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RESUMO

ROMMINGER, S.Avaliacdo do potencial metabdlico de linhagens derigos isolados de
uma espécie de alga marinha do génei®argassum. 2008. 69 f. Dissertacdo (Mestrado) —

Instituto de Quimica de S&o Carlos, Universidad8ae Paulo, S&o Carlos, 2008.

Os fungos sao microrganismos amplamente dispepsolgndo ser encontrados em
vegetais, animais, solo e ambientes aquaticosciparndo do ciclo de elementos na natureza.
Embora muitos papéis ecoldgicos tenham sido esbsdadescritos para os fungos terrestres,
a ecologia de fungos marinhos ainda é pouco comdedssim, 0s oceanos, que representam
aproximadamente metade da biodiversidade global,usda fonte enorme e virtualmente
inexplorada de microrganismos produtores de novosiypos naturais. O objetivo deste
trabalho foi isolar linhagens de fungos derivadesutha espécie de alga marinha do género
Sargassum, visando a avaliacdo do seu potencial para a pdadde metabdlitos secundarios
bioativos. Ao todo foram isoladas 58 linhagens, glaais 52 foram crescidas em meio de
cultura liquido e, ap0s a extracdo com solventgéracos, deram origem a 99 extratos. Tais
extratos foram avaliados por ensaios de atividaidéddica, cromatografia em camada
delgada (CCD), ressonancia magnética nuclear (RdMNjomatografia liquida acoplada a
detectores de arranjo de diodos, espalhamentozdevaporativo e espectrdmetro de massas
(LC — PDA — ELSD — MS). A avaliacao pelo ensaiaitdatico foi o que resultou no maior
namero de extratos ativos (n = 13), seguido doaiesagnzimatico (n = 8), citotoxico (n = 3)

e anti-tuberculose (n = 1). O extrato AS Fub 3% gpresentou atividade antibiotica, foi
selecionado para estudos adicionais. Este exwatuufificado por HPLC, e o seu composto
majoritario identificado como sendo o 8—metdxi—8jmetilisocroman—6-ol. Posteriormente,
a linhagem AS Fub 39 foi taxonomicamente identifecacomo pertencendo a espécie

Penicillium steckii.

Palavras-chave:Sargassum sp., fungos marinhos, CCD, bioensaios, RMN, LADAP ELSD — MS.



ABSTRACT

ROMMINGER, S.Evaluation of the metabolic potential of fungal lireages isolated from
a species of marine algae of th8argassum genus.2008. 69 f. Dissertation (Masters) —

Instituto de Quimica de S&o Carlos, Universidad8a Paulo, Sdo Carlos, 2008.

Fungi are widely disperse microorganisms, typycaksociated with plants, animals,
soil and aquatic environments (fresh and sea wapar}icipating in the elements cycling.
Although many ecological roles have been descrbeterrestrial fungi, ecological studies of
marine derived fungi are still scarce. Therefomams, which represent approximately half of
the global biodiversity, are a huge and virtuallgexplored source of microorganisms
producers of interesting metabolites. The aim o @#tudy was to isolate fungal strains
derived from a marine algae of tBargassum genus, and the evaluation of their metabolical
potential for the production of secondary metabslitOverall, 58 strains were isolated, of
which 52 were grown in liquid culture media andragted with organic solvents, originating
99 crude extracts. These extracts were analyzebidnssays, thin layer chromatography
(TLC), nuclear magnetic resonance (NMR) and ligghdomatography coupled with a photo
diode array, an evaporative light scattering, amdags spectrometry detectors (LC — PDA —
ELSD — MS). The evaluation with the antibiotic assasulted in the largest number of active
extracts (n = 13), followed by the enzymatic (n ) #e cytotoxic (n = 3) and the anti-
tuberculosis (n = 1) assays. The crude extract A$ 39, which presented antibiotic activity,
was selected for additional studies. This extraess wurified by HPLC, and its major
compound identified as the 8-methoxy-3,5—dimetbglisman—6—ol. Later, the AS Fub 39
strain was taxonomically identified &enicillium steckii.

Keywords: Sargassum sp., fungal strains, bioassay, TLC, NMR, LC — PBELSD — MS.
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1. INTRODUCAO

Microrganismos — procariontes, virus, fungos, natgas e protozoarios —
consistem no maior grupo de organismos individwEsTerra. Entretanto, os cientistas
conseguiram descrever apenas uma pequena fracts deganismos, cerca de 1%. Ja os
oceanos, que aparentam ser o0s Unicos habitats igda preservam a maioria de suas
caracteristicas naturais, representam aproximadanmestade da biodiversidade global. Sob
estes aspectos, 0os oceanos podem ser considemdosuma fonte enorme e virtualmente
inexplorada de microrganismos produtores de novodupos naturais (COLWELL, 1997,
COOPER, 2004).

Fungos derivados de esponjas e algas sado respmng@l@ maioria dos produtos
naturais ja descritos a partir fungos marinhos.f@gos derivados de esponjas vém em
primeiro lugar, tanto para o nimero total de contggsjuanto para o nimero de metabdlitos
inéditos. Entretanto, mesmo em segundo lugar, mgokiderivados de algas apresentam uma
taxa maior de compostos inéditos em relacdo a cstopoja conhecidos (JENSEN;

FENICAL, 2002; WANG, 2006).

Desconhecido, 8% Desconhecido, 5%

| Esponja, 33% \Esponja,zs%
Madeira, 13%

\ Peixes, 2%
Madeira, 10% \
Corais, 2% /
0 Plantas, 3%
Plantas, 1% (A) (B)

Outros , 5% Outros , 6%

Moluscos, 5% Moluscos, 6%

Peixes, 1%

Corais, 2%
d Sedimentos , 4%
Sedimento, 3%

Tunicados, 5% Tunicados, 7%

Figura 1: (A): Total de metabdlitos descritos meréitura para fungos marinhos; (B): Total de

metabdlitos inéditos descritos na literatura pargds marinhos (BUGNI; IRELAND, 2004).
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Tais metabdlitos, quando bioativos, podem serzatilos como matéria prima pela
indUstria bioquimica, agroquimica e farmacéutica. €3tudos feitos a respeito de suas
atividades biolégicas se concentram nas areasdasltgara propriedades antibidticas e
anticarcinogénicas, além de outras atividades s&étivas, como a inibicdo enzimatica e a
inibicdo do ciclo celular. Mais recentemente, achupor atividades biologicas passou a

incluir a atividade antiviral (HIV) e imunomodulat® (KELECOM, 2002).

1.1 Fungos: caracteristicas gerais

Os fungos sao microrganismos amplamente dispepsolgndo ser encontrados em
vegetais, animais (inclusive no homem), em ambgeatpiaticos e no solo, participando do
ciclo de elementos na natureza.

Até 1969 os fungos eram considerados vegetais,dgupassaram a ser classificados
em seu proprio Reino, denominado Refongi. Existem vérias caracteristicas que nos
permitem apreciar as diferencas entre os vegetais &ngos, como o fato destes nao
possuirem celulose em sua parede celular (& exagddguns fungos aquaticos), serem
heterotroficos, ndo sintetizando nenhum tipo denpigto fotossintético e ndo armazenarem
amido como substancia de reserva. A nutricdo dogol se da por absorcdo, processo no
qual atuam enzimas especificas que hidrolisam mraézulas, tornando-as assimilaveis
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 1996; TRABULS#t al, 2002).

Os fungos, quando em meio de cultura, podem foromdnias de dois tipos:
leveduriforme ou filamentosa. As colonias levedurnies sao unicelulares e possuem aspecto
pastoso. Ja as colbnias filamentosas, caracteddtios bolores, sdo multicelulares e podem
ter aspecto algodonoso ou pulverulento (TRABU&I, 2002).

As colbnias filamentosas séo constituidas por esas multicelulares, em forma de

tubo, denominadas hifas. Ao conjunto de hifas dé4eme de micélio. O micélio do interior
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do substrato, que funciona como elemento de sasfiEmte de absorcdo de nutrientes, &
chamado de micélio vegetativo. O micélio da supexfique cresce acima do meio de cultivo,
€ 0 micélio aéreo. Durante a reproducédo, o micaééiceo se diferencia para sustentar os

corpos de frutificacdo ou propagulos. (TRABUIgSkal, 2002).

