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RESUMO

ERBERT, C. Estudos quimicos e biolégicos de algas marinhas do género
Bostrychia Montagne (Rhodomelaceae, Rhodophyta) e fungos endofiticos
associados. 2011. 136p. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

O ambiente marinho, pela prépria diversidade organica que representa, tem sido
reconhecido como fonte promissora de metabdlitos secundérios biologicamente
ativos. Algas marinhas produzem grande variedade de substancia terpenoidicas,
aromaticas e de origem policetidica, e bioensaios tém demonstrado importante
potencial biologico relativo a estes metabdlitos. Micro-organismos associados as
algas, tais como fungos endofiticos, também representam importante e promissora
fonte de produtos naturais com esqueletos estruturalmente diversos. Bostrychia é
um género algal fisioldgica e biogeograficamente bem estudado mas séo escassas
as informacfes quanto a sua composi¢cdo quimica, predominando a descricdo de
polidis e de moléculas de baixo peso molecular. Neste trabalho, os resultados da
comparacao dos perfis cromatograficos de espécies de Bostrychia representam uma
primeira abordagem qualitativa dos constituintes polares do conjunto de espécies
desse género ocorrentes no litoral norte do estado de Sao Paulo, e devera ser
complementado por meio do isolamento e identificagdo estrutural de seus
constituintes majoritarios. O isolamento de fungos endofiticos a partir de B. radicans
(coletadas em ambiente de costao rochoso e manguezal) e B. tenella (coletadas no
costdo rochoso) possibilitou a preservacdo de 135 linhagens disponiveis para
estudos posteriores. Dentre as linhagens isoladas de B. radicans — costdo, dez
foram selecionadas para cultivo em meio sélido e entre estas trés (C75, C81 e C82)
foram selecionadas para estudos quimicos e biologicos. As linhagens C81 e C82
foram identificadas por dados moleculares como Phomopsis longicolla e Penicillium
brevicompactum, respectivamente. Foram isoladas e identificadas trés substancias
conhecidas a partir de P. longicolla (18-deoxicitocalasina H, acido micofendlico e
dicerandrol C) e duas a partir de P. brevicompactum (acido micofenolico e seu
derivado metilado). Nos ensaios biologicos, a fracdo hexanica de P. longicolla
apresentou alta atividade antimicrobiana (abaixo de 100ug.mL™), bem como um de

seus metabdlitos isolados (atividade abaixo de 10pg.mL™), frente as bactérias



Staphylococcus aureus e S. saprophyticus. Esse mesmo metabdlito também
apresentou potencial de inibicdo de degranulacdo de mastocitos e atividade
citotoxica, reforcando o potencial dos micro-organismos endofiticos na biossintese
de compostos que possam auxiliar no desenvolvimento de novos farmacos. Em
conjunto, os resultados obtidos mostram que algas marinhas e fungos endofiticos
associados representam uma importante area a ser explorada em relacdo ao

potencial biolégico de produtos naturais.

Palavras-chave: algas marinhas, Bostrychia, fungos endofiticos, atividade biolégica,

produtos naturais



ABSTRACT

ERBERT, C. Chemical and biological studies in the seaweeds of Bostrychia
Montagne (Rhodomelaceae, Rhodophyta) genus and endophytic fungi associated.
2011. 136 p. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdao Preto, 2011.

