UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
Instituto de Quimica de Araraquara

Programa de Pos-Graduacao em Quimica

Jualia Dietsche Monfardini

Diterpenos tetranorlabdanos e isocumarinas produzidos
por Botryosphaeria parva, um fungo endofitico em
Eugenia jambolana Lam. (Myrtaceae)

Araraquara
2016



Julia Dietsche Monfardini

Diterpenos tetranorlabdanos e isocumarinas produzidos por
Botryosphaeria parva, um fungo endofitico em Eugenia jambolana Lam.
(Myrtaceae)

Dissertacao apresentada ao Instituto de
Quimica, Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, como parte dos requisitos
para obtencao do titulo de Mestre em Quimica.

Orientadora: Prof* Dra. Angela Regina Araujo

Araraquara
2016



FICHA CATALOGRAFICA

M734d

Monfardini, Julia Dietsche

Diterpenos tetranorlabdanos e isocumarinas produzidos por
Botryosphaeria parva, um fungo endofitico em Eugenia
jambolana Lam. (Myrtaceae) / Julia Dietsche Monfardini -
Araraquara : [s.n], 2016

177 £. 1 il

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual Paulista,
Instituto de Quimica
Orientador: Angela Regina Araujo

1. Fungos endofiticos. 2. Metabdlitos. 3. Antioxidantes.
4, Atividade antifiingica. 5. Ressonancia magnética nuclear.
I. Titulo.

Elaboracdo: Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentag¢do do Instituto de Quimica

Secdo Técnica de Aquisicdo e Tratamento da Informacao




JULIA DIETSCHE MONFARDINI

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Quimica, Universidade Estadual Paulista,
como parte dos requisitos para obtengao do
titulo de Mestra em Quimica.

Araraquara, 10 de margo de 2016.

BANCA EXAMINADORA

JIK

LS
T

’rof?. Dr?. Angela Regina Araujo (Orientadora)
nstituto de Quimica / UNESP / Araraquara - SP

4o ala L QL o Lo
’rofe. Dr2. Isabele Rodrigues Nascimento
nstituto de @uimica / UNESP / Araraquara - SP

ica Tallarico Pupo
Ciéncias Farmacéuticas / USP / Ribeirdo Preto - SP



A minha familia,
que me apoiou em minhas decisoes e,

me deu forcas para continuar trilhando este caminho.



AGRADECIMENTOS

A UNESP e ao Departamento de Quimica Organica do Instituto de
Quimica- Araraquara, pela possibilidade do desenvolvimento deste trabalho
e por ter sido cenario importante de uma etapa da minha vida.

A prof* Dra. Angela R. Araujo pela orientacido, dedicacdo, compreensao,
carinho, amizade, muito obrigada pela confianca, sabedoria e apoio.

Ao prof. Dr. Humberto Marcio Santos Milagre e ao prof. Dr. Ian Castro
Gamboa que participaram do exame de qualificacdo, e contribuiram para a
finalizacao deste trabalho.

A prof* Dra. Isabele Rodrigues Nascimento e a prof* Dra. Moénica
Tallarico Pupo, membros da banca que gentilmente aceitaram o convite para
a avaliacao desta dissertacao.

Aos professores do departamento de Quimica Organica, por seus
ensinamentos e amizade.

A todos os funcionarios do IQ da Unesp.

Ao querido Nivaldo Boralle pela realizacdo dos espectros de RMN, por
estar sempre disposto a compartilhar os seus conhecimentos.

Aos técnicos Marquinhos, Jodo e Juliana.

A proff* Dra. Maria Claudia M. Young pela realizacdo dos ensaios
biologicos.

A todos os meus amigos, em especial a Vivi, Tony, Gigi, Gustavo, Maiara,
que nao foram apenas amigos, mas sim grandes irmaos.

Aos amigos da turma de pesquisa Carolina, Andressa, Fernandinho,
Juzinha, Mayra, [sabela, Juliana e lan.

Aos colegas do Departamento de Quimica Organica em especial aos do
NuBBE, pela convivéncia e que de uma maneira ou de outra colaboraram
para o desenvolvimento deste trabalho.

E, por fim, aqueles que sao as pessoas mais importantes na minha vida,
a minha familia, que mesmo de “longe” sempre me apoiaram. Dedico a vocés
este trabalho, nao fosse por vocés, nao teria chegado ao lugar que eu cheguei.
Pai, Mae, minha irma Raquel, minhas avos Elisabeth e Magda (em memoria),
meu tio Félix e meu primo Elton.



As pessoas sao como janelas de vidro jateado.
Brilham e reluzem quando o sol esta no céu, mas quando chegam as

sombras, sua verdadeira beleza s6 se revela se houver uma luz dentro.

— Elisabeth Kuibler-Ross —



RESUMO

Os micro-organismos tém demonstrado serem valiosas fontes de principios
ativos de uso clinico, no qual a penicilina € o exemplo mais conhecido de
metabolito secundario, de importancia medicinal, produzido por fungos. A
espécie vegetal Eugenia jambolana Lam., popularmente conhecida como
Jambolao, € utilizada na medicina popular brasileira, principalmente no
tratamento de diabetes. O fungo Botryosphaeria parva, isolado das folhas da
E. jambolana (L.) e codificado como Ej_FO01, foi cultivado em escala ampliada
em trés meios de cultivo: Czapek® PDB e Milho. Apoés o periodo de
fermentacado do endéfito no meio de milho, foi feita uma extracao direta com
MeOH, seguida de filtracdo e evaporacdao do solvente. O extrato obtido foi
solubilizado em AcOEt e fez-se trés particoes liquido-liquido com H20, apoés a
evaporacao do solvente organico, o extrato foi dissolvido em CH3CN e foi feita
uma nova particao liquido-liquido com Hexano, apos a evaporacao da CH3CN,
foi obtido o extrato de interesse. Apds o periodo de fermentacao do endoéfito
nos meios liquidos (PDB e Czapek®), a suspensdo micelar foi filtrada a
pressao reduzida, separando os micélios dos meios fermentados. Em seguida,
os filtrados aquosos foram submetidos a trés particoes liquido-liquido com
AcOEt, e apos a evaporacao do solvente organico, foram obtidos os extratos
brutos de interesse. Todos os extratos foram fracionados utilizando técnicas
cromatograficas, como Cromatografia em Coluna e/ou Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia preparativa. Apos o fracionamento dos extratos
brutos, foi possivel obter sete substancias oriundas do extrato do milho, seis
substancias do extrato do Czapek®, e uma do extrato de PDB, que foram
submetidas a analises espectrométricas (EM, RMN de !'H, 13C, 1D e 2D) para
a determinacao/identificacao estrutural. As substancias 05, 08, 09 e¢ 11
foram identificadas como 5-hidroximeleina, rel. (3S, 4S)-4-hidroximeleina,
meleina e rel. (3S, 4R)-4-hidroximeleina, respectivamente, pertencentes a
classe das isocumarinas; as substancias 01, 03, 06 e 07 foram identificadas
como botryosphaerin A, 13,14,15,16-tetranorlabd-7-eno-19,63:12,17-
diolideo, CJ-14445 e oidiolactona E, respectivamente, pertencentes a classe
dos diterpenos tetranorlabdanos; a substancia 12 foi identificada como
botryosphaerona D, pertencente a classe das naftalenonas. A substancia 02,
inédita, foi nomeada como rel. (4S, 5R, 6R, 10S)-18-hidroxi-13,14,15,16-
tetranorlabd-7,9-dieno-19,68:12,17-diolideo, codificada como botryosphaerin
[. Os estudos relacionados ao B. parva tém como finalidade verificar sua
producao metabolica em diferentes meios de cultivo, bem como a avaliacao
do potencial biologico dos extratos brutos, frente aos ensaios antioxidante,
antifungico e anticolinesterasico.

Palavras Chave: Botryosphaerin [. Botryosphaerona D. Atividades
Antioxidante, AntifUngica e Anticolinesterasica.



ABSTRACT

Microorganisms have proven to be valuable sources of active principles for
clinical use, wherein the penicillin is the best known example of a secondary
metabolite of medicinal importance, produced by fungi. The plant species
Eugenia jambolana Lam., commonly called Black Plum, is used in traditional
Brazilian medicine, especially in the treatment of diabetes. The
Botryosphaeria parva fungus, isolated from leaves of E. jambolana (L.)
encoded as Ej_FO1, was grown on an enlarged scale in three different culture
media: Czapek®, PDB and corn. After the fermentation period in the corn
media, a direct extraction was done with MeOH followed by filtration and
evaporation of the solvent. The extract was disolved in AcOEt and made
three liquid-liquid partition with H2O, after evaporation of the organic
solvent, the extract was dissolved in CH3CN and was made a new liquid-
liquid partition with Hexane, after evaporation of the CH3CN, it was obtained
extract of interest. After the fermentation period in liquid media (PDB and
Czapek®), the micellar suspension was filtered under reduced pressure,
separating the mycelium from the fermented broth. Then, the aqueous
filtrates were subjected to three liquid-liquid partition with AcOEt, and after
evaporation of the organic solvent, there were obtained the crude extracts of
interest. All extracts were fractionated using chromatographic techniques
such as column chromatography and/or preparative High Performance
Liquid Chromatography efficiency. After the fractioning of crude extracts, it
was possible to obtain seven substances derived from corn extract, six
substances obtained from Czapek extract, and a substance obtained from
the PDB extract, which were submitted to spectrometric analysis (MS-ESI,
NMR 1H, 13C, 1D and 2D) for determining and structural identification. The
substances 05, 08, 09 and 11 were identified as 5-hydroxymelein, rel. (3S,
45)-4-hydroxymelein, Melein and rel. (3S, 4R)-4-hydroxymelein, respectively,
belonging to the class of isocoumarins; the substances 01, 03, 06 and 07
were identified as botryosphaerin A, 13,14,15,16-tetranorlabd-7-ene-
19,68:12,17-diolide, CJ-14445 and oidiolactone E, respectively, belonging to
the class of tetranorlabdanes diterpenoids, and substance 12 was identified
as botryosphaerone D, belonging to the class of naftalenones. A new
tetranorlabdane diterpenoid was obtained, substance 02, named rel. (4S, 5R,
6R, 10S)-18-hydroxy-13,14,15,16-tetranorlabd-7,9-dien-19,63:12,17-diolide
and encoded botryosphaerin I. These studies related to the B. parva are
intended to verify your metabolic production in different culture media as
well as the evaluation of the biological potential of extracts compared to
antioxidant, antifungal and anticholinesterase trials.

Keywords: Botryosphaerin 1. Botryosphaerone D. Antioxidant, Antifungal
and Acetylcholinesterase Activities.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, existem diversas estratégias e metodologias para a
sintese ou para a descoberta de novos farmacos, € a quimica de produtos
naturais representa uma dessas alternativas de sucesso.

Os produtos naturais podem ser obtidos de diversas fontes, em que
as mais conhecidas e utilizadas sao os micro-organismos, plantas ou
animais. Esses produtos incluem classes de compostos tais como: os
terpenos, policetideos, aminoacidos, peptideos, proteinas, carboidratos,
lipidios, acidos nucleicos, entre outras. Esses metabolitos sdo oriundos da
expressao natural da complexidade dos organismos.!

Ao longo da maior parte da historia, a natureza, especialmente as
plantas, tem fornecido uma diversificada fonte de produtos naturais que sao
utilizados como medicamentos populares no tratamento de varias
doencas.2:3 No inicio do século XVII, os avancos nas areas de conhecimento
cientifico levaram a descoberta de produtos naturais bioativos, sendo que os
primeiros relatos referentes a esses produtos sdo: a estricnina, morfina,
atropina, quinina e a colchicina.* A Organizacao Mundial da Saude — OMS
estima que aproximadamente 80% da populacao mundial recorre a medicina
popular como fonte dos primeiros tratamentos farmacologicos.!

A maioria dos trabalhos que envolvem produtos naturais estao
voltados para o isolamento e identificacdo de substancias, muitas vezes
associados a ensaios biologicos ou estudos quimiotaxonoémicos.>

Os produtos naturais sdao produzidos em um estagio especifico de
desenvolvimento dos organismos vivos, e as condicoes do ambiente (estresse
e/ou disponibilidade de nutrientes) em que esse organismo se encontra
influencia a producado dessas substancias. Portanto, diferentes estratégias
tém sido desenvolvidas para aumentar a producao dos metabdlitos
secundarios bioativos destes organismos. As estratégias incluem: a triagem e
selecao dos organismos com alta producao de metabodlitos de interesse; a
cultura de orgaos, cultura de células imobilizadas; disponibilizacao de

precursores biossintéticos, e a producao em escala ampliada.®
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Considerando todas as limitacoes associadas com a produtividade
e vulnerabilidade de alguns organismos, como algumas espécies de plantas,
como fontes de novos metabdlitos, os micro-organismos servem como uma
fonte alternativa na obtencao de substancias com potencial farmacéutico.®

Dentro do contexto medicinal, os micro-organismos tém
demonstrado serem valiosas fontes de principios ativos de uso clinico, por
possuirem alta capacidade de producao metabdlica diversificada, e um
exemplo desses produtos € a penicilina, um antibidtico produzido pelo fungo
filamentoso Penicillinum notatum.” A descoberta acidental, feita por
Alexander Fleming em 1928, batizou o periodo de 1940 a 1970 de “Idade de
Ouro dos Antibioticos”.8 Essa denominacdo se deve a uma extensa
investigacado, principalmente por empresas farmacéuticas, de micro-
organismos como sendo fontes de novos antibioticos. Os antibi6ticos
descobertos nessa época ndo eram apenas as penicilinas, mas uma
variedade de novos antibioticos, como: as cefalosporinas, as tetraciclinas, os
aminoglicosideos, os glicopeptideos, os lipopeptideos e compostos
macrociclicos, tais como a eritomicina.4

Durante séculos, os micro-organismos fascinaram e ainda
fascinam os estudiosos da area, que perceberam a importancia de bactérias,
fungos e virus para a saude humana, animal e vegetal com a producao de
compostos bioquimicos (vitaminas e antibidticos), além de realizarem
processos como a fermentacdao, a transformacdo e a decomposicdo de
materiais organicos.? Atualmente, existe uma vertente que considera que os
micro-organismos constituem uma das mais importantes formas de vidas
que fornecem ferramentas biotecnolégicas que auxiliam na fabricacao de
substancias quimicas e bioquimicas.®

A diversidade microbiana e os nichos em que os micro-organismos
vivem sao enormes e realmente impressionantes, variando de sedimentos do
oceano profundo a piscinas térmicas da Terra. Uma fonte relativamente
inexplorada dessa diversidade microbiana sao as florestas tropicais!?, onde
existe uma grande variedade de nichos microbianos, como exemplo os

fungos endofiticos (fungos que habitam espécies vegetais) que sao
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considerados benéficos por possuirem a capacidade de produzir antibioticos,

hormonios e enzimas.11,12

1.1 Fungos: uma visao geral

Inicialmente, organismos vivos foram divididos em dois reinos: o
Reino Vegetal e o Reino Animal, no entanto, os bidlogos se conscientizaram
de que essa divisdo nao era totalmente satisfatoria, reconhecendo, pelo
menos, quatro grandes grupos: o Reino Animal, o Reino Vegetal, o Reino
Fungi e o Reino Monera.!3

Estima-se que o Reino Fungi apresente, aproximadamente, 1,5
milhoes de espécies com representantes habitando praticamente todos os
ecossistemas existentes no planeta.l4

A ciéncia da micologia teve um inicio modesto no século XVIII,
muitas vezes como um passatempo de domingo para os meédicos. Nos dias
atuais, os fungos sdo a preocupacao do taxonomista, morfologista,
geneticista, ecologista, patologista de plantas, meédico, bioquimico e
microbiologista comercial.l5

Os fungos diferem fundamentalmente das plantas verdes em sua
falta de clorofila, o que significa que eles nao sao capazes de fotossintetizar o
seu proprio alimento (organismos heterotroficos), e sao, portanto, como
animais, obrigados a viver quer como saprofitos na matéria organica morta
ou como parasita em outros organismos vivos.!3 Constituem um grupo de
micro-organismos eucarioticos, uni (leveduriformes) ou pluricelulares
(filamentosos), em geral, com parede celular e cujas estruturas reprodutivas
apresentam uma variedade de formas.16:17

Os fungos podem ser classificados de acordo com local que eles sao

encontrados nas espécies vegetais. As classificacoes saolé:

e Fungos Epifiticos — que habitam a superficie do material vegetal,
e Fungos Fitopatogenos — que causam doencas em vegetais;

e Fungos Micorrizicos — habitam o interior das raizes das plantas;
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e Fungos Rizosféricos — habitam o solo que esta em contato com as
raizes da planta;
e Fungos Endofiticos — que habitam o interior dos tecidos vegetais da

planta.

Este trabalho tem como foco de estudo os fungos endofiticos de
plantas, pois estes micro-organismos vém desempenhando um importante

papel na descoberta de substancias novas e bioativas.19:20

1.2 Fungos Endofiticos

Toda espécie vegetal suporta um conjunto de micro-organismos
conhecidos como endofitos3, que habitam seus espacos inter e intracelulares,
durante toda ou parte de sua vida2l22 sem causar danos aparentes a
planta.23

Estudos realizados com fungos endofiticos, mostra a existéncia de
um numero incontavel de novos géneros de fungos em associacao planta —
micro-organismos. !0

Um fungo endofitico encontra-se em um processo de
relacionamento biolégico com a planta hospedeira, em que ele pode
influenciar varias caracteristicas expressas pelo hospedeiro e desempenhar
relevantes funcoes para a sanidade vegetal, pois podem atuar como agentes
controladores de fitopatégenos no controle de insetos e até na protecao da
planta contra herbivoros.24

A espécie vegetal pode hospedar uma ou mais espécies de endofitos
10/ e em algumas plantas pode-se observar a predominancia de uma ou mais
espécies, evidenciando a especificidade de espécies de fungos com a espécie
hospedeira. Essa especificidade pode ser influenciada pelas condicoes
ambientais em que a espécie hospedeira se encontra2’, e pode trazer grandes
perdas a biodiversidade, uma vez que se extinguindo uma espécie vegetal
estara eliminando toda uma flora microbiana.l!