1.2 Fungos marinhos: particularidades

Fungos marinhos sdo melhor considerados um grupldgico do que uma classe
taxondmica. A melhor defini¢cdo ja feita para funguarinhos foi proposta por Kohlmeyer e
Kohimeyer (1979): fungos marinhos obrigatérios sdo aqueles que seerdedvem e
esporulam exclusivamente em um habitat marinho eu esdtuario; fungos marinhos
facultativos sdo aqueles provenientes de ambieatéglia doce ou terrestres e que sao
capazes de crescer e até mesmo esporular no ambietinho’ (PIETRA, 1997; PANG,;
MITCHELL, 2005).

Visto que os fungos marinhos ndo sao definidosspas caracteristicas fisioldgicas, o
isolamento de fungos filamentosos a partir de am®sharinhas nao implica na comprovacao
de que estes organismos sejam ativos no ambiemtehmaConsiderando que varias espécies
terrestres exibem um alto grau de tolerancia ae satscem rapidamente em agar, € possivel
isolar um fungo terrestre como contaminante. Airedayngo isolado poderia estar dormente
na forma de esporos ou fragmentos de hifas, at@asjuwendicdes de cultivo em laboratério
tornem-se favoraveis para o seu desenvolvimentdSEN; FENICAL, 2002).

De fato, muitos fungos isolados de amostras masimi@ foram comprovadamente
identificados como sendo fungos marinhos obrigagéou facultativos e uma revisdo da
literatura indica que apenas uma pequena partealopostos descritos de fungos marinhos

pertencem a fungos marinhos obrigatorios (JENSEWIEAL, 2002).
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Ainda, os fungos marinhos facultativos, que eramiralmente terrestres, podem ter
se adaptado as condicbes marinhas de forma qussdeteu metabolismo secundario. Esta
adaptacdo do metabolismo explicaria o fato de cuexanadamente 30% dos fungos
marinhos que tiveram novos compostos descritosemegn aos géneroBenicillium e
Aspergillus(JENSEN; FENICAL, 2002).

Acredita-se também que existam dois grandes grusfungos marinhos, 0s
temperados e os tropicais. Nas regides entre @icds) e subtropicos a composicdo da
micobiota depende da temperatura da agua, e n&ngeeratura atmosférica. As correntes
marinhas que freqliientemente cruzam estas frontanfagenciam e também transportam a
micobiota, portanto existem poucas evidéncias @eaguespécies estejam restritas a paises ou
continentes (HYDEet al, 1998).

Estes fungos podem crescer em uma ampla variedadahs$tratos, como madeira,
sedimentos, areia, manguezais, corais, conchas aleseons, invertebrados marinhos e,
finalmente, na superficie e no interior das aldasbora muitos papéis ecoldgicos tenham
sido estudados e descritos para os fungos tesgestrecologia de fungos marinhos tem sido
mais dificil de investigar. Ainda assim, os fungé@s de grande importancia para o equilibrio
do ecossistema marinho. Por exemplo, os fungosngdartantes intermediarios do fluxo de
energia, entre detritos e niveis troficos supesiodesempenhando o papel de reciclagem de
nutrientes como decompositores. Ademais, enquaméo alguns fungos marinhos causam
doencas em animais e plantas, outros desenvolvéagfes mutualisticas com tais

organismos (HYDEet al, 1998; WANG, 2006).
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1.3 Algas

As algas, em sua totalidade, sdo organismos éticas e fotossintetizantes.
Entretanto, outras caracteristicas como 0s pigreefdtossintetizantes, a composi¢cdo da
parede celular e a substancia de reserva, variaptaarante entre as Divisbes. As algas
podem ainda ser unicelulares (Divisbes Euglenoph@arysophyta ou Pyrrophyta) ou
multicelulares (Divisdes Chlorophyta, Rhodophytan¥ophyta ou Phaeophyta) (RAVEN,;
EVERT; EICHHORN, 1996).

As algas pardas (Phaeophyta) sdo as que aprestmemnho e diferenciacao tissular
mais elaborado, aproximando-se das plantas vaesulastas algas formam grandes macicos
gue, quando ancorados fora da costa, oferecemoapaga uma extensa diversidade de
microrganismos, peixes e invertebrados Dentre pécess de algas pardas que sao mais
frequentemente colonizadas tem{8ecussp.,Laminariasp.,Cystoseirasp. eSargassunsp.

(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 1996).

1.4 Interacdes entre algas marinhas e fungos filam®sos

Fungos associados a algas sdo um grupo taxonosmtamiverso que inclui espécies
simbiontes, mutualistas, saprofitas, parasitastégpaas de interesse evolutivo, ecoldgico e
comercial.

Os fungos filamentosos podem colonizar uma graradieedade de algas marinhas,
mas sdo as feoficeas e as rodoficeas que apresentamaior diversidade de fungos
associados. Ja as cloroficeas, em contraste, sfimasapgaramente associadas a fungos
filamentosos. Por serem frageis e possuirem uno del vida curto, as cloroficeas nao
oferecem o0 tempo necessario para que se estabelegdonizacdo por ascomicetos de
crescimento lento. Entretanto, em alguns casos nposier observadas simbioeses entre

cloroficeas e fungos, formando liquens (KOHLMEYEBRHLMEYER, 1979).
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A parte externa das algas oferece uma area piategn um ambiente continuamente
exposto a fatores de estresse como a baixa coac&atde nutrientes, o dessecamento, a
salinidade e a radiacdo solar. Algas saudaveisalibeparte do carbono fixado durante a
fotossintese na forma de uma secrecdo chamadaagrrmil Esta mucilagem, um substrato
rico em carboidratos, lipideos e peptideos, ageoaomfator atrativo para 0s microrganismos
colonizadores (ZUCCARO; MITCHELL, 2005).

E neste ambiente que as interacfes entre funglgme tém inicio, a partir da ligacio
dos esporos e da invaséo das hifas, levando aiza(do da alga. A invaséo das hifas ocorre
principalmente pela formacdo de hifas especialgadam extremidades bifurcadas que
seriam capazes de penetrar na alga: através daddego enziméatica da parede celular, ou
exercendo pressdo no ponto de contato. Um outrto i entrada de hifas inclui partes
danificadas pela acdo de animais epifiticos comelideos e poliquetos (ZUCCARO;

MITCHELL, 2005).

1.5 Metabdlitos secundarios de fungos marinhos assados a algas

Fungos derivados do ambiente marinho tem sido @lgetinvestigacbes recentes e
demonstram ser uma nova e importante fonte de feduaturais biologicamente ativos
(HOLLER et al, 2000; FENICAL; JENSEN, 2002).

Bugni e Ireland (2004) discutem as estratégias pasmlamento, 0 crescimento e a
producao de metabdlitos secundarios por parte slestgos, enfatizando que a producao dos
metabolitos € altamente variavel em funcdo dasicoesd de crescimento, especialmente a
salinidade do meio, mas que nem sempre a utilizdedmeio salino é necessaria para a
producdo de metabdlitos. Por fim, destacam as shgeclasses de metabdlitos isolados (ao

todo 273 compostos) e suas atividades biologicaspc
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a) a helimecina A, X) isolada do fungoAcremoniumsp. obtido a partir da alga
Halymenia dilatata(CHEN et al, 1996). A helimecina A apresentou atividade “dg&H,
inibindo o crescimento da al@keletonema costatym

b) a dicetopiperazina modificada mactanamig isolada do fung@spergillussp.
obtido a partir da alg&argassunsp., que apresentou atividade fungistatica (LORENZ,
1998);

c)0 9, 10 — diidro — (B, 11S, 12R, 14R) — coletodiol 8) e 0 9, 10 — diidro — @& 11R,
12R, 14R) — coletodiol 4), isolados do fungovaricosporina ramulosaobtido da alga
Cytoseirasp., que apresentaram atividade antifangica (HGR.eEal, 1999);

d) as ascosalipirrolidinonas /) e B 6), isoladas do fungéscochyta salicorniae
obtido a partir da algbllva sp., das quais o composicapresentou atividade anti-maléarica
contraPlasmodium falciparugmatividade antimicrobiana e inibiu a quinase dastna p516ck
(OSTERHAGEet al, 2000);

e) a pestalona7), produzida pelo fungdPestalotia sp., obtido a partir da alga
Rosenvingeasp. e crescido na presenca de um antagonistaribacte O composto/
apresentou potente atividade antibacteriana coS8tephylococcus aureusesistente a
meticilina, com MIC de 37 ng/mL, e também conEaterococcus faeciumesistente a
vancomicina com MIC de 78 ng/mL (CUETéal, 2001);

f) o fungo endofiticoDrechslera dematioideaobtido da alga vermelhhiagora
viscida que forneceu dezesseis compostos dos quais Aoveesquiterpenos inéditd® €

16), e dois 13 e 15) apresentaram atividade anti-malarica (OSTERHAGE,, 2002).
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Figura 2: Metabdlitos secundarios ativos de funigoksdos a partir de algas marinhas.