The marine environment, due to its organic diversity, has been recognized as a
promising source of new biologically active secondary metabolites. Seaweeds
produce a large variety of terpenoidic, aromatic and poliketids substances.
Bioassays have been demonstrated significant biological potential concerning these
metabolites. Microorganisms associated with algae, such as endophytic fungi, also
represent important and promising source of natural products with molecularly-
diverse structures. Bostrychia is an ecophysiology, biogeographically well-studied
algal genus, but information about its chemical composition is scarce, prevailing
reports about its polyol and low-molecular-weight contents. In this work, the results of
the comparison of the chromatographic profiles of Bostrychia species growing in the
north coast of Sdo Paulo State represent a first qualitative approach of the polar
constituent in this genus, and may be complemented by isolation and identification of
their majority constituents. The isolation of endophytic fungi from B. radicans
(collected in rocky shore and mangrove environment) and B. tenella (collected in the
rocky shore) allowed the preservation of 135 strains available for posterior studies.
Among the strains isolated from B. radicans — rocky shore, ten were selected for
cultivation in solid medium and three (C75, C81 e C82) were selected for chemical
and biological studies. C81 and C82 strains were identified by molecular data as
Phomopsis longicolla and Penicillium brevicompactum, respectively. Three known
substances were isolated and identified from P. longicolla (18-deoxycytochalasin H,
mycophenolic acid and dicerandrol C) and two from P. brevicompactum
(mycophenolic acid and its methyl derivative). Biological assays revealed the hexanic
fraction of P. longicolla presenting high antimicrobial activity (below of 100ug.mL™)
against Staphylococcus aureus and S. saprophyticus, as well as one of its isolated
metabolites (activity below of 10ug.mL™). This metabolite also presented mast cell
degranulation inhibition and cytotoxic activity, reinforcing the potential of endophytic

microorganisms in the byosinthesis of compounds that can be useful in the new



drugs development. As a summary, the results show that algae and their endophytic
fungi associated represent an important field to be explored in terms of biological
potential of natural products.

Keywords: seaweeds, Bostrychia, endophytic fungi, biological activity, natural

products



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS1!

ACN Acetonitrila
AcOEt Acetato de etila

ATCC American Type Culture Collection

BCC Bostrychia calliptera - costao

BCM Bostrychia calliptera - mangue

BDA Meio de cultivo sélido batata-dextrose-agar

BM Bostrychia montagnei

BRC Bostrychia radicans - costédo

BRM Bostrychia radicans - mangue

BT Bostrychia tenella

CCC Cromatografia em coluna classica

CCDC Cromatografia em camada delgada comparativa
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COSsYy “Correlation spectroscopy”
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e luminosidade controladas
DEPT “Distortionless enhancement by polarization transfer”

DMSO Dimetilsulfoxido

! Algumas abrevia¢gBes foram mantidas em inglés por ja estarem bem estabelecidas na literatura e
entre os pesquisadores
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HEX Hexanos
HMBC “Heteronuclear multiple bond correlation”
HMQC “Heteronuclear multiple quantum coherence”

HRESIMS “High resolution electron spray ionization mass espectrometer”
m multipleto
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RMN Ressonancia magnética nuclear
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PDB “‘Potato Dextrose Broth”, meio de cultivo liquido caldo de batata
dextrosado
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s Singleto

t tripleto
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CAPITULO |

Introducao Geral

Produtos naturais e o ambiente marinho

A producdo de medicamentos que sejam terapeuticamente mais efetivos que os
ja existentes no mercado e economicamente viaveis é o atual desafio da ciéncia
farmacéutica, e a pesquisa em produtos naturais tem papel fundamental nesse
processo. De um total de aproximadamente 1200 novas substancias quimicas
lancadas como farmacos nos ultimos 25 anos, 48% possuem algum tipo de relacéo
com metabalitos isolados de organismos vivos, seja na totalidade da estrutura, como
protétipo (semi-sintese), ou mesmo relativo ao grupo farmacoférico (NEWMAN;
CRAGG, 2007). Em especial entre 2005-2008, trinta farmacos relacionados a
produtos naturais foram aprovados para uso terapéutico — 5 deles representando os
primeiros membros de novas classes de agentes terapéuticos, com mecanismos de
acao nao descritos anteriormente (BUTLER, 2008; HARVEY, 2008).

A procura por novas estruturas quimicas biologicamente ativas tem levado a
busca de nichos ecoldgicos pouco explorados visando o melhor conhecimento de
sua diversidade de espécies, interacdes ecoldgicas, constituicdo quimica e potencial
farmacolégico (BARREIRO; BOLZANI, 2009). Nesse contexto, 0S mares e oceanos
tornam-se importante alvo de estudos objetivando sua bioprospeccao racional.