Os fungos endofiticos podem se relacionar de duas maneiras

diferentes com o organismo vegetal. Essas relacoes sao:
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e Relacoes Mutualisticas — garantem a sobrevivéncia do fungo pela
absorcao de nutrientes fornecidos pela planta, e do hospedeiro pela protecao
contra insetos, animais e micro-organismos fitopatéogenos, garantida por
substancias de defesa produzidas pelos endofitos.

e Relacoes de Comensalismo — apenas um organismo se beneficia, no

entanto, o outro nao € prejudicado.

Fungos endofiticos possuem muitos fatores de viruléncia que sao
contra atacados pelos mecanismos de defesa da planta. Se a viruléncia do
fungo e o mecanismo de defesa da planta sao equilibrados, a associacao
permanece aparentemente assintomatica e avirulenta.2¢ No entanto, se a
planta sucumbe a viruléncia do fungo, ocorre um relacionamento planta -
patogeno, em que muitos endofitos podem ser patogenos latentes e seu
metabolismo secundario passa a ser prejudicial ao hospedeiro, ou pelo
consumo de seus elementos vitais ou pela biossintese de substancias toxicas
as plantas. Essa mudanca no relacionamento com o hospedeiro, de endofito
a parasita, se deve a certos fatores intrinsecos ou ambientais para expressar
fatores que levam a patogenicidade.26

Muitos estudiosos comprovaram que o tipo de interacao/relacao
entre o endofito e a espécie vegetal € controlada pelos genes de ambos os
organismos e modulada pelo meio ambiente, no entanto, como essa
interacdo ocorre € pouco conhecida.??” Essas interacoes envolvem um
conjunto de passos em que os genes de ambos os organismos sao
ativados/desativados por sinais especificos, que sao frequentemente efetivos
em determinadas condicoes fisiologicas a uma dada condicdo ambiental.28

Dessa forma, uma caracteristica importante dos fungos endofiticos
€ de que eles sao generalizados e diversificados na sua ocorréncia, e sao
conhecidos por colonizar plantas que crescem em diferentes regides
ambientais. Esses ambientes variam desde o Artico e Antartica a solos
geotérmicos, desertos, oceanos, florestas e mangues.27

Em um programa de triagem de produtos naturais, oriundos de

fungos endofiticos, verificou-se que estes constituem o grupo mais produtivo
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quimicamente entre os fungos filamentosos e que apresentam uma producao
metabolica 73% superior a outros fungos.2? A alta produtividade desses
fungos pode estar relacionada a dois fatores ecologicos: o alto nivel de
estresse ambiental e intensas interacoes com outros organismos.2® Estes
relatos sugerem que a selecao do endofito para estudo deve ser realizada
com espécies vegetais de diferentes biotas, principalmente as que enfrentam
frequentes e intensas interacdoes no ambiente, como plantas de regioes
aridas, florestas tropicais, entre outras.30

Apesar de existir poucos estudos quimicos dos fungos endofiticos,
foi isolado um numero consideravel de substancias com atividades biologicas
(Figura 01).18 Adicionalmente, os fungos endofiticos apresentam vantagens
sobre outras fontes de produtos naturais, porque sao recursos renovaveis e a
producao em escala ampliada dos metabélitos pode ser realizada utilizando a

tecnologia e o conhecimento sobre as técnicas ja existentes.3!

Figura 01 - Alguns exemplos de metabélitos secundarios, oriundos de fungos
endofiticos, com atividades bioldgicas.

o (o) OH Pesteloteaol D
O  (Atividade Antimicrobiana)

(@) OH

Acido Citénico A
(Atividade Antiviral)

HO OH

/

Camptotecina
(Atividade Citotoxica)
N o

16-a-hidroxi-5-N-acetilardimina
(Atividade Anticolinesterasica)

Palmarumicina CP-18
(Atividade Antiparasitaria) L 783.281

(Atividade Antidiabética)

Fonte: adaptada de Chapla!s.
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A possibilidade de obtencao de novas substancias, com potencial
biologico, oriundas de fungos endofiticos mostra que esses micro-organismos

constituem wuma potencial fonte de metabdlitos secundarios. Estas

observacoes justificam o estudo quimico e biolégico destes micro-organismos.

1.3 Espécie Vegetal Hospedeira

A espécie escolhida para esta investigacao pertence ao género
Eugenia, amplamente conhecida por ser utilizada na medicina popular
brasileira no tratamento de diabetes.32

A espécie vegetal Eugenia jambolana Lam. (Figura 02) tem sido
usada na medicina tradicional brasileira, e em outros paises tropicais,
devido suas propriedades hipoglicémicas e antidiabéticas, que estao
associadas as atividades antioxidante e anti-inflamatéria.33 E cultivada como
planta ornamental, e na medicina tradicional possui aplicacoes como
adstringente, estomaquica e diurética.

Pertencente a familia Myrtaceae, € encontrada amplamente no
subcontinente asiatico e em outras regides tropicais do mundo, incluindo
Ameérica do Sul e Madagascar.3* No Brasil, € conhecida com Jambolao,

Jamelao ou Jambol.32

Figura 02 — Exemplar adulto (a), folhas (b), flores (c) e frutos (d) de Eugenia jambolana Lam.

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

Pesquisas realizadas com as sementes de E. jambolana (L.),
mostraram que estas contém varios principios ativos, como flavonoides,
acido galico, acido elagico e taninos, e seu extrato possui atividades

hipoglicémica, anti-inflamatoéria, antibacteriana, anti-HIV e antidiaréia.3>

24



~ Introducao

Suas folhas contém uma mistura de polifendis, principalmente
flavonoides glicosilados, acidos fendlicos, e sao ricas em taninos e
saponinas32, sendo também relatado a presenca de triterpenos.3°

As propriedades adstringentes encontradas em sua casca fazem
com que estas sejam utilizadas no tratamento de diarreias croénicas,
disenteria e menorragia. Sao também utilizadas no enxague bucal para o
tratamento de aftas, estomatites, afeccoes da garganta e outras doencas das
vias orais.3” Além dessas propriedades, a casca também apresenta
propriedades anti-inflamatoéria, anticarcinogénica e serve, também, como
medicamento para controle de diabetes.

Seus frutos sao comestiveis e considerados nutracéuticos
(alimentos e componentes alimenticios com apelos médico ou de saude), e
sao utilizados como adstringente, estomaquico, diurético e antidiabético.3¢
Extratos do fruto apresentam forte atividade antioxidante devido a presenca
de Vitamina C, acido galico, taninos e antocianinas.

O estudo realizado por Dametto3® com os frutos da E. jambolana
(L.), permitiu a identificacao de antocianinas, como a delfinidina-diglicosideo,

a cianidina-diglicosideo e a petunidina-diglicosideo (Figura 03).

Figura 03 - Representacao estrutural de trés antocianinas presentes nos frutos
de Eugenia jambolana (L.).

HO

HO

HO

cianidina-3-O-gentiobiosideo delfinidina-3-O-gentiobiosideo petunidina-3-O-gentiobiosideo

Fonte: adaptada de Dametto3s.

Estudos preliminares de extratos e fracoes de E. jambolana (L.),
mostraram que esta espécie apresenta elevada acao sequestradora de

radicais livres e quimiopreventiva, atividade antimalarica, antifungica contra
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patogenos-humanos e anticolinesterasica. Estes fatos, associados as
observacoes que micro-organismos endofiticos podem produzir as mesmas
substancias que as plantas, e que as substancias produzidas pelos fungos
endofiticos, em associacdo com o hospedeiro, podem ser as responsaveis
pelas atividades Dbiologicas apresentadas pela espécie vegetal nos
conduziram ao estudo dos fungos endofiticos associados com Eugenia

jambolana (L.).

1.4 O Endoéfito Botryosphaeria parva

A primeira descricaio de fungos pertencentes a familia
Botryosphaeriaceae ocorreu na década de 1820, e foram classificados como
patogenos de plantas. Apenas na década de 80, os fungos dessa familia
foram descritos como fungos endofiticos, e a partir de entdo, diversas
espécies foram isoladas como fungos endofiticos.3°

A alta distribuicao taxonémica e frequéncia de infeccoes dos fungos
endofiticos dessa familia, em diferentes hospedeiros, indica que a maioria ou
todos os fungos da familia Botryosphaeriaceae podem ter uma fase endoéfita.
A maioria dos géneros dessa familia € descrita como endofitos, como por
exemplo, o género Botryosphaeria (anamorfo Fusicoccum), descrito apenas
em 1863.39

Fungos do género Botryosphaeria sao encontrados em regides
temperadas, tropicais e subtropicais ao redor do mundo, no entanto,
aparentemente nao sao encontrados nas regides polares. Eles ocorrem em
uma ampla faixa de familias de plantas, como: monocotiledoneas,
dicotiledoneas e gimnospermas. Eles podem ocorrer como fitopatogenos,
causando cancros e necrose da madeira, ou ocorrer como endofitos,
habitando o interior dos tecidos do hospedeiro.40.18

Alguns estudos relacionados ao fungo Botryosphaeria parva, o
mencionam como um fungo fitopatogénico, causador de apodrecimento do
tronco, morte dos brotos e necrose de Vitis vinifers (uva utilizada na
producao de vinho)*142) sendo possivel observar também estes sintomas em

outras plantas, como macieiras e pereiras ao redor do mundo.43
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Esses estudos de fitopatogenicidade apontam que o cultivo desse
micro-organismo gera uma colonia de coloracao branca com hifas aéreas,
ligeiramente rigidas, e com o passar do tempo de inoculacao, essa colonia
assume uma tonalidade cinza escuro (Figura 04), e suas hifas ficam ainda
mais rigidas, caracteristicas que nao sao observadas para os fungos do

mesmo género.43

Figura 04 - Botryosphaeria parva no meio de cultivo PDA.

Parte superior
do Enddfito

Parte inferior
do Enddfito

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

((a) e (e)) apos 05 dias de inoculacao
((b) e (f)) apos 10 dias de inoculacao
((c) e (g)) apds 15 dias de inoculacao
((d) e (h)) apds 20 dias de inoculacéo

Os estudos quimicos descritos para este endofito foram realizados
por nosso grupo de pesquisa, em que sua bioprospeccao indicou um enorme

potencial biolégico, como atividade antifingica e anticolinesterasica, além do

isolamento de quatro isocumarinas (Figura 05, p. 28).18
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nao foram encontrados outros estudos quimicos referentes ao fungo

Figura 05 - Isocumarinas isoladas de Botryosphaeria parva.

Meleina

rel. (3S, 4S)-4-hidroximeleina

5-hidroximeleina

OH o) OH o OH o OH o)
HO
o) o o) o
CHs CH,4 CHg
OH OH

7-hidroximeleina

CHs

Fonte: adaptada de Chapla!s.

Em uma busca realizada na literatura (Scifinder e Web of Science)

australis*® (Figura 00).

endofitico B. parva. No entanto, foram encontrados estudos de outras
espécies do género Botryosphaeria, em que pode-se destacar a producao
variada de isocumarinas, naftoquinonas, naftalenonas e lactonas produzidos

por Botryosphaeria rhodina**, Botryosphaeria mamane*> e Botryosphaeria

Figura 06 — Metabdlitos produzidos por endofitos do género Botryosphaeria.

(X) H H H
X) H OH H

X) OH H H
X1 H H OH
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any OH H OH R (vim
() OH OCH; H (v H
(Vy OH H H (Vi) AcO
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B. rhodina e B. mamane
OH (o] o]
Ry
OH (0]
OH Ry "”///\CHg
(X1 Ry R,
XIv)y H 0o-OH

(XV) R1+ R2 =A

Fonte: adaptada de Rukachaisirikul, et al.44; Pongchroen, et al.45 e Xu, et al.46.
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1.5 Policetideos

Policetideos sdo metabdlitos secundarios oriundos de organismos
vivos, e sao normalmente biossintetizados através da condensacao de
unidades acetil ou malonil, por enzimas especializadas.4” Estruturalmente,
trata-se de um grupo muito diverso de produtos naturais, com diversas
atividades biologicas e propriedades farmacologicas. Nessa classe de
substancia, pode-se incluir os acidos graxos, poliacetilenos, prostaglandinas,
antibioticos macrolideos e diversos compostos aromaticos (antraquinonas e
tetraciclinas).4?

Os policetideos de origem fuingica constituem uma grande classe
de metabodlitos secundarios, apresentando uma das maiores diversidades
estruturais entre os produtos naturais.8

A maioria dessas substancias é ativa em diversos sistemas
biologicos.4® Devido a esse fato, a busca por policetideos em micro-
organismos € apontada como uma boa estratégia para pesquisas de

substancias bioativas.

1.5.1 As Isocumarinas

Sabe-se que uma grande parte de substancias introduzidas como
medicamentos em todo o mundo pode ser atribuida a, ou sao inspirados em,
produtos naturais. A prevaléncia de isocumarinas em varios produtos
naturais que exibem uma vasta gama de atividades biologicas gerou um
interesse continuo e enorme entre os quimicos sintéticos e medicinais.5°

As isocumarinas sao pentacetideos aromaticos que possuem um
esqueleto base de nove carbonos, estruturalmente semelhantes as
cumarinas (Figura 07, p. 30), possuindo como diferenca um anel lactonico

invertido, e desempenham papéis importantes na area medicinal.50
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Figura 07 — Comparacao estrutural de uma isocumarina com uma cumarina.

OH OH O

3,4-dihidrocumarina 3,4-dihidroisocumarina

Fonte: ilustracédo elaborada pela autora, 2016.

As isocumarinas podem ser encontradas em uma grande variedade
de organismos, como bactérias, liquens e fungos, sendo relatadas de
diferentes espécies e géneros de fungos endofiticos.>1:30 Essa classe de
substancias pode apresentar diversas atividades biologicas, como por
exemplo, inibicdo de proteases; atividade antimicrobiana, antialérgica,
antimalarica; reguladores de crescimento, entre outras atividades.>51,52

Devido a inumeras atividades biologicas e ao enorme valor
farmacéutico, esforcos tém sido devotados para desenvolver novos métodos
para a obtencao e sintese de compostos contendo esta estrutura

privilegiada.>9

1.5.2 As Naftalenonas

Da mesma forma que as isocumarinas, as naftalenonas também
sdo pentacetideos aromaticos, no entanto, diferentemente das isocumarinas,
essa classe de substancias apresenta um esqueleto base de dez carbonos,

como mostrado na Figura 08.

Figura 08 — Esqueleto base de uma naftalenona.

OH o]

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Essas substancias sao metabdlitos secundarios de fungos e
plantas, e sdo muito conhecidas por apresentarem atividade fitotoxica.>3

Por serem fitotoxinas, fungos produtores dessas substancias estao
associados a doenca Esca e “doenca de Petri” ou “chocolate”, observadas em
vinhedos e outras plantacoes ao redor do mundo. Atualmente, estudos “in
vivo” relacionados a essas substancias verificam a transferéncia desses
metabolitos fungicos para o xilema de seus hospedeiros, e estudos “in vitro”
verificam fatores abioticos (temperatura, pH, entre outros fatores) na
producao dessas substancias por fungos fitopatogénicos.53 Tais estudos
poderao ajudar os produtores de uvas e outros vegetais a melhorarem as

condicoes de suas plantacoes.

1.6 Os Diterpenos Tetranorlabdanos

Os diterpenos compreendem um grande grupo de compostos nao
volateis formados por cadeias que contém 20 carbonos. Apesar de serem
produzidos, principalmente, por plantas e fungos, alguns organismos
marinhos e também insetos sao capazes de produzir esses compostos.5*
Essa classe de substancias tem sido encontrada em diferentes estados de
oxidacao, desde hidrocarbonetos até compostos altamente oxigenados que
apresentam uma grande variedade de atividades biolégicas, por exemplo o
Paclitaxel, que tem sido utilizado no tratamento do cancer de ovario.>*

Um numero muito grande de diterpenos possue um esqueleto
labdano, que sado substancias naturais isoladas principalmente de espécies
vegetais, que apresentam um sistema biciclico formado por unidades de
isopreno.>> O interesse em estudar os diterpenos labdanos é devido a vasta
gama de atividades biologicas que estas substancias apresentam, tais como:
atividades antibacteriana, antifingica, antiprotozoaria, anti-inflamatoria,
citotoxica, entre outras.56,57

Dentro da classe dos diterpenos labdanos, existem substancias
classificadas como diterpenos tetranorlabdanos. Substancias que se
enquadram nessa classificacao apresentam estrutura quimica semelhante a

classe dos labdanos, e a diferenca entre esses dois tipos de substancias esta
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no numero de carbonos que as compoem. Como o nome da subclasse indica
(3 D 1 .
(“tetranor” do latim: quatro a menos), os tetranorlabdanos apresentam

quatro carbonos a menos em sua estrutura quando comparados ao labdanos
(Figura 09).

Figura 09 — Exemplo de diterpeno labdano e diterpeno tetranorlabdano.

