 4.60 mm

A: 190nm a 600nm

Tabela 3.14. Condig¢des de eluicdo do método cromatografico E

Tempo (min) Porcentagem (MeOH) (%)
0.01 70
12.00 75
13.00 80
15.00 85
20.00 85
21.00 100
26.00 100

Método F
Fluxo: 0.7mL/min
Fase Movel: H,O e MeOH

Fase Estacionaria: Coluna Synergi 4u Fusion RP 80A, Phenomenex 250 X 4.60 mm

A: 190nm a 600nm

Tabela 3.15. Condig¢des de eluicdo do método cromatografico F

Tempo (min)

Porcentagem (MeOH) (%)

0.01 95
10.00 100
15.00 100
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Em todos os casos foi utilizado um divisor de fluxo para a introdugao de
0,3mL/min de amostra no espectrometro de massas.

As melhores condi¢cdes dos pardmetros de funcionamento do
espectrometro de massas foram distintas com relagdo a cada amostra estudada.
As condi¢des de andlise utilizadas encontram-se relatadas nos itens a seguir, de

acordo com cada estudo proposto.

3.2.12 Analise de depsideos via HPLC-MS/MS nos extratos do cultivo de

FG1 em arroz

Para a otimizacdo das condi¢des de analise, foi utilizada a fragao F4-16,
rica nas substancias de interesse, assim como do extrato bruto de arroz. Apos a
determinagdo das melhores condigdes dos respectivos parametros, os extratos do
cultivo fungico foram analisados a fim da detec¢ao de depsideos anteriormente
isolados, assim como demais depsideos possivelmente produzidos pelo micro-
organismo. O volume de inje¢ao nestas andlises foi de 20 pLL e o método D (item
3.2.11) foi1 o método cromatografico utilizado. Assim, as condi¢cdes de andlise

utilizadas encontram-se tabeladas abaixo:

Tabela 3.16. Condigdes do espectrometro de massas (ESI (-))

Temperatura da fonte (°C) 100
Temperatura do probe (°C) 120
Capilar (kV) 3.18
Cone (V) 32
Extrator (V) 3
Lentes RF (V) 0.74
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3.2.13 Deteccao de depsideos em extratos da fruta goiaba (Psidium guajava)
via HPLC-MS/MS

Com o objetivo de detectar a ocorréncia de depsideos na propria polpa da
fruta de onde foi isolado o fungo FG1, inicialmente estudou-se a fragmentagdes
caracteristicas por ESI modo negativo de ionizagdo e decomposi¢do induzida por
colisao (CID) de dois dos depsideos isolados do extrato fungico de arroz, os
depsideos codificados em D3 ¢ D4. A partir desses dados, pode-se estabelecer os
melhores experimentos para a detegdo seletiva desses metabdlitos na polpa da
fruta. Com a observacdo dos fragmentos nos espectros de ions produtos
referente a cada depsideo, foi possivel determinar os canais de SRM tanto para
D3 como para D4.

Foi realizado também um estudo para verificacao dos limites de deteccao
do equipamento para os metabolitos de interesse. Para tanto, as analises foram
realizadas injetando-se diferentes concentragdes dos depsideos puros no
espectrometro de massas. Foram injetadas solugdes de concentragao 1 g/mL, 0,1
ng/mL,1 g/mL e 0,1 g/mL de D3 e D4. As solugdes foram preparadas por
diluicdo a partir de uma solugdo mae de 3 pg/mL. O volume de injecdo durante
as analises foi de 30pL.

As condi¢des utilizadas para os parametros de analise foram os mesmos
descritos no item 3.2.12. Para os experimentos de SRM foram selecionadas duas
transicoes para cada analito: para o depsideo D3 foram selecionadas as
transicoes 465—301 e 465—163; para o depsideo D4 foram selecionadas as
transicoes 479—315 e 465—163. A energia de colisao também foi otimizada em
10 eV durante os experimentos de ions produtos. O método E (item 3.2.11) foi o
método cromatografico aplicado. As condig¢des utilizadas nessas analises estao

tabeladas a seguir:
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Tabela 3.17. Condi¢des do espectrometro de massas para experimento de SRM para o
monitoramento dos depsideos D3 e D4, (ESI (-))

fon precursor fon Produto Inter channel-delay  Dwell Energia de
(m/2) (m/2) (s) (s) colisio (eV)
465 301 0,00 0,3 10
465 163 0,00 0,3 10
479 315 0,00 0,3 10
479 301 0,00 0,3 10

Assim, com o estabelecimento das melhores condi¢cdes de andlise para a
detecgdo seletiva dos depsideos monitorados, realizou-se as andlises para a
deteccao dos mesmos em extratos da fruta da goiaba.

Os extratos foram preparados com as frutas in natura, adquiridas no
comércio da cidade de Sao Carlos, proprias para consumo. Foram cortados em
pequenos pedacos 300g da fruta inteira (casca, polpa e sementes) e transferidos
a um Erlenmeyer de 3L. Foram inseridos junto a fruta 500mL de EtOH. Apos 24
horas de extracao dos metabdlitos, filtrou-se o contetdo do frasco, e em seguida,
o filtrado foi rotaevaporado, obtendo-se assim o extrato etanolico da goiaba. O
extratos foram solubilizado novamente em MeOH grau HPLC e injetados na
concentragdo de 200pg/mL no equipamento, realizando-se os devidos
experimentos, anteriormente relatados, para a deteccdo dos depsideos

monitorados.
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3.2.14 Deteccao de cerebrosidas nas fracoes F7-O38 e F7-0O48 via HPLC-
MS/MS

Com o intuito de detectar outras substancias co-produzidas pelo fungo
FG1, experimentos foram realizados visando a deteccdo de cerebrosidas em
algumas fra¢des oriundas do cultivo em arroz do micro-organismo, analisando-
se relagdes de m/z e fragmentagdes caracteristicas para tal classe de substancia.
Para tanto, as condigdes dos parametros de funcionamento foram otimizadas e
encontram-se descritas na Tabela 3.18. O método F (item 3.2.11) foi o método
cromatografico utilizado e o volume de injecdo foi de 30 pL. Para os

experimentos de ions produtos a energia de colisdo foi otimizada em 15 eV.

Tabela 3.18. Condi¢des do espectrometro de massas (ESI (-))

Temperatura da fonte (°C) 100
Temperatura do probe (°C) 200
Capilar (kV) 3.50
Cone (V) 35
Extrator (V) 8
Lentes RF (V) 0.50

3.2.15 Estimativa da curva de producio dos depsideos D3 e D4 em meio de

arroz pelo fungo FG1 via analise em HPLC/UV

Baseando-se nas andlises via HPLC/UV e HPLC-MS/MS dos extratos de
FG1 em diferentes meios de cultivo, pdde-se constatar que o fungo apresenta-se
como um grande produtor de metabolitos da classe dos depsideos. Sendo assim,
realizou-se o experimento visando a estimativa da curva de producdo dos

depsideos D3 ¢ D4, com o intuito de verificar-se a evolugdo do metabolismo
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fingico com relagdo a tais compostos, determinando-se assim o periodo de
maxima producao das substancias monitoradas.

O experimento foi realizado em triplicatas sendo que o meio de cultivo foi
preparado de acordo com o detalhamento no item 3.2.4.4. A extragao foi
realizada adicionando-se 200mL de EtOH em cada frasco Erlenmeyer, e apos 24
horas de extracdo, sem trituracao do meio, filtrou-se o conteudo do frasco. Uma
aliquota de 5 mL do filtrado foram transferidos a frascos de vidro e secos em
capela. O conteudo foi novamente solubilizado em MeOH grau HPLC e injetado
em equipamento HPLC/UV. O método cromatografico A (item 3.2.10) foi o
método utilizado, o comprimento de onda monitorado de 275nm e volume de
injecao de 20uL. A estimativa da curva de producao foi realizada de acordo com
as integracdes das bandas cromatograficas de cada depsideo monitorado, em
cada ponto da curva, utilizando-se as ferramentas do software Class Vp do
proprio equipamento. Os pontos da curva referem-se aos pontos de integragdo
das banda cromatograficas de cada depsideo versus os pontos de tempo de

cultivo de cada extracao, listados na tabela abaixo:

Tabela 3.19. Tempos referentes aos pontos de extragdo do cultivo fingico em arroz

Ponto Tempo de cultivo (dias)
0 0
1 5
2 10
3 15
4 20
5 25
6 30
7 35
8 40
9 45
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3.2.16 Estudo da influéncia de compostos fendlicos no metabolismo

secundario de FG1

Mediante a verificagdo da producdo preferencial de depsideos C-
metilados com relagdo aos anéis aromadticos constituintes, investigou-se qual
seria o comportamento metabolico do micro-organismo frente a adicdo de
compostos fenodlicos ao meio de cultura. Ou seja, pretendeu-se verificar possivel
capacidade do fungo em biotransformar os substratos administrados a ele
(inser¢ao de grupo metila, eliminacdo de hidroxilas, etc), em produzir
compostos diferenciados quando comparado ao cultivo fungico em meio
controle e por fim, verificar a influéncia dos compostos fendlicos na producao
dos metabolitos ja conhecidos produzidos por FG1, os depsideos.

Para a realizacdo deste experimento, foi utilizado o meio de cultura
liquido batata-dextrose. Para cada substrato fenolico administrado ao meio de
cultura, foram utilizados 3 frascos Erlenmeyers contendo o inéculo do fungo e 3
frascos Erlenmeyers brancos (somente meio de cultura e substrato). Também
foram cultivados 3 frascos Erlenmeyers controles, ou seja, somente meio e
inoculo, sem a adi¢cdo de substrato fenolico. Todos os frascos foram submetidos
a agitacdo durante 15 dias, em mesa agitadora a 120 rpm. Os substratos
utilizados foram:

Acido para-aminobenzdico (PABA);
Acido fertlico;

Acido salicilico;
2,4,6-trihidroxiacetofenona;

Acido gélico

O procedimento de extracdo e obtengao de extratos ¢ o mesmo descrito no
item 3.2.5.1 para meios liquidos. As andlises foram realizadas por HPLC/UV,
aplicando-se os métodos cromatograficos A e B (item 3.2.10). Todos os extratos

foram injetados na concentracao de 3mg/mL.
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3.3 Ensaios Biologicos

3.3.1 Ensaio Antimicrobiano para determinaciao da concentracio minima

inibitoria (MIC) dos depsideos D1, D3 e D4

Inicialmente foi realizado um ensaio preliminar verificando a ag¢do
antimicrobiana dos depsideos D3 e D4 na concentragdo de 50ug/mL de meio de
cultura frente a cinco espécies bacterianas: Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa (gram negativas), Bacillus subtilis, Staphylococcus Aureus e
Micrococcus luteus (gram positivas).

Apdés a verificagdo da atividade destes compostos na referida
concentracdo, realizou-se o ensaio para a determinacdo da MIC para os
depsideos anteriormente testados assim como para o depsideo D1 utilizando-se o
método de diluicdo em caldo (microdiluicdo). Os procedimentos realizados

serdo detalhados a seguir.

3.3.1.2 Ativacao das bactérias

As bactérias conservadas a baixas temperaturas (geladeira) foram ativadas
em placa de Petri contendo 4gar Mueller Hinton, sendo incubadas por um
periodo de 24 horas, a 33°C. ApoOs esse intervalo, transferiu-se cerca de uma
colonia de bactéria para um tubo contendo 3mL de caldo Mueller Hinton,
com o auxilio de uma alga de platina estéril. Apdés a homogeneizacao do
contetdo do tubo, este foi incubado por cerca de 24 horas, a 33°C, até o

momento da realizacdo do teste.
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3.3.1.3 Padronizacao das culturas bacterianas

As bactérias utilizadas para o ensaio foram padronizadas a uma
concentragdo de 1x10° cel/mL, mediante compara¢io com padrdo da escala de
McFarland de turbidez. Para a obten¢dao do padriao, misturou-se 9,95 mL de
solugao de H,SO4 a 1% e 0,05 mL de solucao de BaCl, 1% . Quando necessario,
diluigdes foram realizadas em meio Mueller Hinton a fim de se obter as

concentracdes de células desejadas.

3.3.1.4 Preparo das amostras

Uma solugdo mae em DMSO, de 3mg/mL foi inicialmente preparada para
cada substancia testada. Trabalhou-se com diluigdes sucessivas para a obtencao

das concentracdes de interesse para a realizacao do teste.

3.3.1.5 Teste antibacteriano

Os ensaios antibacterianos foram realizados aplicando-se os testes de
susceptibilidade para determinacdo da concentracdo minima inibitéria, segundo
as normas descritas pelo NATIONAL COMMITTE FOR CLINICAL
LABORATORY STANDARDS (NCCLS), 2005, tradu¢do ANVISA Norma
M100-S15.

Os testes foram realizados em placas de ELISA, contendo 96 pogos,
através de diluigdes sucessivas em triplicata das substancias puras e dos
antibidticos de referéncia em caldo Mueller Hinton. As substancias foram
transferidas para as placas de ELISA em 2 mL de DMSO no primeiro pogo,
acrescentando-se posteriormente 93 mL de caldo e SmL da solug¢do bacteriana
padronizada, de tal forma que a concentragao inicial da substancia testada foi de

250ug/mL. Posteriormente realizou-se dilui¢des sucessivas de um pogo para
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outro a fim de obter as concentracdes indicadas no Esquema 3.3. Foram
utilizadas solucdes de antibidtico comerciais de mesma concentragdo inicial,
sendo a vancomicina aplicada nos testes para Pseudomanas aeruginosa e
tetraciclina para as demais bactérias. Um controle positivo contendo apenas
caldo com células bacterianas e um controle negativo, contendo apenas caldo de
cultivo foram aplicados em todos os testes. Como controle em relacdo a
atividade do solvente DMSO, foi utilizada uma linha de pocos (linha G),

contendo apenas DMSO (4%) e caldo com células bacterianas.

Esquema 3.3. Placa de ELISA com as diferentes concentragoes
testadas para as substancias D1, D3, D4
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3.3.1.6 Verificacao do tipo de atividade dos metabolitos testados

Apos verificar a concentragdo minima inibitéria da substancia testada, ¢
necessario saber o tipo de atividade apresentada em cada concentragdo
(bactericida ou bacteriostatico). Nas cavidades onde a coloragdo se apresentou
azul devido a acdo do corante, indicando mortalidade ou diminuicao de
crescimento das bactérias, houve a reinoculagdo das células bacterianas em
placas de Petri contendo o meio Mueller Hinton e incubadas por 24 horas a
35°C. Nos locais onde houve baixo crescimento da bactéria, o efeito €
denominado bacteriostatico, enquanto onde nao houve crescimento observado, o
efeito ¢ conhecido como bactericida. O tipo de atividade foi verificado em

triplicatas, juntamente a um controle positivo (Esquema 3.4).

Esquema 3.4. Placa de Petri utilizada na verificag@o do tipo de
atividade antimicrobiana

bactéria

Substincia
+bactéria

3.3.2 Ensaio de inibicao da fotossintese

O ensaio de inibigdo da fotossintese foi realizado no Laboratorio de
Produtos Naturais da UFSCar, com o objetivo de verificar a atividade dos

compostos D1, D3 e D4. Os procedimentos utilizados sdo os relatados por

VEIGA, 2007.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento de micro-organismos endofiticos de goiaba, péra,
maca e banana

Os procedimentos para o isolamento de micro-organismos foram repetidos
em diferentes dias, por mais uma vez com cada espécie de fruta. Para cada tipo
de fruta utilizada, inocularam-se os fragmentos, cortados cuidadosamente em
partes diferenciadas da polpa, em diversas placas de Petri. Foram necessarios
cortes que englobassem o méximo de pontos da polpa da fruta.

Além deste fato, trabalhou-se com a possibilidade da existéncia de espécies
diferentes de micro-organismos endofiticos no mesmo tipo de fruta. Sendo
assim, além das placas de onde se obteve o isolamento dos enddfitos de
trabalho, houve muitas delas que ndo apresentaram crescimento microbiano
nenhum. Em contrapartida, em alguns casos, foi necessario o descarte das
placas, pois houve o crescimento intenso e diversificado de vérias espécies de

micro-organismos, impossibilitando o isolamento.

4.1.1 Isolamento de micro-organismos endofiticos em goiaba (Psidium

guajava)

Apds o procedimento de isolamento, verificou-se a partir dos fragmentos
da fruta, em um intervalo de trés dias, o crescimento aparente de duas espécies

fingicas. Posteriormente aos repiques sucessivos, obteve-se o isolamento e
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purificacdo dos dois fungos (Figura 4.1). Segundo os resultados enviados pela
pesquisadora especialista Dra. Antonia Q. L. Souza da Universidade Federal do
Amazonas, um dos micro-organismos isolado, de cddigo FG1, foi identificado
com 96% de identidade e 100% de confiabilidade como Cladosporium
uredinicola, segundo comparagdes nos bancos de dados genéticos. Dentre as
duas espécies microbianas isoladas, este fungo foi o escolhido para o

desenvolvimento do trabalho.