Estes poucos exemplos ilustram a diversidade miatabde fungos associados a
algas. Varios outros exemplos podem ser encontradobteratura (BUGNI; IRELAND,

2004; SALEEMet al, 2007).
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

1. O isolamento de fungos associados a uma alga maagim géner&argassum;

2. O crescimento das linhagens isoladas em 8 diksemteios de cultura para a
geracao de extratos a partir de cada uma das énbkate fungos isoladas;

3. A avaliacéo dos extratos brutos obtidos em diteehioensaios;

4. A analise do perfil quimico dos extratos obtidos.

5. Com base nos resultados coletados, estabeledériosi para a avaliacdo do

potencial metabdlico de linhagens de fungos isal@gaum macrorganismo marinho.
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3. METODOLOGIA

3.1 Coleta das amostras

O material biolégico (alg&argassum sp.) utilizado foi coletado em Séo Sebastido/SP
em janeiro de 2007. Este material foi colocado anolas de plastico esterilizadas, as quais
foram imediatamente transportadas para o labooadi@ériapoio nas dependéncias do CEBIMar
(USP).

Os talos das algas foram submetidos a esterilizagperficial através de sucessivas
lavagens com solucéo de 0,001 g/L de HgDdh 5% de etanol por 1 minuto, seguido de trés
lavagens com agua estéril (NEWEL, 1976).

ApoOs a esterilizacdo superficial foram realizad@s tprocedimentos diferentes de
indculo. O primeiro consistiu apenas em transfiesigmentos (~ 1 cf) da alga para placas
de Petri contendo diferentes meios de cultura zg@os. O segundo procedimento consistiu
no indculo, em placas de Petri, de um extrato amudsido triturando-se a alga em agua
destilada estéril. Este extrato aquoso foi inoaulaehto sem diluigao, como diluido para®10
O ultimo procedimento realizado foi o de esfregake.placas de Petri foram inoculadas
esfregando-se os fragmentos de alga na super€icieetb de cultura.

Todos 0s meios de cultura (Tabela 1) foram preparadm agua do mar artificial
(ASW - Artificial Sea Water), que consiste de: 1,8§6de CaGl2H;O; 9,68 g de
MgCl,.6H,0; 0,61 g de KCI; 30 g de NaCl; 0,14 mg de Na&,; 3,47 g de Ng&&5O;; 170 mg
de NaHCQ; 100 mg de KBr; 40 mg de SedEH,; 30 mg de &cido bérico e 1 L de agua
destilada. O antibi6tico rifampicina também foiiaido na preparagdo dos meios para inibir

o crescimento bacteriano (HOLLERal., 2000).
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Tabela 1: Meios de cultura para o isolamento dgdammarinhos

Meios de Cultura

Componentes

Agar de Glicose, Peptona e Extrato de Leve(
(GPY)

1 g de Glicose,

1@ g de Peptona de carne de soja,
0,1 g de Extrato de levedura,
15 g de Agar e 1 L de ASW.

Agar de Batata e Cenoura (BC)

20 g de Batatas cozidas e esmagadas,
20 g de Cenouras cozidas e esmagadas,
20 g de Agar e 1 L de ASW.

Agar de Malte 2% (M2%)

20 g de Extrato de malte,
15 g de Agar e 1 L de ASW.

Agar de Malte 3% (M3%)

30 g de Extrato de malte,
5 g de Peptona micoldgica,
15 g de Agar e 1 L de ASW.

Agar de Fuba (Fub)

42 g de fubd foram agitados em 500 mL de agua
destilada a 60°C por 12h, filtrados e o filtrado
diluido com ASW até 1 L.

15 g de Agar.

Agar de Aveia (Av)

30 g de flocos de aveia foram fervidos em 500
mL de agua destilada por 1h, filtrados e o filtrado
diluido com ASW até 1 L.,

20 g de Agar.

Agar Tubaki (Tub)

30 g de Glicose,

0,5 g de Extrato de levedura,

1 g de Peptona,

1 g de Fosfato de potassio dibasico,

0,5 g de Sulfato de magnésio heptahidratado,
0,01 g de Sulfato de ferro heptahidratado,

15 g de Agar e 1 L de ASW.

Agar Celulose (Cel)

10 g de Celulose,
1 g de Extrato de levedura,
15 g de Agar e 1 L de ASW.
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ApoOs a inoculacéo das placas de Petri no labocatiiriCEBIMar (USP), estas placas
foram levadas para o laboratério de Microbiologea UWhiversidade Federal de Sdo Carlos

(UFSCar), e incubadas em uma estufa (€2por uma semana.

3.2 Isolamento, purificacdo e caracterizacdo dashagens

As placas foram examinadas a intervalos regulaaea facilitar o isolamento das
linhagens de fungos que cresceram a partir dosngatps e extratos da alga. A purificacao
das linhagens isoladas foi realizada pelo métodesgetamento por estrias em placas de Petri
contendo meio agarizado, e por sucessivos repajéese obter coldnias puras.

Estas colénias foram caracterizadas de acordo a@s principais caracteristicas
macroscopicasa) coloracdo da col6nids) aspecto (algodonoso, pulvurulento)gcepresenca
de micélio aéreo. Em seguida, as colonias forameadas de acordo com 4 critéri@d:
organismo a partir do qual as linhagens foram dasab) meio de cultura original do
isolamento;c) método de isolamento; @ linhagem. Assim, todas as linhagens apresentam

variacfes do codigo a seguir (Figura 3).
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ASGPY4 —» Linhagem
l

[ GPY

Malte 2% (M2%)

Alga Sargassum Malte 3% (M3%)

Tubaki (Tub)

< Batata e Cenoura (BC)

Fuba (Fub)

Aveia (Av)

\ Celulose (Cel)

AS M3%S/DA — Linhagem
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Método de isolamentSem/Diluicéa

AS M2%-2 0O

N

Método de isolamentDiluicéo 107,

AS M2%C

N\

Método de isolamentesfregaco

Figura 3: Nomenclatura das linhagens de fungosadsal a partir de uma alga marinha

do génerdzargassum.
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3.3 Preservacéao

Todas as linhagens purificadas foram preservadascoelo com trés metodologias
distintas: glicerol 10% e agua destilada, ambaptadas de Deshmukh (2003), e por repique
continuo.

Para a preservacdo em glicerol 10% os fungos fosgtados em placas de Petri
contendo meio agarizado. Apos o devido tempo deeitnento, com o auxilio de uma seringa
plastica foram cortados trés circulos superfidiisagar contendo o fungo em varios estados
de envelhecimento. Tais circulos foram imersos em Eppendorf etiquetado contendo
glicerol 10%, previamente esterilizado. As presedes foram feitas em triplicata e estocadas
em refrigeradores.

Para a preservacdo em agua destilada os fungos fegicados em placas de Petri
contendo meio agarizado. Apos o devido tempo deitnento, com o auxilio de uma seringa
plastica foram cortados trés circulos superfidiisagar contendo o fungo em varios estados
de envelhecimento. Tais circulos foram imersos emEppendorf etiquetado contendo agua
destilada, previamente esterilizada. As presengfgiam feitas em triplicata e estocadas em
refrigeradores.

Para a preservagcao por repique continuo, as linsafjmgicas foram repicadas em

tubos de ensaio contendo meio de cultura agarizado.

3.4 Cultivo em pequena escala

As linhagens fangicas foram primeiramente crescigasplacas de Petri. Apds o
crescimento, circulos superficiais de agar contemdoicélio foram retirados das colbnias
com o auxilio de uma seringa plastica e imersod$rastos com tampa contendo 250 mL do
meio de cultura original liquido (sem agar) no qu#éiingo se desenvolveu. Os frascos foram

deixados para fermentar por 28 dias, em temperatabéente, aerados e sem agitacao.
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3.5 Obtencéo dos extratos brutos

Apés o periodo de fermentacdo os meios foram diegliem duas categorias:

clarificados (GPY, M2%, M3% e Tub) e nao clarifiocad BC, Fub, Av, Cel).

