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SESQUITERPENES PRODUCED BY ENDOPHYTIC FUNGUS Phomopsis cassiae WITH ANTIFUNGAL AND
ACETYLCHOLINESTERASE INHIBITION ACTIVITIES. Two new diastereoisomeric cadinanes sesquiterpenes
3,9-dihydroxycalamenene (1-2), along with the known 3-hydroxycalamen-8-one (3) and aristelegone-A (4), were isolated from

ethyl acetate extract of Phomopsis cassiae, an endophytic fungus in Cassia spectabilis. Their structures, including relative
stereochemistry, were determined on the basis of detailed interpretation of 2D NMR spectra and comparison with related known
compounds. Compounds 1-4 displayed antifungal activity against the phytopathogenic fungi Cladosporium cladosporioides and C.

sphaerospermum, as well as inhibition of acetylcholinesterase.
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INTRODUCAO

Os micro-organismos representam uma interessante fonte de
produtos naturais estruturalmente diversos e farmacologicamente
ativos, com vasta aplicagdo como agroquimicos, antibiéticos, imu-
nossupressores, antiparasiticos e agentes anticancerigenos.'® Entre
estes encontram-se os fungos endofiticos, que sdo micro-organismos
que residem nos espacos inter e intracelulares de plantas vasculares
durante um periodo do seu ciclo de vida, nido causando efeitos pa-
togénicos ao hospedeiro.!® Por meio dessa associagdo simbidtica, a
planta hospedeira protege e nutre o endéfito. Este, por sua vez, produz
metabdlitos que favorecem o crescimento e melhoram a competitivi-
dade da planta, além de protegé-la de herbivoros e fitopatégenos.'
Apesar da importancia deste nicho de micro-organismos na producdo
de metabdlitos secunddrios bioativos e novos, este € ainda muito
pouco explorado, sobretudo quando em associagdes com espécies
vegetais brasileiras.

Em continuidade ao projeto de “Prospec¢@o Quimica e Bioldgica
em Fungos Endofiticos Isolados de Espécies Vegetais de Cerrado”,”!!
o fungo endofitico Phomopsis cassiae, que se mostrou um excelente
produtor de metabdlitos novos e bioativos quando cultivado em meio
liquido de dextrose batata (PDB),"! foi selecionado para estudo qui-
mico em extrato de malte (EM). O interesse no estudo da produgao
metabdlica de P. cassiae em extrato de malte foi avaliar a producio
metabdlica em diferentes condi¢des nutricionais, como observado
em trabalho anterior.’

O estudo quimico do extrato bruto AcOEt produzido pelo fungo
endofitico P. cassiae resultou no isolamento de quatro sesquiter-
penos da classe dos cadinanos, sendo dois novos estereoisdmeros
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Rel. (7R,9S,10R)-3,9-di-hidroxicalameneno (1) e Rel. (7R,9R,10R)-
3,9-di-hidroxicalameneno (2) e os conhecidos Rel. (7S,10R)-3-
hidroxicalamen-8-ona (3) e aristelegona-A (4).

As estruturas das substancias foram determinadas ou elucidadas
pela andlise dos espectros de infravermelho, EM, RMN de 'H e °C,
uni e bidimensionais.

As substancias 1-4 foram avaliadas quanto ao potencial antifin-
gico e inibidor de acetilcolinesterase.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos gerais

Os espectros de absorcdo na regido do Infravermelho foram re-
gistrados em espectrofotometro da Nicolet, modelo IMPACT-400, em
pastilhas de KBr. Os espectros de RMN de 'H e "*C e experimentos
bidimensionais foram realizados em espectrometro da Varian, modelo
Inova-500 (11,7 Tesla) operando na frequéncia de 500 MHz para o
nticleo de 'H e 125 MHz para '*C; TMS foi utilizado como referéncia
interna. Os espectros de massas de alta e baixa resoluc¢do foram re-
gistrados em espectrometro da Micromass, modelo triplo quadrupolo
(Quattro-LC, Manchester, UK). As amostras foram introduzidas
utilizando uma seringa de fluxo (10 UL min™).