Figura 4.1. Fungo isolado de goiaba FG1: Cladosporium uredinicola, a) fase inicial de
desenvolvimento; b) fase avangada / frente; c¢) fase avancada / verso

4.1.2 Isolamento de micro-organismos endofiticos em banana (Musa

paradisiaca) e em péra (Pyrus communis)

Em um intervalo de quatro dias ap6s o procedimento de isolamento, foi
detectado o crescimento bacteriano nos fragmentos da polpa de banana. J& para
a polpa da péra, a detecgdo visual ocorreu ap0s seis dias ao procedimento. Uma
espécie de bactéria foi isolada a partir de cada fruto (Figura 4.2 ¢ 4.3). O repique
destas em meios mais ricos em fonte de nutrientes (Mueller Hinton e BHI)
promoveu um crescimento bacteriano mais acentuado e diferenciado em relagao

ao meio BDA.
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Figura 4.2. a) Bactéria BB1 isolada de banana, crescimento em
meio BDA; b) crescimento em meio Mueller Hinton

Figura 4.3. a) Bactéria BP1 isolada de péra, crescimento em
meio BDA b) crescimento em meio BHI

4.1.3 Isolamento de micro-organismos endofiticos em mac¢a (Malus
domestica)

A magad foi a fruta que apresentou o maior nimero de micro-organismos
que se desenvolveram em todas as tentativas de isolamento. O crescimento foi
detectavel sempre a partir do segundo dia de incubagdo da polpa, tendo-se
isolado e purificado trés fungos e uma bactéria (Figura 4.4), através de
sucessivos repiques. No trabalho realizado em colaboragdo com aluna de

iniciagado cientifica do grupo, foram escolhidos os fungos de codigo FM1 e FM4.

Figura 4.4. Micro-organismos isolados de macad; a) FM1; b) FM4; ¢c) BM1; d) FM2
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4.2. Obtencao dos extratos

Assim como os demais seres vivos, fungos e bactérias necessitam de
nutrientes para a manutengdo de seu metabolismo e crescimento. Muitos deles
necessitam de nutrientes especificos como vitaminas (PELCZAR, 1997), fontes
diferenciadas e especificas de carbono e aminoacidos, como por exemplo a
dextrose e as proteinas da soja. Por isso, buscou-se trabalhar com extratos
diferenciados, buscando um meio ideal de crescimento aos micro-organismos
isolados assim como a verificagdo dos metabolitos produzidos nestes meios. Um
dos grandes diferenciais deste trabalho, esta ligado ao estudo de um dos tipos de
meio de cultura empregados, o meio com a propria polpa da fruta do qual o
respectivo endofito foi isolado. O intuito desta escolha foi a maxima reproducao
do meio ambiente e dos nutrientes aos quais 0 micro-organismo estava exposto
anteriormente ao seu isolamento.

Durante o periodo de incuba¢do dos endofiticos em estudo, foi possivel
verificar o crescimento diferencial dos micro-organismos nos diversos meios.
No caso do fungo FGI, por exemplo, verificou-se a necessidade de uma grande
superficie de contato com o ar quando cultivado em meio liquido Czapeck’s
para um bom desenvolvimento micelial, o que ¢ notavel na comparagdo das
Figuras 4.5 b e ¢c. Em arroz e meio contendo goiaba, o crescimento fingico foi
bom e intenso. Para as bactérias de péra e banana, notou-se aparente
multiplicacdo celular devido ao turvamento do meio de cultura em comparacao
com o meio branco nos dois casos. Ja para os micro-organismos da maca FM1 e
FM4, houve um bom crescimento em meio s6lido de arroz. Em meio liquido
Czapeck’s, o fungo FMI1 apresentou um 6timo desenvolvimento, ¢ o fungo FM4
um crescimento mediano. J& no caso do uso da polpa da maga (Figura 4.9),
diferentemente do fungo FG1 quando cultivado em meio goiaba, os endoéfitos
FM1 e FM4 apresentaram desenvolvimento baixo, com esporulacdo fraca na
superficie de contato com o ar para FM1 e micélio espagado, com pouca massa
fangica para FM4.
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Figura 4.5. a) Meio liquido Czapeck’s controle; b) Cultivo do fungo FG1 em Czapeck's
estatico 80 mL de meio de cultivo; ¢) Czapeck’s estatico 250 mL de meio de cultivo

Figura 4.6. d) Cultivo do fungo FG1 em meio goiaba estatico; ¢) Meio goiaba
controle; f) Cultivo do fungo FG1 em meio arroz; g) Meio arroz controle

Figura 4.7. h) Cultivo do fungo FM1 em arroz; i) Meio arroz controle; j)
Cultivo do fungo FM4 em arroz

Figura 4.8. 1) Cultivo do fungo FM1 em meio Czapeck’s estatico ; i) Meio
Czapeck's controle; j) Cultivo do fungo FM4 meio Czapeck's estatico

Figura 4.9. o) Cultivo do fungo FM1 em meio maga estatico ; p) Meio
magca controle; q) Cultivo do fungo FM4 meio maga estatico
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4.3 Estudo dos micro-organismos isolados de maca (Malus
domestica)

4.3.1 Monitoramento de extratos obtidos a partir dos diferentes cultivos dos

fungos FM1 e FM4 por HPLC/UV modo analitico

Como o estudo da microbiota endofitica de frutos comestiveis ainda ¢
praticamente inexpolarado, torna-se relevante o conhecimento do metabolismo
destes micro-organismos. A técnica de HPLC/UV apresenta-se de grande
utilidade para tal finalidade, j& que se pode associar o perfil metabdlico
microbiano ao perfil cromatografico nos diferentes meios de cultura utilizados.
Com tais andlises, € possivel estimar a potencialidade de cada espécie estudada
em produzir metabolitos secundarios de acordo com cada meio de cultivo
testado.

Os resultados mencionados neste trabalho a respeito dos micro-
organismos isolados de maca, sdo dados adicionais a investigacdo da microbiota
endofitica de frutos. Estes resultados fazem parte do trabalho realizado em
colaboracao com aluno de inicia¢do cientifica do grupo LaBioMMi.

Para o fungo FM1, os cromatogramas referentes ao cultivo do fungo em
meio de macgd, apresentam resultados positivos quanto a producdo de
substancias. Quando comparados os cromatogramas do cultivo fungico com o
meio controle, principalmente na regido de absorcdo de 286nm para o extrato
etanolico micelial FM1-2-M-et, ¢ notavel a presenca de bandas cromatograficas
diferenciais (Figura 4.10 a e b). O extrato da parti¢cao liquido-liquido do filtrado
FM1-2-P-ac também apresenta um cromatograma com bandas distintas em
relagdo ao meio controle, o que sugere a producao de metabdlitos pelo micro-

organismo e assim boa adaptagdo ao meio de cultura utilizado (Figura 4.10 c ¢

d).
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Figura 4.10. Cromatogramas do cultivo do fungo FM1 em meio de polpa de maca: a)
extrato etandlico do micélio, A=286nm; b) meio controle A=286nm; c) extrato da
parti¢do do filtrado, A=334nm, d) meio controle A= 334nm; método C (item 3.2.10)

Ja para o fungo FM4, os resultados do experimento em meio ma¢a nao
foram tdo promissores em relagdo a producao metabolica. Quando se comparam
ambos os cromatogramas, do extrato micelial e do extrato do meio particionado
FM4-2-M-et e FM4-2-P-ac respectivamente (Figura 4.11), com o meio controle,
nota-se a auséncia de bandas diferenciais ao controle, sugerindo assim que este
meio nao € tdo propicio ao desenvolvimento e a producao de substancias pelo

fungo.
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Figura 4.11. Cromatogramas do cultivo do fungo FM 4 em meio de polpa de
maca; a) extrato etandlico do micélio, A=264nm; b) meio controle A=264nm; c)
extrato da particdo do filtrado, A=264nm, d) meio controle A=264nm; método C

O cultivo do fungo FM1 em meio liquido Czapeck’s também se mostrou
promissor quanto a producdo de metabolitos. Os cromatogramas monitorados
em 276 nm e 315 nm dos extratos do micélio e da particao liquido-liquido,
(FM1-1-M-et e FMI-1-P-ac  respectivamente) evidenciam  bandas
cromatograficas distintas aos cromatogramas do meio controle, nos mesmos
comprimentos de onda, principalmente entre os tempos de retencao entre 20 e
35 minutos (Figura 4.12 a, c, d).

Durante trabalho de iniciagdo cientifica realizado no grupo, foi detectada
a producdo de antraquinonas diméricas, no extrato de FM1 neste meio de

cultivo.
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Figura 4.12. Cromatogramas do cultivo do fungo FM 1 em meio Czapeck's: a) extrato
da particao do filtrado, A= 276 nm; b) meio controle A=276nm; ¢) extrato etanolico do
micélio, 315 nm; d) extrato da particio do filtrado, A=315 nm, e) meio controle
A=315nm; método C

Em meio Czapeck’s, o fungo FM4 também ndo apresentou boa producao
de metabdlitos, porém mostrou um metabolismo mais pronunciado em relagdo
ao meio de polpa de maga. Analisando-se o cromatograma do extrato advindo da
particdo do filtrado FM4-1-P-ac (Figura 4.13 b), sdo observadas bandas
cromatograficas inexistentes no controle, sugerindo a elui¢do de substancias
produzidas pelo endoéfito. Ja no cromatograma do extrato micelial FM1-1-M-et
(Figura 4.13 a), a auséncia de bandas ¢ predominante, indicando a nao produgao
de metabdlitos, pelo menos ndo em quantidade detectavel pela técnica analitica
utilizada.
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Figura 4.13. Cromatogramas do cultivo do fungo FM 4 em meio Czapeck’s:
a) extrato etanolico do micélio, A=211 nm; c) extrato da parti¢do do filtrado,
A=211 nm ; ¢) meio controle A=211 nm; método C

4.4 Estudo dos micro-organismos isolados de banana (Musa
paradisiaca) e péra (Pyrus communis)

4.4.1 Monitoramento de extratos obtidos do cultivo de BB1 e BP1 nos meios
Mueller Hinton e Czapeck’s por HPLC/UV modo analitico

Os cromatogramas obtidos durante as andlises dos extratos bacterianos
dos referidos meios de cultura, ndo evidenciaram bandas cromatograficas
diferenciais em relagdo aos cromatogramas dos extratos controle nos diversos
métodos cromatograficos testados. Com este resultado pode-se afirmar que tais
meios de cultura ndo foram propicios ao bom desenvolvimento do metabolismo
secundario dos endoéfitos. No entanto, ndo se pode excluir a possibilidade de
producdo de substancias pelos micro-organismos nesses meios. Isto porque

quantidades diminutas destas substancias podem ter sido produzidas e assim, a

64



Resultados e Discussao

viabilidade da deteccao de tais metabolitos esta condicionada ao uso de uma

técnica mais sensivel, como no caso, a espectrometria de massas.

4.4.2 Monitoramento de extratos obtidos do cultivo de BB1 em meio banana

e do cultivo de BP1 em meio péra, por HPLC/UV modo analitico

Dentre os métodos cromatograficos testados, o que gerou a melhor
visualizagdo de bandas tratou-se do método C. Mesmo nao apresentando boa
separacdo cromatografica, ¢ possivel verificar através dos respectivos
cromatogramas (Figuras 4.14 e 4.15), o aparecimento de bandas cromatograficas
distintas a0 meio controle, para os extratos de ambas as bactérias. As bandas

encontram-se indicadas nas figuras a seguir:
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Fig. 4.14. Cromatogramas do meio controle e do extrato do cultivo de BB1 em meio de polpa
de banana, respectivamente; método C, A=234nm
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Figura 4.15. Cromatogramas do meio controle e do extrato do cultivo de BP1 em meio de
polpa de péra, respectivamente; método C, A= 204nm
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Este resultado indica ndo s6 que houve a produgdo de metabolitos pelas
bactérias isoladas nos meios de cultura constituidos pelas proprias frutas
hospedeiras, mas também, que estes meios apresentaram-se como OS mais
efetivos no desenvolvimento metabdlico dos micro-organismos frente aos outros

meios de cultura, mencionados no item anterior.

4.5 Isolamento e identificacio de metabdlitos secundarios
produzidos por BP1

4.5.1 Isolamento de metabdlito secundario do cultivo de BP1 em meio de
cultura BHI

De acordo com procedimentos ja detalhados, foi possivel o isolamento da
substancia de codigo P-3 a partir do cultivo da bactéria BP1 em meio de cultura
BHI. A purificacao total da substancia foi realizada em HPLC modo preparativo
fazendo-se uso de coluna em fase estacionaria tipo reversa (ODS). A separagao
do metabolito foi obtida com éxito, j& que houve a reprodugdo do resultado em
CCD durante a corrida cromatografica da fracdo BP-2-C1-25 injetada no
equipamento.

A partir do espectro de RMN 'H da fragdo P-3 referente & banda mais
retensiva visualizada no cromatograma (Figura 4.16), pode-se constatar a pureza

e a identidade da substancia.

Figura 4.16. Cromatograma da fracdo BP-2-C1-25 em HPLC/UV modo
preparativo, A=254nm; destaque para banda referente a substancia P-3
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4.5.2 Identificacao e caracterizacao da substancia P-3

O espectro de RMN 'H da substancia isolada (Figura 4.17) mostra cinco
sinais na regido de hidrogénios aromaticos. Os sinais referentes aos hidrogénios
H-6 em 7.13 ppm e H-7 em 7.21ppm, apresentam mutiplicidade de duplo duplo
dubleto (J = 8.2; 7.2; 1.4 Hz) devido ao acoplamento diferenciado com seus
hidrogénios vizinhos e ao acoplamento a longa distancia tipo “W” (PAVIA
1996) com H-8 em 7.38 ppm e H-5 em 7.60 ppm respectivamente. Estes
hidrogénios por sua vez, mostram multiplicidade de duplo dubleto pelo
acoplamento vicinal de H-5 com H-6 e pelo acoplamento tipo “W” de H-5 com
H-7. J4 para H-8 h4 o acoplamento com o nucleo vizinho H-7 e novamente do
tipo “W” com H-6. Como o sinal apresenta-se com baixa resolucao, apenas uma
constante de acoplamento pode ser calculada para cada sinal, J =84 Hz e J =
8.8 Hz respectivamente. O quinto sinal na regido de aromaticos, um dubleto em

7.04 ppm, refere-se ao hidrogénio do anel inddlico H-2, que acopla com o

nucleo H-1.
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Figura 4.17. Espectro de RMN 'H, CDCls, 400 MHz do alcaldide N-acetiltriptamina
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Um tripleto e um quadrupleto sdo encontrados na regido do espectro de
maior blindagem dos nucleos, que correspondem aos hidrogénios metilénicos H-
10 em 2.98 ppm e H-11 em 3.60 ppm, respectivamente (Figura 4.18). Os
nucleos H-11 acoplam com os nucleos de H-10 e H-12, mesmo este ultimo
estando ligado ao atomo de nitrogénio, levando a multiplicidade mencionada.
Este fato decorre do mesmo fendmeno que leva ao aparecimento dos singletos
alargados referentes ao proprio nucleo H-12 e ao nucleo H-1. A troca dos
hidrogénios N-H com o deutério ocorre de forma lenta, proporcionando o
acoplamento destes com os hidrogénios do carbono a e assim, gerando os sinais
alargados e a possibilidade de acoplamento de H-2 com H-1 e H-11 com H-12,
resultando em um dubleto e um quadrupleto respectivamente. H4 também o
singleto na regido de deslocamento caracteristico de metilas, referente aos
nucleos H-14. Os dados encontrados na literatura (Tabela 4.1) sdo praticamente
idénticos no que diz respeito as multiplicidades e aos deslocamentos quimicos
dos nucleos, além de valores muito préximos das constantes de acoplamento, o
que leva a constatagdo da estrutura molecular da N-acetiltriptamina. Este
alcaloide ¢ um andlogo da melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), um
derivado do aminodcido essencial triptofano, que apresenta inimeras fungdes

fisiologicas nos vertebrados, como atividade hormonal e antioxidante.
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Figura 4.18. Ampliacdes de regides do espectro de RMN 'H, CDCls, 400 MHz do alcalbide
N-acetiltriptamina
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Tabela 4.1. Dados obtidos dos espectros de RMN 'H da literatura e da fragdo
pura isolada para a N-acetiltriptamina. 400MHz e CDCls