Para os meios clarificados, primeiramente o mici&icseparado do meio de cultura
por filtracdo a vacuo, utilizando-se um funil siittado acoplado a um kitassato. Como filtro
utilizou-se papel de filtro recoberto com uma caandé celite. O micélio foi entdo imerso em
10 mL de MeOH, extraido durante um minuto em umhbashe ultrassom e filtrado, dando
origem ao extrato metandlico do micélio.

Os meios de cultura livres de micélio foram subduetia uma extracdo em fase sélida
de silica gel derivatizada comd® posteriormente eluida com:

1. 25 mL de HO, para a retirada de sais, agicares, aminoa@tos,
2. 25 mL de MeOH / KO (1:1);

3. 25 mL de MeOH.

A fracéo 1 foi descartada e as fracOes 2 e 3 fa@etadas em tubos de ensaio de 50
mL e secas em um speedvac. Depois de seco, o dordesd tubos foi rediluido e transferido
para frascos etiqguetados e pesados. Os frasceos &mido colocados em um speedvac para a
total evaporacao do solvente, originando as fragoaseio de cultura.

Aos meios nao clarificados foram adicionados 250 aeLACOEt e deixados para
extrair por uma noite, sob agitacdo. Apos o peridel@xtracdo, a mistura meio de cultura +
micélio + solvente foi filtrada a vacuo, utilizande um funil de Blchner acoplado a um

kitassato. Como filtro utilizou-se papel de filbecoberto com uma camada de celite.

Apos a filtracdo foi realizada uma particdo liquittuido para a separacao da fase

organica (AcOEt) e da fase aquosa (meio de cujdueatraido). A fase aquosa foi descartada
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e a fase organica transferida para um baldo deofteabndo de 500 mL. O balédo foi entdo

acoplado a um rotaevaporador e o solvente, evaporad

O conteudo do baldo foi entdo rediluido e tramdfepara um frasco etiquetado e
pesado. O frasco foi também acoplado ao rotaevajmrpara a total evaporacao do solvente,
originando o extrato bruto AcCOEt.

Os mesmos procedimentos de extracdo foram reabzadm os meios de cultura
puros (estéreis), originando os extratos e fraggdes como branco dos meios de cultura.

Os solventes utilizados foram da marca Qhemis, degpureza P.A.

3.6 Ensaios de atividade biologica
Todos os extratos e fracdes que apresentaram reaBs@nte (superior a 20 mg)

foram rediluidos e pequenas aliquotas (~ 5 mghsteasidas para novos frascos, secas e

enviadas aos colaboradores para a realizacao sfzect®/os ensaios de atividade bioldgica.

3.6.1 Avaliacdo do potencial antibiético

Para os ensaios de atividade antibidtica utiliznwgprotocolo adaptado a partir de
Oliveira et al. (2006). Assim, os extratos e fragcbes na concerdrded400 — 50qug/mL
foram diluidos serialmente em DMSO (1%). Suspenbaeterianas de cultuvernight de
determinada cepa padréo ou isolados clinicos (@abglcrescidos em BHIBfain Heart

Infusion) foram diluidos até a concentracéo d&UBC/mL.

Os testes foram realizados em microplacas estéoais 96 pocos de fundo chato,
sendo que cada poco teve volume final total depdO@0 pL de meio de cultura + 20L de

in6culo + 40uL da amostra diluida em agua). As placas forambadas por 24 h, a 37 °C
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em microareofilia (10% C£ e o crescimento microbiano determinado pelasrbbecias

mensuradas antes e apos a incubacédo, a 550 — 5@tnneitor automatico de microplacas
(Molecular Devices, Programa Versa Max). A CIM d&finida como a menor concentracao
da amostra que inibiu o crescimento microbiano. e®gerimentos foram realizados em
triplicatas e tiveram como controle negativo a waltmicrobiana sem adicdo do extrato /

fracao.

Tabela 2: Relacdo de cepas padrdes e isoladosodis¢lecionadas para o rastreamento de

extratos marinhos com atividade antimicrobiana

Microrganismos Origem
Escherichia coli NTCC861
Saphyl ococcus aureus ATCC6538
Enterococcus faecalis ATCC14506
Streptococcus sanguinis ATCC15300
Sreptococcus sobrinus ATCC27607
Sreptococcus mutans UA159
Sreptococcus mutans Isolado clinico 2.M7/4
Candida albicans ATCC36801 (sorotipo A)

Este ensaio foi realizado pelo grupo do professgialdo Goncalves (Faculdade de

Odontologia, UNICAMP).

3.6.2 Inibicdo da enzima APRT deLeshmania tarentolae e da enzima GAPDH de
Trypanosoma cruz

Para o ensaio de inibicdo enzimatica da enzima AfeRTealizada uma medida da
cinética de formacédo do AMP (adenosina monofosfaeguindo a reacao:

Adenina + PRPP— AMP
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uma vez que a enzima APRT catalisa a reacdo danadeom o PRPP (fosforribosil

pirofosfato), formando o AMP.

Esta reacdo € realizada em um tampéao Tris — HCI7(@gl com a presenca de ions
magnésio Mg (disponiveis pela adicdo de MglCha solucdo. Os testes s&o realizados em
cubetas de quartzo de 500 pL ou em placas de &#isg6 pocos. A concentracdo final da
enzima € de 6 pg/mL. O ensaio é acompanhado ensp@cteofotdmetro no comprimento de
onda de 249 nm.

Para o ensaio de inibicdo enzimatica da enzima GARIDrealizada uma medida da
cinética de formacdo dBNADH (nicotinamida adenina dinucleotideo na fornealuzida),
segindo a reacéao:

NAD" + G3P— NADH
uma vez que a enzima GAPDH catalisa a reacdo do ‘NAfixotinamida adenina

dinucleotideo forma oxidada) com o G3P (gliceralde3 — fosfato) formando o NADH.

Esta reacdo é realizada em um tampéo Trietanolafpiti&,5) com a presenca fle
mercaptoetanol (inibidor de pontes de sulfeto),emiego de sédio e EDTA (&cido
etilenodiamino tetra — acético). Os testes saazexils em cubetas de quartzo de 500 pL ou
em placas de Elisa de 96 pogos. A concentracabdamanzima é de 0,75 pg/mL. A reacdo
foi acompanhada em um espectrofotdmetro no comptorage onda de 340 nm.

Este ensaio foi realizado pelo grupo do professaucius Oliva (IFSC, USP).

3.6.3 Efeito antimicobacteriano

O efeito antimicobacteriano das amostras em testavhliado sobré/lycobacterium
tuberculosis H37Rv para a determinacdo da CIM, e em macréfagiestados comM.

tuberculosis H37Rv para a determinacao das unidades formadereslénia (UFC).
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A CIM foi determinada pela técnica de microdiluicAm placa, utilizando como
revelador o corante Alamar Blue. As amostras fodissolvidas em DMSO e diluidas em
meio liquido de Middlebrook 7H9 (Difco) em variasncentracbes. A concentracdo de
DMSO nas diluicdes foi inferior a 1%. A cepd tuberculosis H37Rv ATCC 27294 foi
cultivada em meio de cultura Lowenstein — Jens8i & por trés semanas e subcultivadas
em meio liquido de Middlebrook 7H9 a 3Z por 10 dias. A suspensdo de micobactérias foi
ajustada para 4 x 1Gnicobactérias/mL usando a escala padrdo de Mcfark 100pL
foram adicionados a microplaca contendo 100 de meio de cultura e diferentes
concentracbes das amostras. Como controles foraadosismeio de cultura (controle
negativo) e meio de cultura e micobactérias (cémtpmsitivo). Como droga controle foi

utilizada a rifampicina nas concentracées de 02025pmolL™.

A microplaca foi incubada a 3T e apds 6 dias, foi adicionado 26 de uma mistura
de Tween 80 a 10% e Alamar Blue (1:1) as cavidademicroplaca. A microplaca foi re-
incubada a 37C e apds 24 horas a leitura macroscopica foi @ddizpara determinacdo da
CIM, definida pela menor concentracdo da droga za@@aimpedir a alteracdo da cor azul
para résea. A permanéncia da cor azul nas cavidadeu a auséncia de crescimento
micobacteriano e o desenvolvimento da cor rosedécdanda presenca de crescimento

micobacteriano.