As andlises e separagdes cromatograficas por CLAE (cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia) foram realizadas em equipamento da
Varian, modelo Prostar, acoplado ao detector ProStar 330 de arranjos
de diodos, utilizando coluna analitica Phenomenex Fenil-Hexil (250
x 4,60 mm; 5 um) e coluna Phenomenex Fenil-Hexil (250 x 21,20
mm; 10 um), em modo preparativo. Nas separagdes cromatograficas
em coluna aberta sob pressdo foi utilizada silica gel C-18 (Merck
Lichroprep®FR-18, 25-40 um) em coluna 20 x 3,7cm.

O cultivo de P. cassiae em meio liquido em escala ampliada foi
conduzido em 28 frascos de Erlenmeyer (500 mL) contendo 6,0 g de
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EM (extrato de malte) (DIFCO), e 300 mL de dgua ultrapura (Mili-Q),
que foram esterilizados em autoclave a 121 °C e 1 atm por 40 min.

Material vegetal

Folhas de C. spectabilis foram coletadas em junho de 2001, em
Araraquara-SP. A identificagdo botanica foi realizada pela Dra. M.
C. M. Young e uma exsicata (SILVA-193) encontra-se depositada no
Herbario do Instituto de Botanica da Secretaria do Meio Ambiente,
Sao Paulo, Brasil.

Isolamento da cepa fiingica

O fungo endofitico P. cassiae foi isolado de acordo com proce-
dimento previamente descrito.”'

Cultivo do micro-organismo e obtencao do extrato bruto

O fungo endofitico P. cassiae foi identificado pelo Prof. Dr. L.
H. Pfenning e depositado na Colecido Micolégica da Universidade
Federal de Lavras como CML-292.

P. cassiae foi repicado para placas de Petri contendo batata, dex-
trose e agar (PDA) e incubado por 8 dias a temperatura ambiente. A
seguir, foi inoculado em meio de cultivo EM, perfazendo um total de
8,4 L, e mantido em incubadora rotatéria a 150 rpm e 25 °C por 28
dias. Apés este periodo, o caldo foi separado do micélio por filtracio
e particionado com AcOEt (3 x 4,2 L). A fase organica foi seca com
MgSO, e concentrada, fornecendo 658,1 mg de extrato bruto.

Extracio e isolamento dos constituintes quimicos

O extrato bruto (658,1 mg) foi fracionado em coluna croma-
tografica (20 x 3,7 cm) usando-se silica gel de fase reversa C-18.
Primeiramente eluida com gradiente de H,0-MeOH (90:10—100%
MeOH), forneceu 14 fragdes; a seguir, com MeOH:AcOEt 50:50 e
AcOEt puro, forneceu mais 2 fragdes. Apés criteriosa andlise por
CCDC (cromatografia em camada delgada comparativa) de silica gel,
usando-se Hex:AcOEt (3:97) e AcOEt:MeOH (98:2) como eluente,
as fracdes Pc-EM-07 (49,0 mg) e Pc-EM-09 (55,0 mg) foram sele-
cionadas para fracionamento cromatografico por CLAE  (cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia preparativa). A fragdo Pc-EM-09 foi
submetida a CLAEpwp_em fase reversa [A = 220 nm; 12,0 mL min™;
CH,CN:H,0 (50:50—30:70), 25 min ], fornecendo 1 (3,1 mg, t; =
13,5 min), 2 (2,0 mg, t; = 13,0 min) e 3 (2,3 mg, t, = 16,5). A fragdo
Pc-EM-07 foi submetida 8 CLAE,,, em fase reversa [A =254 nm; 15
mL min'; CH,CN:H,O (35:65)], fornecendo 4 (2,3 mg, t, = 18 min).

Bioensaio

Ensaio para avaliacdo da atividade antifiingica

Para avaliagdo da atividade antifingica do extrato bruto AcOEt
e das substincias 1-4 contra os fungos fitopatogénicos C. cladospo-
rioides e C. sphaerospermum foi utilizada a metodologia descrita
anteriormente.'” Os ensaios foram realizados nas concentragdes de
1, 5, 10, 25, 50 e 100 pg mL"!, usando nistatina (1 ug mL") como
controle positivo.