Os organismos marinhos destacam-se como alternativas promissoras, pois com
sua grande diversidade constituem uma fonte potencial de substancias bioativas que
podem ser convertidas em novos farmacos (McCLINTOCK; BAKER, 2001; JIMENEZ
et al., 2003; KURAMOTO et al., 2004; BHAKUNI; ROWAT, 2005; VIEGAS-JR et al.,
2006; BLUNT et al., 2007, 2008, 2009; BARREIRO; FRAGA, 2008; KINGHORN,
2008; MAYER; GUSTAFSON, 2008; TAKEARA et al., 2008; COSTA-LOTUFO et al.,
2009; MAYER et. al, 2009, 2010; MOLINSKI et al., 2009).

A versatilidade apresentada pelos organismos marinhos resulta da dinamica
particular do ambiente marinho. Fatores como variagcbes intensas de temperatura,
densidade, pressdo, salinidade, oxigénio dissolvido, pH, disponibilidade de sais
inorganicos e tipo de substrato, entre outros, direcionam a dinamica dos
ecossistemas e também a adaptacdo dos organismos (PEREIRA; SOARES-

GOMES, 2002). Com isso, 0os metabdlitos secundarios produzidos por esses



organismos muitas vezes diferem fundamentalmente dos produzidos por organismos
terrestres (HAY, 1996).

Além disso, a mistura complexa de sais e metabdlitos liberados por inimeras
espécies (HESTER; HARRISON, 2000) resulta em um grande meio reacional para a
producdo de uma riqueza farmacoldgica ainda desconhecida e relativamente pouco
explorada (FELICIO, 2010). Nesse ambiente, a biossintese de substancias &
direcionada pela relacdo entre o0s organismos através da ecologia quimica
(McCLINTOCK; BAKER, 2001; PEREIRA; SOARES-GOMES, 2002). O potencial
biotecnologico associado a esse ambiente € considerado praticamente ilimitado,
sendo o ecossistema marinho a fonte mais ampla para a descoberta de agentes
terapéuticos (COSTA-LOTUFO et al., 2009).

As primeiras drogas derivadas de produtos naturais marinhos datam de mais
de 50 anos. No comeco dos anos 50, 0s nucleosideos ndo-usuais espongotimidina e
espongouridina foram isolados da esponja Tethya crypta, nos mares do Caribe.
Inicialmente foram utilizados como antivirais, porém, devido a possuirem arabinose —
acucar correspondente a ribose — passaram a ser prototipos de compostos analogos
com atividade antiviral e antitumoral, das quais pode-se citar Zidovidina (AZT),
Aciclovir (Zovirax), Ara-A (Vidarabina) e Ara-C (Citosar-U) (BERGMAN; FEENEY,
1951; BERGMAN; BURKE, 1955).

Atualmente, existe um significante e crescente numero de compostos
derivados de organismos marinhos com potencial farmacéutico. Sdo cerca de 30
substancias, muitas em fase pré-clinica de avaliacdo e outras ja administradas por
pacientes em tratamentos clinicos (NEWMAN; CRAGG, 2004). Briostatina 1,
aplidina, dolastatina 10, extenaisdina, discodermolideo, neovastat, dentre outras,
sdo algumas substancias que estdo em fase final de avaliacdo para langamento no
mercado farmacéutico (KIJOA; SAWANGWONG, 2004). Trata-se de metabdlitos
isolados principalmente de esponjas e tunicados, para o tratamento de doencas
como cancer e AIDS. Dentre eles, destaca-se o peptideo sintético extraido do
veneno do molusco Conus spp., ziconotideo (Prialt®). E usado na terapia da dor
cronica, cancer e AIDS, e tem o diferencial de possuir um mecanismo de acao
diferente dos analgésicos opidides, representando uma terapia alternativa para

pacientes intolerantes aos outros tipos de analgésicos (MAYER, 1999).

Apesar desse potencial, estima-se que apenas 3% do total de organismos



marinhos ja tenham sido estudados, com 18.100 metabdlitos isolados e identificados
no periodo compreendido entre 1965-2006 (BLUNT et al.,, 2008). Uma grande
dificuldade na pesquisa com organismos marinhos — e consequentemente de
produtos naturais marinhos — esta na coleta de material, a qual geralmente demanda
infra-estrutura especializada e custos elevados. A alternativa de cultivo em
laboratério nem sempre € viavel, pois muitos organismos ndo se adaptam fora de
seu habitat natural. Aléem disso, o baixo rendimento de substancias isoladas
compromete 0s avancgos nos testes pré-clinicos e clinicos e desacelera a descoberta
de farmacos de origem marinha (BHAKUNI; RAWAT, 2005; MOLINSKI et. al, 2009).