H Ou,ppm( N, m, JHz ) (LI, 2003) Ot,ppm( N, M, JH; ) (Isolado)
1 8.14 (1, s)) 8.12 (1, s))

2 7.04(1,d,2.2) 7.04(1,d,3.2)

5 7.60 (1, d, 8.0) 7.60 (1, dd, 8.4)

6 7.13 (1, dd, 8.0; 8.0) 7.13 (1,ddd, 8,2; 7.2; 1.4)
7 7.21 (1, dd, 8.0; 8.0) 7.21(1,ddd, 8.2; 7.2; 1.4)
8 7.38(1,d, 8.0) 7.38 (1, dd, 8.8)

10 298 (2,t,6.5) 298 (2,t,6.8)

11 3.60 (2, dt, 6.5; 6.0) 3.60(2,q,6.4)

14 1.92 (1,s) 1.92 (3,s)

Figura 4.19. Estrutura molecular do alcaloide indo6lico N-acetiltriptamina

Com os dados obtidos através do espectro de RMN 'H, identificou-se o
metabolito isolado de BPI, como N-acetiltriptamina (Figura 4.19). Este
alcaldide indolico foi obtido a partir da biotransformagdo da triptamina pela
espécie Streptomyces staurosporeus (YANG, 1997), porém sua ocorréncia na
natureza foi relatada pela primeira vez somente em 2003 (LI, 2003), a partir de
espécie fungica desconhecida associada a algas vermelhas. Posteriormente,
relatou-se sua produgdo pelo fungo marinho Chromocleista sp. (PARK, 2006) e
pelo fungo Cladosporium sp., também associado a algas vermelhas (DING,
2008).
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Para confirmagdo da estrutura proposta foram realizados experimentos de
espectrometria de massas no modo full scan e ions produtos. No espectro de full
scan, realizado no modo positivo de ionizagdo, € possivel observar o ion
molecular protonado [M+H]" com m/z 203, assim como do ion [M+Na]’,

confirmando a massa molecular da estrutura proposta ( Figura 4.20).

oo, 254 [M+Na]”
[M+H]" 204

257.4
180.3 241.4245.4

- L -~ l e - A m/z
140 150 160 | 170 | 180 | 190 | 200 210 | 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360

Figura 4.20. Espectro de Full Scan, ESI modo positivo; fragao P-3, N-acetiltriptamina

O espectro de ions produto da substancia (Figura 4.21), obtido com
energia de colisdao de 10 eV gerou poucos fragmentos, destacando-se o ion de
m/z 144, o qual é referente a perda neutra da unidade de acetamida conforme

mostra o esquema de fragmentacdo proposto para a N-acetiltriptamina.

70



Resultados e Discussao
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Figura 4.21. Espectro de ions produtos com energia de colisdo de 10 eV, ESI
modo positivo; fragdo P-3, N-acetiltriptamina
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Figura 4.22. Proposta de fragmentacao para o alcaldide isolado no modo positivo de ionizagdo
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4.6 Isolamento e identificacio de metabdlitos secundarios
produzidos por Cladosporium uredinicola (FG1)

O relato da existéncia do fungo do género Cladosporium em goiaba ja
foram reportados na literatura, porém, sendo considerado um patoégeno ao fruto
(TORREZAN, 2000). A condi¢dao de existéncia endofitica no fruto junto ao
estudo quimico do metabolismo secundario da espécie, ainda nao sdo reportados
na literatura, o que caracteriza o pioneirismo deste trabalho.

A busca e identificacdo de metabdlitos em potencial foram inicializadas a
partir de uma triagem entre os extratos obtidos do cultivo do fungo em
diferentes meios. Como o objetivo do projeto ndo parte para busca e
monitoramento de substancias ja pré-estabelecidas, mas sim da descoberta dos
metabolitos (inéditos ou ndo) que sdo produzidos e também, devido ao grande

numero de extratos, a triagem inicial foi realizada utilizando-se CCD.

4.6.1 Isolamento de metaboélitos secundarios do cultivo de Cladosporium
uredinicola (FG1) em meio sélido de arroz

Apos procedimentos ja descritos anteriormente com relacdo ao extrato do
cultivo fungico em arroz, foi possivel a obtengdo de fracdes quase puras, que
chamavam muita aten¢do quando reveladas tanto em luz UV (pela forte
absor¢do), como em vanilina, devido ao aparecimento de manchas muito

intensas, réseo avermelhadas (Figura 4.23).
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Figura 4.23. CCD das fracdes F4-14 a F4-20

Inicialmente, pela andlise do resultado em CCD, supos-se que as fragdes
eram compostas de duas a trés substancias. No entanto, ao submeter a fracao F4-
16 a separagdo em HPLC preparativo, obteve-se um cromatograma compostos
por cinco bandas principais (Figura 4.24). O comprimento de onda monitorado

foi de 254nm levando-se em consideragao os resultados em CCD.

200
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100

50 Dl

D2
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Figura 4.24. Cromatograma obtido da fracdo F4-16 em HPLC/UV preparativo

Cada banda recolhida foi submetida a analise por RMN 'H, verificando-se
o isolamento de cinco diferentes substancias codificadas em D0, D1, D2, D3 ¢

D4 como estd indicado na figura acima.
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4.6.2 Identificacio e caracterizacio dos metabdlitos secundarios produzidos

por Cladosporium uredinicola (FG1)

Os espectros obtidos de RMN 'H referentes as substincias isoladas de
Cladosporium uredinicola, apresentaram sinais nas mesmas regides, apontando,
no geral, deslocamentos quimicos e multiplicidades muito semelhantes, o que
sugeriu pertencerem a mesma classe de substancias. Através da determinagao
estrutural destas substancias e da comparagao com dados da literatura, pdde-se
constatar que se tratavam de um grupo de policetideos derivados do &cido
orselinico, os depsideos.

Os metabdlitos isolados de Cladosporium uredinicola apresentam muita
semelhanga estrutural a varios depsideos, diferindo-se da maioria destes pela
auséncia de unidades metoxilicas e dcidas nos substituintes dos anéis
aromaticos. Das cinco substincias identificadas neste trabalho, apenas uma foi
encontrada na literatura (INGOLFSDOTTIR, 1985), como possivel produto de
hidrélise do depsideo atranorina, o orselanato de etila (etil 2,4-dihidroxi-6-
benzoato de metila) (Figura 4.26).

No caso dos metabolitos D1, D2, D3 e D4, o grande desafio para a
identificagdo dos mesmos, esteve em determinar a disposicdo dos substituintes
nos respectivos anéis aromaticos, justamente devido ao perfil de multiplicidade
dos sinais presentes nos espectros de hidrogénio, ou seja, a existéncia exclusiva
de singletos. Para o éxito das identificagdes, as correlagdes obtidas em
experimento de 2D de HSQC e principalmente de HMBC, foram ferramentas
fundamentais para a elucidagdo estrutural das moléculas em questdo, assim
como a espectrometria de massas para a confirmacao das massas referentes as

estruturas propostas.
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4.6.2.1 Identificacao e caracterizacdo da substiancia isolada D0

A substancia codificada como D0 foi caracterizada através do estudo dos
respectivos dados do espectro de RMN 'H obtidos em equipamento de 200MHz.

No espectro de RMN 'H (Figura 4.25) ha a presenca de dois dubletos na
regido de hidrogénios aromaticos, correspondentes aos nucleos H-3 e H-5 que
acoplam entre si, a longa distancia (acoplamento em “W”) (PAVIA 1996). Um
singleto bastante evidente na regido mais desblindada do espectro, em 11,81
ppm ¢ caracteristico de hidroxilas com hidrogénios quelados junto a oxigénios
carbonilicos. Um singleto largo, com deslocamento quimico também
caracteristico, aparece na regido de 5.3 ppm, indicando a existéncia de uma
hidroxila ndo quelada. O quadrupleto e o tripleto presentes na regido de maior
blindagem do espectro sdao referentes a parte etilica ligada a carboxila,
correspondendo aos nucleos H-9 e H-10 respectivamente, que estdo acoplando
entre si.

A partir da caracterizagdo realizada e comparagdo com dados da literatura,
foi possivel identificar a substancia orselanato de etila, reportado como um
possivel produto de hidrolise do depsideo atranorina, cujas estruturas estdo
ilustradas na Figura 4.16.

Devido ao método de extracao do cultivo flingico, com uso de etanol e
provavel variacao de pH do meio, o etil orselanato provavelmente pode ter sido
produto da hidrélise de algum derivado de acido orselinico produzido pelo
fungo, provavelmente dos proprios metabolitos D1 e D2 que serdao detalhados
posteriormente. No entanto, mesmo com a hipdtese de se tratarem de artefatos
de seus precursores, a mistura das substancias etil orsilanato e metil orsilanato
foi testada em ensaio antimicrobiano, apresentando atividade contra espécies

fungicas e bacterianas (INGOLFSDOTTIR, 1985).
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Os dados citados, utilizados para comparacao e caracterizacdo estrutural
do etil orselanato, sdo referentes ao propil orselanato, o sistema mais proximo

encontrado na literatura (Tabela 4.2).
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Figura 4.25. Espectro de RMN 'H e ampliagdes das regides de interesse da substancia
isolada DO, orselanato de etila. CDCl;, 200 MHz

Tabela 4.2. Dados obtidos dos espectros de RMN 'H da literatura para o orselanato
de propila e da fracdo pura isolada de orselanato de etila. CDCls;, 200MHz

Posicao Or,ppm( Ny, M, JH;) Or,ppm( Ny, M, JH;)
H (KUMAR, 2000) Isolado
3 6.28 (1, d, 2.6) 6.27(1,d,2.4)
5 6.21(1,d, 2.6) 6.22 (1,d,2.4)
9 438 (2,1) 439 (2,q,7.2)
10 1.79 (2,m) 1.41 (3,t,7.2)
8 2.50 (3, ) 2.50 (3, s)
OH-2 11.86 (1,s) 11.81 (1, s)
OH-4 537(1,5) 531(1,s)

s: singleto; s;: singleto largo; d:dubleto
t:tripleto; q:quadrupleto; m: multipleto
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OH O

HO OH
CHO

Figura 4.26. Depsideo atranorina e orselanato de etila respectivamente

4.6.2.2 Identificacio e caracterizacao das substancias D1 e D2

Como ja mencionado, o grande numero de singletos nos espectros de
RMN 'H responde pela principal caracteristica com relacdo aos compostos
analisados. Grupos metila ligados a carbonos sp”, hidrogénios arométicos sem
acoplamentos e grupos hidroxila sem ou com interagdo do tipo ligagdo de
hidrogénio sdo os substituintes responsaveis por este perfil caracteristico
observado nos metabolitos isolados.

Um total de dez sinais sdo atribuidos como substituintes aromaticos as
estruturas, sete englobando nucleos de hidrogénio e de hidrogénios de metilas,
um singleto com deslocamento tipico de hidroxila quelada e dois sinais
diminutos e alargados na regido de hidroxilas ndo queladas para ambos os
compostos D1 e D2. Os escpectros de RMN °C (Figuras 4.28 ¢ 4.32) das
substancias mostraram o aparecimento de 17 e 18 carbonos, respectivos a D1 ¢
D2, sendo que para cada composto, houve o aparecimento de um sinal com
deslocamento quimico de aproximadamente 170 ppm, tipico de carbono
carboxilico de éster. Sendo assim, num total de dez substituintes e a existéncia
de uma possivel unidade carboxilica, supos-se uma estrutura composta por dois

anéis aromaticos interligados por uma carboxila de éster nos dois casos.
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Os espectros de '"H RMN dos metabolitos D1 e D2 (Figuras 4.27 e 4.31)
apresentam grande similaridade, diferindo apenas pela ocorréncia de um grupo
metila no lugar de um ntcleo de hidrogénio no composto D2. Logo, os espectros
de 'H trazem a presenca de trés singletos referentes a trés nucleos de hidrogénios
na regido de deslocamento quimico de metilas, referentes a H-7" em 2.05 ppm,
H-8 em 2.13 ppm, H-8" em 2.30 ppm ¢ H-9 em 2.62 ppm para o depsideo D1 ¢
H-7" em 2.03 ppm, H-8 em 2.11 ppm, H-8" em 2.00 ppm, H-9 em 2.63 ppm ¢
H9" em 2.23 ppm para o depsideo D2, correspondendo a quatro e cinco grupos
metila respectivamente, ligados a carbonos sp’ aromaticos. Esta diferenca
também corroborada pelos dados obtidos em EM de baixa e alta resolugdo que
serdo apresentados em item posterior.

Como esperado, os deslocamentos quimicos pertencentes aos nucleos dos
dois referidos depsideos, apresentam valores semelhantes, em alguns casos
quase idénticos. Isto deve-se aos ambientes quimicos ao quais os nucleos de
cada substancia estdo expostos, que sao obviamente também muito semelhantes
justamente devido a disposicao estrutural quase idéntica entre D1 ¢ D2. Como
exemplo, hd os ntcleos de hidrogénio H-5 em 6.30 ppm para D1 e em 6.31 ppm
para D2.

De acordo com os dados espectrais de D1, hd um nucleo de hidrogénio
aromatico extra quando se compara os dados espectrais de D2. Esta diferenga
refere-se a existéncia do hidrogénio H-4" em 6.54 ppm para o primeiro
metabolito, substituido pela unidade de metila, com os nucleos H-7" em 2,03
ppm na estrutura do segundo metabolito. Grupos hidroxila com deslocamentos
quimicos caracteristicos sdo identificados para o ntcleo 2-OH em 11.84 ppm
para a hidroxila quelada e em 5.13 ppm e 4.77 ppm para os nucleos de
hidroxilas sem interacdo do tipo hidrogénio de 4-OH e 3’-OH respectivamente,
como singletos largos no depsideo D1. Para D2, encontra-se o nicleo quelado
2-OH em 11.99 ppm, e os nucleos sem interagdo 4-OH em 5.34 ppm e 3'-OH
em4.74 ppm.
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Esta similaridade estrutural entre os metabolitos isolados leva
basicamente aos mesmos tipos de correlagdes entre os niicleos no anel aromatico
“A” em ambos os casos como pode ser notado no Esquema 4.1. O experimento
de HMBC permitiu a detec¢ao da correlagdo a longa distancia do hidrogénio
hidroxilico 2-OH com os nucleos de carbono C-1 ¢ C-2 em 103.6 ¢ 163.9 ppm
respectivamente para a substancia D1, assim como com os nicleos C-1 e C-2 em
103.4 e 164.0 ppm para a substancia D-2.

Com relagdo ao anel “B” ha correlagdes diferenciadas justamente devido a
existéncia de um hidrogénio em D1 e um grupo metila, na mesma posi¢do em
D2. No depsideo D1, ha a correlagdo do nucleo H-4" com os nucleos C-8 em
21.0 ppm, C-6’em 114.0 ppm e C-3’em 149.7 ppm. Ja para a estrutura D2, o
grupo metila existente na mesma posicdo de H-4" no depsideo D1, hd a
correlacdo dos nucleos H-8’ com os carbonos C-5" em 119.8 ppm, C-4’ em
135.4 ppm e C-3" em 148.3 ppm.

Os dados de RMN "°C obtidos para ambos os compostos, permitiram
atribuir os sinais referentes a todos os nucleos de carbono. O nimero de
carbonos relativos a cada regido de deslocamento quimico caracteristico
apresenta-se de acordo com o niimero de carbonos aromaticos sp> de CH e CO,
carbonos sp’ de CHs, assim como carbonos de deslocamento tipico de grupo
carboxilico de éster, grupo ligante entre os anéis aromaticos.