Ensaio de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase por CCDC

Para avaliacdo da atividade anticolinesterdsica das substancias
1-4 foi utilizado o método colorimétrico de Ellman em cromatografia
em camada delgada."® Os ensaios foram realizados nas concentra¢oes
de 1, 3, 10, 30 e 60 uM das substancias puras, usando galantamina
(1 uM) como controle positivo.

Quim. Nova

Rel. (7R,9S,10R)-3,9-di-hidroxicalameneno (1)

Oleo amarelo claro (3,1 mg); [0]F -79,6 (¢ 0,25, MeOH); IV
(KBr) cm™: 3442, 1633, 1460. HRESI-MS: m/z 257,1511 [M+Nal*,
m/z 217,1602 [M-H,0+H]*. Calcd. para C,;H,,0,217,1592. RMN
de 'H (500 MHz, CDCl,) &: 2,65 (g, J = 6,5 Hz, H-10), 3,88 (¢, J
=6,5¢ 5,5 Hz, H-9), 1,72 (ddd, J = 13,0; 7,0 e 6,5 Hz, H-8), 1,75
(ddd, J=13,0;7,0 e 3,0 Hz, H-8), 2,72 (m, H-7), 6,91 (s, H-5), 6,48
(s, H-2), 2,20 (m, H-11), 0,67 (d, J = 6,5 Hz, H-12), 0,95 (d, J=7,0
Hz, H-13), 1,18 (d, J = 7,0 Hz, H-14), 2,13 (s, H-15). RMN de "*C
(125MHz, CDCl,) &: 41,5 (C-10), 71,2 (C-9), 26,9 (C-8), 39,0 (C-7),
130,4 (C-6), 130,2 (C-5), 39,0 (C-7), 152,0 (C-3), 115,1 (C-2), 138,6
(C-1),31,3(C-11),17,2(C-12), 21,1 (C-13),21,4 (C-14), 15,5 (C-15).

Rel. (7R,9R, 10R)-3,9-di-hidroxicalameneno (2)

Oleo amarelo claro (2,0 mg); [a]¥ - 80,5 (¢ 0,25, MeOH); IV
(KBr) cm™: 3440, 1625, 1460. HRESI-MS : m/z 257,1509 [M+Na]*,
m/z 273,1239 [M+K]*, m/z 217,1593 [M-H,O+H]*, Calcd. para
C,sH,,0,217,15924. RMN de 'H (500 MHz, CDCl,) &: 2,83 (m,
H-10), 3,99 (ddd, J = 12,0; 4,5; 4,5 Hz, H-9), 1,58 (m, H-8), 1,70
(m, H-8), 2,80 (m, H-7), 6,93 (s, H-5), 6,43 (s, H-2), 2,35 (m, H-11),
0,98 (d,J=7,0Hz,H-12),0,59 (d,J=7,0 Hz, H-13), 1,11 (d,J=7,0
Hz, H-14), 2,13 (s, H-15). RMN de "*C (125 MHz, CDCl,) &: 39,9
(C-10), 70,2 (C-9), 26,0 (C-8), 42,5 (C-7), 130,3 (C-6), 129,5 (C-5),
122,2 (C-4),151,9(C-3), 115,2(C-2), 141,4 (C-1), 31,1 (C-11),21,0
(C-12), 16,4 (C-13), 15,9 (C-14), 15,9 (C-15).