Para a determinacédo das unidades formadoras daa@léFC), macrofagos J774 em
meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 2,5%adle fetal bovino foram plagueados
na concentracdo de 5 x *16él/cavidade, em placas para cultura de célulastendo 24
cavidades. Apos 12 horas de incubacgdo a 37 °C,sus@ensdo contendoM tuberculosis
foi adicionada aos macrofagos, de maneira a ocarenfeccdo na proporcdo de 10
micobactérias/célula. As células foram infectadais3— 4 horas e em seguida lavadas com

salina tampao fosfato (PBS) para a remoc¢éo dashantérias extracelulares.
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As células infectadas foram suplementadas com meicultura e incubadas com
diferentes concentracdes das amostras. Apos 78, legaélulas foram lavadas com meio de
cultura para a remocao de micobactérias extracebiralisadas pela adicdo de dodecil sulfato
de sédio (SDS) a 0,25%. O lisado foi diluido enleséraliquotas de 1Q4L foram inoculadas
em placas de Petri contendo meio de cultura 4gad .7Apos uma incubagéo a 37 °C por 3 —
4 semanas, as unidades formadoras de colonias ([0FD) contadas.

Este ensaio foi realizado grupo do professor Qéjmes Silva (FMRP, USP).

3.6.4 Atividade citotdxica em células tumorais humsas

Para a determinacdo da atividade citotoxica emlaltumorais humanas foram
utilizadas células de cancer de mama (MDA — MB48g),colon (HCT — 8) e de sistema
nervoso (SF295), cultivadas em meio RPMI 1640, suphtados com 10% de soro fetal
bovino e 1% de antibiotico, mantidas em estufa &3& atmosfera contendo 5% de L£O

Os extratos e fragbes a serem testados foram alluddh DMSO na concentracao
estoque de 20 mg/mL e a sua citotoxicidade avaji@ttamétodo MTT. Este método consiste
em um microensaio, onde as células foram plaqueamiaglacas de 96 pocos nas seguintes
densidades: 0,7 x 105 (HCT - 8), 0.6 x 105 (SF299),1 x 106 (MDA — MBA435), e
incubadas durante 72 horas com as amostras (1@tLjud/tilizou-se uma solucdo de MTT
para finalizar o tempo de incubacéo.

As absorbancias foram obtidas com o auxilio de spe&ofotdmetro de placa a 550
nm. Os experimentos foram analisados segundo séaéasne respectivos intervalos de
confianca a partir da regressédo nao linear no progfraphPad Prism. Cada amostra foi
testada em triplicata em dois experimentos indegaed.

Este ensaio foi realizado grupo da professora @add O Pessoa (Universidade

Federal do Ceara).
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3.7 Técnicas Cromatograficas

3.7.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Todos os extratos brutos e fragBes foram analispdoCCD. Para estas analises
foram utilizadas cromatofolhas (20 x 20 cm) decailjel 60 sobre poliéster com indicador de
UV F,s4 (Aldrich) e solventes grau P.A (Qhemis).

Apoés a aplicagcdo das amostras, as cromatofolh@snfaolocadas em uma cuba
contendo 20 mL de fase méved) hexano / AcOEt (7:3), quando utilizado o padrao
colesterol; owb) diclorometano / MeOH (9:1), quando utilizado o r@adtimidina.

As placas foram observadas em luz UV com lampadet®line (254 e 365 nm) e,
apés a inspecdo na camara de UV, borrifadas cortréssreveladores distintos: &cido
fosfomolibdico, ninidrina e Dragendorff.

O é&cido fosfomolibdico revela substancias redutogadoi preparado a uma
concentracdo de 20% de acido fosfomolibdico em EtOH

A ninidrina, que revela aminas primarias e amimb@gi foi preparada a uma
concentracdo de 0,1% de ninidrina em EtOH.

O reagente Dragendorff, que revela alcaloidespfeparado a partir da mistura de
duas solucdes. A soluc@oconsiste de 0,85 g de nitrato basico de Bismuifoefin 10 mL de
acido aceético glacial e 40 mL de® enquanto que a solucBoconsiste de 8 g de lodeto de
Potassio em 20 mL 4. As solucde#\ e B sdo misturadas em um volume de 1:1 e, para ser
utilizada, 1 mL da misturAB é diluida em 2 mL de acido acético glacial e 10dalt40.

Depois de reveladas, as placas foram analisadasgmoparacdo com os padroes.
Assim, as amostras que apresentaram bandas alaamarda do padrao colesterol e acima da
marca do padrdo timidina, ou seja, bandas ind&atide metabodlitos de polaridade

intermediaria, foram consideradas como de interesse
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3.7.2 Espectrometria de Massas

Os brancos dos meios de cultura, os extratosgédsaque apresentaram resultados
positivos nos ensaios de atividade bioldgica exbsas e fracdes que apresentaram perfil
interessante na CCD foram analisados por cromdiadgiguida acoplada a detectores de
arranjo de diodos, espalhamento de luz evaporatespectrometro de massas (LC — PDA —
ELSD — MS).

Este sistema é composto por um cromatografo lkiqdiel alta eficiéncia da marca
Water§, modelo Alliance 2695, acoplado a trés detectones:espectrofotométrico UV —
Visivel, marca Watefs modelo 2996 de arranjo de fotodiodos (Photodidday Detector),
um de espalhamento de luz evaporativo (Evapordtigat Scattering Detector), marca
Water§, modelo 2424 e um espectrdometro de massas, maater§y modelo ZQ 2000.
Todos gerenciados por um sistema MassLynx.

Cerca de 1 mg de cada amostra foi diluida em 1 enMeOH grau HPLC (JT Baker)

e transferida para os vials do amostrador. Foratizeglas analises de 25 minutos, utilizando
um gradiente de eluicdo (100%,® durante 1 minuto, seguido de curva numero 4 de
gradiente convexo durante 20 minutos até 100% Meg@nanecendo neste ultimo por 5

minutos) com fluxo de 1 mL/min. Utilizou-se uma woh de fase reversa;Water§

Symmetry (dimensdes 4,6 x 75 mm, 3,5 um).

3.7.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

O extrato bruto AS Fub 39 foi separado por cronraffiey liquida de alta eficiéncia
associada a um detector de ultravioleta. Estensésteromatografico € composto por uma
bomba para gradiente quaternario W&te80 e um detector UV 2996, gerenciado por um

sistema WatefsMillenium 32.
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Para a separacdao foi utilizada uma coluna anatiedase reversa;glnertsil / ODS —
3 (dimensdes 4,6 x 250 mm, 5 um); fase moével MeCGip@ (75:25) e monitorada nos

comprimentos de onda 230 e 280 nm.

3.8 Técnicas Espectroscopicas

3.8.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os extratos brutos e fracdes que apresentarantadiss positivos nos bioensaios
foram submetidos a analise por RMN'H para a obtencéo de dados adicionais sobre sua
composicao quimica. Para tanto, aproximadamentadgl@e cada amostra foram diluidos em
600 pL de DMSO deuterado, utilizando-se TMS conudrgade referéncia interna.

As fracdes obtidas a partir da purificacdo doaggtbruto AS Fub 39 foram ainda
analisadas por RMN =C e RMN uni e bidimensional para a analise do catgpmajoritario
e sua determinacéo estrutural.

O equipamento utilizado foi um Bruker DRX 400 (9&sla), operando a 400,35 MHz
na freqtiéncia do hidrogénidH) e a 100,10 MHz na freqiiéncia do Carboi€) no DQ —

UFSCar.

3.8.2 Ultravioleta— Visivel (UV-Vis)

O espectro na regido do ultravioleta — visivel (W&} foi obtido com um
espectrofotometro Hitachi, modelo U — 3210 na megié 200 a 400 nm (IQSC — USP). A
amostra foi preparada a uma concentragdo de 20%eD@H grau espectroscopico (99,9%

A.C.S. Sigma — Aldrich).
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3.8.3 Infravermelho (1V)

O espectro na regido do infravermelho (IV) foi dbtem um espectrofotdmetro FTIR
Bomem modelo MB — 102 (IQSC — USP). A amostra faiida em 1 mL de MeOH grau
espectroscopico (99,9% A.C.S. Sigma — Aldrich) &caga com o auxilio de um capilar
sobre um disco de silicio. Apés a aplicacdo, oestky foi completamente evaporando com ar

comprimido e a amostra foi seca em um dessecadagial® continuo.