Classe dos 15 COOH Classe dos
Labdanos Tetranorlabdanos

C CH
18 19

Acido copélico Acido acrostalidico

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

Por apresentarem estrutura semelhante aos diterpenos labdanos,
os diterpenos tetranorlabdanos também apresentam diversas atividades
biolégicas, tais como: antifungica, citotoxica, herbicida, entre outras,

justificando as recentes buscas e estudos sobre essa classe substancia.



2 OBJETIVO

Estudar quimicamente o fungo endofitico B. parva associado a

espécie vegetal E. jambolana Lam.

2.1 Objetivos Especificos

Cultivar o fungo endofitico B. parva em escala ampliada nos meios
de cultura Czapek® PDB (meios liquidos) e Milho (meio soélido) para a

obtencao dos respectivos extratos brutos;

Fracionar os extratos brutos até o isolamento dos metabolitos
secundarios, utilizando meétodos cromatograficos convencionais, como:
Cromatografia em Coluna — CC e CLAE-DADypreparativa (Cromatografia Liquida

de Alta Eficiéncia preparativa);

Determinar ou elucidar as estruturas das substancias isoladas,
utilizando meétodos espectrométricos, como: RMN de 1H, de 13C,

Unidimensional e Bidimensional, e Espectrometria de Massas;

Submeter os extratos brutos a ensaios biologicos para avaliacao do

potencial antioxidante, antifingico e anticolinesterasico.
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3 FLUXOGRAMAS

Este item compreende, de forma simplificada, uma representacao
esquematica do processo de obtencao dos extratos brutos e obtencao das

substancias puras oriundas de cada extrato.

3.1 Meio de Cultivo Sé6lido - Milho

Cultivo em PDA do Cultivoem Milho Extragéo com MeOH (~28L) Extrato Metandlico
Botryosphaera parva (2,25 Kg. 21 dias, 25 °C) Evaporagdo do Solvente (886 52 q)

Solubilizagdo em 2,0 L de H,0
Partigdo Lig.-Lig. comAcOEt(3x1,0L)

‘L‘Evapma;éo do solvente ‘L
Extrato ACOEt
(10.0012 g) FaseAguosa _"x“ Descarte .
Solublizagdo em300 mLde CH.CN e

Partigdo Lig.-Lig. com Hexano (3 x 150 mL)
i Evaporagio dos solventes

3 o Ensaios Bioldgicos
{ Amazenado *_ Extrato Hexanoico Extrato ﬁ.ceton itrila Y RMNde 'H £
" (4,5624 g (4,0538 g) i i

- CLAE-DAD snitiea ;

Fracionamento de 3,0 g em CC de C18
(D =35cm; H = 31cm)
Fase Movel: MeOHH,0

L3169 %

| 40:60%
60:40%

{ 50.50%

i 9T.03%

.
3
3
.
.3
-3
3
"
.3
3
3

! RMNde'H
{ CLAE-DAD, it

(1 FR.O1 FR.02 FR.03 FR.04 FR.05 FR.06 FR.O7 FR.08
1| (2756mg) || (168.3mg) || (351.3mg) || (121.4mg) || (228,0mg) || (9831 mg) || (3155mg) || (82,0mg)

CLAE-DAD,

EreparatvE

C18(150 x 21,2 mm; 5 pm);
37:63% MeOHH,0 em 35",
Vazdo: 10 mL.min';
Viegio: 300 L

[Amostra]: 20 mg.mL-'.

Fr.02_1
(15.4mg)

Fr.02_2
(9,6 mg)

Fr.02_3
(6,5mg)

Fr.02_4
(9.4mg)

Fr02_5
(18.5mg)

Fr.02_6
(10.6mg)

Fr 02_7
(4.8 ma)

Fr.02_8
(3.7 ma)

Fr 02 9
(29.9mg)

Fr.02_10
(8,5mg)

onte: esquema elaborado pela autora, 2016.
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3.2 Meio de Cultivo Liquido - Czapek®

Cultivo em PDAdo

Botryosphaena parva

|

Cultivo em Czapek®
(1251, 28 dias. 25°C)
Filtrag 3o
v \ v
FaseAguosa Micélios Fase Aguosa
Clara(85L) Escura (4.0L)
Partigcdo Lig.-Lig. com AcOEt l Particdo Lig.-Lig. com AcOEt
G@x4250 LM (3x20L)
y ¥ I
Descarte  :
Fase Aguosa Fase Organica e - Fase Orgénica Fase Aquosa
-l.- _____ J’Evs poragdo do solvente e Evaporagdo do solvente J’ _____ \L _____
S Extrato Bruto ; Ensaios B"Jl?g'm Extrato Bruto o
Descarte CZ C (270.2 mg) — RMN de 'H =€ CZ E (2637 mg) § Descarte
................ = T9) i CLAE-DAD,ngics | = L M e
""" Extracdio Sdlido-Liquide : Extracio Sdlido-l.iquiéam
com CHCI; om CHCly
Extrato Cristalino Extrato Oleoso Extrato Oleoso Extrato Cristalino

CZ_C_C(128.1mg) CZ_C_0(32.1 mg)

LA .

DUEDBrATE

C18(250 x 10 mm; 5 pm);

40a 100% MeOH emH,0 em 40';
Vazao: 4 mL.min;

W oniacae: 200 pl;

[Amostra): 20 mg.mL-, v

H

Fro1 |
(2.0 mg)
Fr 02
(0,2 mg)
Fr.03
(0,5 ma)
Fr 04
(0.7 mg)
] Fr0s |:
ILaamg) i
Fr 06
(2.0mg)

h 4

. RMNde'H i
| CLAE-DAD;nica |

~

CZ_E_0(508 mg) C7_E_C(165,5mg)

c Erepsatve

C18(250 x 10 mm; 5 pm);

40 a 100% MeOH emH,0 em 40",
Vazao: 4 mL.min;

Vinjgse: 200 pL;

[Amostral: 20 mg.mL-.

[ Frot
I (3.2mg)
Fr.02
(1,6 mg)
Fr 03
(1,0 ma}
Fr.04
(1,3mg}
il Fros
I (1.4mg)
Fr 06
(1,5ma}

iy

Fr. 07
(0,8 mg)
Fr o8
(2,0 mg)
il Fr0g |:
L (.0mg) |}
Fr.1o |i
(0,3 mg)
Fr. 11
{0,2mg)
il Fr12
i _(0.3mg)

Fr. 07
(3,2 mg)
Fr. 08
(2.1 mag}
i Fr09 |:
i (14mg) |}
Frio |i
(2,2mg)
Fr 11
(1,6mg)

Fr.12 |:
(14mg) |}

Fonte: esquema elaborado pela autora, 2016,
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3.3 Meio de Cultivo Liquido - PDB

Cultivoem PDAdo
Botryosphaeria parva

y

Cultivoem PDB
(5,0 L, 28 dias, 25°C)

Filtragéo
v ) }
Fase Aguosa Micélios Fase Aqguosa
Clara (4,0 L) Escura(1,0L)
Particdo Lig.-Lig. com AcOEt l Particdo Lig.-Lig. com AcOEt
(3x2,0L) (3x05L)
v v = Descarte v ¥
Fase Aguosa Fase Qrgéanica Fase Organica Fase Aguosa
¢ Evaporacdo do solvente Evaporacdo do solvente \],
¥ prosssnrrn e "
Descarte Extrato Bruto Ensaios BIDl?gICDS . Extrato Bruto i Descarte
——>: RMN de H 3
PDB_CGC (553,7 mg) CLAE-DAD, e PDB_E (207 4mg) -

Microfracionamento em
Cartucho de SPE de C18
Fase Mavel: MeOH/H:0

Fro1  |i4852%
(137.7 mg)
Fro2 |is2:48%
i (88mg)
Fro3 |ier3s%
| atemg [
Fr.o4 |i72:08%
41mg) [}
Fro5 |i100.0%
(74,5 mg)

e T

Microfracionamento em
Cartucho de SPE de C18
Fase Mavel: MeOH/H:O

48:52% Fr.01

(63,2 mg)

52:48% Fr.02

(5,5mg)

RMN de 'H

67:33% 4| Fr 03 _)-
| ®2mg) i m

7228% i|  Fr 04
Ed

CLAE-DAD najtica

(4,2 mg)

1000% & Fr.05
1] (45,0mg)

e

Fonte: esquema elaborado pela autora, 2016.
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4 MATERIAIS, EQUIPAMENTOS E TECNICAS UTILIZADAS

Este item compreende uma descricao detalhada dos materiais e
equipamentos utilizados na obtencao e fracionamento de cada extrato bruto,

bem como as técnicas utilizadas na preparacao e analise das amostras.

4.1 Manipulacao do Micro-organismo

Todo o procedimento de manipulacao do endofito B. parva foi
realizado em Capela de Fluxo Laminar (Pachame® PA 310-Série 172-99 e

SterilGARD® Advance).

4.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para estas analises foram utilizadas cromatoplacas comerciais de
silica gel em fase normal (Macherey-Nagel: DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra
SIL G/UVa2s4), € as revelacoes foram obtidas por irradiacao ultravioleta (254 e

366 nm).

4.3 Cromatografia em Coluna (CC)

Na separacado cromatografica em coluna, a pressao reduzida, foi
utilizada uma coluna de vidro de diametro interno (Dint) de 3,5 cm, e a fase
estacionaria utilizada foi o adsorvente de fase reversa C18 (60 A, 40-75 um,
Sorbent Technologies). A coluna foi preenchida com o adsorvente até uma

altura (H) de 31 cm.

4.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD)

Para as analises de perfil cromatografico das amostras, foi utilizado
um Cromatografo Liquido da Shimadzu (bombas: LC-6AD; injetor

automatico: SIL-10AF; detector Ultravioleta, em arranjo de diodos: SPD-



_ Materiais. Equipamentos e Técnicas Utilizadas

M20A; modulo de comunicacao: CBM-20A; degaseificador: DGU-20ASR,;
software: LC-Solution).

As colunas utilizadas foram:

e Coluna de C18 — 2 (Phenomenex LUNA: 250 mm x 4,60 mm e 5 um);
e Coluna de C18 — 2 (Phenomenex LUNA: 250 mm x 10,0 mm e S pm);
e Coluna de C18 — 2 (Phenomenex LUNA: 150 mm x 21,2 mm e 5 um).

O tratamento de dados foi realizado utilizando o software LC-

Solution.

4.5 Preparo de amostra para analises de CLAE-DAD

Nas analise de CLAE-DADanaiitica, 4,0 mg de amostra foi dissolvida
em pequena quantidade (~1,0 mL) de Metanol com o auxilio de ultrassom.
Em seguida, esta solucado foi aplicada em cartucho de SPE de RP18,
previamente ativado com Metanol (5,0 mL). A solucao coletada foi filtrada em
Filtro de membrana Millipore® (0,22 um). A solucao final foi seca, e a massa
obtida foi preparada em uma concentracao de 4,0 mg.mL-! em “vials” de 2
mL na proporcao de 9:1 Metanol/H20 (v/v).

Para as estapas de fracionamento em CLAE-DADpreparativa, as
amostras foram submetidas a mesma etapa de “clean-up”, em que a
concentracdo final para analise foi de 20 mg.mL-l, na proporcdao de 9:1

Metanol/H20 (v/v).

4.6 Ressonancia Magnética Nuclear de 1H e 13C

As analise de perfil quimico (RMN 1D e 2D) foram realizadas nos

espectrometros:

e Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear — Bruker Fourier
300 (7,0 T), usando sonda dual 'H/13C 5 mm;
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e Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear — Bruker Avance III
600 HD (14,1T), utilizando as sondas BBFO-Z plus SmartProbe Broadband

Observe e Triple Inverse TCI Cryo-probehead, ambas de 5 mm;

Os espectros foram registrados em CD3zOD, como solvente

deuterado.

4.7 Espectrometria de Massas (EM)

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrometro de

alta resolucao Bruker Maxis Impact. A faixa de aquisicao foi de m/z 50-1500.

O software Data Analysis Schorcut 4.2 (Bruker Baltonik®) foi utilizado
durante a aquisicaio dos dados e no processamento dos dados

espectrométricos. As condicoes de analise foram:

e End Plate: -500 Volts; e Dry Gas Flow: 4 L.min-1;
e Capillary: 4500 Volts; e Neb. Gas Pressure: 0,3 Bar;
e Dry Gas Temp.: 180 °C; e Gas: Nitrogénio.

4.8 Solventes utilizados

e Deuterados: Merck e Aldrich;
e Nao Deuterados: Merck, J. T. Baker;
e Agua ultra pura

4.9 Outros Equipamentos

e Autoclave Vertical (Phoenix Luferco — AV-137);
e Balanca Analitica (Metter Toledo — AG204);

e Balanca Semi-analitica (Gehaka — BG2000);

e Camara de Ultravioleta (CAMAG Reprostar 3);
e Evaporador Rotativo (Heidolph);

e Milli-Q (Millipore);
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5 METODOLOGIA

Este item compreende uma descricao detalhada da obtencao de
cada extrato bruto e das substancias puras, além das condicoes dos

equipamentos nas analises utilizadas.

5.1 Obtencao dos Extratos Brutos

O fungo endofitico B. parva, isolado das folhas da E. jambolana (L.)
pela Dra. Vanessa Mara Chapla e preservado em agua ultra pura, foi
inoculado em placas de Petri (90 x 15 mm) contendo o meio de cultura sélido
PDA (meio de batata, dextrose e Agar) para a obtencdo de uma quantidade
de massa micelar suficiente para crescimento em escala ampliada. Em cada
frasco de Erlenmeyer contendo meio de cultivo, inoculou-se % da placa de

Petri contendo PDA e massa micelar:

e 25 frascos de Erlenmeyer (500 mL) com meio de cultivo so6lido - Milho
(2,250 Kg de milho “Canjica de Milho Yok?);

e 50 frascos de Erlenmeyer (500 mL) com meio de cultivo liquido - Czapek®
(preparado em laboratoério), totalizando 12,5 L de meio de cultivo;

e 20 frascos de Erlenmeyer (500 mL) com meio de cultivo liquido - PDB
(meio de cultivo de batata e dextrose, Acumedia — Neogen Corporation),

totalizando 5,0L de meio de cultivo.

5.1.1 Meio de Cultivo Sélido - Milho

O meio de cultivo foi preparado pesando-se 90,0 g de milho em
cada frasco de Erlenmeyer, adicionando 75,0 mL de agua ultra pura a cada
frasco. Em seguida, o meio de cultivo foi esterilizado em autoclave trés vezes
com uma diferenca de 24 horas a cada esterilizacdo, sendo o periodo de
esterilizacao de 20 minutos com uma temperatura de aproximadamente
121 °C. O periodo de fermentacao do endéfito, no meio de cultivo, foi de 21

dias em temperatura controlada de 25 °C.
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Apobs o periodo de incubacao, a cultura solida foi triturada com o
auxilio de uma bagueta e iniciou-se uma extracao direta com Metanol P.A (~
28,0 L), seguida de filtracao a pressao reduzida. Em seguida, o solvente foi
evaporado em evaporador rotativo, obtendo-se o respectivo extrato (886,52 g
de extrato metanolico). O extrato metanolico foi dissolvido em 2,0 L de agua
ultra pura, e com a solucao resultante fez-se trés particoes liquido-liquido,
utilizando em cada particao 1,0 L de Acetato de Etila P.A, totalizando 3,0 L
de extrato organico. Em seguida, o solvente organico foi evaporado,
originando o respectivo extrato (10,00 g), e a fase aquosa foi descartada em
local apropriado.

O extrato obtido foi dissolvido em 300 mL de Acetonitrila P.A, e
com a solucao fez-se trés particoes liquido-liquido, utilizando em cada
particao 150 mL de Hexano. O extrato em Acetonitrila foi obtido apds a
evaporacao do solvente, obtendo-se o extrato bruto de interesse (4,0538 g de
extrato), e a evaporacao do Hexano gerou um extrato que foi armazenado em
geladeira para estudos posteriores.

O extrato de interesse foi submetido as analises de RMN de !H,
Ensaios Biologicos (item 5.2, p. 48) e de Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia em modo analitico (CLAE-DADanaiitica), nas condicoes:

e Eluicao: Gradiente Exploratoério (5-95 a 100-0% de MeOH/H20 em 40
minutos);

e Coluna C18 (Phenomenex LUNA: 250 mm x 4,60 mm e 5 pm);

e Vazao: 1,0 mL.min"1;

® Vipj: 15 uL;

e A: 200 - 800 nm;

¢ [Amostra]: 4,0 mg.mL-L.

A partir do resultado obtido da analise de CLAE-DADanalitica, foi
realizado um fracionamento desse extrato em Cromatografia em Coluna (CC),
utilizando como adsorvente fase reversa C18 (60 A, 40-75 um). A coluna foi
preparada em laboratorio, utilizando uma coluna de vidro de diametro

interno de 3,5 cm, preenchida com o adsorvente até uma altura de 31 cm, e
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o empacotamento foi feito a seco. Utilizou-se Metanol P.A para a ativacao da
fase estacionaria. Trés gramas do extrato foram dissolvidos em uma pequena
quantidade de Metanol P.A, dessa forma, o extrato foi aplicado em pasta na
coluna. A Tabela 01 mostra a composicao das fases moveis utilizadas, e as

respectivas massas obtidas apos fracionamento.

Tabela 01 — Composicao das fases moveis e a massa obtida de cada fracdo do
extrato oriundo do Milho.

Fracao MeOH/H20 Massa (mg)
01 31:69 % 275,6
02 40:60 % 168,3
03 50:50 % 351,3
04 60:40 % 121,4
05 72:28 % 228,0
06 91:09 % 983,1
07 97:03 % 315,5
08 100:0 % 82,0

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2016.