Tais dificuldades poderéo ser sanadas ou diminuidas com o desenvolvimento
de técnicas de biologia molecular, engenharia genética e triagem de bioatividade,
possibilitando que produtos naturais marinhos sejam estabelecidos como
referenciais terapéuticos (THAKUR et al., 2008).

Pesquisa em produtos naturais marinhos no Brasil

A pesquisa em produtos naturais marinhos no Brasil iniciou-se na década de
60, com o estudo de compostos isolados de invertebrados (BERLINCK et al., 2004).
A linha de investigacao a partir de micro-organismos marinhos € mais recente, tendo
se iniciado em 1999 (PUPO et al., 2007). Ainda assim, ha uma relativa escassez de
informacdes documentadas em artigos cientificos acerca das substancias isoladas e
suas atividades biologicas obtidas em organismos coletados ao longo de mais de
8000km de costa brasileira (PINTO et al., 2002; BERLINCK et al., 2004). De maneira
geral, os trabalhos publicados nos periddicos nacionais tem se concentrado na
identificagdo estrutural dos compostos isolados e suas atividades, principalmente
citotoxica e antibidtica (PUPO et al., 2007; TAKEARA et al., 2008). Também h& um
esforco na investigacdo de doencas nacionais negligenciadas, como doenca de
Chagas e leishmaniose (BERLINCK et al., 2004).

Existem 16 grupos que trabalham com produtos naturais marinhos registrados
no diretério de grupos de pesquisa do CNPq (DIRETORIO DOS GRUPOS DE
PESQUISA), e este € um grande potencial de pesquisa a ser explorado (PINTO et
al., 2002; BERLINCK et al., 2004).



OBJETIVOS

Este projeto apresentou como objetivos:

i. Estabelecimento e manutencéo do cultivo em laboratério das espécies do
género Bostrychia ocorrentes no litoral norte do Estado de Sdo Paulo
(Bostrychia radicans, B. calliptera, B. tenella e B. montagnei), a fim de
obter a biomassa necessaria para realizacao de estudos fitoquimicos;

ii. Estabelecer e comparar os perfis cromatograficos das espécies
selecionadas;

iii. Isolar linhagens de fungos endofiticos a partir de B. radicans e B. tenella.

iv. Verificar a possivel atividade biolégica de extratos e substancias obtidas a
partir das algas e fungos estudados;

v. Estabelecer o perfil cromatogréfico de linhagens selecionadas de fungos
isolados, comparando-os com os obtidos das algas;

vi. Realizar o cultivo isolado e misto de linhagens flungicas selecionadas em
diferentes meios de cultivo liquido e periodos de incubacéo;

vii. Estabelecer o perfil cromatogréfico das linhagens cultivadas no item
anterior, verificando possiveis diferencas de acordo com as condicfes de

cultivo.

METODOLOGIA GERAL

Especificagcdo de material e instrumentos

Para os processos de fracionamento dos extratos e purificagcdo das
substancias isoladas foram utilizados solventes organicos de grau técnico
(purificados por destilagao fracionada antes do uso) e de grau PA. As amostras
analisadas por ressonancia magnética nuclear (RMN) foram preparadas com
cloroférmio deuterado (CDClz, Aldrich), contendo TMS (tetrametilsilano) como
referéncia interna.

As placas cromatograficas para cromatografia em camada delgada
comparativa (CCDC) e preparativa (CCDP) foram preparadas através da aplicacao
de uma suspenséo de silica gel 60 (GF254, Merck) em &gua destilada na propor¢éo
de 1:2 (p/v), sobre placas de vidro de 20x20cm. Para placas comparativas a

espessura do adsorvente foi de 0,25mm; para as preparativas, foi de 1mm. Para



revelacdo foi utilizada primeiramente irradiagdo UV nos comprimentos de onda de
254 e 366nm, seguida por nebulizacdo com os reveladores anisaldeido (Sigma) ou
iodo platinado (Sigma). ApoOs a aplicacdo do revelador as placas foram aquecidas a
100°C por cinco minutos.