3.9 Rotacéo Especifica {]p)
A medida de rotacao especifica foi obtida em uarfoetro Perkin — Elmer 341, a
20 °C, em um comprimento de onda de 589 nm. Pata, ta amostra foi diluida em MeOH a

uma concentracdo de 1 mg/mL.
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4. RESULTADOS & DISCUSSAO

4.1 Isolamento e caracterizacdo das linhagens flegs.

A metodologia de fragmentacdo da al§a&gassum sp. foi a que mais favoreceu a
purificacdo das linhagens, uma vez que as col@uagungos cresceram em pontos distintos da
placa, ainda que estivessem préximas. J& as metpaelde diluicdo e esfregaco dificultaram o
trabalho inicial de isolamento, pois o0 processesfeegaco dos extratos aquosos (sem diluicédo e
diluicdo 10°%) e dos fragmentos de alga nas placas fez comsjoel@nias crescessem dispersas,
misturadas e em replicata.

Ao todo, foram isoladas e purificadas 58 linhaggmgungos a partir dos diversos meios
de cultura utilizados, sendo o meio de cultura M2%ue melhor favoreceu o crescimento e

isolamento de linhagens (Tabela 3).

Tabela 3: Correlacdo meio de cultura x linhagens

Meio de cultura Linhagens Isoladas
GPY 08
Malte 2% 12
Malte 3% 05
Tubaki 05
Batata e cenoura 10
Fuba 04
Aveia 07
Celulose 07
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Apés o procedimento inicial de preservacdo dasatiehs em glicerol 10% observou-se
uma grande dificuldade na recuperacdo destas kmsag?ara que ndo houvesse perda dos
microrganismos, empregou-se também os métodosederpacdo em agua destilada e em tubos
inclinados. Estes ultimos dois métodos de pres@éovag mostraram mais eficientes do que o
utilizado originalmente.

Todas as linhagens foram preservadas em gliceid. IDeste total, 25 foram ainda
preservadas em agua destilada e 32 estdo sendmlasamin tubos de ensaio contendo meio de
cultura. Das linhagens puras e preservadas, Sihfoeativadas com sucesso e inoculadas em
meio liquido, para a obtencdo dos extratos brutos.

Dentre as linhagens isoladas, aquelas que orggmaextratos brutos ou fragdes com
resultados positivos nos ensaios de atividade @icddforam enviadas a Dra. Lara Durdes Sette,
da Divisdo de Recursos Microbianos do CPQBA (UNIGAMpara a identificagdo taxondmica
das espécies. A primeira linhagem a ser identifickmi a AS Fub 39 (Figura 4), como

pertencendo a espédenicillium steckii. As demais ainda ndo foram identificadas.

Filo: Ascomycota

7, .. e Ty Sub - filo: Pezizomycotina
P i . \ Classe: Eurotiomycetes
b }\\ & e o =~
: B . Sub — classe: Eurotiomycetidag¢
\ # ,_-m,r 2 P o [ Ordem: Eurotiales
- < ; " Familia: Trichocomaceae
AS Fub 39 By,

GéneroPenicillium

EspéciePenicillium steckii

Figura 4: Linhagem AS Fub 3&dnicillium steckii).
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Figura 5: Linhagem AS Tub 14.

Figura 6: Linhagem AS Tub 16.

Figura 7: Linhagem AS GPY 41.

Figura 8: Linhagem AS GPY -2 T.
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Figura 9: Linhagem AS GPY S/D F.

Figura 10: Linhagem AS M2% 8.

Figura 11: Linhagem AS M2% 58.

Figura 12: Linhagem AS M2% C.
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Figura 13: Linhagem AS M2% S/D H.

Figura 14: Linhagem AS M2% -2 O.

Figura 15: Linhagem AS Av -2 R.

N Figura 16: Linhagem AS BC 47.
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Figura 17: Linhagem AS BC S/D B.

4.2 Andlise dos extratos brutos e fracdes

A partir das 52 linhagens crescidas em meio liquilteve-se 99 extratos, de 4 tipos
diferentes: 27 extratos de AcOEt, 24 extratos nidizos do micélio, 24 fracdbes MeOH LB
(1:1) e 24 fracbes MeOH.

Por serem extremamente viscosos, 0os meios de aulfio clarificados (BC, Fub, Av e
Cel) foram extraidos com AcOEt.

Tanto os extratos AcOEt (Tabela 4), quanto os drenetandlicos do micélio (Tabela
5), quando re-diluidos em solvente organico pardaio das analises, apresentaram uma grande
guantidade de sal precipitado. Estes extratosativeyue ser novamente filtrados para a retirada
dos sais. A precipitacdo dos sais e sua retiradéilfsacdo causaram uma perda consideravel de
massa, mas possibilitaram uma limpeza inicial ddsa®s brutos, impedindo que os sais do

meio de cultura influenciassem nos ensaios dedatild biologica.
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Tabela 4: Massas dos extratos brutos de

Tabela 5: Massas dos extratos brutos

metanodlicos dos micélios

AcOEt
Extr. AcOEt Massa (mg)
AS Av 28 109,1
AS Av 29 260
AS Av 48 147,8
AS Cel 32 16,7
AS Cel 33 7,5
AS Cel 34 9,5
AS Cel 35 11
AS Cel 63 15,8
AS Cel 64 10,9
AS BC 23 13,6
AS BC 26 16,7
AS BC 44 16,9
AS BC 45 13,3
AS BC 47 25,7
AS BC 47x 15,9
AS Fub 39 57,3
AS Fub 50 13,6
Bat/Cen J 16,2
Bat/Cen K 11,7
Bat/Cen S/D B 25,6
AS Cel S/ID D 13,4
AS Av S/D | 198,9
Bat/Cen -2 B 15,2
AS Fub -2M 56,1
AS Av -2 P 72,5
AS Av -2 Q 87,5
AS Av-2R 132,1

[AS] = Alga Sargassum; [GPY, M2%, M3%, Tub,
Av, BC, Fub, Cel] = meios de cultura; [S/D, %6

diluicdo; [namero, letra] = linhagem.

Extr. MeOH Massa (mg)
AS GPY 1 58,5
AS GPY 2 43,7
AS GPY 4 105,8
AS GPY 5 102
AS GPY 41 42,6
AS GPY 42 32,2
AS Tub 14 62,6
AS Tub 16x 85,3
AS Tub 52 121,4
AS Tub 53 82,3
AS M2% 6 69,4
AS M2% 8 176,1
AS M2% 9 62,5
AS M2% 55 170,8
AS M2% 56 97,1
AS M2% 58 1111
AS M2% 58x 56,2
AS M2% C 94,4
AS M3% H 168,2
AS M3% S/D A 201,2
AS GPY SID F 121,7
AS M2% S/D H 122,2
AS M2% -2 O 154,3
ASGPY -2T 72,2

[AS] = Alga Sargassum; [GPY, M2%, M3%, Tub,
Av, BC, Fub, Cel] = meios de cultura; [S/D, 46

diluicdo; [namero, letra] = linhagem.
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As fracbes MeOH/BD (1:1) (Tabela 6) e MeOH (Tabela 7) obtidas daBsS#s meios
de cultura clarificados ndo apresentaram o mesroblgma dos extratos AcCOEt e extratos
metandlicos do micélio com o alto teor de sais, wem que a primeira fracdo {8) coletada
durante a SPE eliminou os sais e acucares do neecultlra do adsorvente {4 presente no
cartucho. Em contrapartida, as fracbes MeOH dass $ipEesentaram um rendimento baixo, e
apenas uma apresentou massa suficiente para sada&raos ensaios de atividade bioldgica

utilizados nesta investigacao.
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Tabela 6: Massas das fracoeOH MeOH

(1:1) de SPE
Fracao
H,O/MeOH Massa (mg)
AS GPY 1 4,5
AS GPY 2 17,9
AS GPY 4 6,1
AS GPY 5 9,6
AS GPY 41 15
AS GPY 42 25,7
AS Tub 14 102,8
AS Tub 16x 10,8
AS Tub 52 51
AS Tub 53 28,9
AS M2% 6 101,6
AS M2% 8 118,4
AS M2% 9 85,4
AS M2% 55 76
AS M2% 56 1151
AS M2% 58 78,8
AS M2% 58x 77,3
AS M2% C 82,4
AS M3% H 147,6
AS M3% S/D A 133,9
AS GPY S/D F 11,6
AS M2% S/D H 130,2
AS M2% -2 O 146,7
ASGPY -2T 51

[AS] = Alga Sargassum; [GPY, M2%, M3%, Tub,
Av, BC, Fub, Cel] = meios de cultura; [S/D, 46

diluicao; [nimero, letra] = linhagem.