As fracoes coletadas foram submetidas as analises de RMN de 1H,
Ensaio Antioxidante (item 5.2.1, p. 48) e CLAE-DADanaiitica, Nas condicoes
descritas anteriormente.

Com base nos resultados obtidos, foi escolhida a fracdao 02 para
estudo, realizando-se seu fracionamento por meio da CLAE-DADpreparativa, Nas

condicoes mostradas a seguir, padronizada anteriormente no modo analitico:

e Eluicao: Isocratico (37-63% de MeOH/H20 em 35 minutos);

e Coluna C18 (Phenomenex LUNA: 150 mm x 21,2 mm e 5 pm);
e Vazao: 10,0 mL.min"!;

e Vipj.: 300 uL;

e A: 200 - 800 nm;

e [Amostra]: 20,0 mg.mL-1.

Deste fracionamento, coletou-se 10 fracoes, em que a Tabela 02 (p.

43) mostra as massas obtidas de cada fracao.
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Tabela 02 — Massas obtidas de cada fracdo oriunda da Fr. 02 do extrato do Milho.

Fracao Tempo de Retencao Massa (mg)
02_01 03-11 15,4
02_02 11-13 9,6
02_03 13-16’ 6,5
02_04 16 — 20’ 9,4
02_05 20 -22,5 18,5
02_06 22,5 - 24 10,6
02_07 24 - 28’ 4,8
02_08 28 - 30’ 3,7
02_09 30 -33’ 29,9
02_10 33 - 40’ 8,5

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2016.

As fracoes obtidas foram analisadas por RMN de 'H e CLAE-
DADanalitica, na condicao padronizada. Por meio das analises de RMN de !H,
fez-se a escolha de sete fracdes (02_2, 02_3, 02_05, 02_6, 02_8, 02_9 e
02_10) para analise de RMN Bidimensional (COSY, HSQC e HMBC), com o

intuito de identificar ou elucidar os compostos presentes em cada fracao.

5.1.2 Meio de Cultivo Liquido - Czapek®

O meio de cultivo Czapek® foi preparado em laboratorio utilizando
250 mL de agua ultra pura e com a quantidade das substancias indicadas

na Tabela 03, para cada frasco de Erlenmeyer.

Tabela 03 — Quantidade dos sais e de sacarose utilizadas no meio de cultivo
Czapek®, para um frasco de Erlenmeyer.

Substancia Formula Quimica Massa (g)
Sacarose C12H22011 7,5000
Nitrato de Sodio NaNOs3 0,5000
Hidrogenofosfato de Potassio KoHPO4 0,2500
Cloreto de Potassio KCl1 0,1250
Sulfato de Magnésio MgSO4 0,1250
Sulfato Ferroso FeSO4 0,0025

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2016.

Depois do preparo do meio de cultivo, este foi esterilizado em
autoclave por 20 minutos a uma temperatura de aproximadamente 121 °C.

No periodo de inoculacao, 28 dias a 25 °C, a cultura fangica foi mantida em
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modo estatico, com agitacao manual a cada 24 horas. Durante o periodo de
fermentacao, observou-se a mudanca de coloracao do meio de cultivo de

alguns frascos de Erlenmeyer, como mostra a Figura 10.

Figura 10 — Comparacdo da coloracao do meio de Czapek®, de alguns frascos de
Erlenmeyer, no final do periodo de fermentacao.

Fonte: ilustracédo elaborada pela autora, 2016.

Ao final do periodo de fermentacao, a suspensao micelar foi filtrada,
separando o micélio do filtrado, em que as solucoes de coloracao diferente

foram coletadas separadamente, e os filtrados foram rotulados:

e Czapek® Claro (Figura 10(a));
e Czapek® Escuro (Figura 10(b)).

Os filtrados aquosos foram submetidos a particdao liquido-liquido
com Acetato de Etila (3 x metade do volume de cada filtrado), totalizando
12,75 L de fase organica clara e 6,0 L de fase organica escura. Em seguida, o
solvente organico foi evaporado em evaporador rotativo, obtendo-se os

respectivos extratos brutos (Tabela 04).

Tabela 04 - Massas dos extratos, e seus respectivos codigos, provenientes do
meio de cultivo Czapek®.

Extrato Codigo Massa (mg)
Czapek®_Claro CzZ C 270,2
Czapek® Escuro CZ_E 263,7

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2016.

Os extratos foram submetidos as analises de RMN de 'H, Ensaios
Biologicos (item 5.2, p. 48) e de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em

modo analitico (CLAE-DADanaiitica), nas condicoes:
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e Eluicao: Gradiente Exploratoério (5-95 a 100-0% de MeOH/H20 em 40
minutos);

e Coluna C18 (Phenomenex LUNA: 250 mm x 4,60 mm e S pm);

e Vazao: 1,0 mL.min"!;

e Vipj: 15 uL;

e A: 200 - 800 nm;

¢ [Amostra]: 4,0 mg.mLL.

Os extratos obtidos foram submetidos a uma extracao solido-
liquido com Cloroféormio (CHCI3), obtendo-se dois extratos cristalinos
(CZ_C_C e CZ_E_C) e dois extratos oleosos (CZ_C_O e CZ_E_O), e a massa

obtida de cada extrato esta indicada na Tabela 05.

Tabela 05 - Massas obtidas apos a recristalizacao dos extratos de Czapek®, e
seus respectivos codigos de identificacao.

Extrato
Czapek® Claro Czapek® Escuro
Codigos Cz_C_C CzZ_C_O CZ_E_C CZ_E_O
Massa (mg) 128,1 32,1 165,5 50,8

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2016.

Estes extratos foram analisados por RMN de 'H e por CLAE-
DADanaiitica, nas condicoes descritas anteriormente.

Com base nos resultados obtidos, foram escolhidos os extratos
CZ_C_O e CZ_E_O para estudo, realizando-se os fracionamentos por meio da
CLAE-DADsemipreparativa, nas condicoes mostradas a seguir, padronizada
anteriormente no modo analitico. A Tabela 06 (p. 46) contém os tempos de

retencao de cada fracao e suas respectivas massas.

e Eluicao: Gradiente (40-60 a 100-0% de MeOH/H20 em 40 minutos);
e Coluna C18 (Phenomenex LUNA: 250 mm x 10 mm e 5 um);

e Vazao: 4,0 mL.min"!;

e Viyj: 200 uL;

e A: 200 - 800 nm;

e [Amostra]: 20,0 mg.mL-1.
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Tabela 06 — Tempos de retencao das fracdes coletadas dos extratos oleosos,
CZ_C_O e CZ _E_O, e suas respectivas massas.
CzZ CO CZ EO
Fracoes | Tr (min.) Massa (mg) | Fracoes Tr (min.) Massa (mg)
01 06 2,0 01 06 3,2
02 09 0,2 02 09 1,6
03 12 0,5 03 11 1,0
04 14 0,7 04 13,5 1,3
05 16-19 1,1 05 14 1,4
06 16,5 2,0 06 16,5 1,5
07 19 0,8 07 17,5 3,2
08 23,5 2,0 08 20,5 2,1
09 29 1,0 09 26,5 1,4
10 32,5 0,3 10 30 2,2
11 33,5 0,2 11 31 1,6
12 34 0,3 12 31,5 1,4

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2016.

As fracoes dos extratos de Czapek® coletadas foram analisadas por
RMN de !H e por CLAE-DADanaiitica, na condicdo padronizada.

Das fracoes do extrato CZ_C_O, foram escolhidas duas fracoes (Fr.
02 e Fr.07) e das fracoes do extrato CZ_E_O, foram escolhidas trés fracoes
(Fr. 01, Fr. 03 e Fr.08) para analise de RMN Bidimensional (COSY, HSQC e
HMBC), com o intuito de identificar ou elucidar as substancias presentes

nestas fracoes.

5.1.3 Meio de Cultivo Liquido - PDB

O meio de cultivo PDB foi preparado utilizando 250 mL de agua
ultra pura e 6,0 g de meio de cultivo em cada frasco de Erlenmeyer. Depois
do preparo do meio de cultivo, este foi esterilizado em autoclave por 20
minutos a uma temperatura de aproximadamente 121 °C.

No periodo de inoculacao, 28 dias a 25 °C, a cultura fungica foi
mantida em modo estatico, com agitacao manual a cada 24 horas. O mesmo
fenomeno observado para o meio de cultivo Czapek® foi observado para o
PDB, a mudanca de coloracao do meio de cultivo de alguns frascos de
Erlenmeyer durante o periodo de fermentacao, como mostra a Figura 11, p.
47.
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Figura 11 - Comparacao da coloracdo do meio de PDB, de alguns frascos de
Erlenmeyer, no final do periodo de fermentacao.

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

No final do periodo de fermentacao, a suspensao micelar foi filtrada,
separando o micélio do filtrado, em que as solucoes de coloracao diferente

foram coletadas separadamente, e os filtrados foram rotulados:

e PDB_Claro (Figura 11(a));
e PDB_Escuro (Figura 11(b)).

Os filtrados aquosos foram submetidos a particao liquido-liquido
com Acetato de Etila (3 x metade do volume de cada filtrado), totalizando 6,0
L de fase organica clara e 1,5 L de fase organica escura. Em seguida, o
solvente foi evaporado em evaporador rotativo, obtendo-se os respectivos

extratos brutos (Tabela 07).

Tabela 07 — Massas dos extratos, e seus respectivos codigos, provenientes do
meio de cultivo PDB.

Extrato Codigo Massa (mg)
PDB_Claro PDB C 553,7
PDB_Escuro PDB_E 207,4

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2016.

Os extratos foram submetidos as analises de RMN de 'H, Ensaios
Biologicos (item 5.2, p. 48) e de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em

modo analitico (CLAE-DADanaiitica), nas condicoes:

e Eluicao: Gradiente Exploratorio (5-95 a 100-0% de MeOH/H20 em 40
minutos);

e Coluna C18 (Phenomenex LUNA: 250 mm x 4,60 mm e 5 pm);
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Vazao: 1,0 mL.min-!;
Vinj.: 15 uL;
A: 200 - 800 nm;

[Amostra]: 4,0 mg.mL-1.

Em seguida, com base nos resultados obtidos, os extratos obtidos
foram microfracionados em Cartucho SPE de C18 (Chromabond — Macherey-
Nagel, C18-6 mL/ 1000 mg), e a composicao de cada fase movel utilizada esta

mostrada na Tabela 08.

Tabela 08 — Composicao das Fases Moveis utilizadas no fracionamento dos extratos de PDB.

Fracao MeOH/H20 PDB_CMassa (meg) PDB E
01 48:52% 137,7 63,2
02 52:48% 6,8 5,5
03 67:33% 11,8 8,2
04 72:28% 4,2 4,2
05 100:0% 74,5 45,0

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2016.

As fracoes coletadas foram analisadas por CLAE-DADanaiitica Na
condicao descrita anteriormente. De ambos os extratos, foram escolhidas as

fracoes 03 para analise de RMN de !H.

5.2 Ensaios Biologicos

Todos os extratos brutos foram submetidos a ensaios biologicos
para verificacao de atividade antifingica, atividade anticolinesterasica e

atividade antioxidante.

5.2.1 Ensaio Antioxidante

O ensaio de avaliacao da atividade Antioxidante foi realizado no
Laboratorio de Bioensaios do Departamento de Quimica Organica do

Instituto de Quimica — UNESP - Araraquara/SP. Os extratos brutos foram
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avaliados quanto a reatividade frente ao radical 2,2-difenil-1-pricril-hidrazil
(DPPH.) utilizando o método de Cromatografia em Camada Delgada (CCD).

No desenvolvimento do método, aplicou-se 500 ug de cada extrato e
05 ug dos padrodes positivos Rutina e Quercetina em uma cromatoplaca de
silica gel. Apos a eluicao dos extratos e dos padroes na cromatoplaca, na
condicao de 90:10 CHCl3/MeOH (v/v), esta foi seca e em seguida nebulizada
com solucao de DPPH. 0,2% (m/v) em Metanol grau HPLC. A cromatoplaca
foi mantida no escuro por 01 hora, e apos esse periodo foi observada com luz
branca.

As fracoes oriundas do extrato de Milho também foram analisadas
quanto aos seus potenciais antioxidantes, em que, no desenvolvimento do
meétodo, aplicou-se 100 ug de cada Fracao e 05 pg dos padroes positivos em
uma placa de silica gel. A placa foi eluida na mesma condicao utilizada para
os extratos brutos, e apos secagem foi nebulizada com solucao de DPPH-.
0,2% (m/v) em MeOH grau HPLC e mantida no escuro por 01 hora. Depois

desse periodo, foi observada em luz branca.

5.2.2 Ensaio Antifuangico

O ensaio Antifungico foi realizado no Instituto de Botanica de Sao
Paulo — Secao de Fisiologia Vegetal — com orientacdo da Dra. Maria Claudia
Marx Young. A atividade antifingica foi determinada pela técnica de
bioautografia para deteccao da atividade fungitoxica, pela nebulizacao dos
fungos fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e Cladosporium
sphaerospermum (concentracao de 5x107 esporos.mL-! em solucao de glicose
e sais) em cromatoplacas contendo 400 g dos extratos brutos, previamente
eluidas com CHCIl3/MeOH (90:10 v/v). As cromatoplacas foram incubadas a
25 °C por 48 horas, verificando a presenca de halos de inibicdo do

crescimento dos fungos, em comparacao com o padrao positivo nistatina (05

vg).
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5.2.3 Ensaio Anticolinesterasico

O ensaio Anticolinesterasico foi realizado no Instituto de Botanica
de Sao Paulo — Secao de Fisiologia Vegetal — com orientacdo da Dra. Maria
Claudia Marx Young.

Os extratos brutos foram submetidos a avaliacao da inibicao da
enzima acetilcolinesterase (AChE), de acordo com a literatura®8, utilizando
cromatoplacas. Foram aplicados 200 pg dos extratos brutos em uma
cromatoplaca de silica gel. A placa foi eluida com CHCl3/MeOH (90:10 v/v) e
seca apos a eluicao. Em seguida foi nebulizada com a Solucao A (Tabela 09),
e incubada em camara umida fechada, a 37 °C por 2 minutos. Apdés esse
periodo, a cromatoplaca foi nebulizada com uma Solucao D (Tabela 09).
Utilizou-se 0,05 pg do padrao positivo fisostigmina.

Tabela 09 - Solucdes utilizadas na analise de potencial anticolinesterasico dos
extratos brutos.

Acetilcolinesterase dissolvida em 150 mL do Tampao Tris-
Solucao A | HCI (0,05 M; pH = 7,9), estocada a 4 °C. No momento do
uso adicionou-se 0,1% de albumina de soro bovino

Solucao B | 250 mg de Acetato de 1-naftila em 100 mL de Etanol P.A

Solucdo C | 400 mg do sal “Fast Blue” B em 160 mL de Agua Destilada

Solucao D | Mistura de 10 mL da Solucao B ¢ 40 mL da Solucao C

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2016.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos brutos produzidos por B. parva foram obtidos de
acordo com a metodologia descrita anteriormente, e a Tabela 10 mostra o
rendimento dos extratos considerando um grama de cada meio de cultivo

utilizado.

Tabela 10 - Rendimento dos extratos brutos referentes a um grama dos meios
de cultivo utilizados.

Extratos Massa do Massa do Meio de Rendimento por grama
Extrato (mg) Cultivo (mg) de Meio de Cultivo (mg)
Milho 4053,8 2250 1,8000
CzZ_C 270,2 289 0,9350
CZ_E 263,7 136 1,9390
PDB_C 553,7 96 5,7680
PDB_E 207,4 24 8,6416

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2016.

E interessante observar que para o endoéfito B. parva, ocorreu
variacao dos rendimentos obtidos com a variacdo do meio de cultivo,
indicando que sua producao metabolica € dependente da natureza destes.
Essa natureza € referente a quantidade/variedade de nutrientes que esse
meio de cultivo fornece para o micro-organismo. Um meio mais rico em
nutrientes, como o PDB, fornece mais nutrientes para o endofito, por isso
observa-se maior quantidade de extrato por grama de meio de cultivo. Em
comparacao, um meio pobre em nutrientes (Czapek®), apresentou menor
quantidade de extrato por grama de meio de cultivo.

Depois de realizada a etapa de obtencado dos extratos, estes foram
submetidos a analise por RMN de !H e por CLAE-DADanaiitica para verificagcao
de seus perfis quimicos e cromatograficos.

A Figura 12 (p. 52) mostra a comparacao dos cromatogramas, de
cada extrato bruto, obtidos na analise de CLAE-DADanalitica, € 0S tempos de
retencao observados, nos trés meios de cultivo, evidenciam que as
substancias produzidas apresentam polaridades variadas, abrangendo toda

a faixa de polaridade (baixa a alta polaridade).
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Figura 12 - Comparacdo dos Cromatogramas dos extratos brutos obtidos em
diferentes comprimentos de onda.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

Condicao: Coluna de C18 (250 x 4,60 mm; 5 pum); gradiente de 5:95 a 100:0% MeOH/H,0
em 40’; Vazdo = 1 mL.min"!; Viy;, = 15 yL; [amostra] = 4 mg.mL-1.

E importante ressaltar que todos os cromatogramas obtidos foram
comparados com os cromatogramas dos extratos dos Brancos (Apéndices 01-
03, p. 113-115), meios de cultivo sem inoculacdo do endofito, e comprovou-

se que os extratos brutos nado apresentaram picos com o mesmo tempo de
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retencao dos Extratos dos Brancos, evidenciando que os picos observados
nos cromatogramas sao provenientes da producao metabolica do fungo.

Os perfis quimicos (espectros de RMN de !H) dos extratos brutos
(Figura 13) apresentaram sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos na
regiao de 6u 6,5-8; vinilicos (6u 5-6); carbindlicos (6u 3-4); metinicos,

metilénicos e metilicos (6u 0,8-3).