Contudo, as caracteristicas estruturais apresentadas, sdo compativeis com
compostos da classe dos depsideos, derivados do &cido orselinico. Com a
realizacdo da elucidacdo estrutural dos compostos isolados, pode-se entdo
propor as estruturas moleculares para D1 e D2, cuja nomenclatura TUPAC
encontra-se descrita na Figura 4.34. No entanto, no que se refere a existéncia dos
depsideos isolados de C. uredinicola, até o momento, ndo ha relatos da produgao

de D1, D2 na natureza.
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Figura 4.27. Espectro de RMN 'H de D1, (CDCls, 400 MHz)
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Figura 4.29. Espectro de HSQC de D1, (CDCIs/CDs;0OD (9,75:0,25), 400 MHz)
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Figura 4.30. Espectro de HMBC de D1, (CDCIs/CD;OD (9,75:0,25), 400 MHz)
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Figura 4.31. Espectro de RMN 'H de D2, (CDCls, 400 MHz)
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Figura 4.33. Espectro de HMBC de D2, (CDCIs/CDs;0OD (9,75:0,25) 400 MHz)

IS

O

G e

D1 H

HO tH&H3 N Hﬁ

Esquema 4.1. Correlagdes do espectro de HMBC para os compostos D1 ¢ D2

&3



Tabela 4.3. Dados esnectrais de RMN obtidos nara D1 e D2
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1 2
position 5t O, mult. b HMBC "¢ & ? Symult. ? HMBC?¢
1 103.6(C) - H-9; H-5; HO-2 103.4 (C) : HO-2; H-5; H-9
2 1639 (C) - H-8; HO-2 164,0 (C) ; HO-2; H-8
3 109.6 (C) - H-8; H-5 109.3 (C) ; HO-2; H-5; H-8
4 161.0(C) - H-8; H-5 160,2 (C) ; H-8
5 1114 (CH) 630(IH,s) H-9 11,1(CH) 631 (1H,s)  H-9
6 140.6 (C) - H-9 140.4 (C) ; H-9
7 1714(C) - - 170,6 (C) - -
8 78(CHy) 2,13 (3H,s) - 7,8 (CHs) 211 (3H,s) -
9 246 (CHy) 2,62(3H,s) H-5' 248 (CHy)  2,63(3H,s) -
1’ 1563(C) - H-7" ; H-6" 152.8 (C) ; H-7’
2 113.9(C) - H7" ; H-6" 114,5 (C) ; H-7’; H-6’
3 149.7(C) - H-7"; H-4" 1483 (C) ; H-7’; H-8’
4 1147 (CH) 6,54 (1H,s) - 1354 (C) ; H-8’; H-9’
5 137.0 (C) - H-8’ 119,8 (C) - H-8’; H-9’; H-6’
6 1140 (CH) 6,56 (1H,s) H-=8 ;H-4' 1146 (CH)  659(1H,s)  H-9’
7 92(CHy)  2,05(3H,s) - 9,5 (C) 2,03(H,s) -
8’ 21.0(CHy) 230(H,s)  H-6"; H-4' 125(CH;)  200(GH,s) -
9’ ; ; ; 199 (CH;)  223(3Hs)  H6’
2-0H - 11,84 (1Hs) - ; 11,99 (IH,s) -
4-OH - 513 (1Hs) - ; 534(1H,s) -
3-0H - 477 (1Hs) - - 474 (1H,s) H9

?Dados obtidos em CDCIly/CD;0D(9,75: 0,25), ° Dados obtidos em CDCl;. ® Dados obtidos em
CD;0D.* Correlacbes de HMBC do respectivo préton ao carbono indicado

D1: 3-hidroxi-2,5-dimetilfenil 2,4-
diidroxi-3,6-dimetilbenzoato

D2: 3-hidroxi-2,4,5-trimetilfenil 2,4-
diidroxi-3,6-dimetilbenzoato

Figura 4.34. Propostas estruturais para as substancias D1 e D2
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4.6.2.2.1 Estudo de caracterizacao estrutural por espectrometria de massas
das substancias D1 e D2

Através de andlises via espectrometria de massas, varias informagdes
estruturais podem ser obtidas a respeito do analito em estudo. Como exemplo,
ha os experimentos MS em full scan, que oferecem informagao sobre a massa
molecular de uma substancia e os experimentos de MS/MS, como o caso dos
experimentos de ions produtos, que permite informagdes a respeito da estrutura

molecular de interesse.

Como nao constam relatos na literatura a respeito dos depsideos isolados
de C.uredinicola, foram realizados experimentos em espectrometria de massas
no intuito de se obter maiores dados a respeito destes metabolitos. Como por
exemplo, a confirmagdo estrutural e a detec¢do destes, em diferentes meios de

cultura.

A partir da realizagdo dos experimentos de full scan, constatou-se que a
ionizagdo em ESI modo negativo, apresentou melhores resultados de andlise
para os depsideos estudados. Sendo assim, foi possivel detectar os ions [M-H]
referentes aos ions moleculares desprotonados de D1 e D2, como mostram as

Figuras 4.35 ¢ 4.36.
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Figura 4.35. Espectro de massas full scan, ESI modo negativo, depsideo D1
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Figura 4.36. Espectro de massas full scan, ESI modo negativo, depsideo D2

A fim de se obter maiores informacdes estruturais a respeito dos
metabolitos isolados e assim corroborar com as estruturas propostas para os
depsideos D1 e D2, realizou-se o experimento de ions produtos para ambos os
casos. Neste experimento o ion de interesse observado no espectro de full scan,
¢ fragmentado podendo-se assim obter informacdes estruturais do mesmo. O
primeiro quadrupolo, operado a radiofreqiiéncia e voltagens de corrente continua
fixas, permite somente a passagem dos ions com uma determinada relagdo
massa/carga, os quais sdo dirigidos a cela de colisdo onde o gas introduzido
geralmente argdnio produz a fragmentacao destes ions. Os fragmentos gerados

sdo analisados no segundo quadrupolo e direcionados ao detector (SIUZDAK,

1996).

Sendo assim, selecionou-se a relagdo m/z 301 e a relacdo m/z 315 no
primeiro quadrupolo, com a camara de colisdo em 10 eV, obtendo-se os ions
produtos de cada substancia estudada, que por fim, foram analisados no segundo
quadrupolo. Os espectros de ions produtos gerados, podem ser visualizados nas

figuras a seguir:
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163.2 e

Figura 4.37. Espectro de ions produtos, ESI modo negativo, 10 eV, depsideo D1

163.2

315.4

O b—————————————————————————————————————————————————————————————————————ni
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580

Figura 4.38. Espectro de ions produtos, ESI modo negativo, 10 eV, depsideo D2

Com a obten¢do de dados a partir dos referidos experimentos em MS e
MS/MS, foram propostos mecanismos de fragmentagdo inerentes a cada
depsideo estudado (Esquema 4.2). Devido a grande similaridade estrutural dos
compostos, hd a ocorréncia do fragmento mais estavel de relagdo m/z 163 (pico
base), para todos os depsideos isolados, incluindo D3 e D4, como sera detalhado

adiante.

O mecanismo proposto para D1 e D2, mostra inicialmente um rearranjo

de McLafferty com posterior rearranjo 1,3 de hidrogénio, culminando na
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formagao do ion m/z 163. Com a delocalizagdo seqiiencial de elétrons, a partir
da unidade carbonilica formada anteriormente, ha o fechamento do anel

lactonico e assim a formagdo do ion fragmento mais estavel.

OH
H R
AP O
e

D1,R =H, m/z301
D2,R = CH3, m/z 315

o__o
<>
- 'O _O

m/z 163

m/z 163

Esquema 4.2. Proposta para o mecanismo de fragmentacio dos depsideos D1 e D2

Devido ao fato de se tratarem de substancias ainda inéditas na literatura,
foram realizadas andlises em espectrometria de massas de alta resolucao para os
depsideos D1 e D2 a fim da comprovagdo inequivoca das massas moleculares
propostas, assim como verificar se os mecanismos de fragmentacdo sugeridos
sdo coerentes com os ions observados no espectro de MS/MS neste tipo de
analise. Os espectros de full scan ¢ de ions produtos das substancias D1 ¢ D2,
foram obtidos em equipamento de alta resolucdo (Synapt HDMS-WATERS-

TOF) e podem ser visualizados a seguir:
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Figura 4.39. Espectro de massas full scan em alta resolu¢do, ESI modo
negativo, depsideo D1
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Figura 4.40. Espectro de massas full scan em alta resolu¢do, ESI modo
negativo, depsideo D2
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Figura 4.41. Espectro de ions produtos em alta resolu¢ao, ESI modo
negativo, depsideo D1
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Figura 4.42. Espectro de ions produtos em alta resolucao, ESI modo
negativo, depsideo D2
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Nota-se que os valores obtidos para os ions moleculares de D1 e D2 foram

compativeis aos valores calculados (Tabela 4.4), assim como os valores relativos

aos ions fragmento de m/z 163, confirmando o mecanismo de fragmentagao

proposto para o depsideo em questao.

Tabela 4.4 Dados obtidos e calculados para a substancia D1e D2

Ion Formula Valor Obtido | Valor calculado Desvio
(m/z) (Da) (Da) (ppm)
301 C17H 305 301.1067 301.1071 -1.5
163 CoH;0; 163.0474 163.0393 +1.5
315 C3H2005 315.1227 315.1227 +/-1.6
163 CoH,0; 163.0397 163.0393 +1.6

4.6.2.3 Identificaciao e caracterizacao das substancias D3 e D4

Apesar de ndo terem sido encontrados dados na literatura a respeito dos
metabolitos D3 e D4, utilizou-se como modelo mais proximo, para comparagao
de deslocamentos quimicos, dados da literatura (CARVALHO, 2000) referentes
ao depsideo atranorina (Figura 4.26), devido as semelhangas estruturais as
substancias isoladas. Também foram utilizados para comparagdo, demais
depsideos reportados na literatura (NARUI, 1998). De acordo com as
comparagdes, as atribuicdes dos sinais foram pertinentes em ambos o0s
compostos.

Como nos casos apresentados anteriormente, o nimero expressivo de
singletos ¢ a principal caracteristica dos espectros de 'H RMN (Figuras 4.43 ¢

4.47) dos metabolitos D3 e D4.

Um total de catorze sinais sdo atribuidos como substituintes aromaticos as
estruturas, dez englobando nucleos de hidrogénio e de hidrogénios de metilas,
dois singletos com deslocamento tipico de hidroxila quelada e dois sinais

diminutos e alargados na regido de hidroxilas nao queladas para ambos os
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compostos D3 e D4. Os escpectros de RMN °C (Figuras 4.44 ¢ 4.48) das
substancias mostraram o aparecimento de 26 e 27 carbonos, respectivos a D3 e
D4, sendo que para cada composto, houve o aparecimento de dois sinais, quase
coalescentes, com deslocamento quimico de 170 ppm aproximandamente, tipico
de carbono carboxilico de éster. Sendo assim, num total de catorze substituintes
e a possivel existéncia de duas unidades carboxilica, supds-se uma estrutura
composta por dois anéis aromaticos interligados por uma carboxila de éster nos
dois casos.

Novamente, a diferenca estrutural entre os dois compostos se da na
existéncia de um grupo metila para D4 cujos nucleos H-9"" estao em 2.25 ppm,
enquanto que na mesma posicdo, localizada no anel C, hd um ntcleo de

hidrogénio H-4"" em 6.51 ppm para D3.

Entre os trés anéis aromaticos constituintes de D3 e D4, o anel,
intermediario B, ¢ idéntico no que diz respeito ao posicionamento dos
substituintes para ambos os compostos. Em D3 e D4, os nucleos H-8" (em 2.11
ppm ¢ 2.14 ppm respectivamente) ¢ H-9” (em 2.62 ppm e 2.63 ppm) sdo
referentes aos hidrogénios dos grupos metila existentes no anel B, enquanto os
nucleos H-3( em 6.30 ppm e 6.32 ppm , respectivamente) representam
hidrogénios aromaticos. A disposi¢ao dos substituintes para o anel intermediario
em D3 ¢ D4, foram determinadas de acordo com as respectivas correlagdes dos
nucleos H-3'com C-1" em 109.2 ppm ¢ 108.9 ppm (respectivamente), C-6" em
103.6 ppm e 104.1 ppm, C-9°em 24.5 ppm e 24.6 ppm; assim como H-8’
correlacionando com os nucleos C-1"; C-4” em 140.5 ppm e 140.7 ppm e por

fim com C-6". (Esquema 4.4)

Os dados de RMN "°C de D3 e D4, permitiram a atribui¢do dos sinais
referentes as unidades carboxilicas entre os anéis aromaticos, para o nucleo C-7
em 170.2 ppm (para ambos os compostos) € para o nucleo C-7'em 170.5 ppm

para D3 e em 170.3 ppm para D4.
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De acordo com o niimero e o tipo de substituinte, assim como com as
correlacdoes de HSQC e HMBC, foi possivel verificar grande similaridade entre
D3 ¢ D4 com os depsideos D1 ¢ D2. Em D3, os anéis aromaticos A e C, sdo
idénticos com relagdo a estrutura aos anéis A e B, respectivamente, pertencentes
ao depsideo D1, enquanto que para a estrutura de D4, os anéis A e C, sdo

idénticos na disposi¢do de seus substituintes, aos an€is em D2, A e B.

T
ppm

28 3@ 8g¢ §3ss CDEERRRNIEE REE 588338 2388 =zs
VI NI SN\N& \Z N NI/ N

i ,l"l‘,L *.UL “,l] bty ,Jw

S

170 160 150 140 a0 a0 70 60 50 40 30 20 ppm

Figura 4.44. Espectro de RMN °C de D3, (CDCl3/CD;0D (9,75:0,25), 100 MHz)
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Figura 4.45. Espectro de HSQC de D3, (CD;0D, 400 MHz)
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Figura 4.46. Espectro de HMBC de D3, (CD;0D ), 400 MHz)
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Figura 4.47. Espectro de RMN 'H de D4, (CDCl;, 400 MHz)
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Figura 4.48. Espectro de RMN "°C de D4, (CDCl;_ 100 MHz)
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Figura 4.49. Espectro de HSQC de D4, (CDCls, 400 MHz) i

\I T &L

] [ ) - 20

il

- 60

- 80

=

=100

fi ¥ E110

(] =120

-——
-

--
-

=130

W =140

i 150
. ¢
' 160
(] .

- 170

L L A, J\

T T T T T T v T T T T
12 11 10 9 El 7 8 H 4 3 2 ppm

Figura 4.50. Espectro de HMBC de D4, (CDCls, 400 MHz)
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Tabela 4.5. Dados espectrais de RMN obtidos para D3 e D4
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3 4
position  §¢? 8y, mult.©  HMBC ¢ 3¢ " 8y, mult. HMBC ¢
1 110,9 (C) - H-5 108,9(C) - HO-2; H-9; H-5
2 164,0 (C) - HO-2; H-8 1640 (C) - HO-2
3 117,3 (C) - H-8 117,4(C) - HO-2; H-5; H-8
4 153,2 (C) - H-8; H-5 1532(C) - H-8; H-5
5 1169 (CH) 6,31 (1H,s) H-9 116,8 (CH) 6,63 (1H, s) H-9
6 140,1 (C) - H-9 1402(C) - H-9
7 170,2 (C) - - 1702 (C) - -
8 9,3 (CHs) 2,13(3H,s) - 93(CH;) 2,12 (3H,s) -
9 244 (CH;) 2,70 (3H,s) H-5 24,8 (CH;) 2,73 (3H, s) H-5
i 109,2 (C) - H-8"; H-3 108,9(C) - HO-2'; H-8; H-3
2 164,1 (C) - H-8' 1642(C) - HO-2'
3 111,2(CH)  6,30(1H,s) H-9 111,2(CH) 6,32 (1H,s) H-9’
4 140,5 (C) - H-9 140,7(C) - H-9
5 159,9 (C) - H-8’ 159,0(C) - H-8’; H-3’
6 103,6 (C) - H-9’; H-3 104,1(C) - H-9'; H3’
7 170,5 (C) - - 1703 (C) - -
8 7,7 (CH3) 2,11 BH,s) - 7,6 (CH;) 2,14 (3H, s) -
9 24,5(CH;)  2,62(3H,s) H-3’ 24,6 (CHs) 2,63 (3H, s) H-3’
1 155,2 (C) - H-7 151,9(C) - H-7"; H-6
H-7""; H-6""; H-
2 1143 (C) - 4 1140(C) - H-7""; H-6
37 1493 (C) - H-7""; H-4" 148,0(C) - H-8"; H-7
4 1142 (CH) 6,51 (1H,s) H-8" 1358(C) - H-9"'; H-8
5 137,1 (C) - H-8 120,5(C) - H-9"; H-8""; H-6
6" 1140 (CH) 6,58 (1H,s) - 114,9 (CH) 6,61 (1H, s) H-9"
7" 9,1(C) 2,05(3H,s) - 94 (CH;)  2,05(3H,s) -
8" 21,0(CH;)  2,30(3H,s) H-6"";H-4" 12,4 (CH;) 2,02 (3H, s) -
9" - - - 19,9 (CH;) 2,25 (3H,s) H-6"
2-OH - - - - 11,92 (1H,s) -
2-OH - - - - 11,70 (1H,s) -
4-OH - - - - 521 (1H,s) -
3-OH - - - - 4,67 (1H,s) -
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Esquema 4.3. Correlagdes do espectro de HMBC para os compostos D3 ¢ D4

D3: 3-hidroxi-2,5-dimetilfenil 3-[(2,4-diidroxi-3,6-dimetilbenzoil )oxi]-6-

hidroxi-2,4-dimetilbenzoato

D4: 3-hidroxi-2,4,5-trimetilfenil 3-[(2,4-diidroxi-3,6-dimetilbenzoil)oxi]-6-
hidroxi-2,4-dimetilbenzoato

Figura 4.51. Propostas estruturais para as substancias D3 ¢ D4
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4.6.2.3.1 Estudo de caracterizacao estrutural por espectrometria de massas
das substancias D3 e D4

Novamente, o uso da espectrometria de massas foi fundamental para a

confirmagdo das estruturas moleculares propostas os depsideos D3 e D4.