Rel. (7S,10R)-3-hidroxicalamen-8-ona (3)

Oleo amarelo claro (2,3 mg); [a]Z + 9,9 (¢ 0.25, MeOH); IV
(KBr) cm': 3448, 1635, 1460. HRESI-MS: m/z 233,1542 [M+H]",
m/z255,1452 [M+Nal*, m/z271,1201 [M+K]*, Calcd. para C ;H,,0,
233,15423. RMN de 'H (500 MHz, CDCl,) &: 3,27 (m, H-10), 2,62
(dd, J=11,5;5,5Hz,H-9,), 2,05 (dd,J =17,5; 11,5 Hz, H-9;), 2,91
(d, J = 8,0; Hz, H-7), 6,74 (s, H-5), 6,67 (s, H-2), 2,13 (m, H-11),
0,91 (d, J =7,0 Hz, H-12), 0,78 (d, J = 6,5 Hz, H-13), 1,24 (d, J =
7.0 Hz, H-14), 2,12 (s, H-15). RMN de "*C (125 MHz, CDCL, ) &:
31,0 (C-10),213,0 (C-8), 62,0 (C-7), 133,0 (C-5), 123,0(C-4), 153,0
(C-3), 113,0 (C-2), 140,0 (C-10), 32,0 (C-11), 15,1 (C-12), 19,0
(C-13), 21,0 (C-14), 15,5 (C-15).

Aristelegona-A (4)

Oleo amarelo claro (2,3 mg); [a]Z + 32,6 (¢ 0.25, MeOH); IR
(KBr) cm™: 3458, 1652, 1600. HRESI-MS: m/z 191,1131 [M+H]",
m/z 213,0954 [M+Na]*. Calcd. para C,H ,0, 191,1073. RMN de 'H
(500 MHz, CDCL,) &: 2,47 (ddd, J = 17,0; 8,5; 4,5 Hz, H-2,), 2,65
(ddd, J = 17,0; 8,0; 4,5 Hz, H-2;,), 1,79 (dddd, J = 13,0; 8,5; 7,5,
4,5 Hz, H-3,), 2,13 (dddd, J = 13,0; 8,5; 4,5; 4,5 Hz, H-3;), 2,92
(m, H-4), 6,62 (s, H-5), 7,78 (s, H-8), 2,18 (s, H-9), 1,29 (d, 6,5 Hz,
H-10). RMN de "*C (125 MHz, CDCL,) &: 1974 (C-1), 36,3 (C-2),
30,9 (C-3), 32,6 (C-4), 149,5 (C-4a), 112,8 (C-5), 158,7 (C-6), 125,5
(C-7), 130,6 (C-8), 122,5 (C-8a), 15,1 (C-9), 20,6 (C-10).nb

RESULTADOS E DISCUSSAO

O espectro de I'V do sesquiterpeno 1 apresentou bandas em 3442,
1633 e 1460 cm™, consistentes com a presenca de hidroxila e grupo
fendlico. O espectro de massas HRESI-MS (+), apresentou o pico base
m/z217,1602 (100%), indicando a formacdo do aduto [M-H,O+H]".
A massa para [M-H,0+H]* foi calculada em 217,1593 o que, com
auxilio dos espectros de RMN de *C e DEPT (135° e 90°), permitiu
propor a férmula molecular C,;H,,0,.

O espectro de RMN de *C, com auxilio do DEPT (135° ¢ 90°)
indicou a presenga de seis carbonos arométicos (8. 115,1; 121,6;
130,2; 130,4; 138,6 e 152,0), quatro metilicos (5.17,2; 21,1; 21,4 ¢
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15,5), quatro metinicos, sendo um carbinélico (§.41,5; 39,0; 31,3 e
71,2) e um metilénico (3 26,9).