Figura 13 - Comparacdo dos espectros de RMN de !H, com pressaturacdo, dos
extratos brutos, em CD3;0D e 300 MHz.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

Quando comparamos os perfis quimicos dos extratos brutos, as
informacoes obtidas dessa comparacdo sustentam a afirmacado feita
anteriormente, de que a natureza do meio de cultivo influencia a producao
metabodlica do endofito, uma vez que € possivel observar na Figura 13
grandes diferencas nos sinais de hidrogénios aromaticos, olefinicos e
carbinodlicos de cada extrato.

Ao observar os perfis quimicos e cromatograficos dos extratos de

Czapek®, verifica-se que os extratos Claro e Escuro sao semelhantes,
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sugerindo producao metabolica parecida. Pode-se notar o mesmo padrao
para o meio de cultivo PDB, por isso também € esperado que os dois tipos de
extrato (Claro e Escuro) apresentem compostos parecidos.

Devido a esses resultados, levantou-se a hipotese de que a
mudanca na coloracao pode ser devido a producao de melanina em alguns
frascos. Tal hipotese foi considerada, uma vez que a retirada do micélio para
a inoculacao foi realizada desde as bordas até o centro da placa de Petri, e a
idade do micélio era diferente nestas regioes. A producao de melanina é
decorrente de um sistema de protecao do fungo contra fatores abidticos
(temperatura e radiacao ultravioleta, entre outros), proporcionando um
aumento em sua resisténcia contra o estresse no ambiente. Portanto, a ideia
de uma possivel contaminacdo dos meios de cultivo durante o periodo de

fermentacao foi descartada.

6.1 Ensaios Biolégicos dos Extratos Brutos

Como mencionado na Metodologia, todos os extratos brutos
obtidos foram submetidos a ensaios biolégicos, e a Figura 14 (p.55) mostra
os resultados qualitativos dos ensaios antioxidante, antifingicos e

anticolinesterasico.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Figura 14 — Ensaios biolégicos realizados com os extratos brutos.
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1: Extrato do Milho

2: Extrato do Czapek® Claro
3: Extrato do Czapek® Escuro
4: Extrato do PDB Claro

5: Extrato do PDB Escuro

P: Fisostigmina

P1: Rutina

P2: Quercetina

P3: Nistatina

Tabela 11 — Fator de Retencao das substancias que apresentaram atividade biolégica.

0 Antifagico
=)
g Antioxidante C. C. Anticolinesterasico
‘E cladosporiodes | sphaerospermum
*k%k *k%
0,12¢/0,36* | ©04820,55 0,48 a 0,55 0,6 a 0,67+
11 058+/0.82* 0,56 0,56 0,68*
’ ’ 0,67 a 0,73*** 0,67 a 0,73*** ’

* *%
2 0’060 ?8’*27 0,56* 0,56* 0,23 a 0,34*
3 | 0,27%%/0,58** 0,56* 0,56* 0,23 a 0,34*
4 | 0,30*%/0,58** 0,56* 0,60* 0,65%**

0,31%/0,47*

*kk * * > > *kk
5 | 0,30***/0,58 0,56 0.56%/0.60* 0,65
P| e | e 0,36***
Pl Origem*** | = === | e mmeees
P2 024 | [
P3|  ------ Origem*** Origem*™* | = ===---

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2016.
1 - Extrato do milho; 2 — Extrato do Czapek®_Claro; 3 — Extrato do Czapek® Escuro; 4 —
Extrato do PDB_Claro; 5 — Extrato do PDB_Escuro; P — Padrao Fisostgmina; P1 — Padrao
Rutina; P2 — Padrao Quercetina; P3 — Padrao Nistatina; * intensidade fraca; ** intensidade
média; *** intensidade forte
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Com os resultados obtidos, foram calculados os fatores de retencao
(Tabela 11, p. 55) das substancias que apresentaram atividades biologicas, e
aos halos observados foram atribuidas (qualitativamente) intensidades para

os potenciais biologicos destas.

6.1.1 Atividade Antifangica

Diversas doencas que ocorrem em plantas, animais e até mesmo
em humanos, sdao devidas a fungos fitopatogénico e patogénicos. Esse fato
tem incentivado pesquisadores a buscar novas substancias com potencial
antifingico de origem natural.5!

O potencial antifingico dos extratos brutos foi executado por
bioautobiografia com a nebulizacdo dos fungos fitopatogénicos C.
cladosporioides e C. sphaerospermum. A nebulizacdo da cromatoplaca
(Figura 14, p. 55), apos a eluicao dos extratos, com as solucdes contendo
micélios de cada micro-organismo, permitiu a observacao da inibicao do
crescimento dos fungos em todos os extratos brutos, indicando a presenca
de metabdlitos secundarios com potencial antifiingico nesses extratos.

A Tabela 11 (p. 55) mostra a intensidade (qualitativa) das
substancias que apresentam potencial antifingico. Dessa forma, destaca-se
o extrato oriundo do milho, pois é possivel verificar a presenca de
substancias com potencial antifingico interessante quando comparado com
os outros dois extratos.

Os resultados obtidos podem estar diretamente relacionados a
ecologia quimica do endoéfito, uma vez que os micro-organismos endofiticos
podem produzir substancias bioativas para auto defesa contra mico-
organismos fitopatéogenos, ou para a protecao do hospedeiro contra estresse
bioticos e abioticos. Esses dados confirmam o quao promissores sao os
fungos endofiticos associados a espécies vegetais na busca por novos

metabolitos secundarios bioativos.
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6.1.2 Atividade Anticolinesterasica

Um individuo que tem uma deficiéncia de acetilcolina no processo
sinaptico apresenta uma patologia neurodegenerativa progressiva no sistema
nervoso central, chamada de doenca de Alzheimer, que causa um
comprometimento da memoria, difilculdade no raciocinio e alteracoes
comportamentais desse individuo.>® As alternativas presentes no mercado
para reverter, ou amenizar, as causas dessa doenca implicam em inibir a
enzima acetilcolinesterase (AChE). Dessa forma, a possibilidade de obter
novas substancias, oriundas de estudos fitoquimicos, que apresentam esse
potencial de inibicdo tem animado e muito os pesquisadores dessa area.°

O ensaio para avaliacao da atividade anticolinesterasica foi
definido através de manchas brancas em contraste com o fundo
avermelhado da cromatoplaca, indicando atividade inibitéria positiva da
enzima acetilcolinesterase.

De acordo com a Figura 14 na p. 55, observou-se que todos os
extratos continham manchas brancas, evidenciando que alguns metabdélitos
produzidos pelo B. parva apresentam potencial anticolinesterasico. As
manchas brancas sao proporcionais a inibicao da enzima acetilcolinesterase,
portanto quanto mais brancas forem essas manchas, maior potencial
inibitério a substancia ira apresentar. A Tabela 11 na p. 55 mostra a
intensidade (qualitativa) das substancias que apresentam tal propriedade, e
verifica-se que os extratos Brutos do PDB (Claro e Escuro) se mostraram

mais ativos que os outros trés extratos.

6.1.3 Atividade Antioxidante

Atualmente, diversas técnicas para deteccao de atividade
antioxidante de substancias tém sido utilizadas, pois substancias que
apresentam esse tipo de potencial podem ser utilizadas na prevencao de
doencas cronico-degenerativas.5!

Dentre essas técnicas, pode-se destacar o sequestro de radicais

livres, como o DPPH.. Este ensaio € baseado na mudanca de coloracao do
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radical livre (roxo) para o radical reduzido (amarelo) na presenca de

substancias antioxidantes (Figura 15).51

Figura 15 — Esquema de reacdo envolvida no ensaio antioxidante.

N N

N + H-R——> NH + R
O,N NO, O,N NO,

NO, NO,

Fonte: adaptada de Oliveira.5!

Este ensaio evidenciou a presenca de substancias com potencial
antioxidante em todos os extratos brutos, pois foi observado a reducao do
DPPH- pela presenca de manchas amarelas em contraste com o fundo roxo
na cromatoplaca (Figura 14, p. 55).

A intensidade das manchas foi atribuida qualitativamente (Tabela
11, p. 55), e pode-se dizer que o extrato de PDB_E se mostrou mais ativo

quando comparado aos outros extratos.

6.2 Meio de Cultivo So6lido - Milho

Como mencionado anteriormente, realizou-se o fracionamento do
extrato obtido do meio de cultivo Milho em coluna cromatografica com fase
reversa C18 (a pressao reduzida). As oito fragoes obtidas foram submetidas a
analise de CLAE-DADanaitica, € 0s cromatogramas obtidos podem ser

observados na Figura 16 (p. 59).
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Figura 16 — Comparacao dos Cromatogramas das fracoes oriundas do Milho.

mAL
5 Fr. 01
25 /\
0 "'I T - 1 - + - - 1 - - - - T  + - ~ 1 - ~ T T r - + r T T - + * T =
0.0 5.0 10.0 15.0 200 25.0 30.0 350 40.0 45.0 min
mAL
5004
Fr. 02
25H
0 1L ) e
T T T T T v B B T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 250 30.0 350 40.0 450 min
mAL
20004
Fr.03
10004
0
T T T T T B T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 250 30.0 350 40.0 450 min
mAL
304
Fr. 04
20
104
e T T ]
0 | e A A o ;
T T T T T T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 250 30.0 350 40.0 450 min
mAL
5004 Fr.05
250
o
T T T T T T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 250 30.0 350 40.0 450 min
mAL
5001 Fr. 06
25H
o )
T T T T T T T B B T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 250 30.0 350 40.0 450 min
mAL
3H
Fr. 07
204
107
0 ¥ =
T T T T T B T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 200 25.0 30.0 350 40.0 45.0 min
20[1AU
10
0 ¥
- 1 - - - - 1 r - - - T - + - - 1T + ~ + - T + + + * T + + &~ T + + + T =+ = L
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 250 30.0 350 40.0 450 min

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
Condicao: Coluna de C18 (250 x 4,60 mm; 5 um); gradiente de 5:95 a 100:0%
MeOH/H20 em 40 min.; Vazao = 1 mL.min"!; Vi, = 15 yL; [amostra] = 4 mg.mL-1, e A
= 254 (preto), 290 (azul) e 366 nm (vermelho).
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A comparacao dos cromatogramas da Figura 16 (p. 59) mostra que
ocorreu separacao das substancias do extrato bruto, e, ao observar o
cromatograma da Fr. 03, verifica-se que este contém apenas um pico,
indicando que essa fracdao contém uma substancia majoritaria, podendo
estar pura. No entanto, seu espectro de RMN de 'H (Figura 17, p. 61),
evidenciou uma mistura que poderia dificultar a identificacao da substancia
majoritaria por RMN 1D e 2D.

Na analise do cromatograma da Fr. 01, observou-se que a
composicao da fase movel utilizada nao foi adequada, uma vez que algumas
substancias que deveriam ser coletadas na Fr. 02 eluiram nesta fracao. Este
fato se deve a forca de eluicao da fase movel, que para este caso era elevada.

Pela analise dos cromatogramas das fracoes 05 e 06, pode-se
observar a inversdao da substancia majoritaria de uma fracdo para outra,
sendo que a diferenca observada nos tempos de retencao dessas substancias
sugere que possam ser facilmente purificadas.

Os espectros de RMN de 'H dessas fracoes (Figura 17, p. 61),
reforcam o que foi mencionado anteriormente, que ocorreu a separacao por
faixa de polaridades das substancias presentes no extrato bruto. Observou-
se também que a Fr. 02 apresentou muitos hidrogénios aromaticos, quando
comparada as outras fracdes, e como mencionado anteriormente, ocorreu
uma inversdo das substancias majoritarias entre as fracoes 05 e 06, que
pode ser comprovada ao se comparar a regido de deslocamento quimico

entre 6u 1,5-3,0 e no deslocamento quimico de 6u ~5,3 das duas fracoes.
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Figura 17 - Comparacao dos espectros de RMN de 'H, com pressaturacao, das
fracdes oriundas do extrato bruto de Milho, em CD3zOD e 300 MHz.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2016.

6.2.1 Purificacao da Fracao 02

A escolha da fracdao 02 para estudo quimico nao foi baseada no
perfil cromatografico (Figura 16, p. 59), devido a complexidade quando
comparadas com as fracoes Fr. 03, Fr. 05 ou a Fr. 06, mas sim devido aos
sinais de hidrogénios aromaticos (6u 6,5-8), observados no espectro de RMN
de 'H (Figura 17), que sugeriram a presenca de isocumarinas, um dos
objetos desta dissertacao. Tais sinais nao foram observados nas outras trés
fracoes mencionadas.

Outro resultado relevante para essa escolha foi o ensaio da
avaliacao antioxidante (Figura 18, p. 62) realizado com as fracoes obtidas,
em que apenas a Fr. 02 apresentou potencial antioxidante. Este dado
também corrobora com a hipotese de que as isocumarinas estariam

presentes nesta fracao.
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Figura 18 — Ensaio Antioxidante das Fracdes do extrato de Milho na condicao de
90:10 CHCl3/MeOH.

Condicdo de Eluigao:

90:10 CHCl;/MeOH

P1:Rutina;

P2: Quercitina;
E: extrato do Milho;
1: Fragdo 01;
2: Fragdo 02;
3: Fragdo 03;
4: Fragdo 04;
5: Fragdo 05;
6: Fracdo 06;
7: Fragdo 07;
8: Fragdo 08;

PL P2 E 1 2 3 4 5 6 7 8 P1L P2 E 1 2 3 4 5 6 7 8 Padrbes:5ug
Extrato:50 pg
FracOes: 100 ug

UV curto (254 nm) UVlongo (366 nm) Ensaio Antioxidante

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

Dessa forma, a Fr. 02 foi fracionada coletando-se 10 fracdes por
CLAE-DADgreparativa (item 3.1, p. 34), que foram submetidas a analise RMN de
IH e de CLAE-DADanaiitica (Apéndice 04 e 05, p. 116 e 117). Com base nesses
resultados, foi observado que as fracoes Fr. 02_2, Fr. 02_3, Fr. 02_5, Fr.
02_6, Fr. 02_8, Fr. 02_9 e Fr. 02_10 poderiam ser submetidas a analises de
RMN 1D e 2D para identificacao das substancias. A analise dos dados
obtidos nos permitiu identificar a substancia 05 (Fr. 02_8) como sendo a 5-
hidroximeleina, pertencente a classe das isocumarinas.

Também foram identificas as substancias botryosphaerin A (01),
botryosphaerin I (02), 13,14,15,16-tetranorlabd-7-eno-19,68:12,17-diolideo
(03), CJ-14445 (06) e oidiolactona E (07), pertencentes a classe dos
diterpenos tetranorlabdanos. A determinacao estrutural destas substancias
(Figura 19, p. 63) esta descrita no item 7, p. 73. A substancia presente na

fracao Fr. 02_6 nao teve sua estrutura determinada.
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Figura 19 — Representacao estrutural das substancias isoladas do meio de cultivo de milho.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

6.3 Meio de Cultivo Liquido - Czapek®

Como descrito na metodologia, foram obtidos dois extratos de
Czapek®, denominados Claro e Escuro (item 3.2, p. 35). Estes foram
submetidos a uma extracao solido-liquido com cloroférmio P.A dando origem
a quatro extratos, codificados, extratos Cristalinos (CZ_C_C e CZ_E C) e
extratos Oleosos (CZ_C_O e CZ_E_O). Estes foram submetidos a analise de
RMN de 'H, e com base nos resultados obtidos (Figura 20, p. 64), foram

selecionados os extratos oleosos (CZ_C_O e CZ_E_O) para purificacao das

substancias.
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Figura 20 - Comparacdo dos espectros de RMN de 'H, com pressaturacdo, dos extratos
cristalinos e oleosos dos extratos de Czapek®, em CD3;OD e 300 mHz.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

A escolha dos extratos oleosos foi baseada em seus perfis quimicos,
que apresentaram sinais de hidrogénio em 6 6,5-8, indicando substancias
aromaticas, possivelmente pertencentes a classe das isocumarinas.

Dessa forma os extratos oleosos (CZ_C_O e CZ_E_O) foram
fracionados por CLAE-DADsemipreparativa, coletando-se 12 fracoes de cada
extrato. As 24 fracoes coletadas foram submetidas a analise de RMN de H e
de CLAE-DADanaiitica para verificacao do grau de pureza (Apéndices 07-09, p.
118-119). Dessas analises, as fracoes 02 e 07 do extrato CZ_C_O, e as
fracoes 01, 03 e 08 do extrato CZ_E_O foram analisadas por RMN
Bidimensional, possibilitando a identificacdo das substancias 08 e 09 (Fr.
02 e 07) como sendo a rel. (3S, 4S)-4-hidroximeleina e meleina,
respectivamente, pertencentes a classe da isocumarinas. O estudo dos
resultados obtidos também nos permitiu identificar a susbtancia 11 (Fr. 03)

como sendo a rel. (3S, 4R)-4-hidroximeleina, pertencente a classe das
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isocumarinas, e a substancia 12 (Fr. 08) como sendo a botryosphaerona D,

pertencente a classe das naftalenonas.

A analise comparativa dos espectros de RMN de 'H das fracoes 02

de ambos os extratos (Figura 21, Tabela 12), nos mostrou o mesmo perfil

quimico, indicando que a Fr. 02, oriunda do CZ_E_O, seja a substancia rel.

(3S, 4S)-4-hidroximeleina (08).