Inicialmente, com as analises em MS de baixa resolugdo, foi possivel a
deteccao dos ions moleculares desprotonados [M-H] e dos ions fragmentos de
cada depsideo estudado, de acordo com os respectivos espectros de full scan e

ions produtos mostrados a seguir:

e 465.6

195.3 301.4

163.2 493.7 932.1
l e . lk i

150 | 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 450 500 | 550 | 600 | 650 | 700 | 750 | 800 | 850 900 950 1000 1050 '

m/z

Figura 4.52. Espectro de massas full scan, ESI modo negativo, depsideo D3
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Figura 4.53. Espectro de massas full scan, ESI modo negativo, depsideo D4
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Figura 4.54. Espectro de ions produtos, ESI modo negativo, 10 eV, depsideo D3
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Figura 4.55. Espectro de ions produtos, ESI modo negativo, 10 eV, depsideo D4

Assim como em D1 e D2, nos espectros de ions produtos de D3 e D4,
observam-se poucos fragmentos, dos quais os ions 301, 315 e 163 foram
justificados conforme as propostas de fragmentacao visualizadas nos Esquemas
4.5 e 4.6.

Ha a formagdo do ion comum de m/z 163 entre todos os depsideos
isolados, novamente justificado pela ocorréncia de um rearranjo de McLafferty
com posterior rearranjo 1,3 de hidrogénio, culminando na formagao do ion m/z

163. Com a delocalizagdo seqiiencial de elétrons, a partir da unidade carbonilica
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formada anteriormente, ha o fechamento do anel lactonico e assim a formacao

da estrutura idnica mais estavel (pico base).

Ja para os ions fragmentos menos estaveis de m/z 301 e 315, inicialmente
foi proposto o sitio de desprotona¢do na hidroxila ndo quelada do anel A, com
seqiiencial delocalizacdo de elétrons, gerando assim a quebra da ligagdao do anel
aromatico com a unidade carboxilica. Este mecanismo justifica a perda neutra da

estrutura ceto-enolica de 164 Da.

H OH
0) o
j@fé“\ 0. i OH
()
o
O R

3,R =H, m/z 465
4,R = CH3, m/z 479

(o) o O-f\/OJr QO{\ {(}:

(o

m/z 163

m/z 163

Esquema 4.4. Proposta para o mecanismo de fragmentacao dos depsideos D3 e D4,
justificando o pico base m/z 163

S4

R
3,R=H, m/z465 c’/
4,R = CHg, m/z 479
0 0 3,R=H, m/z 301
164 Da 4,R = CHgz, m/z 315

Esquema 4.5. Proposta para o mecanismo de fragmentagdao dos depsideos D3 e D4,
justificando a perda neutra de 164Da
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As analises de D3 ¢ D4 em MS ¢ MS/MS de alta resolucdo em

equipamento Synapt HDMS-WATERS- TOF, permitiu a confirmacdo das

estruturas propostas para tais depsideos, haja vista a coeréncia dos valores,

obtidos e calculados, para os ions moleculares desprotonados no experimento de

full scan e para os ions fragmentos no experimento de ions produtos, como

mostra a Tabela 4.6

Tabela 4.6. Dados obtidos e calculados para as substancias D3 e D4

fon Formula Valor Obtido | Valor calculado Desvio
(m/z) (Da) (Da) (ppm)
465 CyH2605 465.1512 465.1542 -4.5
479 C,7H 305 479.1674 479.1698 -6.5
301 Cy0H ;505 301.1068 301.1071 -4.5
163 CoH;03 163.0397 163.0393 +4.5
315 Ci3H005 315.1215 315.1227 -6.5
163 CyoH,03 163.0403 163.0393 +6.5
S B [ m Ao S D S

Figura 4.56. Espectro de massas full scan em alta resolug¢ao, ESI modo negativo,
depsideo D3
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Figura 4.57. Espectro de massas full scan em alta resolugdo, ESI modo negativo,

depsideo D4
100 163.0397
=]
118.0500
01,1068
4651536
327.0874
4288114
; 78.959{ 959630 | 125.9069 198.917§ 2153100 ;351696 283 0081 36,9290 N 446'?1.83. .
L A U L U L L S L L L WL L L N BN L WL L UL L UL B AL S L S
S0 75 100 126 1580 178 200 225 250 275 300 325 380 575 400 425 450

Figura 4.58. Espectro de ions produtos em alta resolucao, ESI modo negativo,

depsideo D3
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Figura 4.59. Espectro de ions produtos em alta resolugdo, ESI modo negativo,
depsideo D4

Contudo, os estudos de fragmentacdo dos depsideos isolados, assim como
as informacdes obtidas nas andlises de espectrometria de massas de alta
resolugdo, somados aos dados adquiridos nos experimentos de ressonancia
magnética nuclear, confirmam as estruturas propostas para os metabolitos

produzidos por C.uredinicola.

4.7 Estudo do perfil metabdlico de Cladosporium uredinicola
(FG1) em diferentes meios de cultivo via HPLC/UV

Muitos trabalhos relatam a capacidade de adaptacdo dos micro-
organismos mediante a oferta ou caréncia de nutrientes, sendo esta uma
poderosa ferramenta na busca de metabolitos secundarios ainda desconhecidos.
Na propria natureza, a existéncia de diferentes meio ambientes, resulta em um

diferente transcriptoma, proteoma e por fim, um diferente metaboloma, que
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permite ao organismo sobreviver através da mediagdo de seus diferentes
metabolitos secundarios, seja pela ativacdo e/ou desativacdo de rotas
biossintéticas (FIRN, 2000).

Sendo assim, através do cultivo de C. uredinicola em diferentes meios de
cultura, buscou-se verificar as mudancas no perfil metabdlico deste micro-
organismo, visando-se otimizar a busca por diferentes metabolitos co-
produzidos pelo fungo. Os meios de cultura empregados para o estudo foram os
meios liquidos Czapeck’s enriquecido com extrato de levedura, BD (batata-
dextrose) e meio goiaba (fruta), assim como o meio solido de arroz. Todos os
extratos analisados neste item, referem-se aos extratos miceliais etanolicos de
cada meio de cultura (codigos na Tabela 3.3)

Durante as analises em HPLC/UV, foram testados diversos métodos
cromatograficos para os diferentes os diferentes tipos de cultivo, buscando-se
englobar a detec¢do de compostos de baixa, média e alta polaridade. No entanto,
ao longo das andlises, notou-se que o método cromatografico A (item 3.2.10)
apresentou melhores resultados para os meios em arroz, goiaba e BD, mostrando
melhor resolu¢ao cromatografica.

Como pode ser visualizado na Figura 4.60, apenas o meio
Czapeck’s nao apresentou boa producdo de metabolitos secundarios pelo fungo
em estudo, tendo em vista a auséncia de bandas no respectivo cromatograma, o
que era esperado devido ao diminuto crescimento celular fungico. Em
contrapartida, os demais meios revelaram-se bastante promissores a producao
metabolica, j4 que houve o aparecimento de uma quantidade consideravel de
bandas cromatograficas nas respectivas analises. Tal producdo metabolica foi
acompanhada pelo bom desenvolvimento micelial de C. uredinicola nos

referidos meios de cultura.
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Figura 4.60. Cromatogramas referentes aos diferentes meios de cultura de
C.uredinicola, métoda A (item 3.2.10), A=275nm

Andlises anteriores, realizadas nas mesmas condigdes cromatograficas
com os depsideos isolados puros D0, D1, D2, D3 ¢ D4, revelaram a mesma
ordem e tempos de eluicdo das bandas cromatograficas referentes a 11,79 min
(D0); 15.49 min (D1); 16.36 min (D2); 38.97 min (D3)e 40.89 min (D4) para o
cromatograma do extrato de arroz. Os espectros de UV referentes as bandas
cromatograficas de interesse também foram processados. Por apresentarem um
perfil quimico muito proximo, os comprimentos de onda de absor¢ao méaxima de
cada substancia e logo os espectros e UV (Figura 4.62) também sdao muito
semelhantes. Averiguando-se os dados de UV adquiridos durante a andlise, nota-
se que os comprimentos de onda de maior absor¢ao, em todos os casos, estdo em

torno de dois valores principais: 217nm e 275nm.
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Figura 4.61.Cromatograma do cultivo em arroz de C. uredinicola e indicagdo
das bandas referentes a cada depsideo isolado, método A, A=275nm
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Figura 4.62. Espectros de UV das bandas cromatograficas selecionadas
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Quando comparados, os cromatogramas do cultivo fingico em arroz e em
batata-dextrose, mostram bandas nas mesmas regides cromatograficas, com
mesmos tempos de retengdo, indicando assim, a producdo dos mesmos tipos de
depsideos. Porém entre os tempos de retengdo entre 10 e 20 minutos € notéria a
auséncia da banda cromatografica referente ao etil orselanato (D0) em meio de
cultura BD. Esta evidéncia sugere que pode ser possivel a produgdo deste
composto pelo fungo, e ndo simplesmente este ser um produto de hidroélise. Isto
porque ambos os extratos foram obtidos a partir do mesmo procedimento, ou

seja, extracao de 24 horas com etanol.
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Figura 4.63. a) Cromatogramas sobrepostos referentes aos cultivos de C.uredinicola em
arroz ¢ meio BD. b) Ampliagdo dos cromatogramas sobrepostos na regido de interesse,
método A, A=275nm
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No entanto, para a constatagdo da possivel producao deste metabolito pelo
micro-organismo, andlises mais aprofundadas devem ser realizadas, incluindo
extracdes com outros solventes que nao favorecam tal reagdo (hidrolise).

Por tratarem-se dos mesmos compostos, o processamento dos espectros de
UV referentes as bandas cromatograficas do extrato em meio BD, apresentou o

mesmo perfil de absor¢do (Figura 4.64):
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Figura 4.64. Espectros de UV referentes ao cromatograma do cultivo de
C.uredinicola em meio BD

O perfil do cromatograma referente ao cultivo fiingico em meio de cultura
utilizando a propria fruta da goiaba (Figura 4.65), revela o favorecimento da
producdo dos depsideos com menores tempos de retencdo quando comparado

aos outros meios de cultura. O processamento dos espectros de UV referentes as
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bandas do cromatograma, novamente revelam o mesmo perfil de absorcao

(Figura 4.66)
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Figura 4.65. Cromatograma extrato do cultivo de C.uredinicola
. . ,
em meio goiaba, método A, A=275nm
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Figura 4.66. Espectros de UV referentes ao cromatograma extrato do
cultivo de C.uredinicola em meio goiaba
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Em todas as andlises também foram monitorados os extratos referentes
aos meios brancos, ou seja, somente os meios de cultura, sem a adi¢do do micro-
organismo, constatando-se a auséncia de bandas cromatograficas de interesse

monitoradas nos cultivos do fungo como pode ser visualizado na Figura 4.67.
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Figura 4.67. Cromatogramas dos extratos branco: a) meio BD; b) meio goiaba.
Método A, A=217nm

Contudo, com as andlises em HPLC/UV, pdde-se notar a produgdo
metabodlica preferencial de uma mesma classe de compostos pelo fungo
C.uredinicola nos meios de cultura nos quais houve uma boa adaptagdo deste
micro-organismo. O processamento dos espectros de UV referentes a maioria
das bandas cromatograficas de menor intensidade, em todos os meios de
cultivo, revelaram o mesmo perfil de maximos e minimos de absor¢do com
relacdo aos depsideos ja relatados, sugerindo a producdo de outros metabolitos
de mesma classe. A evidéncia de producdo de outros depsideos pelo micro-
organismo, ¢ corroborada pelos dados obtidos nas anélises em espectrometria de
massas, inclusive pela possivel producao de isémeros, como sera detalhado no

item 4.9.
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4.8 Estimativa da curva de produciao dos depsideos D3 e D4 pelo
fungo C.uredinicola (FG1) em meio de arroz

Tipicamente, o numero de células vivas numa dada cultura, varia com o
tempo de acordo com o proprio ciclo de vida microbiano, podendo ser este,
dividido em quatro fases caracteristicas para a maioria dos micro-organismos
(BAILEY, 1986): fase lag, na qual hd a adaptacdo do organismo ao meio de
cultura, onde nenhum crescimento ocorre; fase log ou exponencial, caracterizada
pela boa adaptagdo do micro-organismo ao meio de cultura, havendo o aumento
exponencial do nimero de células; fase estacionaria, na qual se atinge 0 maximo
da populagdo microbiana e a velocidade de crescimento passa a ser zero; € por
fim, a fase de morte, na qual hd a exaustdo de nutrientes e/ou acimulo de
subprodutos metabdlicos téxicos ao proprio micro-organismo, sendo que a
velocidade de morte celular supera a do crescimento celular .

O crescimento celular est4 associado a producao metabolica de forma que,
no geral, o metabolismo primdrio relaciona-se a velocidade de crescimento
celular na fase exponencial, assim como, a producao oriunda do metabolismo
secundario esta interligada a concentragdo celular, ocorrendo mais intensamente

na fase estacionaria do ciclo de vida microbiano.

Fase estacionaria

Fase de
morte

Fase
exponencial

Logjo n° células

T

Tempo —

Figura 4.68. Curva caracteristica de crescimento microbiano
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Tendo em vista a grande capacidade do fungo endofitico associado a
goiaba, C.uredinicola, em produzir depsideos, buscou-se investigar mais
detalhadamente tal producdo, permitindo-se o estabelecimento de uma
estimativa para a curva de produgdo destes compostos. O intuito deste estudo,
ndo foi obter dados quantitativos precisos (o que exigiria procedimentos
analiticos e andlises mais precisos € confiaveis), mas sim qualitativos, visando a
obten¢do de um perfil para a curva de producdo pretendida, assim como o
periodo aproximado referente a produgdo metabolica méxima de tais compostos.

Sendo assim, os depsideos D3 e D4 foram escolhidos para o
monitoramento da producdo em meio de cultura de arroz, nos intervalos de
tempo estipulados (item 3.2.15).

Através das analises realizadas em triplicata, via HPLC/UV, e dos devidos
tratamentos de dados, foi possivel tragar as curvas estimadas para a producao de
D3 e D4. Nota-se que o perfil das curvas para ambos os metabolitos ¢ 0 mesmo,

assim como o maximo de produc¢ao, que ocorre entre o periodo de 35 e 40 dias.
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Figura 4.69. Curva de producdo estimada para o depsido D3 em meio de
cultura de C.uredinicola em arroz
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Figura 4.70. Curva de producao estimada para o depsido D4 em meio de
cultura de C.uredinicola em arroz
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Figura 4.71. Cromatogramas referentes aos diferentes tempos de cultivo para C.uredinicola
em arroz; sobreposi¢ao das curvas de producgdo estimadas para os depsidos D3 e D4

4.9 Deteccao de depsideos co-produzidos por C.uredinicola via HPLC-
MS/MS

Segundo as analises realizadas em HPLC/UV referentes ao extrato do
cultivo de C. uredinicola em arroz, houve evidéncias de que outros possiveis
depsideos estariam presentes no extrato analisado, ou seja, outros depsideos
estariam sendo co-produzidos pelo fungo em relagcdo aqueles ja identificados.

Partindo-se destas evidéncias, investigou-se o extrato de arroz a fim da
deteccdo dos demais depsideos possivelmente produzidos pelo micro-
organismo. Para tanto, utilizaram-se experimentos de MS e MS/MS no modo
negativo de ionizacdo, cujas condi¢des de analise encontram-se descritas na
secao 3.2.12.

Inicialmente, a investigagdo partiu para a detec¢do de possiveis isdmeros
dos metabolitos ja isolados e identificados. Sendo assim, de acordo com os
cromatogramas de ions selecionados processados a partir do cromatograma de
ions totais do extrato analisado, pdde-se constatar o aparecimento de mais de
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uma banda cromatografica, em tempos de retencao distintos, para cada ion
selecionado, ou seja, os ions de m/z 465 e m/z 479. Tal resultado encontra-se

ilustrado na Figura 4.72.

a .
100 36.87 ( ) ;
<l
© 34.29
29.57 33.55
[0}
S.bO 10‘.00 ‘ 15‘.00 20‘.00 25‘,00 30‘,00 35‘,00 ‘ 40‘,00 45‘,00 50100 ‘ 55“00 60‘.00
Isdomeros de D3 38,67
100, \ (b)
= 33.68
40.83
28.91
[}
5 hn 10‘00 ‘ 15‘.00 20‘.00 25‘.00 ‘ 30‘.00 ‘ 35‘.00 ‘ 40‘.00 45‘.00 50100 ‘ 55“00 60‘.00
A
oo, aasIsomeros de D4 6028 (©)
. 36.91 35,67
" 5 ’ 43.52 45.71 54.55
13.7415.01
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 Time
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00

Figura 4.72. a) Cromatograma de ions selecionados para m/z 465; b) cromatograma de

ions selecionados para m/z 479; c¢) cromatograma de ions totais do extrato do cultivo de
FG1 em arroz

Para correlacionar o perfil de cada ion de relagdo m/z especifica, foi
necessaria a realizagdo do experimento de ions produtos de cada relagdo m/z ,
selecionados de acordo com a respectiva banda cromatografica de origem, no
cromatograma de ions selecionados.