O espectro de RMN de 'H de 1 revelou a presenca de dois
singletos, em J, 6,48 (s, IH) e 8, 6,91 (s, 1H), orientados para, evi-
denciando um sistema aromatico tetrassubstituido, também sugerido
por RMN de *C. Também apresentou uma porgao alifdtica, com trés
dubletos, em §,; 1,18 (d, J = 7,0 Hz, 3H, §. 21.4), §,, 0,67 (d, J = 6,5
Hz, 3H, 8.17,2), e 8, 0,95 (d, /= 7,0 Hz, 3H, §. 21,1), além de seis
sinais em §, 2,65 (¢; J = 6,5 Hz; 1H, §. 41,5), 3, 3,88 (¢; J = 6,5
Hz; 1H, 6. 71,2), 8, 1,72 (ddd, J = 13,0; 7,0 ¢ 6,5 Hz, 1H, J. 26,9),
&y 1,75 (ddd, J =13,0; 7,0 e 3,0 Hz, 1H, §.26.9), 8, 2,72 (m, 1H, 3
39,0) e 9, 2,20 (m, 1H, 3. 31,3). As correlagdes 'H-'H observadas
no experimento de gCOSY, entre H-14/H-10, H-10/H-9, H-9/H-8,
H-8/H-7, H-7/H-11, H-11/H-12 e H-11/H-13, aliadas as correlacdes
observadas nos mapas de contorno dos experimentos de gHMBC
entre H-14<>C-10/C-9, H-12 e 13<>C-11/C-7 permitiram propor a
unidade alifatica para o sesquiterpeno 1. Com base nas andlises dos
mapas de contorno do experimento gHMQC, foi possivel atribuir
todos os hidrogénios aos respectivos carbonos.

As correlagdes *J e 2J observadas no experimento gHMBC de
H-2C-3/C-1/C-6 e de H-5<>C-1/C-3/C-15, permitiram posicionar
os substituintes no anel aromadtico, sendo corroborado pela correlagido
espacial observada em NOESY 1D, entre H-5 e Me-15. Os valores de
deslocamento quimico observados em RMN de °C para este padrao
de substituigdo aromatico estdo de acordo com modelos da literatura.'*

A juncio dos anéis entre C-10 e C-1 foi realizada mediante as
correlagdes observadas no experimento de HMBC entre H-14<>C-1 ¢
a correlacdo espacial de H-2 (§,,6,48) com §,, 1,18 (Me-14) e com §,
2,65 (H-10), no experimento NOESY. A ciclizag@o do anel alifatico
foi efetuada pela correlacéo entre H-5<>C-7 por HMBC e, também,
através da correlacdo espacial entre H-5 e H-7, observada por NOESY.

A estereoquimica relativa de 1 foi estabelecida com base nas
interacdes observadas em NOESY entre H-14 (3, 1,18) com H-13
(5, 0,95) e H-12 (3, 0,65), colocando H-14 e o grupo isopropil em
uma relagao cis.

A configuracdo relativa de C-9 foi realizada por HOMODEC,
onde irradiagdo em H-10 mostrou H-9 como um duplo dubleto largo
em &y 3,88 (Jy, 5., 3.0 Hz € J,, 4, 2,5 Hz). Estas observagdes foram
confirmadas por NOESY utilizando C;D;N, sendo observada a inte-
racdo entre H-12 e H-11 com H-9, colocando-os em uma relagdo 1,3
pseudo diaxial (cis) e permitindo estabelecer a estereoquimica relativa
de 1. Esta € uma nova substancia denominada Rel.(-)-(7R,9S,10R)-
3,9-di-hidroxicalameneno, estereoisdmero de Rel. (7R,9S,10S)-
3,9-di-hidroxicalameneno isolado de Heterotheca subaxiliaris."

HO,
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CH, CH;,
HO ‘R HO R ‘R
H,C S (0] H,C l I
9 8
3 4 O
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Figura 1. Substancias produzidas por Phomopsis cassiae

Sesquiterpenos produzidos pelo fungo endofitico Phomopsis cassiae 2235

O espectro de massas de 3,9-di-hidroxicalameneno (2) HRESI-
MS (+) apresentou o pico base m/z 217,1593 (100%), indicando a
formagdo do aduto [M-H,O+H]*. A massa para [M-H,O+H]* foi
calculada em 217,15924, o que com auxilio dos espectros de RMN
de 3C e DEPT (90°, 135°) permitiu confirmar a férmula molecular
C,sH,,0,.