Figura 21 — Comparacao dos espectros de RMN de !'H, com pressaturacao, das fracoes 02
dos extratos CZ_C_O e CZ_E_O, em CD30D e 600 MHz.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

Tabela 12 — Comparacao dos deslocamentos quimicos de hidrogénio das fracoes
02 dos extratos CZ_C_0O e CZ_E_O, em CD3z0OD e 600 MHz.

CZ CO02 CZEO2

6 IH (ppm) J (Hz) 6 1H (ppm) J (Hz)
7,56 dd (8,3 e7,5) 7,58 dd (8,3 e 7,5)
6,98 m 7,00 m
6,96 sl 6,98 sl
4,73 qd (6,6 € 2,1) 4,74 qd (6,6 € 2,1)
4,56 d(2,1) 4,56 d(2,1)
1,51 d (6,6) 1,54 d (6,6)

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2016.

65



Resultados e Discussao

A mesma comparacao foi feita com as fracoes 07 de ambos os

extratos, e também se verificou o mesmo perfil quimico (Figura 22, Tabela

13), sugerindo que a Fr. 07, oriunda do CZ_E_O, seja a substancia Meleina

(09).

Figura 22 — Comparacao dos espectros de RMN de !'H, com pressaturacao, das fracoes 07
dos extratos CZ_C_O e CZ_E_O, em CD30D e 600 MHz.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

Tabela 13 — Comparacdo dos deslocamentos quimicos de hidrogénio das fracoes
07 dos extratos CZ_C_0O e CZ_E_0O, em CD3;OD e 600 MHz.

CZ C 0.7 CZ E 07

6 1H (ppm) J (Hz) 6 1H (ppm) J (Hz)
7,45 dd (8,4 e7,4) 7,45 dd (8,4 e 7,4)
6,85 d(7,4) 6,85 d(7,4)
6,78 d (8,4) 6,78 d (8,4)
4,75 m 4,75 m
3,04 dd (16,4 e 3,3) 3,03 dd (16,4 e 3,3)
2,92 m 2,92 m
1,51 d (6,3) 1,50 d (6,3)

Fonte: tabela elaborada pela autora.
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As determinacoes estruturais das substancias 08, 09, 11 e 12
(Figura 23) estao descritas no item 7, p. 73. A substancia presente na fracao
Fr. 01, oriunda do extrato CZ_E_O, nao teve sua estrutura determinada.

Figura 23 - Representacdo estrutural das substancias isoladas do meio de
cultivo de Czapek®.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

A comparacao (Figura 24, Tabela 14, p. 68) do espectro de RMN de
1H da fracao Fr. 04, oriunda do extrato CZ_E_O, com o espectro de RMN de
IH da fracao Fr. 02_8, oriunda do extrato de Milho, sugere que a Fr. 04
também pertence a classe das isocumarinas e € denominada 5-

hidroximeleina (05).
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Figura 24 — Comparacao dos espectros de RMN de !'H, com pressaturacao, da Fracao 04 do
extrato CZ_E_O com a Fr. 02_8 do extrato de Milho, em CD30OD e 600 MHz.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

Tabela 14 — Comparacdo dos deslocamentos quimicos de hidrogénio da Fracédo
04 do extrato CZ_E_O com a Fr. 02_8 do extrato de Milho, em CD3;OD e 600 MHz.

Fr. 02_8 (Milho) CZE O 4

6 1H (ppm) J (Hz) 6 1H (ppm) J (Hz)
7,02 d (8,9) 7,02 d(8,9)
6,71 d (8,9) 6,71 d (8,9)
4,69 m 4,70 m
3,16 dd (16,9 e 3,3) 3,17 dd (16,9 e 3,4)
2,62 dd (16,9 el1,4) 2,62 dd (16,9 el1,4)
1,51 d (6,3) 1,50 d (6,3)

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2016.

6.4 Meio de Cultivo Liquido - PDB

Como mencionado na metodologia (item 3.3, p. 36), foram obtidos
dois extratos de PDB (Claro e Escuro), cujos cromatogramas podem ser

visualizados a seguir (Figura 25, p. 69).
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Figura 25 — Comparacao dos cromatogramas dos extratos brutos de PDB (Azul =
PDB_C; Preto = PDB_E) em diferentes comprimentos de onda.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

Coluna C18 (250 x 4,60 mm; 5 um); gradiente de 5:95 a 100:0% MeOH/ H20 em 40 min.;
Vazao = 1 mL.min"!; Vi, = 15 yL; [amostra] = 4 mg.mL-1.

Estes extratos foram microfracionados em Cartucho de SPE de C18,
devido a quantidade de massa e ao aspecto dos cromatogramas, objetivando
um fracionamento prévio para posterior purificacdo das substancias por
CLAE-DADgreparativa. Dessa forma, cada extrato originou cinco fracoes (Figura
26, p. 70).



Figura 26 — Comparacao dos cromatogramas das fracoes dos extratos de PDB.
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Coluna C18 (250 x 4,60 mm; 5 pym); gradiente de 5:95 a 100:0% MeOH/ H20 em 40’; Vazao = 1 mL.min"!; Vi = 15 yL; [amostra] = 4 mg.mL-1,
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A analise dos cromatogramas das fracoes obtidas (Figura 26, p. 70)

permitiram tirar as conclusoes descritas abaixo:

e Fracao 01: nao foi obtido o resultado esperado, uma vez que em
ambas as fracoes foram visualizados picos por todo o cromatograma. Um dos
fatores que pode ter influenciado esses resultados foi a pressao aplicada no
cartucho no momento do fracionamento. Se a pressao aplicada foi muito
grande, como deve ter sido o caso, ndo ocorre separacao dos componentes
como seria o esperado, no entanto, ocorre um arraste das substancias que
deveriam ficar retidas na fase estacionaria. Outro fator que pode ter
influenciado essa ma separacao dos componentes, associado a pressao
aplicada, foi o volume de fase movel aplicado no momento do fracionamento.
Um volume grande de fase movel (= que 5 mL) também tem o mesmo efeito
da pressao, ou seja, ocorre um arraste das substancias que deveriam ficar

retidas na fase estacionaria.

e Fracao 03: pelos cromatogramas, observa-se que o resultado foi
satisfatorio, uma vez que foi possivel detectar a presenca de uma substancia
majoritaria. A analise comparativa dos espectros de RMN de !H dessas
fracoes com os espectros oriundos das fracoes 07 dos extratos de Czapek®

(Figura 27, Tabela 15, p. 72) nos permitiram identificar a Meleina.

Para as demais fracoes, a quantidade de massa obtida foi pequena
para realizar, posteriormente, a purificacao das substancias contidas nestas

fracoes.
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Figura 27 — Comparacao dos espectros de RMN de !'H, com pressaturacao, das fracoes 03
dos extratos PDB_C e PDB_E com as fracoes 07 dos extratos de CZ_C_O e CZ_E_O, em

CD3;0D e 600 MHz.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

Tabela 15 — Comparacédo dos deslocamentos quimicos de hidrogénio das fracoes
03 dos extratos PDB_C e PDB_E com as fragées 07 dos extratos de CZ_C_O e CZ_E_O, em

CD3OD e 600 MHz.

CZCO07 CZEOY7 PDB C 3 PDB E 3
o H 6 H o 1H o 1H
J (Hz J (Hz J (Hz J (Hz
(ppm) (Hz) (ppm) (Hz) (ppm) (Hz) (ppm) (Hz)
dd (8,4 e dd (8,4 e dd (8,4 e dd (8,4 e
7,45 7.4 7,45 7. 7,45 7.9 7,45 7.9
6,85 d(7,4) | 6,85 d(7,4) | 6,85 d(7,5 | 6,85  d(7,5)
6,78 d(8,4) | 6,78 d(84) | 6,78 d(8,4) | 6,78  d(8,4)
4,75 m 4,75 m 4,75 m 4,75 m
dd (16,4 dd (16,4 dd (16,4 dd (16,4
3,04 e 3.3) 3,03 e 3.3) 3,04 e3.3) 3,02 e3.3)
2,92 m 2,92 m 2,93 m 2,92 m
1,51 d (6,3) 1,50 d (6,3) 1,49 d (6,3) 1,49 d (6,3)

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2016.
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7 DETERMINACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS

Neste item estdo compreendidos os dados espectrométricos que
auxiliaram a determinacao estrutural ou identificacdo das substancias
isoladas.

A determinacao estrutural das substancias produzidas por B.
parva sera apresentada nao na sequéncia em que foram obtidas ou do meio

de cultivo onde foram produzidas, mas sim por similaridade estrutural.

7.1 Substancia 01

A substancia 01 (Fr. 02_2 do extrato de Milho, Figura 28) foi obtida
como um solido cristalino incolor, e sua formula molecular CieH2005 foi
determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e de
Espectrometria de Massas, ESI-Qq-TOF, no modo positivo ([M+H|* em m/z
293,1386; cal. 293,1392; Erro = 2,04 ppm; Apéndice 10, p. 120).

Figura 28 — Representacao estrutural da substancia 01.

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

O espectro de RMN de 13C (Apéndice 12, p. 122) de 01 apresentou
16 carbonos, sendo: dois na regido de carboxilas (6c 184,8 e 174,5); dois
quaternarios (6c 39,0 e 44,0); dois carbonos sp2 (121,0 e 140,8); trés
carbonos carbindlicos (6¢c 70,1; 73,4 e 74,0); um carbono metinico sp3 (6c
44,6); quatro carbonos metilénicos (6¢c 18,9; 27,1; 29,0 e 38,2), e dois

carbonos metilicos (6¢c 22,6 e 24,6).
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~ Determinacédo Estrutural das Substancias

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 11, p. 121) apresentou dois
sinais em 6y 0,89 (s, 6c 22,6, 3H, H-20) e 6u 1,35 (s, 6¢c 24,6, 3H, H-18),
caracteristicos de metilas; 6y 6,09 (m, 6c 121,0, 1H, H-7) atribuido a um
hidrogénio vinilico; e sinal em 6un 5,04 (m, 6¢c 74,0, 1H, H-6) atribuido a um
hidrogénio carbindlico. Adicionalmente foram observados sinais em 6u 4,99
(dd, 6¢c 70,1; J= 14,7 e 1,1 Hz, 1H, H-17’), 6u 4,94 (d, 6c 70,1; J = 14,7 Hz,
1H, H-17”), caracteristicos de hidrogénios carbinodlicos disatereotopicos, e em
on 2,62 (d, 6c 38,2; J= 15,2 Hz, 1H, H-11’) e 6u 2,85 (d, 6c 38,2; J= 15,2 Hz,
1H, H-117), atribuidos a hidrogénios metilénicos posicionados o a uma
carbonila. Esta observacao, juntamente com as corelacoes observadas no
mapa de contorno de HMBC (Apéndice 15, p. 125) entre os hidrogénios
diastereotopicos H-17-C-9/C-12 de H-11-C-8, nos permitiu propor uma
unidade 6 lactona (Figura 29).

Figura 29 — Estrutura parcial A de O1.

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

O sinal observado em 6n 2,54 (d, 6c 44,6, J = 5,1 Hz, 1H, H-5), foi
atribuido a hidrogénio metinico de juncao de anel. A visualizacdo dos
multipletos em 6u 1,29 e 1,85; 1,60 e 1,75 e 1,50 e 2,06, correlacionados por
COSY (Apéndice 13, p. 123) evidenciaram uma unidade —-CH2CH2CHa-.

Os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos
carbonos, pela analise dos mapas de contorno do experimento de HSQC
(Apéndice 14, p. 124).

Pelo mapa de contorno de COSY, foram observadas as correlacoes
spin-spin entre H-5-H-6-H-7, e por HMBC de H-7-C-5/C-9; H-6-C-
10/C-8; H-5-C-3/C-1/C-9; H-18-C-3/C-5/C-19 e H-20-C-1/C-5. Estas
correlacoes foram muito importantes, e nos permitiram visualizar a

estrutura parcial B (Figura 30, p. 75).
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Figura 30 — Estrutura parcial B de 01.

Correlagcdes observadas no mapa de Correlagbes observadas no mapa de
contorno de COSY contorno de HMBC

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

As estruturas parciais A e B foram conectadas pelas correlacoes
observadas no mapa de contorno de HMBC (Apéndice 15, p. 125), entre H-7
com C-17 e de H-11 com C-10 (Figura 31).

Figura 31 - Coneccao das estruturas parciais A e B pelas correlacées entre H-
7-C-17 e H11-C10.

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

A configuracao relativa de 01 foi determinada pelo experimento de
NOESY 1D (Apéndice 16, p. 126), em que foi possivel observar a correlacao
de H-5 com H-6 e H-18, indicando que estes hidrogénios encontram-se na
mesma face do anel. A auséncia da correlacao entre H-20 com os
hidrogénios H-18, H-5 e H-6 sugere que H3C-20 encontra-se orientada em f3

(Figura 32, p. 76).
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Figura 32 — Correlacoes observadas no espectro de NOESY 1D de 01.
(. Hidrogénio

@ Carbono
@ Oxigénio

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

A estrutura proposta para a substancia 01 foi confirmada por
comparacao com os dados literatura®! (Tabela 16), permitindo identifica-la

como botryosphaerin A, um diterpeno da classe dos tetranorlabdanos.

Tabela 16 - Comparacao dos dados espectrométricos obtidos com os dados
descritos na literatura®! da substancia botryosphaerin A (01).

Experimental* Literatura**
ica 13 1 13 1
Posicao 613C o 'H J (Hz) 0 13C 6 'H J (Hz)
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
1,29 m 1,21-1,25 m
01 27,1 1,85 m 26,5 2,09-2,11 m
1,60 m 1,50-1,53 m
02 18,9 1,75 m 18,2 1,60-1,64 m
1,50 m 1,44-1,49 m
03 29,0 2,06 m 28,3 2,18-2,22 m
04 44 .0 -— -— 42,8 -— -—
05 44 .6 2,54 d(5,1) 43,8 2,90 d(5,1)
06 74,0 5,04 m 72,5 5,01-5,02 m
07 121,0 6,09 m 119,3 6,05 sl
08 140,8 -— -— 140,9 -— -—
09 73,4 -— -— 72,6 -——- -——-
10 39,0 -— -— 38,2 -— -—
2,62 d(15,2)
11 38,2 285 d (15.2) 38,0 3,01 sl
12 174,5 -——- -— 171,8 - -——--
4,99 dd (14,7 e 1,1)
17 70,1 4,94 d (14,7) 69,2 5,04 s
18 24,6 1,35 s 24,3 1,28 s
19 184,8 -——- -——- 182,2 -—- -——-
20 22,6 0,89 s 22,1 1,03 s

*em CD3OD, 150 e 600 MHz. **em CsDsN, 100 e 400 MHz. Fonte: tabela elaborada pela
autora, 2016.
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7.2 Substancia 03

A substancia 03 (Fr. 02_5 do extrato de Milho, Figura 33) foi obtida
como um soélido cristalino incolor, e a formula molecular, CisH2004 foi
determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D, e de
Espectrometria de Massas, ESI-Qq-TOF, no modo positivo ((M+H|* em m/z
277,1437; Erro = 0,36 ppm; cal. 277,1438; Apéndice 17, p. Apéndice 17 -

Espectro de Massas de alta resolucao, no modo positivo da substancia 03.).

Figura 33 — Representacao estrutural da substancia 03.

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

A substancia 03 apresentou perfil espectroscopico muito parecido
com a substancia 01, em que a Unica diferenca observada foi a auséncia de
um carbono carbindlico quaternario (6c 73,4) e a presenca de um carbono
metinico (6c 45,7). Esta constatacao aliada a perda de 16 Da em EM indica a
reducao de C-9 na substancia 03.

Com os dados obtidos do mapa de contorno de COSY (Apéndice 20,
p. 130), foi possivel observar o acoplamento a 3J do hidrogénio H-5, como o
hidrogénio alilico carbindlico H-6 e com o hidrogénio vinilico H-7.
Adicionalmente, foi observado o acoplamento a 3J e 4J do hidrogénio olefinico,
H-7, com os hidrogénios H-6, H-9 e H-17. Pelas correlacoes observadas no
experimento de HMBC (Apéndice 22, p. 132), a proposta estrutural para a
substancia 03 foi definida (Figura 34, p. 78).
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Figura 34 - Correlacoes a 3J observadas no mapa de contorno de HMBC da substancia 03.

Fonte: ilustracéao elaborada pela autora, 2016.

A configuracao relativa de 03 foi determinada pelo experimento de
NOESY 1D (Apéndice 23, p. 133), em que foi possivel observar, assim como
em 01, a correlacao do hidrogénio H-5-H-6+H-18, evidenciando que estes
hidrogénios encontram-se na mesma face da molécula. A auséncia de
interacao espacial de H-20 com outros nucleos sugere que a mesma esteja
em plano diferente de H-18, H-5 e H-6, portanto, orientada em S (Figura 35).
A configuracao relativa proposta para a substancia 03 esta coerente com a

mesma proposta para a substancia 01 e com a literatura.®®

Figura 35 — Correlacoes observadas no espectro de NOESY 1D de 03.
. Hidrogénio

@ Carbono
® Oxigénio

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

A comparacao com os dados da literatura®? (Tabela 17, p. 79)
permitiram identificar a substancia 03 como 13,14,15,16-tetranorlabd-7-

eno-19,683:12,17-diolideo.
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Tabela 17 — Comparacao dos dados espectrométricos obtidos com os dados descritos na
literatura®?, da substancia 13,14,15,16-tetranorlabd-7-eno-19,68:12,17-diolideo (03).