Quando comparados, os espectros de ions produtos m/z 465
correspondentes a cada banda cromatografica, apresentam diferencas com
relacdo ao perfil de fragmentacdo e a intensidade dos ions formados. O depsideo
isolado D3, cuja banda possui retencao de 36.87min., apresenta em destaque
dois ions fragmentos, de m/z 301 e 163(Figura 4.73c). Neste caso, o ion de m/z
163 ¢ o ion mais estavel. J& para o ion molecular cujo tempo de retencao ¢ de
34.29min., ha o aparecimento dos ions de m/z 315 e 149(Figura 4.73b),

inexistentes no espectro de ions produtos de D3. As estabilidades dos ions de
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m/z 149 e 301, referente ao ion de tempo de retencdo em 33.55(Figura 4.73a), é
o fator que o diferencia do ion molecular em 34.29 min. (Figura 4.73b).

Através da identificacdo de um perfil diferenciado de fragmentagdao nos
espectros de ions produtos de relagdo m/z 465, pode-se concluir que o fungo
C.uredinicola foi capaz de produzir isomeros do depsideo formado por 466

unidades de massa.
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Figura 4.73. espectros de ions produtos referentes a relagdo m/z 465 nos tempos de
retencdo em a) 33.55min; b) 34.29 min; c¢) 36.87 min

O mesmo procedimento de analise foi adotado para comparagdes entre 0s
ions de relagao m/z 479, correspondente a mesma massa do depsideo isolado D4
desprotonado. Neste caso, o ion molecular de m/z 479 referente a banda
cromatografica em 33.68 min. (Figura 4.63b), apresenta um perfil bastante
diferenciado de fragmentagdo quando comparado a fragmentacdo do ion
molecular de tempo de retencdo em 38.67 (Figura 4.63c), ou seja, de D4. Isto
porque ha a existéncia do pico base de m/z 177 em oposicdo a m/z 163, pico
base de D4. Além disto, também ha a ocorréncia dos fragmentos de m/z 149 e
315, ausentes na fragmentagdo do depsideo isolado. Tal perfil diferenciado nao

ocorre quando compara-se o espectro de ions produtos do ion de m/z 479 em
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28.91 min (Figura 4.74a) com o de D4 (Figura 4.74c). Tanto os ions produtos
como a estabilidade destes, ¢ a mesma para ambos os ions moleculares de
origem. Neste caso, a realizagdo de outros tipos de experimentos seria necessaria
para a distingdo dos possiveis isOomeros.

Contudo, ¢ possivel sugerir a produ¢ao de isomeros de massa 480 Da

produzidos pelo fungo isolado de goiaba.
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Figura 4.74. Espectros de ions produtos referentes a relagdo m/z 479 nos tempos de
retencdo em a) 28.91min; b) 33.68 min; c¢) 38.67 min

Posteriormente a busca pela detecgdo de possiveis isdmeros dos depsideos
1solados a partir do cultivo de FG1 em arroz, investigou-se o extrato, a fim de se
detectar outros depsideos, de massas moleculares distintas aquelas conhecidas.

O procedimento de estudo foi o mesmo relatado anteriormente, no caso
dos depsideos isomeros. Foi possivel através do estudo, detectar um possivel
depsideo de relagdo m/z 451. Esta suposi¢do pode ser feita devido aos indicios
encontrados, como por exemplo a ocorréncia de ions produtos de m/z 163, 149 ¢

301. Neste caso, foi detectado pela primeira vez, o ion de m/z 287.
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Como no caso anterior, foram detectadas diferentes bandas
cromatograficas, relacionadas a mesma m/z (Figura 4.75a), sugerindo a
existéncia de isomeros do ion molecular de m/z 451, o que é evidenciado pelos

distintos perfis de fragmentacdo, ilustrados nos espectros da Figura 4.76.
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Figura 4.75. a) Cromatograma de ions selecionados para m/z 451; b) cromatograma de
ions totais do extrato do cultivo de FG1 em arroz

oo, 149.1 163.1 T
(@)
LIS
287.3 3014 4513
119.1 :
" vy
100, 149.2 163.4 (b)
<]
287.6 3015 4513
i
1004 163.3 (C) ;
162.9
5] 287.4
451.4
527.2
R L L L L L L)y L L L L L L ) L L L L R L L L L L L L L L L A e L L L L L uat b b 11
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 me

Figura 4.76. Espectros de ions produtos referentes a relagdo m/z 451 nos tempos de
reten¢do em a) 30.33min; b)32.41 min; c¢) 34.45 min
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Os espectros de UV das respectivas bandas cromatograficas, corroboram
para a suposicdo do ion molecular desprotonado m/z 451 se tratar de um

depsideo ( Figura 4.77).
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Figura 4.77. Espectros de UV referentes a relacio m/z 451 nos
tempos de reten¢do em a) 30.33min; b)32.41 min; c¢) 34.45 min

Durante a continuidade dos estudos para deteccdo de depsideos co-
produzidos por C.uredinicola, verificou-se a presenga de dois possiveis
metabolitos dessa classe de substancias em extrato de arroz. As relagdes m/z dos
referidos ions moleculares encontrados sdao 493 e 373. De acordo com as
informagdes obtidas via os respectivos espectros de ions produtos (Figura 4.78),
pode-se fazer algumas suposicdes a respeito destes possiveis depsideos.

O ion de m/z 493, possui 14 unidades de massa a mais em relacao ao ion
m/z 479 e também possui o ion comum a todos os depsideos detectados, m/z
163. Logo, pode-se supor um provavel depsideo estruturalmente semelhante ao
depsideo D4, de m/z 479, porém com uma metila substituindo um dos
hidrogénios aromaticos de D4.

Ja para o suposto metabolito de m/z 373, a diferenga com relagdo ao

depsideo D2 ¢ de 58 unidades de massa.
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Figura 4.78. Espectros de ions produtos referentes a supostos depsideos de ion
molecular a) m/z 373; b) 493

Esta diferenca poderia corresponder a uma unidade de acido carboxilico

(-H,CCO,) substituindo um hidrogénio diretamente ligado a um anel aromatico.

Corroborando para tal proposta, tem-se a presenga dos ions produtos m/z 209 ¢

m/z 163 a partir da fragmentagao do ion molecular desprotonado. A ocorréncia

destes tnicos ions no espectro de ions produtos, inclusive, tendo o ion m/z 163

como pico base, assim como das perdas neutras de 164 Da e 210 Da, leva a

suposicao da estrutura (F), cujos mecanismos de fragmentacdo sdo propostos

abaixo:

(F): iz 373

m/z 163

m/z 163

Figura 4.79. Proposta para o mecanismo de fragmentacdo da
estrutura suposta (F), justificando o pico base m/z 163

121



Resultados e Discussao

OH
OH
HO (0] (0]
—> O
C0 oH )
A -0 OH
O OH o
c
m/'z 373 rI m/z 209
(0]

Figura 4.80. Proposta para o mecanismo de fragmentacao da
estrutura suposta (F), justificando o ion m/z 209

Através das andlises relatadas, ¢ possivel sugerir que o fungo
C.uredinicola foi capaz de produzir outros depsideos além daqueles isolados e
identificados a partir do cultivo fungico em arroz, incluindo um numero
expressivo de isomeros. Este fato, evidencia a grande capacidade deste fungo
em produzir tal classe de compostos, sendo que o metabolismo deste micro-
organismo parece estar voltado ao favorecimento da rota biossintética destes

policetideos.

4.10 Deteccao de depsideos em extratos da fruta goiaba (Psidium
guajava) via HPLC-MS/MS

A goiaba ¢ considerada um produto agricola de importancia comercial
principalmente em paises tropicais e subtropicais. A planta em sua totalidade
(Psidium guajava) ¢ amplamente utilizada na medicina popular mundial, o que
reflete as varias propriedades bioativas de seus constituintes quimicos
(GUTIERREZ, 2008). Muitos metabolitos ja foram isolados a partir desta
espécie pertencente a familia Myrtaceae, porém nenhum policetideo do grupo
dos depsideos ainda foi isolado ou detectado nesta planta.

Sendo assim, pelo fato do fungo C.uredinicola ter sido isolado como um
endofitico associado a fruta da goiaba, seria pertinente que estudos fossem
realizados visando a deteccao de depsideos na mesma, tendo em vista a grande
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capacidade deste micro-organismo em biossintentisar tais moléculas. A
possibilidade de producdo destes compostos na propria fruta pelo fungo em
questdo, além obviamente, do consumo de tais substancias pelo homem, através
da ingestao da fruta, sdo fatos que justificam a importancia de tal estudo.

Com o intuito de deteccdo dos depsideo D3 e D4 na fruta da goiaba,
inicialmente realizaram-se analises via HPLC/UV. Para tanto, verificou-se o
limite de deteccdo de cada depsideo estudado para esta técnica, injetando-se
diferentes concentragdes das substincias no equipamento. As concentragdes
injetadas foram de Img/mL, 100pg/mL, 10 pg/mL e 1 ug/mL, em triplicata. Os
comprimentos de onda monitorados foram os de maxima absorcdo para os
metabolitos estudados, 217 e 275nm.

Os cromatogramas obtidos para os depsideos D3 e D4 (Figura 4.81)
apresentaram bandas com intensidades de absor¢do equivalentes. Para uma
melhor margem de erro, utilizou-se o limite de deteccdo equivalente ao de

quantificacdo, considerando-se a rela¢do sinal/ruido igual a 10. Com a analise,

ol 1000 pg/mL ] 100 pg/mL
] | |
A ‘,\_J
10 pg/mL "l 1 pg/mL

’ r r r ’ ’ T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 10 20 30 20 50
Minutes Minutes

Figura 4.81. Cromatogramas referentes as diferentes concentracdes do depsideo D4,
método A, 275nm
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constatou-se que o equipamento apresentou um limite de detec¢do das
substancias monitoradas igual a 1pg/mL, como pode ser visualizado na Figura
4.81.

Sequencialmente, foram realizadas as analises do extrato etandlico e de
acetato de etila da fruta goiaba, obtendo-se os cromatogramas visualizados na
Figura 4.82. Os extratos da fruta foram obtidos através dos procedimentos

detalhados no item 3.2.13.

1500

Extrato Extrato Acetato
Etanolico 7 de Etila

10004

U e

07 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50
Minutes Minutes

Figura 4.82. Cromatogramas referentes aos extratos etanolico e de acetato de etila da fruta
goiaba, métoda A, 275nm

Portanto, devido a auséncia das respectivas bandas cromatograficas,
constatou-se que ndo houve a deteccao dos depsideos monitorados pela técnica
HPLC/UV. Trabalhou-se entdo com duas possibilidades possiveis: ndo ha de
fato a existéncia de tais metabolitos na fruta, ou, as quantidades existentes dos
depsideos monitorados sdo inferiores ao limite de deteccao da técnica analitica
utilizada (1 pg/mL).

Logo, com o intuito de solucionar tal questdo, partiu-se para a utilizagdo da
técnica analitica de maior sensibilidade e seletividade, a espectrometria de
massas. Durante os estudos, fez-se uso de experimentos especificos, como por
exemplo, o experimento de SRM. O experimento SRM “Selected Reaction
Monitoring” ¢ aquele no qual ha maior seletividade nas analises. Neste
experimento, o primeiro ¢ o segundo quadrupolos s3o operados em

radiofreqiiéncia e voltagens de corrente direta fixas. O primeiro quadrupolo
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escaneia ions de uma relagdo massa/carga determinada. Estes ions serdo
fragmentados na cela de colisdo e analisados no segundo quadrupolo.

Assim, neste experimento alta seletividade ¢ obtida, uma vez que, ambos
os quadrupolos sdo programados para deixarem passar apenas uma determinada
relagdo massa/carga. Pode-se analisar um ion oriundo de uma substidncia em
pequenas concentragdes, mesmo em uma matriz complexa e sem qualquer
resolugdo cromatografica, desde que se conheca alguma fragmentagao especifica
do ion precursor (SIUZDAK, 1996).

As analises com relagao aos depsideos estudados, foram realizadas para o
modo SRM nas respectivas transi¢des: m/z 479—315, m/z 479—163 para o
depsideo D4, ¢ m/z 465—301, m/z 465—163 para D3, como detalhado no item
3.2.13. As injecdes das amostras foram realizadas em triplicata, para diferentes
concentragdes dos metabdlitos isolados puros. Foram injetadas as concentragdes
de 100 ng/mL,10 ng/mL,1 ng/mL e 0.1 ng/mL.

Como resultado, constatou-se que a concentracdo de 0.1 ng/mL para
ambos metabdlitos monitorados, apresentaram relagdo sinal/ruido inferior a 10.
Logo, a concentracdo minima considerada para o limite de deteccdo do

equipamento foi de 1 ng/mL.

S/N:RMS=210.77

ner 479 > 163

00 ‘ 20.00

%

33

5.00 " 1000 1500 2000 2500 3000 3500

SIN:RMS=66.54 93,07
i 479 — 315
27,
17.14 21.30 31.25

%

00 ‘ 20.00 ‘ 25.00

63 T T T T T T T T T T T T 1
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00

Figura 4.83. Cromatogramas de SRM de D4 puro,l ng/mL. Transi¢des especificas indicadas.
Meétodo E.
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Figura 4.84. Cromatogramas de SRM de D3 puro,1 ng/mL. Transi¢des especificas indicadas.
Método E

Garantindo uma boa margem de erro, considerou-se as transi¢cdes com
menor relagdo sinal ruido para estimar o limite de deteccdo das substancias
monitoradas. Por exemplo, para D4, foi considerada a transicdo m/z 479—315,
na qual, o valor da relagdo foi de 66. Sendo assim, dividindo o valor da
concentracdo limite, de Ing/mL por 6,6 consegue-se o valor estimado para a
sensibilidade do equipamento, que ¢ de aproximadamente 150pg/mL. Para D3,
utilizando-se 0 mesmo raciocinio, foir estimada a sensibilidade em cerca de
300pg/mL.

Com o conhecimento da sensibilidade aproximada do equipamento para
os depsideos D3 e D4, partiu-se para a investigacdo do extrato etandlico de
goiaba. As inje¢des foram realizadas em triplicata, com concentracdo de
200ug/mL de extrato.

Através dos cromatogramas de SRM obtidos, verificou-se a presenca das
bandas caracteristicas dos depsideos padrdes (substancia pura isolada), nas duas
transicoes selecionadas para ambas as substancias. Este resultado pode ser

visualizado nas Figuras 4.85 ¢ 4.86.
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Figura 4.85. Cromatogramas de SRM do extrato etandlico de goiaba. Transi¢des
especificas a D4 indicadas. Método E
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Figura 4.86. Cromatogramas de SRM do extrato etandlico de goiaba. Transigdes
especificas a D4 indicadas. Método E

Para a certificacdo de que os compostos nao estivessem retidos na coluna
cromatografica utilizada, e assim gerando um falso positivo, foi injetado
solvente entre as andlises. Os cromatogramas de SRM obtidos para os solventes,

nao revelam a presenga de bandas cromatograficas (Figura. 4.87)
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Figura 4.87. Cromatogramas de SRM do solvente; transi¢cdes selecionadas indicadas

Com os resultados mencionados, pode-se sugerir que houve a detecgao
dos depsideos D3 e D4 monitorados em extrato etandlico de goiaba. Além de
alta sensibilidade, o uso da espectrometria de massas no modo tandem, ofereceu
grande seletividade as analises realizadas, ja que foi possivel o monitoramento
concomitante de dois canais de transicao caracteristicos de cada metabdlito
estudado. Contudo, pode-se inferir que a ocorréncia dos depsideos monitorados

se d& a concentragdes muito baixas, € por isso, ndo sendo detectaveis via

HPLC/UV.