Tabela 7: Massas das fracoes MeOH de
SPE

Fracdo MeOH Massa (mg)
AS GPY 1 0,5
AS GPY 2 6,6
AS GPY 4 0,6
AS GPY 5 0,4
AS GPY 41 0,7
AS GPY 42 0,1
AS Tub 14 2,9
AS Tub 16x 4
AS Tub 52 0,7
AS Tub 53 0,7
AS M2% 6 2,6
AS M2% 8 8,1
AS M2% 9 9,9
AS M2% 55 3
AS M2% 56 1,7
AS M2% 58 0,9

AS M2% 58x 1,6
AS M2% C 18,5
AS M3% H 5,5

AS M3% S/D A 10,4

AS GPY S/D F 1

AS M2% S/D H 8,6

AS M2% -2 O 7,1

ASGPY -2T 1,2

[AS] = Alga Sargassum; [GPY, M2%, M3%, Tub,
Av, BC, Fub, Cel] = meios de cultura; [S/D, 46

diluicao; [nimero, letra] = linhagem.
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4.3 Ensaios de atividade biologica

Do total de 99 amostras, apenas 52 (destacadakabatas 4, 5, 6 e 7) apresentaram

massa suficiente para serem enviadas aos ensaiagdivittade biolégica. Ao todo, 21

amostras foram ativas, dentre as quais 9 apreaemtam perfil quimico indicativo da

presenca de metabdlitos secundarios quando araipad CCD, e 12 ndo (Tabela 8).

Tabela 8: Analise da presenca de metabdlitos sécasd(CCD) e atividade biologica

observada para os extratos bioativos das linhadgefsngos isoladas da al§argassum sp.

Linhagem CCD | Antibiético | Tuberculose| Citotoxico APRT

GAPDH

AS AV -2R X

X

AS BC 47 X

X

AS M3% S/D A

X

AS GPY 4

AS GPY 41 X

AS GPY SID F

X| | x| x

AS GPY -2 &

AS TUB 14

AS TUB 16X

AS M2% 6

AS M2% 8

AS M2% 9

AS M2% 55

AS M2% 56

AS M2% 58

AS M2% -2 O

AS FUB 39

AS M2% S/D H

AS M2% G, X X

x| X| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x| x

ASBCS/DB X X

X x| X x| x| x

AS M2% -2 @, X

Total 09 13 01 03 05

03

[F1] = Fracdo MeOH / kO (1:1) SPE; [F2] = Fracdo MeOH SPE.
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Analisando os resultados apresentados na Tabelad8-g® observar que, para os
meios clarificados (GPY, M2%, M3% e Tub), os exisamnetanolicos dos micélios obtiveram
um maior indice de atividade do que as fracdes rde®s de cultura. Além disso, as
atividades biolégicas diferem, para uma mesma ¢jelhm se o extrato é proveniente do
micélio ou do meio de cultura. Isto sugere que e&bvlitos extraidos dos micélios e aqueles
secretados e extraidos dos meios de cultura divesggnificativamente, seja em natureza ou
em concentracdo, pois a maioria das linhagens pgresentaram extratos metanodlicos do
micélio ativos ndo demonstrou a mesma atividada adracéo extraida por SPE do meio de
cultura.

Ainda, de acordo com os resultados apresentadé3gnga 18, o maior niumero de

amostras bioativas em um determinado bioensaicampi@u atividade antibidtica (13).

60

50+

401

30+

20

104

Amostras | Amostras | - ANti- | xpinisiico | Citotoxico | APRT | GAPDH
Testadas Ativas tuberculose
O Bioensaios 52 21 1 13 3 5 3

Figura 18: Resultado dos ensaios de atividade dicdo

O alto indice de atividade antibiética pode seilfante explicado pelo fenbmeno da
alelopatia. A alelopatia € o processo através da g8 organismos produzem compostos

guimicos que, quando liberados no ambiente, infiiaem de forma favoravel ou desfavoravel
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o desenvolvimento de outras espécies. Considemunelfungos e bactérias sdo competidores
naturais, espera-se que 0s compostos produzidos pehgos irdo influenciar de forma
desfavoravel o desenvolvimento de espécies mianabifoutros fungos e bactérias), o que de
fato ocorreu.

Os resultados para os ensaios de atividade citat¢m = 3) e anti-tuberculose (n = 1)
também se encontram dentro do esperado (VITA — MAR®et al., 2008).

Ja os resultados para os ensaios de inibicdo etmz@APRT + GAPDH] (n = 8)
extrapolaram as expectativas. Vita-Marquesal. (2008) isolou 57 linhagens de fungos
derivados do ambiente marinho, os quais deramrarmy@14 extratos brutos. Nenhum destes
extratos apresentou atividade inibitoria de APR®.thdbalho de Seleghiet al. (2007), 349
extratos brutos obtidos a partir de varios invegdbs marinhos foram testados no ensaio
inibicdo de APRT, e apenas 9 apresentaram atividAd&bos os estudos citados néo
corroboram os resultados conseguidos neste tralealpela suspeita de terem sido obtidos
resultados falsos positivos, os extratos e frafd@asn novamente enviados aos colaboradores

para que fossem refeitos os ensaios de inibicaerdasias APRT e GAPDH.

4.4 Andlises por LC— PDA — ELSD — MS

Os brancos do meio de cultura, os extratos e dsacom perfil quimico significativo
nas analises por CCD, bem como os extratos e acOmm atividade biolégica foram
analisados por LC — PDA — ELSD — MS. Entretantdassnalises foram consideradas
inconclusivas, pois todas as amostras apresentagdi|m semelhantes, com espectros de UV
e de massas praticamente idénticos. Possivelmematéa concentracdo dos componentes do

meio de cultura mascararam os metabdlitos secursddnesentes nas amostras.
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Figura 19: Cromatogramas de MS. (A): Fracdo de BBEH / H,O (1:1) do branco do meio de
cultura Tub; (B): Fracdo de SPE MeOHAH(1:1) do meio de cultura da linhagem AS Tub 14.
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Figura 20: Espectros de MS. (A): Branco do meicwgura Av; (B): Extrato metandlico do
micélio da linhagem AS GPY 41.
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Figura 21: Espectros de MS. (A): Extrato bruto A¢t@& linhagem AS Cel 34; (B): Extrato
metandlico do micélio da linhagem AS M2% 8.

Apesar de terem sido inconclusivos para a presensstigacdo, os resultados das
analises por LC — PDA — ELSD — MS dos extratosaedes das linhagens fungicas isoladas
da algaSargassum sp. serviram como ponto de partida para uma madaog procedimentos
de andlise realizados por outros pesquisadoresosigorngrupo que também trabalham com
extratos de fungos marinhos. Atualmente, todos xtates obtidos a partir de meios de
cultura de fungos marinhos sdo previamente subowtduma “limpeza” (“clean-up”) por
extracdo em fase sélida antes de serem analisamtos( — PDA — ELSD — MS. Os
resultados atuais, obtidos por estes pesquisadapessentam melhor qualidade, e indicam

claramente a presenca de metabalitos secundarios.
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4.5 Separacao cromatografica do extrato bruto AS Fu39 e determinacéo estrutural do
composto majoritario

Por ter apresentado atividade antibidtica contralirdsgagens de microrganismos
patogénicostreptococcus mutans (UA159) eCandida albicans (ATCC36801 — Sorotipo A),
um perfil quimico de interesse na CCD e um espetgr®MN —'H relativamente simples

(Figura 22), o extrato AS Fub 39 foi selecionad@apstudos adicionais.
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Figura 22: Espectro de RMN'H do extrato bruto AS Fub 39, em DMS3i9(400 MHz). Assinaladas em vermelho,
possiveis impurezas derivadas de acidos graxos.
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Este extrato foi purificado por HPLC, originandé@drfracdes. Estas fracoes foram

novamente avaliadas por RMNH, que indicou o Pico 3 como sendo de interesse.
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Figura 23: Cromatograma do extrato bruto AS FubC3thdicdes de analise: colungC
Inertsil ODS — 3 (dimensdes 4,6 x 250 mm, 5 unse f@mdével MeOH / kD (75:25), fluxo de

1 mL/min e observado em 280 nm.

O composto presente na fracdo 3 foi obtido comasdldo amorfo amarelado e teve
sua estrutura determinada por técnicas espectioasdge infravermelho, ultravioleta, RMN
de’H, *C, bidimensionais, e por espectrometria de massas.

A fracdo AS Fub 39 (P3) apresentou em seu espdet@bdsor¢cdo no infravermelho
(filme em disco de silicio) as seguintes bandagufféi 24):

1. 3348,0 cmi, larga atribuidas aos grup@s- H;

2. 2967,2; 2923,0; 2849,2 cth atribuidas as ligacd€&s— H;

3. 1603,6 cni’, atribuidas as ligacd€s= C;

4. 1121,4; 1073,2 crt, atribuidas as ligacd€s— O,
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Figura 24: Espectro de infravermelho da amostr&als39 (P3).