Experimental* Literatura**

1ica 13 1 13 1
Posicao| 613C 6 !H J (Hz) 613C 6 1H J (Hz)
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

o1 | 330 13 m 323  1,05-1,22 m

1,60 m

1,62 m 1,45-1,49 m
02 18,6 1’74 m 17,6 1'44-1.57 m

1,51 m 1,81-1,88 m
03 29,0 507 m 27,8 518292 m
04 43,9 - 42,5
05 51,7 2,01 d (5,2) 51,2 1,82 dd (5,1)
06 745 508 9dd (slé) 3.6e1 759 4,93 m
07 120,5 6,11 m 119,2 6,03 m
08 140,3  ---- 138,4
09 457 2,48 m 44,9 2,61 m
10 34,7 - 33,6

2,52 m 2,43 m
111299 570 dda@a7e63) | 222 231 m
12 175,9 - 172,4

4,80 m 4,72 dd (14,2 e 1,2)
17 | 752 gy m 69,9 480 d (14,2)
18 243 1,33 s 24.2 1,32 s
19 184,3 - 181,3
20 18,0 0,81 s 17,5 0,85 s

*em CD3OD, 150 e 600 MHz. **em CDCls, 75 e 300 MHz. Fonte: tabela elaborada pela
autora, 2016.
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7.3 Substancia 06

A substancia 06 (Fr. 02_9 do extrato de Milho, Figura 36) foi obtida
como um solido cristalino incolor, e a formula molecular, CigHi1804, foi
determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D, e ESI-Qq-TOF,
modo positivo ([M+H]* em m/z 275,1275; cal. 275,1285; Erro = 3,63 ppm,;
Apéndice 24, p. 134).

Figura 36 — Representacao estrutural da substancia 06.

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

A substancia 06 apresentou dados espectroscopicos muito
parecido com a substancia 01, em que a Unica diferenca observada foi a
auséncia de um carbono carbindlico quaternario (6c 73,4) e a presenca de
dois carbonos sp?, ©6c 112,2 e 161,2. Estas observacoes, associadas a
blindagem sofrida no carbono da carbonila, C-12, que passou de 6c 174,5
para 166,4 e a diferenca de 18 Da no EM, evidenciando a perda de agua,
sugerem fortemente que a carbonila do anel C passou a ser conjugada com
uma insaturacao.

Pelo mapa de contorno de COSY (Apéndice 27, p. 137), foi possivel
observar as correlacoes 'H-'H a 3J, 4J e °J do hidrogénio vinilico H-7+-H-
6—H-17-H-11, respectivamente. Pelo mapa de contorno de HMBC (Apéndice
29, p. 139), foi possivel observar a correlacao a 3J de H-7-~C-9, H-11+-C-
8/C-10/C-12 e de H-17-C-7/C-9/C-12, reforcando a estrutura proposta
(Figura 37, p. 81).
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Figura 37 — Correlacoes a 3J observadas no mapa de contorno de HMBC da substancia 06.

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

A configuracao relativa de 06 foi determinada pelo experimento de
NOESY 1D (Apéndice 30, p. 140), em que foi possivel observar a correlacao
do hidrogénio H-5-H-6-H-18, evidenciando que estes hidrogénios
encontram-se na mesma face da molécula. A auséncia de interacao espacial
de H-20 com outros nucleos sugere que a mesma esteja em plano diferente
de H-18, H-5 e H-6, e que a H3C-20 esteja orientada em S (Figura 38). A
configuracao relativa proposta para a substancia 06 esta coerente com a
mesma proposta para a substancia 01 e com a literatura.6!

Figura 38 — Correlacées observadas no espectro de NOESY 1D de 06.

[ ¢ Hidrogénio

@ Carbono
@ Oxigénio

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

A comparacao com os dados da literatura® (Tabela 18, p. 82)

permitiram identificar a substancia 06 como CJ-14445.
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Tabela 18 - Comparacdo dos dados espectrométricos obtidos com os dados
descritos na literatura%3, da substancia CJ-14445 (06).

Experimental* Literatura**
ica 13 1 13 1
Posicao 613C 0 'H J (Hz) 0 13C 0 1H J (Hz)
(ppm) (ppm) (ppm)  (ppm)
1,70 m 1,67 m
01 30,5 177 m 29,6 1.74 m
1,73 m 1,70 m
02 18,4 1.84 m 17,3 1.87 m
1,55 m 1,56 m
03 28,9 2.20 m 27,7 2,07 m
04 44,3 - - 42,8 - -
05 48,7 2,10 d (4,7) 47,9 1,94 d (5,0)
06 73,3 5,18 ddd (9,3, 4,7 e 1,5) 71,3 5,04 m
07 123,4 6,32 m 121,8 6,22 m
08 133,6 - - 132,3 - -——-
09 161,2 -— -— 158,7 -—— -——
10 36,2 -—- -— 35,0 -—— -——
11 112,2 5,78 d(1,7) 111,8 5,78 d (2,0)
12 166,4 - - 163,6 - -——-
4,97 d (13,6) 4,89 d(14,0)
17 70,9 5,04 dt (13,6 e 1,9) 69,6 4,99 m
18 24,3 1,33 S 24,1 1,35 S
19 183,7 -— -— 180,9 -—— -——
20 25,2 1,17 S 24,7 1,19 s
* em CD30OD, 150 e 600 MHz.** em CDClz, 125 e 500 MHz. Fonte: tabela elaborada pela

autora, 2016.

82



~ Determinacédo Estrutural das Substancias

7.4 Substancia 02

A substancia 02 (Fr. 02_3 do extrato de Milho, Figura 39) foi obtida
como um solido cristalino incolor, e a formula molecular, CisHi180s, foi
determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D, e ESI-Qq-TOF,
modo positivo ([M+H]* em m/z 291,1235; cal. 291,1228; Erro = 2,40 ppm,;
Apéndice 31, p. 141).

Figura 39 — Representacao estrutural da substancia 02.

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

A substancia 02 apresentou perfil espectroscopico semelhante ao
da substancia 06, em que a diferenca observada foi a auséncia de um
carbono metilico (6¢c 24,3) e a presenca de um carbono metilénico oxigenado
(6c 67,5). Esta observacdo, associada com o ganho de 16 Da quando
comparado com a substancia 06, evidencia a oxidacao de uma das metilas
(H3C-18 ou H3C-20).

A correlacao observada no experimento de HMBC (Apéndice 37, p. 147)
a 3J entre os hidrogénios carbindlicos (6u 3,64 e 3,71) com a carbonila em C-
19 (6¢c 182,5) evidencia que a oxidacao ocorreu em C-18 e nao em C-20.

Pelo mapa de contorno de COSY (Apéndice 35, p. 145), foi possivel
observar o acoplamento a 3J, 4J e °J do hidrogénio vinilico H-7 com o
hidrogénio carbinolico H-6, com os hidrogénios metilénicos carbinolicos H-
17 e com o hidrogénio olefinico H-11, respectivamente. Pelas correlacoes
observadas no mapa de contorno de HMBC, a proposta estrutural para a

substancia 02 foi definida (Figura 40, p. 84).
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Figura 40 - Correlacoes 3J observadas no mapa de contorno de HMBC da substancia 02.

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

A configuracao relativa de 02 foi determinada pelo experimento de
NOESY 1D (Apéndice 38, p. 148), em que foi possivel observar a
interacao/correlacao do hidrogénio H-5 com os hidrogénios H-6 e H-18,

mostrando que o anel lactéonico y a carbonila esta orientado em S (Figura 41).

Figura 41 — Correlacoes observadas no espectro de NOESY 1D de 02.
§ . Hidrogénio

: @ Carbono

@ Oxigénio

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

O levantamento bibliografico realizado na Web of Science e
SciFinder nao trouxe resultados, indicando tratar-se de uma substancia
inédita, a qual foi identificada como rel. (4S, 5R, 6R, 10S)-18-hidroxi-
13,14,15,16-tetranorlabd-7,9-dieno-19,63:12,17-diolideo (botryosphaerin I).
Este nome foi atribuido seguindo o critério adotado para outras substancias

da mesma série codificadas como botryosphaerin A — botryosphaerin H.
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Tabela 19 — Dados de RMN de !'H e de 13C da Substancia 02, em CD3;OD e 14,1 T.

. = 13C & 1H S Multiplicidade
Posicao ’ HMBC
¢ (ppm) __ (ppm) J (Hz)
1,70 m C-2/C-3/C-5/
- 29,9 1,77 m C-10/C-20
1,74 m
02 18,3 1.86 m C-1/C-3/C-4/C-10
1,65 m c-1/C-2/C-4/
03 23,8 2,01 m C-18/C-19
04 51,0 — — —
C-1/C-4/C-9/C-10/
05 45,2 2,34 d (5,0) C-18/C-19/C-20
06 74,1 5,30 dt (5,0 e 1,7) C-7/C-8/C-10
07 123,6 6,31 m C-5/C-9/C-17
08 133,0 —_— _— ——
09 161,3 —_— _— ——
10 35,7 — — —
11 112,7 5,79 d (1,3) C-8/C-10/C-12
12 166,5 —_— _— ——
4,97 d (13,5)
17 71,0 504 d(135) C-7/C-8/C-9/C-12
3,64 d(11,1)
18 67,5 371 d(111) C-3/C-4/C-5/C-19
19 182,5 — — —
20 25,8 1,20 s C-1/C-5/ C-9/C-10

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2016.
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7.5 Substancia 07

A substancia 07 (Fr. 02_10 do extrato de Milho, Figura 42) foi
obtida como um sélido cristalino incolor, e sua formula molecular,
Ci16H220s, foi determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D, e
de EM ESI-Qg-TOF, no modo negativo ([M-H]- em m/z 293,1395; cal.
293,1382; Erro = 4,43 ppm; Apéndice 39, p. 149).

Figura 42 — Representacao estrutural da substancia 07.

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

A substancia 07 apresentou o mesmo perfil espectroscopico que a
substancia 01, inclusive o mesmo peso molecular, sugerindo que diferenca
entre as duas se deva a posicao dos grupos funcionais.

A principal diferenca observada entre 01 e 07 foi a auséncia de um
carbono quaternario carbinodlico (6c 73,4) e a presenca de dois duplos
dubletos em 6u 6,66 (dd, 10,4 e 2,5 Hz; 6c 136,0; 1H) e 6u 5,71 (dd, 10,4 e
2,5 Hz; 6c 122,7; 1H), evidenciando uma ligacdo dupla com isomeria cis.
Considerando que os pesos moleculares de 01 e 07 sao idénticos, e que em
07 foi visualizado wuma ligacao dupla dissubstituida ao invés de
trissubistituida como em 01, foi proposta a isomerizacao da ligacao dupla de
A7.8 para A%7. Essa proposta esta coerente com a abertura da y lactona em C-
6, levando a transformacdo do hidrogénio carbindlico H-6, em 01, a um

hidrogénio vinilico em 07.
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Tabela 20 — Comparacao dos valores de deslocamento quimico dos hidrogénios
H-11 das substancias 01 e 07, com 6 em ppm, J em Hz.

01 07
On 6c Multiplicidade, J | 6u O¢c Multiplicidade, J
H-11" | 2,62 38,2 d, 15,2 2,41 32,8 dd,d, 15,2e2,5
H-11” | 2,85 38,2 d, 15,2 2,96 32,8 dd,d,152e2,5

Fonte: elaborada pela autora, 2016.

Com a comparacao feita na Tabela 20 fica evidente que C-9 passou
de um carbono quaternario carbinédlico para um carbono terciario metinico,
caso contrario a multiplicidade de H-11 nao passaria de dubleto para duplo
dubleto. Corroborando com esta suposicao temos as interacoes observadas
em !H-'H no COSY (Apéndice 42, p. 152), o acoplamento H-9<-H-11.
Adicionalmente a correlacdo observada a longa distancia em HMBC
(Apéndice 44, p. 154) comprova a reducao de C-9, oxidacdao de C-8 e
migracao da ligacao dupla A7# para A7, seguido da abertura da y lactona,
nos permitindo posicionar a ligacao dupla entre A%7. A correlacao de H3C-
20-C-9 (6¢ 50,8) e de H-6-C-8 (6¢ 86,4) mais uma vez confirmou a reducao
de C-9 para CH (Figura 43).

Figura 43 — Correlacoes 3J observadas no mapa de contorno de HMBC da substancia 07.

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

A posicao da insaturacao foi novamente confirmada pela correlacao
em COSY entre H-5-H-6/H-7, e em HMBC de H-6-C-4/C-10. Com a
fixacao da ligacao dupla em A®7, fica evidente que a substancia 07 nao esta
lactonizada em C-4/C-6; ao invés disto, encontra-se como um acido
carboxilico no carbono C-4. A configuracao relativa de 07 foi determinada

pelo experimento de NOESY 1D (Anexo 45, p. 155), em que foi possivel
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observar a interacao/correlacao entre H-6 e H-18, colocando-os no mesmo

plano e a funcao carboxilica orientada em f3 (Figura 44).

Figura 44 — Correlacoes observadas no espectro de NOESY 1D de 07.
(. Hidrogénio

@ Carbono

® Oxigénio

Fonte: ilustracéao elaborada pela autora, 2016.

A comparacao dos dados com os dados apresentados na
literatura® (Tabela 21) nos permitiu identificar a 07 como sendo a
oidiolactona E.

Tabela 21 - Comparacdo dos dados espectrométricos obtidos com os dados
descritos na literatura®*, da substancia oidiolactona E (07).

Experimental* Literatura**
ica 13 1 13 1
Posicao | 6 13C 0 'H J (Hz) 013C 6 1H J (Hz)
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
o1 |386 17 m 37,7 1,05-1,22 m
1,10 m
1,52 m 1,45-1,49 m
02 20,0 1’85 m 192 1'44.157 m
1,73 m 1,81-1,88 m
03 383 593 m 37,5 518202 m
04 44,0 - 42,9
05 52,7 1,96 t(2,5) 51,7 2,04 dd

06 |136,0 6,66 dd(10,4¢e2,5)| 134,4 6,65 dd (1,7 e 10,4)
07 |122,7 571 dd(10,4e2,5) | 122,7 5,73 dd (3,0 e 10,4)

08 | 864 - 84,2
09 | 508 2025 d (9,5) 49.7 2,29 d(9,1)
10 |373 - 36.5

2,41 d(18,2) 2,35 d (17,8)
111328 596 dd(182¢9,5 | SV 295  dd(9,1e 17,8)
12 |1790 - 176,4 -

3,40 d(11,8) 3,46 d(11,4)
17 1 695 369 d(11,8) 69,0 366 d(11,4)
18 | 286 1.9 s 28,0  1.30 s
19 |[1805 - 1779 -
20 | 12,7 0,73 s 12,1 0,76 s

*em CD3OD, 150 e 600 MHz. **em CDCls. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2016.



~ Determinacédo Estrutural das Substancias

7.6 Comparacao dos perfis quimicos dos diterpenos

tetranorlabdanos

Este item compreende uma comparacao dos dados
espectroscopicos das substancias 01, 02, 03, 06 e¢ 07 para melhor
compreensao de suas diferencas estruturais.

A Figura 45 mostra as substancias elucidadas nos itens anteriores,
em que, as ligacoes e atomos marcados em azul sinalizam as principais
diferencas estruturais no esqueleto base e os atomos em verde, apresentam

deslocamentos quimicos e multiplicidades diferentes.

Figura 45 — Comparacao das estruturas dos diterpenos tetranolabdanos.

Substancia03

17

Substancia06 Substéancia02 Substancia 07

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

Essas informacoes podem ser comprovadas ao se observar os

esquemas de comparacao mostrados nas paginas 90 - 92.
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7.7 Substancia 05

A substancia 05 (Fr. 02_8 do extrato de Milho, e a Fr. 04 oriunda
do extrato CZ_E_O, Figura 46) foi obtida como um sélido cristalino incolor, e
sua formula molecular, CioH1004, foi determinada com base nos

experimentos de RMN 1D e 2D.

Figura 46 — Representacao estrutural da Substancia 05.

OH @)

Fonte: ilustracéao elaborada pela autora, 2016.

O espectro de RMN de !H (Apéndice 46, p. 156) apresentou dois
dubletos, integrando para um hidrogénio aromatico cada, em 6u 7,02 (d, J =
8,9 Hz, 1H, H-6) e 61 6,71 (d, J = 8,9 Hz, 1H, H-7), caracteristico um sistema
aromatico tetrassubstituido. Também foi possivel observar sinais de
hidrogénios metilénicos benzilicos que apresentam deslocamento quimico em
613,16 (dd, J= 16,9 e 3,3 Hz, 1H, H-4’) e 652,62 (dd, J= 16,9 e 11,4 Hz, 1H,
H-4”), evidenciando serem diasterotopicos.

Outras informacoes obtidas do espectro de RMN de 'H foram um
sinal em 6u 4,69 (m, H-3) caracteristico de um hidrogénio carbindlico
metinico, e um sinal intenso em 6u 1,51 (d, J = 6,3 Hz, 3H, H-9),
caracteristico de hidrogénios metilicos, atribuido ao grupo metila ligado ao
carbono C-3.

Com os dados obtidos do espectro de RMN de 13C (Apéndice 47, p.
157), foram visualizados seis carbonos aromaticos, uma carboxila (6¢ 170,4),
um carbono benzilico (6¢ 28,0), um carbono metinico carbindlico (6¢c 76,3) e
uma metila (6¢ 19,7).

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos

carbonos com base no experimento de HSQC (Apéndice 489, p. 159). Com o
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experimento de COSY (Apéndice 48, p. 158), verificou-se as interacoes 'H-1H
do hidrogénio carbinédlico (H-3) com os hidrogénios metilénicos benzilicos (H-
4’ e H-4”) e hidrogénios metilicos (H-9). Pelo experimento de HMBC (Apéndice
50, p. 160), foi possivel observar as correlacoes de H-7 com C-1/C-4a/C-
5/C-8 e C-8a; de H-6-C-4/C-4a/C-5/C-8/C-8a; de H-9-C-3/C-4. Dessa
forma, confirmou-se as posicoes dos carbonos C-4a e C-8a com os

deslocamentos caracteristicos de isocumarinas (Figura 47).