4.11 Estudo da influéncia de compostos fenolicos no metabolismo
secundario de C. uredinicola (FG1) por HPLC/UV

Inicialmente a proposta do estudo buscou a verificacio de possiveis
biotransformag¢des pelo micro-organismo, ja que este aparenta possuir um
sistema enzimatico habil em C-metilagdes, tendo em vista o perfil estrutural dos
depsideos isolados durante o trabalho. Na natureza, a ocorréncia de O-
metilagcdes sdo mais comuns, inclusive entre a classe dos depsideos, cuja grande

maioria apresenta ao menos uma unidade metoxilada ou referente a carboxilas
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de funcdo acida como grupo substituinte. Sendo assim, seria de se esperar
possiveis biotransformacdes nos compostos fenolicos administrados ao fungo no
sentido de haver alguma troca de grupos hidroxilados por algum grupo metila e
assim gerando novos compostos. Outro fato que instigou tal investigagdo,
decorreu da existéncia de compostos fendlicos na propria goiaba (GUTIERREZ,
2008), sugerindo a adaptagdo do micro-organismo a estes tipos de compostos.

No entanto, durante os estudos via HPLC/UV, o aparecimento de algumas
bandas cromatograficas diferenciais foi constatado. Porém, as mudancas mais
significativas decorreram da grande influéncia dos compostos fenolicos na
producdo dos proprios depsideos produzidos pelo fungo.

Para a realizacdo de tal investigagdo, foram utilizados os compostos
detalhados na Figura 4.88. Com exce¢do ao acido para aminobenzoico, todos

apresentam anéis fenolicos em sua constituicao.

) OH
0 O.__OH
o)
-~ X OH OH
HO
NH,
éc;d; Af))ara-aminobenzc')ico Acido fertilico Acido salicilico
0 (0) OH
HO OH
HO OH
ot OH
2,4,6-triidroxiacetofenona Acido galico

Figura 4.88. Compostos aromaticos administrados em cultivo do
fungo C. uredinicola em meio BD

Para a comparacdo entre os meios de cultura contendo os aditivos
aromaticos € o meio controle, ou seja, meio de crescimento flingico sem a
presenca dos aditivos, foram realizadas analises dos perfis cromatograficos dos

respectivos extratos em HPLC/UV.
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A avaliacdo do perfil cromatografico entre os cultivos com adi¢do de
acido para-aminobenzodico (PABA) e do controle, (extrato etandlico do micélio
para os dois), sugere grande similaridade entre ambos. No entanto, a
sobreposicdo dos cromatogramas (figura 4.89 c e d) revela que em meio
enriquecido com PABA, houve uma maior produgdo de depsideos, haja vista o
aumento relativo dos valores de intensidade de absorcdo. Este aumento ¢
evidente tanto para os tridepsideos, refentes aos maiores tempos de retengao,
como para os depsideos com duas unidades aromadticas, representados pelas
bandas de menor retengdo cromatografica.

Com uma investigagdo mais minuciosa, notou-se também, a presenga de
bandas cromatograficas distintas em relacdo ao controle (indicagdo Figura
7.89d). O processamento a do espectro de UV referente a tais bandas revelou
caracteristicas tipicas para estrutura de um depsideo, com maximos de absorcao

em torno de 222 nm € 275 nm.

a) b)
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Figura 4.89.a) Cromatograma referente ao cultivo de FG1 com adi¢do de PABA; b)
Cromatograma meio controle; ¢) e d) sobreposi¢do dos cromatogramas anteriores e
ampliagdo das regides de interesse. Método B, A= 222nm, extrato FG1-6-M-et
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Para o estudo com relacao a administracao de acido salicilico, ndo foram
constatadas bandas cromatograficas diferenciais ao meio controle, porém, com
aanalise do extrato particionado de actetato de etila, constatou-se o consumo do
substrato administrado, levando-se em consideracdo a auséncia da banda
alargada (visivel no cromatograma da Figura 4.90 a), no cromatograma referente
ao cultivo fingico com o respectivo acido (Figura 4.90b).

Novamente, com a administracdo do substrato fendlico, a produgdo de
depsideos apresentou um visivel aumento (Figura 4.90d), tendo em vista os
valores de absor¢dao das bandas cromatograficas com relagdo aquelas do meio

controle (Figura 4.90¢), nos extratos etanolicos miceliais do fungo.

a) b) c)
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Figura 4.90. Cromatogramas a) meio branco com adi¢ao de acido salicilico; b) meio de
cultivo de FG1 com adigdo de 4cido salicilico; ¢) meio de cultivo controle, extratos FG1-6-P-
ac, método B, A=222nm; d) meio de cultivo de FG1 com adi¢ao de acido salicilico; ) meio de
cultivo controle, extratos FG1-6-M-et, método A, A=222nm
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No estudo da adicao de 2,4,6-triidroxiacetofenona ao meio de cultura de
FG1, constatou-se que, neste caso nao houve aumento significativo da producao
de depsideos. No entanto, com a administragao deste substrato fenolico, houve
um favorecimento da produgdo dos metabolitos de dois anéis aromaticos em
detrimento aos tridepsideos. Inclusive, € possivel visualizar através dos
cromatogramas referentes ao extrato micelial (Figura 4.91), que aparentemente,
enquanto a produgdo de tridepsideos cai, a produ¢do dos demais depsideos

permanece constante com relagdo ao meio controle.
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Figura 4.91. Cromatogramas a) meio de cultivo de FG1 com adig¢do de triidoxiacetofenona;
b) meio de cultivo controle, método B, extratos FG1-6-M-et , A=222nm

A investigagdo do perfil cromatografico do extrato micelial de FGI,
quando administrado acido galico ao meio de cultura, mostrou um decréscimo
na producdo na producdo dos depsideos produzidos pelo fungo em meio
controle (Figura 4.92). Porém ¢ notorio o aumento da intensidade de absor¢ao de
outro metabdlito produzido pelo fungo, indicado como banda cromatgrafica A
na Figura 4.93a.

O metabolito referente a banda A, apresenta o0 mesmo perfil do espectro
de absor¢cdo de UV com relagio ao metabdlito indicado pela banda
cromatografica B, sugerindo tratarem-se de compostos de mesma classe de
substancias. Mas os respectivos cromatogramas dos extratos de particdo,

mostram que enquanto a intensidade de absor¢do da banda B permanece
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praticamente a mesma, a banda A, aumenta significativamente, com o

concomitante decréscimo das absor¢des dos depsideos.
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Figura 4.92. Cromatogramas sobrepostos do cultivo de FG1 com adi¢do de 4cido galico e
do meio de cultivo controle, método A, extratos FG1-6-M-et, A=275nm
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Figura 4.93. Cromatogramas a) do cultivo de FG1 com adicao de 4cido galico; b) do meio
de cultivo controle, método B, extratos FG1-6-P-ac, A=275nm, c) espectros de UV
referentes as bandas cromatograficas indicadas
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Por fim, o ultimo substrato administrado ao meio de cultura de FGI, o
acido ferulico, apresentou o perfil cromatografico mais diferenciado com relagao
aos demais compostos estudados. Isto porque, este substrato diminuiu
drasticamente, ou até mesmo inibiu a sintese de compostos pelo micro-
organismo. Este fato decorreu provavelmente da inibi¢do do desenvolvimento

fingico pelo acido, tendo em vista o baixo crescimento micelial para o cultivo

em questao.
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Figura 4.94. Cromatogramas a) meio de cultivo de FG1 com adi¢ao de 4cido ferulico; b)
meio de cultivo controle, método A, extratos FG1-6-M-et ,222nm

Contudo, durante o processamento dos dados obtidos com as andlises
mencionadas, ndo houve a obten¢cdo de dados que pudessem indicar uma
possivel biotransformagao. Por exemplo, o aparecimento de bandas
cromatograficas proximas as bandas referentes aos substratos, com possiveis
deslocamentos das bandas de absor¢ao dos respectivos espectros de UV. Porém,
ndo se pode descartar tal possibilidade, ja que quantidades diminutas de
possiveis metabolitos de biotransformagcdo podem ter sido produzidos por
C.uredinicola. Sendo assim, a utilizacdo de uma técnica analitica mais sensivel,

como a espectrometria de massas, deve ser aplicada em analises futuras.
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4.12 Deteccdo de compostos co-produzides por C. Uredinicola
(FG1) em meio de cultura de arroz

No intuito de isolar compostos de outras classes, potencialmente
produzidos pelo endodfito de goiaba, apds sucessivos procedimentos para o
fracionamento do extrato bruto referente ao cultivo de C.uredinicola em arroz,
foram obtidas fracdes com caracteristicas interessantes para investigacao. Tais
fragoes, de codigo F7-O38 a F7-048 (Fluxograma 3.1), quando eluidas em CCD
fase normal e reveladas em vanilina e luz UV, apresentavam majoritariamente,
dois tipos de “spots” (Figura 4.95): um referente as substancias mais retensivas
em silica, as quais somente revelavam-se pouco intensas em vanilina (indicacao
azul) e o outro, referente as substancias menos retensivas, cuja revelagdo ocorria
com absor¢do da luz UV em 254 nm ¢ também em vanilina (coloracao
alaranjada). Segundo as caracteristicas descritas, supds-se que as fragdes
possuiam ao menos dois grupos de substancias, um de cromoéforas e outro de

substancias nao cromoforas.

Figura 4.95. CCD fragdes F7-O38 a F7-0O48

Quando submetidas & analise por 'H RMN, as fracdes mostraram o
mesmo perfil para os respectivos espectros, porém em todos 0s casos, notou-se
baixa resolucdo de sinais. Isto provavelmente deveu-se a baixa solubilidade das
fracoes em todos os solventes testados para solubilizagdo, o que pode estar
ligado a possibilidade de tratarem-se de uma mistura complexa de compostos de

carater anfipatico, como sera detalhado a seguir.
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Os sinais caracteristicos presentes nos espectros de 'H RMN na regido de
maior blindagem dos nuacleos, referem-se a um singleto tipico de cadeia graxa
em 1.23 ppm, um singleto largo relativo aos nticleos de hidrogénio de metila
ligada a carbono com hibridiza¢do sp® em 1.58 ppm, assim como um tripleto
condizente a metila terminal de cadeia alquilica em 0.85ppm (Figura 4.97a).

Os demais sinais estdo localizados em regido tipica de deslocamento
quimico de hidrogénios carbindlicos e olefinicos, entre 3.6 ¢ 4.0 ppm e 5.52
ppm respectivamente (Figura 4.97b). Outro sinal evidente tratou-se de um
dubleto em 6.80 ppm (Figura 4.96), relativo a um provavel nucleo de

hidrogénio ligado a um nitrogénio.
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Figura 4.96 Espectro de RMN 'H da fragao F7-O44 ¢ amplia(;ao da regido de interesse
CDClIs/CD;0D, 200 MHz
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Figura 4.97 Ampliagdes do espectro de RMN 'H, fragdo F7-044.CDCl:/CD;OD,
200 MHz

As informagdes obtidas através dos espectros de 'H RMN, juntamente a
comparagdes com a literatura, incluindo dados obtidos em estudos realizados no
grupo LabioMMi (Tese MARINHO, 2005; Dissertacgdo SANTOS, 2001),
evidenciaram a possivel existéncia de uma mistura de compostos da classe das
cerebrosidas nas fracdes analisadas.

As cerebrosidas sdo compostos pertencentes ao grupo dos
glicoesfingolipidios, sendo estruturalmente caracterizados por uma hexose
ligada a uma ceramida (Figura 4.98). Esta altima, geralmente constituida por
uma base esfingoide (cadeia longa com funcao alcool, ligada a uma unidade
amino) ligada a uma cadeia longa de acido graxo, formando uma ligagao
amidica (TAN, 2003). Segundo relatos da literatura, a natureza anfipatica destes
compostos, parece ser a principal razao pela qual as cerebrosidas apresentem
uma grande variedade de fungdes biologicas, como por exemplo a de
reguladores neurologicos, sendo consideradas grandes promessas para o
tratamento da doenga de Alzheimer (TAN, 2003).

Logo, as caracteristicas estruturais das substidncias supostamente
produzidas pelo fungo C.uredinicola, seriam condizentes com as caracteristicas

das fragdes analizadas, ou seja, baixa solubilidade devido a existéncia de pontos
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hidrofobicos e hidrofilicos na mesma molécula, assim como a auséncia de
grupos conjugados, justificando assim a baixa absor¢ao de radiagao UV. A baixa
resolucdo do espectro de '"H RMN também poderia ser justificado pela presenca

de uma mistura complexa de cerebrosidas nas fragdes analisadas.

0
OH M
- n

Figura 4.98. Modelo estrutural de uma cerebrosida

Na intencao de corroborar com a investigagdo a respeito da identidade dos
metabolitos produzidos por C.uredinicola, realizaram-se analises via
espectrometria de massas, a fim de se obter mais dados, que pudessem contribuir
para a confirmagao da produgao de cerebrosidas pelo fungo em estudo.

Devido as caracteristicas estruturais desta classe de compostos, pode-se
esperar um perfil de fragmentagdo caracteristico para muitos deles, ja que sdo
comuns nesses casos, perdas de unidades de massa como 180 e 162 Da,
referentes as perdas caracteristicas da unidade glicosilada (Figura 4.89) e de 18
Da, referentes a perdas de agua (Figura 4.99). Ha também a possibilidade de
ions fragmentos de mesma relagdo m/z, principalmente devido a abertura do anel
com perdas seqiienciais de 30 unidades de massa, referentes a perdas de H,CO
(HAN, 2005) (Figura 4.101) e assim, gerando a partir do ion de m/z 179, os ions
de m/z 149, 119 e 89.
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Figura 4.99. Proposta de mecanismos de fragmentacdo para perdas de unidades de

H,O de uma cerebrosida
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Figura 4.100. Proposta de mecanismos de fragmentacao para perdas caracteristicas de

cerebrosidas a)162 Da; b) 180 Da
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Figura 4.101. Proposta de fragmentagao para cerebrosidas
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Através do processamento do cromatograma de ions totais das fragdes
analisadas (Figura 4.102), foram selecionadas as relagdes m/z de interesse para
posterior realizagdo do experimento de ions produto, no intuito de verificar o
perfil de fragmentacdo das massas selecionadas. O método cromatografico F foi
utilizado nas analises. Os pardmetros de funcionamento do espectrometro de

massas nos modos MS e MS/MS estao detalhados no item 3.2.14.

2260

100+

Time
U200 | 400 600 800 1000 1200 1400 | 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400

Figura 4.102. Cromatograma de ions totais, ES| modo negativo, fracdo F7-O48

Com a realizacdo do experimento de ions produto, foi possivel notar
caracteristicas de fragmentacdo comuns entre as massas selecionadas, sendo
verificadas através das informagdes dos respectivos espectros, perdas de
unidades glicosiladas, e de agua, assim como o aparecimento dos ions de m/z 89,
119, 149 ¢ 179, o que seria pertinente para a estrutura das cerebrosidas.

O espectro de ions produtos referente ao ion de m/z 785 ( Figura 4.103 b)
fornece as principais fragmentagdes relatadas acima, como perda de dgua do ion
m/z 785 formando o ion produto m/z 767, as perdas de 180Da a partir do ion
molecular ¢ do ion produto m/z 767, gerando os fragmentos m/z 605 e 587
respectivamente. Perdas de 162 Da também sdo evidenciadas, justificando a
segunda forma de fragmentacdo da molécula para perda da unidade glicosidica,

assim como a presenc¢a dos ions m/z 179, 119 (pico base) e 89.
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Figura 4.103. Espectro de ions produtos de a) m/z 785; b) m/z 547; 20 eV

O espectro de ions produtos de m/z 547 apresenta perda da unidade
glicosidica, como ions fragmentos decorrentes de sua abertura, revelando, como

no caso anterior, o0 mesmo perfil de fragmentagdo esperado para as cerebrosidas.
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Para os demais espectros de ions produtos obtidos, referentes aos ions
moleculares de m/z 561, 769 e 753 (Figura 4.104), a energia de colisdo utilizada
nao foi a mais adequada, tendo em vista a baixa intensidade dos ions fragmentos
e a alta intensidade do ion molecular desprotonado. Porém, ainda ¢ possivel
verificar o perfil de fragmentacdo sugerido para as cerebrosidas. E valido
ressaltar que as relagdes de massas de valor par, relativas aos ions moleculares
desprotonados de algumas cerebrosidas (m/z 546.9 e 784.9), devem-se a
descalibragdo do equipamento, e por isso as relagdes m/z foram consideradas em
547 e 785, pertinentes a existéncia de um atomo de nitrogénio nas estruturas
analisadas.

Outras relagdes m/z foram estudadas, porém, ajustes nos parametros de
analise devem ser realizados para a verificagdo da presenca de outras possiveis
cerebrosidas nas fragdes investigadas.