As andlises dos dados espectroscépicos de RMN de 'H, *C,
gHMQC, gHMBC e gCOSY indicaram que 2 possui a mesma es-
trutura planar que 1. A estereoquimica relativa de 2 foi determinada
através do experimento NOESY em C;D,N, sendo observadas intera-
¢oes H-14 e H-12, permitindo posiciona-los, assim como 1, em uma
relac@o cis. A estereoquimica relativa de H-9 foi definida com base nas
constantes de acoplamento entre H-9 e H-10/H-8, onde se verificou
um duplo tripleto em 6 3,99 (J,,, 5, 12,0 Hz; J,, 4, 4,5 HZ; Ty, 100q 45
Hz), estabelecendo a configuracdo entre H-9 e H,C-14. A substancia
2, Rel(-)-(7R,9R, 10R)-3,9-di-hidroxicalameneno € um sesquiterpeno
inédito na literatura, também estereoisdmero de Rel. (7R,9S, 10S)-di-
hidroxicalameneno, isolado de Heterotheca subaxiliaris."

A estrutura da substincia 3 foi definida com base na andlise dos
espectros de RMN de 'H e de "*C uni e bidimensionais e compara-
¢éo com valores descritos na literatura.'® A substancia 3 foi isolada
como um 6leo amarelo claro (2,3 mg); [0]*, + 9,9 (¢ 0,25, MeOH).
Submetida a espectrometria de massas HRESI-MS (-) apresentou o
pico base m/z233,1542 (100%) relativo a formagdo do aduto [M+H]*.

As andlises dos dados de RMN de '"H, HMQC, HMBC e COSY
de 3 evidenciaram uma grande semelhanca com 1 e 2, sugerindo
tratarem-se de andlogos. A auséncia de H-8 carbindlico em §,3,99
(5.71,4) e a presenga de uma carbonila em §. 213,0 evidenciaram
uma diferenciagio estrutural. O posicionamento da carbonila em
C-8 foi definido pela andlise dos dados de COSY e HMBC. No
primeiro, foram visualizadas as correlagdes de H-10<>H-9/H-14,
H-12¢>H-11/H-13, H-11<>H-7/H-12/H-13, que aliadas as obser-
vadas em gHMBC de H-10<>C-9/C-8, H-11/C-8 permitiram o po-
sicionamento inequivoco da carbonila em C-8. Esta constatacdo foi
corroborada pela observagdo dos duplos dubletos em &, 2,62 (dd; J
=17,5;5,5Hz; 1H) e §,, 2,05 (dd; J = 17,5; 11,5 Hz; 1H), atribuidos
aH-9, e H-9,, em posicdo vicinal a H-10.

A configuragdo relativa de 3 foi definida apds avaliacdo dos
experimentos de NOESY, onde se observou uma forte correlaciio
entre H-10 e H,C-11, permitindo posicionar o grupo isopropil em
relagdo frans a H,C-14. Esta substancia foi identificada como Rel.
(+)(7S,10R)-3-hidroxicalamen-8-ona (3), previamente isolada do
coral australiano Lemnalia cervicornis.'®

A estrutura da substincia 4 foi definida com base na andlise dos
espectros de RMN de 'H e de '*C uni e bidimensionais e comparagio
com valores descritos na literatura.'” Esta foi isolada como um 6leo
amarelo claro (2,3 mg) e [0]*;, + 32,6 (¢ 0,25, MeOH). Submetida a
espectrometria de massas HRESI-MS (+) apresentou o pico base m/z
191,10728 (100%) relativo a formagdo do aduto [M+H]".

O espectro de RMN de 'H de 4 apresentou dois singletos em 3,
6,62 (s; 1H) e 8, 7,78 (s, 1H), sugerindo um anel aromadtico tetras-
substituido, com dois hidrogénios orientados para e um singleto em
2,18 (s, 3H), atribuido a uma metila aromatica. Foram visualizados
também dois duplos duplos dubletos em d, 2,47 (ddd; J = 17,0; 8,5
e 4,5 Hz; 1H) e 8, 2,65 (ddd; J = 17,0; 8,0 e 4,5 Hz; 1H), atribuidos
aos hidrogénios geminais H-2. Na regido alifética, foram observados
um dupleto em §,, 1,29 (d; J = 6,5 Hz; 3H), um multipleto em §,;
2,92 (m, 1H) e dois sinais em O, 2,13 (dddd; J = 13,0; 8,5; 7,5 e 4,5
Hz, 1H) e 8, 1,79 (dddd; J = 13,0; 8,5; 4,5 ¢ 4,5 Hz 1H), atribuidos
a H,C-10, H-4 e aos hidrogénios diastereotdpicos H-3.