Para preparacdo das colunas utilizadas na cromatografia em coluna
cladssica (CCC) foi utilizada silica gel (Merck) tipo 100 (70-230 mesh). Os eluentes
utilizados foram hexano, acetato de etila e metanol, em diferentes proporc¢des.

As analises em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram
realizadas em cromatografo Shimadzu, modelo SCL-10AVP, equipado com detector
de arranjo de diodos UV-Vis DAD Shimadzu, modelo SPD-M10AVP, injetores
manual e automatico e sistema de integracdo computadorizada com software
CLASS-VP. Foi utilizada coluna analitica C18 (25cm x 4,6mm; 5um) modelo
SUPELCO SIL LC-18 (Supelco). Os eluentes utilizados foram acetonitrila (ACN) e
agua, ambos acidificados com acido férmico a 5%.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos através
dos espectrofotbmetros BRUKER DPX 300, BRUKER DRX 400 e BRUKER DRX
500, operando em, respectivamente, 300, 400 e 500MHz para H e 75, 100 e
125MHz para *°C.

Medidas de rotacdo 6ptica foram adquiridas em polarimetro digital modelo
DIP-370 (Jasco), e as amostras analisadas foram preparadas com acetato de etila
grau CLAE.

Obtencao do material biolégico

O material algal utilizado para estabelecimento do cultivo in vitro foi coletado
em junho/2007 na Praia Dura (23°30706,3'S/ 45°10721,5"W) (figura 1.1) e
Manguezal do Rio Escuro (23°29°30,0"S/ 45°09746,2""W) (figura 1.2), municipio de
Ubatuba, litoral norte de Séo Paulo, por Cintia Erbert, Ana Ligia Leandrini de Oliveira
e Otavio P. da Rocha (FCFRP-USP) sob supervisao da Dra. Nair S. Yokoya
(Instituto de Botanica - SP). Os espécimes obtidos, identificados pela Dra. Nair S.
Yokoya, foram triados no laboratério da Secéo de Ficologia do Instituto de Botéanica
— SP e transportados para o Laboratério de Quimica Organica do Ambiente Marinho
— Céamara de Cultivo de Algas, Departamento de Fisica e Quimica, FCFRP-USP.

Material testemunha das espécies coletadas foi depositado no herbario SP (Instituto



de Botanica — SP), sob os numeros de registro SP 365677, SP 371456, SP365678 e
SP 371443.

Para o isolamento de micro-organismos, amostras de Bostrychia
radicans (costdo rochoso e manguezal) e B. tenella (costdo rochoso) foram
coletadas nos mesmos locais em setembro/2008 por Cintia Erbert, Ana Ligia
Leandrini de Oliveira e Débora Rodriguez Munhoz e identificadas pela Dra. Nair S.
Yokoya (Instituto de Botanica — SP).

Para obtencdo dos perfis cromatograficos das algas, amostras de
Bostrychia radicans (costdo rochoso e manguezal), B. tenella (costdo rochoso), B.
montagnei (costdo rochoso) e B. calliptera (costdo rochoso e manguezal) foram
coletadas em dezembro/2009 por Cintia Erbert, Ana Ligia Leandrini de Oliveira,
Débora Rodriguez Munhoz e Rafael de Felicio e identificadas pela Dra. Nair S.

Yokoya (Instituto de Botanica — SP).
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Figura I.1. A: Aspecto geral da praia Dura, Ubatuba/SP. B: Detalhe de rocha
colonizada por diferentes espécies de Bostrychia.
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Figura 1.2. A: Aspecto geral do Manguezal do Rio Escuro, Ubatuba/SP. B: Detalhe
de espécies de Bostrychia crescendo sobre ramos de arvores da regiéo.



CONCLUSOES

Embora o objetivo inicial de estabelecimento e manutencéo de cultivo in vitro
de espécies de Bostrychia ndo tenha sido alcancado, esse fato reforca a importancia
e a necessidade de coletas periddicas de material fresco para dar continuidade ao
estudo quimico do género. Por outro lado, as dificuldades encontradas foram um
incentivo na busca de fontes alternativas e promissoras de compostos bioativos,
resultando no isolamento de linhagens fangicas.