Contudo, aliando-se as informacdes obtidas a partir das analises via RMN
e EM, at¢é mesmo com as caracteristicas fisicas das fra¢des estudadas (baixa
solubilidade em diversos solventes e baixa absor¢dao da radiagdo UV), pode-se

sugerir a producdo de cerebrosidas pelo fungo C.uredinicola.
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Figura 4.104. Espectro de ions produtos de a) m/z 561; b) m/z 769; ¢) m/z 753;

20eV
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4.13 Ensaios biologicos

4.13.1 Ensaio Antibacteriano

Como ja& mencionado, os depsideos apresentam muitas atividades
bioldgicas reportadas, como atividade antiviral, anticancer, antiinflamatoria,
bactericida, herbicida, fungicida entre outras. Tendo em vista a gama de
atividades mencionadas, foram realizados testes antibacterianos com o intuito de
investigar a a¢ao dos metabolitos D1, D3 ¢ D4 com relagdo a este tipo de
atividade.

Ensaios preliminares foram realizados com as bactérias Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa (gram negativas), Bacillus subtilis, Staphylococcus
Aureus e Micrococcus luteus (gram positivas). O corante utilizado nos ensaios
foi a Rezasurina, um indicador redox, que na forma oxidada apresenta a
coloracdo rosa, indicando a presenga de células vivas, enquanto que na forma
reduzida, apresenta coloracdo azulada, indicando a presenca de células mortas.
A ordem de concentragdo das substincias puras, nos pog¢os, encontram-se
descritas no item 3.3.1.4.

Foram testadas as substancias D3 e D4, na concentragdo de 50pg/mL,
tendo sido verificada a atividade antibiotica de ambas as substancias para todas
as bactérias testadas. Partiu-se entdo para a verificacdo da atividade inibitdria
minima (MIC) de tais metabdlito. Foi acrescido no estudo o metabdlito D1.
Nesta ctapa, a bactéria Micrococcus luteus ndo pode ser testada devido a

inviabilidade da cepa.
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Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus
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XX

Figura 4.105. Placas

de

FElisa referente ao ensaio

antibacteriano de D1, D3 ¢ D4 frente a bactérias indicadas

Com base nos resultados obtidos, foi possivel determinar as faixas de

MIC referentes a atividade dos metabdlitos testados (Tabela 4.7). Através da

semeadura dos pogos de crescimento bacteriano, verificou-se o tipo de atividade

das substancias em estudo.

Os melhores resultados obtidos foram correspondentes a substancia D1,

que apresentou atividade bactericida para as espécies Pseudomonas aeruginosa

e Bacillus subtilis a uma concentracdo de 25ug/mL, e para a substancia D3, cuja

atividade bacteriostatica foi constatada para as mesmas bactérias, também na

concentracao de 25ug/mL.

Alguns dos resultados obtidos para semeadura dos pocos, para cada

bactéria testada, podem ser visualizados nas figuras ilustradas a seguir.
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Escherichia coli

D-1 D-3 D-4  Tetraciclina

D-1:250ug/mL  D-1:25pg/mL Antibiotico : 25 pg/mL
BACTERICIDA BACTERIOSTATICA

Staphylococcus aureus
b
) D-1 D-3 D-4  Tetraciclina

,/ N\ /) i

D-1:250 pg/mL. D-3:250 pg/mL D -4: 250 pg/mL
BACTERICIDA BACTERIOSTATICA BACTERIOSTATICA

Figura 4.106. Placa de Elisa e resultados de semeadura referentes as
bactérias a) Escherichia coli; b)Staphylococcus aureus
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BACTERICIDA
D-1:25pg/mL

Pseudomonas aeruginosa
D-3 D-4 Vancomicina D-1 D-3

BACTERIOSTATICA D
D -4:25pg/mL

Bacillus subtilis
D-4 Tetraciclina

BACTE

1: 25ng/mL

D g
BACTERIOSTATICA

Figura 4.107. Placa de Elisa e resultados de semeadura referentes as bactérias a)
Pseudomonas aeruginosa; b) Bacillus subtilis

Tabela 4.7 Intervalos de MIC para os depsideos ensaiados

SUBSTANCIA TESTADA
BACTERIA D-1 D-3 D-4
Ejﬁhe”‘:h'a 25<MIC <50 pg/mL | 25<MIC<50 pg/mL | 25<MIC <50 pg/mL
Pseudomonas MIC <50 pg/mL MIC <50 pg/mL
. < ’

aeruginosa BACTERICIDA 25<MIC=30pg/ml | g\ ~rERIOSTATICA
Bacillus MIC <50 pg/mL MIC <50 pg/mL
subtilis BACTERICIDA 25<MIC=30pg/ml | ) CTERIOSTATICA
gtg‘ﬂ‘e{}gc“c“ 25< MIC <50 pg/mL | 25<MIC <50 ug/mL | 25 < MIC < 50 pg/mL
Micrococcus - MIC < 50 pg/mL MIC < 50 pg/mL

luteus
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4.13.2 Ensaio de Inibicao da Fotossintese

A fotossintese € o processo bioquimico realizado por determinados
organismos vivos (plantas, algas, algumas bactérias) para a sintese de compostos
altamente energéticos como o ATP e NADPH, empregados sequencialmente na
sintese de aclcares. A energia luminosa € convertida em energia quimica por
meio dos fotossistemas FSII e FSI, que sdo complexos fotoquimicos que operam
em série para realizar as reacdes de armazenamento de energia da fotossintese,
nos cloroplastos.

A luz absorvida ¢ utilizada para impulsionar a transferéncia de elétrons
por uma série de compostos que atuam como doadores e aceptores. A maioria
dos elétrons, oxidam H,O a O, e reduzem NADP" a NADPH. Também ¢
originado um gradiente eletroquimico de protons que serd utilizado para formar
ATP (TAIZ, 2006).

Dentre os tipos de herbicidas hoje utilizados, tem-se os herbicidas
inibidores da fotossintese que impedem a transferéncia de elétrons entre o FSII e
o FSI. No intuito de combate e controle a plantas daninhas, os produtos
naturais, tem sido alvo de estudos, na inibi¢do fotossintética, atuando como
prototipos para a descoberta de possiveis herbicidas. Isto porque, algumas
vantagens podem lhes ser conferidas, como a abrangéncia de um maior espectro
de acdo pelos produtos naturais, menor impacto ambiental frente a herbicidas
sintéticos ¢ maior eficiéncia em relacdo a controles mecanicos.

Em 2000, ROJAS e colaboradores, verificaram a inibi¢do da germinacao
de sementes em plantas daninhas pela acdo de matabdlitos liquénicos, os
depsideos lecanorina e acido giroforico. Estes metabolitos possuem grande
similaridade estrutural respectivamente, aos depsideos D1, D3 e D4, isolados do
fungo C.uredinicola. Este fato aliado a infraestrutura disponivel junto ao
Laboratorio de Produtos Naturais da UFSCar, incentivou a realizacao dos testes

de inibicao da fotossintese com os depsideos isolados.
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4.13.2.1 Efeito dos metabolitos D1 e D3 sobre o transporte de elétrons nao

ciclico: Reacao de Hill

De acordo com MITCHELL (1966), a formacao de ATP pode ser inibida
em qualquer uma das etapas da cadeia transportadora. Dessa forma, para
conhecer o efeito dos depsideos D1, D3 e D4 sobre a producdo de energia, seus
mecanismos de acdo nas trés etapas da cadeia de transporte de elétrons foram
investigados. A inibi¢do descrita da fosforilacao produzida pelas substancias D1
e D4 pode ser explicada pelo seu efeito em cada uma das etapas da cadeia
transportadora através de reagdes de transferéncia de energia.

O efeito dos compostos D1, D3 ¢ D4 sobre as razdes de transporte de
elétrons em diferentes condicdes (basal, fosforilante e desacoplado) foi avaliado.
Na auséncia (basal) ou presenga (fosforilante) de ADP, Pi, ou NH,Cl
(desacoplado) e usando MV como aceptor de elétrons, os compostos D1 ¢ D3
inibiram a velocidade do transporte de elétrons em cloroplastos iluminados
(Figura 4.108). Observou-se que todas as condigdes do fluxo de elétrons foram
inibidas por D1, com valores de 15y de 43,0; 133,0 e 75,0 uM para os transportes
basal, fosforilante e desacoplado, respectivamente. O composto D3 apresentou
comportamento similar ao D1, pois apresentou valores de Iso de 150,0; 60,0 e
40,0 uM. A partir desses resultados foi possivel concluir que ambos os

compostos podem ser classificados como inibidores da reacao de Hill.

100+ ® Basal I 430uM 1003

® Fosforilante I, 133,0 uM ® Basall, 1500 .M
A Desacoplado I, 75,0 uM ® Fosforilante I, 60,0 uM
A Desacoplado I, 40,0 uM

75 4 75 4

(%) Transporte de elétrons
(%) Transporte de elétrons

25 25

o NE— V) S
0 25 50 75 100 125 150 175 200 0 100 200 300 400

[D1], uM [D3],uM
Figura 4.108. Efeito dos compostos D1 ¢ D3 sobre o fluxo de elétrons (basal, fosforilante e
desacoplado) de H,O — MV em cloroplastos isolados das folhas de espinafre. Valores das
razoes dos controles basal (m), fosforilante (®) ¢ desacoplado (A ) foram 192, 345 ¢ 686 pequiv
¢ h™' mg ' Chl, respectivamente.
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4.13.2.2 Localizacio dos ambientes de interacido de D1 e D3 sobre FSII e

FSI e suas reacoes parciais

Com o objetivo de determinar os sitios de interagdo na cadeia de
transporte de elétrons nos tilacoides, os efeitos de D1 e D3 sobre o FSII
desacoplado, FSI e suas respectivas reacoes parciais, foram analisados usando
doadores e aceptores artificais de elétrons, bem como os inibidores apropriados
(KING, 2006). As reacdes parciais na cadeia de transporte de elétrons sao
medidas utilizando-se inibidores especificos como o 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-
dimetiluréia (DCMU); 2,5-dibromo-3-metil-6-isopropil-1,4-p-benzoquinona
(DBMIB); e os seguintes doadores e aceptores de elétrons: 2, 5-dicloro-p-
benzoquinona (DCBQ); 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP); silicomolibdato de
sodio (SiMo Na'); difenilcarbazida (DPC); diaminodureno (DAD), e
metilviologénio (MV). As substancias D1 e D3 inibiram o fluxo de elétrons do
FSII de H,O a DCBQ (Figura 4.109), de H,O a SiMo (Figura 4.110). Verificou-
se ainda que D1 e D3 inibiram em 46 e 48%, respectivamente, a 300 uM a

reagao FSII: DPC — DCPIP (Tabela 4.8).

100 4

= D1 1,37,0uM
e D31 950uM

% Atividade PSII: H,0 - DCBQ
o ~
o o

N
a
1

0

[Depsideos], uM
Figura 4.109. Efeito dos compostos D1 ¢ D3 sobre o fluxo de elétrons no FSII: H,O —
DCBQ em cloroplastos isolados das folhas de espinafre. O valor da razao do controle foi
de 545 pequiv e h”' mg ™' Chl
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Figura 4.110. Efeito dos compostos D1 ¢ D3 sobre o fluxo de elétrons no FSII: HO —
SiMo em cloroplastos isolados das folhas de espinafre. O valor da razao do controle foi de
356 pequiv e h™' mg ™' Chl.

Tabela 4.8. Efeito dos compostos D1 ¢ D3 sobre o transporte de elétrons do FSII
desacoplado de DPC — DCPIP.

mols DCPIP,.q /mg Chl h % mols DCPIP,.q /mg Chl h %
[ ] D1 D3
0 240 100 240 100
50 202 84 228 95
100 173 72 184 76
200 170 70 150 62
300 130 54 125 52

Contudo, as medidas polarograficas indicaram que o transporte de elétrons
no FSII ¢ afetado na presenga dos compostos D1 ¢ D3 tanto pelo lado doador
quanto pelo lado aceptor de elétrons, prendendo-se ao sitio catalitico localizado
entre Pggo — Qa. Com os resultados obtidos, pode-se sugerir que a criagdo de
centros de reacdo “silenciosos” pode ser um dos mecanismos de acao de D1 ¢
D3, representando um caminho util para o desenvolvimento de novos modelos
para herbicidas contra a fotossintese de plantas daninhas.

Como conclusdes gerais para os ensaios de inibicdo da fotossintese de D1,
D3, tém-se que os depsideos apresentam comportamentos semelhantes, pois

ambos possucm O0S meSmos mecanismos de agéo:
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e Inibem a reacdo de Hill: Reacdes basal, fosforilante e desacoplada;

e Localizam-se no ambiente catalitico do PS II, tanto pelo lado doador de
elétrons (Pegp) quanto pelo lado aceptor de elétrons (quinona A, Qa).
Reacoes do lado doador: H,O — DCBQ e H,O — SiMo. Reaciao pelo
lado aceptor: DPC — DCPIP. Em outras palavras o sitio de acdo dos
depsideos se localiza entre  Pggy - Qa;

e Os depsideos ndo apresentaram efeito significativo sobre o fotossistema I
(FS D).

Por fim, o depsideo D4, ndo apresentou atividade frente a inibicdo da

fotossintese.
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5. CONCLUSOES

5.1. Conclusoes e consideracoes finais

Neste trabalho foram isolados 1 fungo endofitico de goiaba (FG1) e 2
(FM1, FM2) maga, assim como 1 bactéria endofitica de péra (BP1), 1 de
banana (BB1). O fungo isolado a partir da goiaba foi identificado como sendo da
espécie Cladosporium uredinicola e escolhido como principal alvo investigativo
do trabalho;

O cultivo dos micro-organismos em diferentes meios de cultura resultou
em extratos promissores quanto a existéncia de metabdlitos secundarios
produzidos por eles no caso dos fungos FG1 e FM1. Os meios de cultura
testados para as bactérias BB1 e BP1 e para o fungo FM2 revelaram pouca
adaptacdo destes micro-organismos a eles, tendo em vista os resultados obtidos
através dos estudos em HPLC/UV;

Apenas um metabolito foi isolado a partir de uma das bactérias estudadas,
o alcaldide inddlico n-acetiltriptamina, produzido pela bactéria associada a péra
em meio BHI;

Dos extratos investigados referentes aos cultivos de C.uredinicola, foram
isoladas e detectadas substancias predominantemente de mesma classe, os
depsideos. O isolamento decorreu do extrato sélido em arroz, porém, com os
resultados das anélises em HPLC/UV, detectou-se alguns dos isolados também
no cultivo fungico em meio liquido de polpa de goiaba e meio BD. Para o meio
Czapeck’s, houve pouca adaptagdo do micro-organismo, nao sendo detectada
producao metabodlica expressiva;

O etil orselanato e mais quatro depsideos foram isolados do cultivo de C.
uredinicola em arroz; ainda nao reportados na literatura.

Devido a grande habilidade do endofito de goiaba em produzir depsideos,

estimou-se a curva de produgdo para dois destes metabolitos isolados, D3 e D4,
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tendo-se determinado o periodo méaxima producdo entre 35 e 40 dias de
crescimento fungico;

A influéncia de compostos fendlicos no metabolismo de C. uredinicola
também foi verificada, tendo-se constatado principalmente diferencas com
relagdo a intensidade de produgdo de metabolitos ja produzidos pelo fungo em
meio de cultura padrao. Para a constatagdo da producdo de metabolitos
diferenciados serd necessdria a realizacao de estudo via HPLC- MS;

Depsideos foram pela primeira vez detectados na fruta goiaba. O uso da
técnica HPLC/MS-MS foi ferramenta fundamental para tal deteccdo. Este
resultado induz ao questionamento da possivel produgdo destes metabdlitos pelo
micro-organismo quando este ainda estd associado de forma endofitica ao fruto;

A produgdo de uma mistura de cerebrosidas foi detectada no cultivo de
C.uredinicola em arroz, via estudos e comparagdes entre dados de RMN,
espectrometria de massas ¢ dados reportados na literatura.

Os depsideos D1, D3 e D4 foram investigados quanto a atividade
antibacteriana, tendo sido determinadas as faixas de MIC de tais substancias
frente as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Staphylococcus Aureus e Micrococcus luteus. O depsideo D1 apresentou
atividade bactericida frente as bactérias Pseudomonas aeruginosa e Bacillus
subtilis na concentracdo 25 pg/mL.

A atividade de inibi¢do da fotossintese também foi verificada para os
depsideos D1 e D3. O metabolito D4 ndo apresentou resultado positivo para tal
atividade.

A proposta do presente projeto ¢ inovadora e instigante do ponto de vista
cientifico. Descobrir a existéncia de micro-organismos endofiticos em frutas
comuns ao cotidiano nutricional humano assim como o estudo quimico de seus
metabolismos abre porta para descobrimento de novas substincias, assim como

ocorreu neste estudo. Este trabalho permitiu o inicio de varias investigagdes que
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ainda serdao necessarias para a melhor compreensao e conhecimento a respeito

da associagdo de micro-organismos e frutas.
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