O espectro de RMN de *C indicou a presenca de seis carbonos
aromaticos, um metilico aromatico e outro alifatico, um metini-
co benzilico, dois metilénicos e um carbonilico, confirmando a

ax,8eq
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aromaticidade de 4. Com base na andlise do mapa de contorno do
experimento gHMQC foi possivel atribuir os 4tomos de hidrogénios
aos respectivos carbonos.

As correlagdes "H-'H observadas no experimento COSY entre
H-10/H-4 e H-2/H-3, juntamente com as correlagdes observadas
no experimento gHMBC entre H-2<>C-1/C-3/C-4, H-4<>C-4a,
H-5C-4/C-6/C-7/C-8a, H-8¢>C-6/C-9/C-1, H-9>C-6/C-7/C-8/
C-8% ¢ H-10¢>C-3/C-4, permitiram a confirmagio dos valores atri-
buidos aos carbonos e estabelecer a estrutura planar, identificando a
substancia 4 como a tetralona aristelegona-A, isolada de Aristolochia
elegans.'

As substancias 1-4 foram submetidas a ensaio para avaliacio das
atividades antiftingica contra os fungos fitopatogénicos Cladosporium
cladosporioides e C. sphaerospermum e anticolinesterdsica. Os
resultados dos limites de detec¢@o das substancias 1-4 estdo apresen-
tados na Tabela 1. Este € o primeiro relato do potencial antiftingico e
anticolinesterdsico demonstrado por estas substancias.

Tabela 1. Valores dos limites de detecca@o (LLg) obtidos para os ensaios contra
os fungos fitopatogénicos C. cladosporioides e C. sphaerospermum e da
avaliac@o da atividade anticolinesterdsica

Substancias C. cladosporioides C. sphaerospermum E;;léihn];a
1 5 5 3

2 5 5 3

3 5 5 3

4 5 5 3
galantamina - - 1
nistatina 1 1 -
CONCLUSAO

As substancias 3-hidroxicalamen-8-ona (3) e aristelegona (4) sdo
descritas do coral australiano Lemnalia cervicornis'® e das raizes e
talos de Aristolochia elegans,"” sendo este o primeiro relato da pro-
ducdo destes metabdlitos por fungos.

As atividades antiftingica e anticolinesterdsica apresentadas pelas
substancias 1-4 reforcam as ressalvas que fungos endofiticos sdo
prolificos produtores de metabdlitos bioativos, além de sugerirem
uma possivel relacio de simbiose entre a espécie hospedeira Cassia
spectabilis e o fungo endofitico Phomopsis cassiae, este produzindo
substancias bioativas contra possiveis fitopatdgenos.

P. cassiae ¢ um fungo endofitico que tem sido objeto de estudo
pelo nosso grupo de pesquisa apresentando resultados excelentes:
quando cultivado em meio liquido MDB, produziu sesquiterpenos
da classe dos cadalenos, calamenenos'’ e policetideos,’ todos inédi-
tos, com atividade contra os fungos fitopatogénicos Cladosporium
cladosporioides e C. sphaerospermum, e citotoxicidade contra a
linhagem celular de tumor cervical humano (HeLa). Este € o primeiro
relato do cultivo deste endéfito em extrato de malte e os resultados
alcancados refor¢am as observagdes que a producio metabdlica dos
micro-organismos € dependente do meio de cultivo. Com este trabalho
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queremos evidenciar a urgente necessidade no estudo deste nicho
de micro-organismos, considerando a crescente taxa de extingdo de
espécies vegetais brasileiras.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Esta disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, em arquivo
PDF, com acesso livre.
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