O seu espectro de absorcao no ultravioleta (Figbya@m MeOH apresentou absor¢ao

eMimax 282 nm (log: = 3,7), tipicamente atribuida a um anel aromatico.
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Figura 25: Espectro de ultravioleta da amostra Al 39 (P3).



Resultados & Discussdo 55

No espectro de RMN H (Figura 26) foi observado um singleto caractedstle
hidrogénio aromatico ey 6,32, integrando para um unico hidrogénio. A aciséde outros
sinais aromaticos sugeriu a existéncia de um argbpsubstituido.

Observou-se ainda a presenca de dois sinais, uby 64 (d,J = 14,8 Hz) e um em
on 4,39 (d,J = 14,8 Hz), ambos integrando para um hidrogénila ceonstituindo um sistema
de spin AB.

Foi possivel observar um singleto ein 3,65, integrando para trés hidrogénios,
caracteristico de metoxila. E8p 3,61 observou-se um multipleto integrando paradamo
hidrogénio.

A presenca de dois sinais na regiaogde,5, ambos integrando para um hidrogénio
cada, sugeriu a presenca de hidrogénios proxinuos grupo funcional. O primeiro sinal em
oy 2,58 (ddJ = 16,5 e 2,2 Hz) e 0 segundo em 2,25 (dd,16,5 e 2,2 Hz), ambos acoplando
entre si.

O singleto endy 1,91 integrando para trés hidrogénios, foi atdblud uma metila. Foi
observado ainda um dubleto ém1,25 0 = 6,12 Hz), integrando para um hidrogénio.

O espectro de RMN C (Figura 27) apresentou doze sinais referentestoos. As
multiplicidades destes carbonos foram atribuidasexperimento de DEPT 135.

Verificou-se ainda a presenca de dois carbonosaroms substituidos por oxigénio
(6c 154,8 e 153,1), dois carbonos carbindlidest,9 e 63,7) e dois carbonos metilénidgs (
63,7 e 33,5). A metoxila foi confirmada pela pre&sedo sinal endc 54,8.

A andlise conjunta dos dados dos espectros de G&8¥ 'H) (Figura 28) e HSQC

(Figura 29), permitiu-nos atribuir todos os carl®edidrogénios da molécula (Tabela 9).
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Figura 29: Espectro HSQE! —*3C da amostra AS Fub 39 (P3) (400 MHz)
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Os dados de RMN d&H e °C, associados com aqueles obtidos das andlises dos

espectros bidimensionais (COSY e HSQC) e compareg@ioos dados da literatura (LAt

al. em 1990, MASUMAet al. em 1994, e HEet al. em 2004) (Tabela 9), possibilitou

identificar o composto como sendo o0 8 — metoxi5—3dimetilisocroman — 6 — ol.7).

Tabela 9: Estudo comparativo dos deslocamentosicpsnie’H e **C do 8-metéxi—3,5—

dimetilisocroman—6—o0l1(7)

HiC RMN 'H & RMN DEPT Masumaet al. (1994)
*DMSO-dg o) 135 *CDCl;
4,39 (d, 1H,J = 14,8 Hz) 4,57 (d, 1HJ = 15,2 Hz)
! 4,64 (d, 1HJ = 14,8 Hz) 037 ch 4,89 (d, 1H,J = 15,2 Hz) 046
3 3,61 (m, 1H) 69,9 CH 3,74 (m, 1H) 70,6
3 1,25 (sl) 21,6 CHi 1,38 (d, 3HJ = 6,3 Hz) 21,7
2,25 (dd, 1H,J = 16,5; 10,9 2,42 (dd, 1HJ = 16,5; 10,6
4 2) 33,5 CH z) 34,0
2,58 (dd, 1H,) = 16,5; 2,2 2,61 (dd, 1HJ = 16,5; 2,3
Hz) Hz)
4a - 133,6 C - 134,1
5 - 112,7 C - 112,9
5’ 1,91 (s, 3H) 10,0 CH 2,04 (s, 3H) 10,0
6 - 153,1 C - 152,7
7 6,32 (s, 1H) 96,0 CH 6,23 (s, 1H) 96,2
8 - 153,8 C - 153,9
8’ 3,65 (s, 3H) 54,8 OCH 3,68 (s, 3H) 55,0
8a - 113,1 C - 115,2

* Solventes utilizados no preparo das amostras.
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Figura 30: Atribuicdes dos sinais de RMNH-e de RMN -3C do compostd 7.

As analises por medida de rotacéo especifica iraditam valor ded]p = + 142° € =

0.1, MeOH). Kertiet al. (2007) também encontrou um valor positivo df, [para um

composto similar de configuragdoS3Assim, o compostd7 também possui configuracao

(39.

As andlises por MS/MS indicaram a massa molecuaadiito de sodio [M + Nagm

m/z 231,10 ([208,10 + 23]
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Apés identificarmos o composto majoritario obtidpaatir do estrato bruto AS
Fub 39, esta linhagem foi novamente crescida ermis@de meio de cultura liquido, e
guantidades adicionais do composto (~ 2 mg) forbtias e purificadas para que fosse
enviado para a realizacdo dos testes de atividatileédica com o composto puro. Os

testes estdo em andamento.
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5. CONCLUSOES

Durante este trabalho foram isoladas 58 linhagen$udgos a partir de uma alga
marinha do génerdargassum. Dentre os meios de cultura e métodos de isolament
utilizados, os que se mostraram mais eficientesniar meio de cultura Malte 2% e o método
de isolamento por fragmentacdo. Para que ndo heeyesda das linhagens isoladas, estas
foram preservadas em glicerol 10%, agua destiladada por repique continuo.

Dentre as 58 linhagens de fungos isoladas, 52 foeativadas, crescidas em meio de
cultura liquido e extraidas, dando origem a 99a¢a$r Estas amostras foram avaliadas por
ensaios de atividade bioldgica, cromatografia emacka delgada, ressonancia magnética
nuclear e cromatografia liquida acoplada a detestde arranjo de diodos, espalhamento de
luz evaporativo e espectrometro de massas (LC —PBASD — MS).

A avaliacdo pelo ensaio antibidtico foi a que resuino maior numero de amostras
ativas, seguida dos ensaios enzimédtico, citot®dcanti-tuberculose. O alto indice de
resultados positivos nos ensaios enzimaticos excedsperado, portanto as amostras foram
novamente enviadas aos colaboradores para quemfosfeitos os testes e eliminados
possiveis falsos positivos.

Nas analises por LC — PDA — ELSD — MS observou+ise @ grande maioria das
amostras apresentou 0s mesmos picos de ions naskxulAcredita-se que estes picos
representem os componentes dos meios de cultundo $essim, € necessaria uma limpeza
prévia das amostras a serem analisadas por estasatt bem como uma otimizacdo das
condicOes de analise, para que possam ser obtadus didedignos a partir das analises por
LC — PDA - ELSD — MS.

O extrato AS Fub 39, que apresentou atividade iatith, foi purificado por HPLC, e

0 seu composto majoritario foi identificado comoade o 8—metoxi—3,5—dimetilisocroman—
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6—o0l. Posteriormente, a linhagem AS Fub 39 foi taxnicamente identificada como
pertencendo a espédrenicillium steckii.

A realizacdo deste estudo permitiu observar o borangial de fungos marinhos para
a producédo de metabdlitos secundarios bioativesp \o alto indice de resultados positivos
obtidos para as amostras avaliadas nos ensaidwidade biologica.

Ademais, o isolamento do 8-metodxi-3,5-dimetilisaoem-6-ol a partir déenicillium
steckii validou os métodos de fermentacdo, extracdo diqgagdo que foram empregados
durante a realizacdo deste projeto. Tendo em gistaa exploracdo de fungos marinhos como
fonte de moléculas bioativas ainda é incipientdesenvolvimento deste projeto permitiu a
aplicacdo de uma metodologia simples, embora Wastampla, para o isolamento de
diferentes linhagens fungicas, utilizando diferenteeios de cultura. A metodologia também
inclui a aplicacdo de diferentes técnicas de triad®oldgica e quimica, as quais, em
conjunto, servem como excelente indicativo parsotamento de produtos naturais bioativos

produzidos por linhagens fungicas em condi¢defciais de cultivo.
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