O isolamento e estudo dos fungos endofiticos, além de proporcionar o
conhecimento pratico de técnicas de microbiologia, aumenta as informacdes acerca
dessas associacfes tdo pouco conhecidas e exploradas. Também permite
observacdes e inferéncias acerca do papel de cada organismo dessa associa¢cédo na
producdo dos metabdlitos secundéarios. O cultivo de linhagens selecionadas e
preferencialmente identificadas também promove um melhor conhecimento ndo sé
do perfil quimico de cada organismo, mas também de suas estratégias de
sobrevivéncia sob diferentes condi¢des.

A identificacdo das linhagens por métodos moleculares e/ou micro e
macroscopicos é de grande importancia para o avan¢o dos estudos quimicos e
bioldgicos, uma vez que permite a comparacdo com dados de literatura e um melhor
direcionamento dos obijetivos.

Com relacdo aos compostos isolados e identificados, embora nenhum deles
seja inédito algumas caracteristicas dao importdncia a sua descricdo. Para o
dicerandrol C, esta € a primeira referéncia de isolamento desse composto a partir de
um organismo marinho. A determinacéo de acido micofendlico a partir de Phomopsis
longicolla também se mostra peculiar, uma vez que esse composto, embora comum
em fungos do género Penicillium, nunca foi reportado como produzido por
Phomopsis. Sendo uma substancia de grande importancia, com forte atividade
imunosupressora e utilizada em transplantes de 6rgdos e tratamento de doencas
auto-imunes, a descoberta de uma nova fonte representa um resultado bastante
promissor. Do ponto de vista quimiotaxonémico também é uma informacao
importante, uma vez que a presenca de &cido micofendlico € considerado um

marcador dentro do género Penicillium (LARSEN et al., 2005), e sua presenga em



espécies de Phomopsis néo seria esperada.

A 18-dioxicitocalasina H, também isolada de Phomopsis, faz parte das
citocalasinas, um grupo de metabdlitos fangicos reconhecidos por potencial
atividade biologica, descobertos em 1964. A citocalasina H foi isolada primeiramente
de Phomopsis paspali endéfito de Paspalum scrobilum, um cereal consumido na
india, e mostrou atividade em nivel de sistema nervoso central (SIGMA-ALDRICH).
Este grupo de metabdlitos tornou-se disponivel comercialmente na década de 70,
advindo desse fato a importancia de seu isolamento e descricao.

A partir de Penicillium brevicompactum foi isolado mais uma vez acido
micofendlico e seu derivado metilado, metabdlitos comuns dentro do género mas
com importante aplicacdo, conforme ja discutido.

A importancia da determinacdo do acido micofendlico e da citocalasina,
embora ndo sejam compostos inéditos dentro do ambiente marinho, provém da
possibilidade de otimizacdo de sua producdo a partir do cultivo em diferentes
condicbes. Os meios escolhidos neste trabalho ndo apresentaram resultados
satisfatorios nesse sentido, mas modificacdes nas condi¢cdes experimentais poderéo
propiciar um cenario mais positivo.

Os ensaios antimicrobianos confirmaram o potencial antibiético do dicerandrol
C, que apresentou valores de CIM menores que os reportados em literatura para
Staphylococcus saprophyticus (WAGENAAR; CLARDY, 2001), além de significativa
atividade também frente a S. aureus, nao referida anteriormente. Ensaios de inibicéo
da degranulacdo de mastocitos e de atividade citotéxica também apresentaram
resultados positivos e promissores com relacéo ao dicerandrol.

Ainda com relacdo aos ensaios biologicos, extratos de algas marinhas
mostraram discreto potencial de inibicdo da degranulacdo mastdcita e de atividade
citotdxica, e esses resultados indicam que ensaios posteriores, com substancias
isoladas dessas fracOes, poderiam apresentar atividade mais significante.

Até o momento, pode-se concluir que o estudo quimico e biolégico do género
Bostrychia e fungos endofiticos associados, projeto que vem sendo desenvolvido
pelo grupo do Laboratério de Quimica Organica do Ambiente Marinho, sob
coordenacdo da Profa. Dra. Hosana Maria Debonsi, apresenta resultados

significativos e promissores na area de produtos naturais.
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