Figura 47 — Correlacoes a 3J observadas no mapa de contorno de HMBC da substancia 05.
t'iJH 0

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

A comparacao dos dados acima com os dados presentes na
literatura®! (Tabela 22), foi possivel identificar a substancia 05 como sendo a
5-hidroximeleina.

Tabela 22 - Comparacdo dos dados espectrométricos obtidos com os dados
descritos na literatura®!, da substancia 5-hidroximeleina (05).

Experimental* Literatura**
Posicao | 6 13C o 1H Multiplicidade, | 613C 60 IH Multiplicidade,
(ppm) (ppm) J (Hz) (ppm) (ppm) J (Hz)
01 170,4 e e 161,5 - -
03 76,3 4,69 m 76,0 4,63 m
dd (16,5 e 3,5)
3,16 dd (16,9 e 3,3) 3,08
04 | 280 565 dd(169e11,4 | 220 262 ddl(%65’)5 e
042 124,4 e e 125,0 - o
05 145,5 — — 143,0 - -
06 123,7 7,02 d (8,9) 124,0 6,92 d (9,0)
07 115,1 6,71 d (8,9) 116,0 6,73 d (9,0)
08 154,9 — — 156,5 - e
082 107,7 — — 108,5 - -
09 19,7 1,51 d (6,3) 21,0 1,49 d (6,5)

*em CD3OD, 150 e 600 MHz. **em CDCl3, 125 e 500 MHz. Fonte: tabela elaborada pela
autora, 2016.
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7.8 Substancia 08

A substancia 08 (Fr. 02 do extrato CZ_C_O, Figura 48) foi obtida
como um sé6lido amorfo incolor, e a férmula molecular, CioH1004, foi

determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D.

Figura 48 — Representacao estrutural da Substancia 08.
OH @]

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

O espectro de RMN de !H (Apéndice 51, p. 161) da substancia 08
apresentou sinais em 6y 7,56 (dd, J= 8,4 e 7,5 Hz, 1H, H-6); 6u 6,98 (m, 1H,
H-5), e em 6u 6,96 (m, 1H, H-7). Também foi observado o sinal de um
hidrogénio metinico oxibenzilico com 6u 4,56 (d, J = 2,1 Hz, 1H, H-4), e outro
em 6 4,72 (dq, J = 6,6 e 2,1 Hz, 1H, H-3) caracteristico de um hidrogénio
metinico carbinélico. Adicionalmente foi observado uma metila em 61 1,51 (d,
J = 6,6 Hz, 3H, H-9).

O experimento de RMN de 'H foi refeito em CDCl3 (Apéndice 52, p.
162), para verificacao da multiplicidade e da constante de acoplamentos dos
sinais de hidrogénio em 6u 6,98 e 6,96. A comparacao dos dados dos dois
espectros pode se observada na Tabela 23 (p. 96), em que, € possivel verificar
que ocorreu a interferéncia do solvente CD30OD na obtencado dos sinais de
hidrogénio. Dessa forma, os sinais observados no espectro de RMN de 'H em
CDCl3, indica que a substancia 08 apresenta um anel aromatico
trissubstituido devido a presenca de um duplo dubleto e dois dubletos na
regiao dos hidrogénios aromaticos. Outra informacao obtida desse espectro,
€ um sinal em 6u 11,0 (s, 1H), referente ao hidrogénio da hidroxila ligada ao
anel aromatico, que nao € observado no primeiro espectro porque se

encontra quelado com o oxigénio da carbonila devido a influéncia do CD3OD.
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Tabela 23 — Comparacao dos valores de deslocamento quimico dos hidrogénios H-5, H-6 e
H-7 da substancia 08 em dois solventes deuterados (600 MHz), com 6§ em ppm, J em Hz.

CD3;0D CDCIs
On Multiplicidade, J On Multiplicidade, J
H-5 6,98 m 7,04 d (8,5)
H-6 7,56 dd (8,4 e 7,5) 7,53 dd (8,5 e 7,4)
H-7 6,96 m 6,92 d(7,4)

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2016.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos
carbonos com base no mapa de contorno de HSQC (Apéndice 54, p. 164).

No experimento de COSY (Apéndice 53, p. 163), as correlacoes H-
IH do hidrogénio metinico carbinolico (H-3) com o hidrogénio oxibenzilico (H-
4) e com hidrogénios metilicos (H-9) permitiram estabelecer a subunidade a-
metil-hidroxi para a para a substancia 08. Essa informacao foi confirmada
pelo mapa de contorno de HMBC (Apéndice 55, p. 165), em que € possivel
observar as correlacoes dos hidrogénios metilicos, H-9-C-3/C-4.

Pelo mapa de contorno de HMBC, observam-se as correlacdes do
H-7-C-5/C-8a; do H-6-C-4a/C-8; do H-5-C-7/C-8a, confirmando as
posicoes dos carbonos C-4a e C-8a com os deslocamentos caracteristicos de

isocumarinas (Figura 49).

Figura 49 - Correlacoes a 3J observadas no mapa de contorno de HMBC da substancia 08.
?H o

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

A configuracao relativa de C-3 e C-4 foi determinada com base na
constante de acoplamento dos hidrogénios H-3 e H-4, J = 2,1 Hz, indicando
que a relacao entre esses hidrogénios € uma relacao cis.

A comparacao dos dados acima com os dados presentes na
literatura®! (Tabela 24, p. 97), foi possivel identificar a substancia 08 como

sendo a rel. (3S, 4S)-4-hidroximeleina.
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Tabela 24 - Comparacao dos dados espectrométricos obtidos com os dados
descritos na literaturas!, da substancia rel. (3S, 4S)-4-hidroximeleina (08).

Experimental* Literatura**
Posicao 6 13C 6 1TH Multiplicidade, | 613C 6 1TH Multiplicidade,
(ppm)  (ppm) J (Hz) (ppm) (ppm) J (Hz)
Nao
01 observado T T 162’1 T T
03 80,0 4,73 dq (6,6 € 2,1) 78,1 4,63 dq (6,5 € 2,0)
04 07,6 4,56 d(2,1) 67,2 4,50 d(2,0)
042 143,1 — — 140,5 o —
05 119,8 6,98 m 118,5 6,86 d(7,5)
06 137,7 7,56 dd (8,4e7,5) | 136,7 7,45 dd (8,5e 7,5)
07 118,5 6,96 m 118,2 6,96 d(7,5)
08 162,6 o o 162,1 e e
08* 108,4 o o 106,8 ---- ----
09 16,4 1,51 d (6,6) 16,0 1,51 d (6,5)

*em CD3OD; 150 e 600 MHz. **em CDCls; , 150 e 600 MHz. Fonte: tabela elaborada pela
autora, 2016.

7.9 Substancia 11

A substancia 11 (Fr. 03 do extrato CZ_E_O, Figura 50) foi obtida
como um solido amorfo incolor, e sua férmula molecular, CioHi1004, foi

determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D.

Figura 50 — Representacao estrutural da Substancia 11.
OH 0

§Ha

OH

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

Seu espectro de RMN de !'H (Apéndice 56, p. 166) apresentou
sinais em 6n 7,56 (dd, J = 8,4 ¢ 7,5 Hz, 1H, H-6); 6u 7,08 (d, J = 7,5 Hz, 1H,
H-5), e um dubleto em 6u 6,93 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-7), integrando para um
hidrogénio aromatico cada, sugerindo um anel aromatico trissubstituido.
Também foi observado um multipleto em 6n 4,56 integrando para dois
hidrogénios, referente aos hidrogénios metinico oxibenzilico e metinico

carbinolico, H-4 e H-3 respectivamente. Adicionalmente foi observada uma
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metila em 6y 1,47 (d, J = 6,6 Hz, 3H, H-9), que, aliados aos dados obtidos
dos espectros de HSQC (Apéndice 58, p. 168) e ao experimento de HMBC
(Apéndice 59, p. 169), permitiu atribuir o esqueleto de uma isocumarina

para a substancia 11 (Figura 51).

Figura 51 - Correlacoes a 3J observadas no mapa de contorno de HMBC da substancia 11.
OH 0

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

O experimento de RMN de 'H foi refeito trocando-se o CD30OD por
CDCl3 para verificacao da constante de acoplamento do hidrogénio H-4. Pelo
espectro em CDCls, verificou-se que a troca de solventes nao foi eficiente,
pois os sinais dos dois hidrogénios (H-3 e H-4) ainda estavam sobrepostos.
No entanto, foi possivel verificar a constante de acoplamento do hidrogénio
H-4 como sendo igual a 6,1 Hz, sugerindo que estes hidrogénios encontram-
se em uma relacao trans.

A unica diferenca entre as substancias 08 e 11 encontra-se na
constante de acoplamento entre os hidrogénios H-3 e H-4, e com estas
informacoes, aliadas a dados da literatura®! (Tabela 25, p. 99), pode-se
concluir que 08 e 11 sao estereoisomeros, portanto, 11 € nomeada rel. (3S,

4R)-4-hidroximeleina.
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Tabela 25 - Comparacao dos dados espectrométricos obtidos com os dados
descritos na literaturas!, da substancia rel. (3S, 4R)-4-hidroximeleina (11).

Experimental* Literatura™
Posicao 6 13C 6 'H  Multiplicidade | &13C 6 'H  Multiplicidade
(ppm)  (ppm) J (Hz) (ppm) (ppm) J (Hz)
Nao

01 observado o 168,4 o o
03 81,4 4,56 m 80,0 4,52 dq (6,0)
04 69,2 4,55 m 09,1 4,54 m
042 143,9 e — 141,1 e —
05 117,5 7,08 d(7,5) 116,2 6,96 d (8,0)
06 137,7 7,57 dd (8,4 e 7,5) 136,8 7,45 t (8,0)
07 117,6 6,93 d (8,4) 117,8 6,91 d (8,0)
08 162,6 -——- o 162,0 -——- —
08* 107,3 -——- o 106,6 -——- ----
09 17,8 1,47 d (6,2) 17,9 1,45 d (6,0)

*em CD3OD, 150 e 600 MHz. **em CDCls, 150 e 600 MHz. Fonte: tabela elaborada pela
autora, 2016.

7.10 Substancia 09

A substancia 09 (Fr. 07 do extrato CZ_C_O, Figura 52) foi obtida
como um solido amorfo incolor, e sua férmula molecular, CioHi1003, foi

determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D.

Figura 52 — Representacao estrutural da Substancia 09.
OH 0O

§™

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

A substancia 09 apresentou o mesmo perfil espectroscopico que 08,
em que a Unica diferenca observada foi a auséncia do carbono carbindlico C-
4. Em 09 observamos H-4 como duplo dubleto e em 08 como dubleto.

O espectro de RMN de !'H (Apéndice 60, p. 170) apresentou trés
duplos dubletos, integrando para um hidrogénio aromatico cada, em 6 6,78
(dd, J=7,4 e 0,9 Hz, 1H, H-5), 6u 7,45 (dd, J = 8,4 e 7,4 Hz, 1H, H-6) e 6u
6,85 (dd, J = 8,4 e 0,9 Hz, 1H, H-7), sugerindo um anel aromatico

trissubstituido. Também foi possivel observar hidrogénios metilénicos que
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apresentam deslocamento quimico em 6u 3,04 (dd, J = 16,4 e 3,3 Hz, 1H, H-
4’) e 61 2,93 (m, H-4").

Outras informacoes obtidas do espectro de RMN de 'H foi um sinal
em Ou 4,75 (m, H-3) caracteristico de um hidrogénio metinico carbindlico, e
um sinal em 6u 1,50 (d, J = 6,3 Hz, 3H, H-9), caracteristico de hidrogénios
metilicos, atribuido ao grupo metila ligado ao carbono C-3.

Os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos
carbonos pela analise do mapa de contorno do experimento de HSQC
(Apéndice 62, p. 172).

Com o experimento de COSY (Apéndice 61, p. 171), verificaram-se
as interacdes 1H-'H do hidrogénio carbinodlico, H-3-H-4’/H-4”, permitindo
estabelecer o grupo benzilico para a substancia 09. Essa informacao foi
confirmada pelo mapa de contorno de HMBC (Apéndice 63, p. 173), em que
observou-se as correlacoes dos hidrogénios metilicos, H-9-C-3/C-4, e de H-
S5—C-4. Ainda pelo experimento de HMBC, foi observado as correlacées do
H-7-C-5/C-8a; do H-6-C-4a/C-8; do H-5-C-4/C-7/C-8a, confirmando as
posicoes dos carbonos C-4a e C-8a com os deslocamentos caracteristicos de

isocumarinas (Figura 53).

Figura 53 - Correlacoes a 3J observadas no mapa de contorno de HMBC da substancia 09.

OH O

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

Os dados acima evidenciaram uma grande similaridade estrutural
entre a substancia 08 e 09, em que a diferenca observada foi a reducao do
carbono C-4 da substancia 08, que passou de um carbono metinico
oxibenzilico para um metilénico benzilico na substancia 09.

A comparacao dos dados acima com os dados presentes na
literatura>! (Tabela 26, p. 101), foi possivel identificar a substancia 09 como

sendo a meleina.
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descritos na literatura®!, da substancia meleina (09).

Tabela 26 — Comparacdo dos dados espectrométricos obtidos com os dados

Experimental* Literatura**
Posicao 813C 81H  Multiplicidade, §13C 8 1H  Multiplicidade,
(ppm)  (ppm) J (Hz) (ppm) _ (ppm) J (Hz)
o1 Nao L L Nao L L
observado observado
03 77,8 4,75 m 76,4 4,79 m
dd (16,5 e 3,5
04 35,1 3,04 dd (16,4 e 3,3) 32.8 3,10 d(d(16,56 )
2,93 m 2,99
11,0)
042 141,6 ——— ——— 140,7 - -
05 119,2 6,78 dd (7,4 e 0,9) 114,8 6,81 d (8,0)
06 137,2 7,45 dd (8,4 e 7,4) 135,7 7,49 t(8,0)
07 116,8 6,85 dd (8,4 e 0,9) 117,8 6,86 d (8,0)
08 163,3 - - 161,3 - -
08? 109,2 - - 108,5 - -
09 20,7 1,51 d (6,3) 19,5 1,41 d (6,5)

*em CD3OD, 150 e 600 MHz. **em CDCls, 150 e 600 MHz. Fonte: tabela elaborada pela
autora, 2016.

7.11 Comparacao dos perfis quimicos das isocumarinas

dados

espectroscopicos das substancias 05, 08, 09 e 11. Os esquemas a seguir (p.

Este item compreende uma comparacdo dos

102 e 103), mostram os sinais observados nos espectros de RMN de 1H

dessas substancias, justificando as diferencas estruturais observadas.
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7.12 Substancia 12

A substancia 12 (Fr. 08 do extrato CZ_E_O, Figura 54) foi obtida
como um solido amorfo incolor, e sua férmula molecular, Ci3Hi160s, foi

determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D.

Figura 54 - Representacdo estrutural da Substancia 12.
OH o]

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 64, p. 174) apresentou um
singleto, integrando para um hidrogénio aromatico, em 6n 6,83 (s, 1H, H-5),
sugerindo um anel aromatico pentassubstituido. Observou-se também, um
sinal em 6u 3,99 (ddd, J = 8,9; 7,5 e 4,3 Hz, 1H, H-3), e um dubleto em 6u
4,55 (d, J = 7,5 Hz, 1H, H-4) caracteristicos de hidrogénios metinicos
carbinolicos. Outras informacoes obtidas foram dois duplos dubletos em 6u
2,99 (dd, J=17,1 e 4,3 Hz, 1H, H-2’) e em 6y 2,67 (dd, J= 17,1 € 8,9 Hz, 1H,
H-27), evidenciando estarem posicionados vizinhos a um centro
estereogénico; um singleto em 6u 3,94 (s, 3H, H-11), caracteristico de uma
metoxila aromatica; um quadrupleto em 6u 2,63 (q, J = 7,4 Hz, 2H, H-9)
caracteristico de hidrogénios metilénicos, e um tripleto em 6u 1,05 (t, J= 7,4
Hz, 3H, H-10), caracteristico de hidrogénios metilicos atribuidos ao grupo
metila ligado ao carbono C-9.

Com os dados obtidos do mapa de contorno de HSQC (Apéndice 66,
p. 176), sabe-se que a substancia contém 11 carbonos, em que seis sinais
sao de carbonos aromaticos, uma carbonila (6c 202,1), dois carbonos
oxigenados (6¢c 73,4 e 71,3), uma metoxila aromatica (6¢c 55,3), e um grupo
etil caracterizado pelo quadrupleto em (6¢ 15,8) e um tripleto em (6¢c 12,6).

Com o mapa de contorno de COSY (Apéndice 65, p. 175), verificou-

se os acoplamentos 'H-1H dos hidrogénios metilénicos H-2’ e H-2” com os
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hidrogénios carbinodlicos H-3 e H-4. O radical etil também foi confirmado em
COSY pelas interacoes entre H-9— H-10. Pelo mapa de contorno de HMBC
(Apéndice 67, p. 177), foi observado os principais acoplamentos a 3J que

contribuiram para a determinacao estrutural da substancia 12 (Figura 55).

Figura 55 - Correlacoes a 3J observadas no mapa de contorno de HMBC da substancia 12.

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

A configuracao relativa dos carbonos C-3 e C-4 foi determinada
pela constante de acoplamento, em que o valor de Jigual a 7,5 Hz indica que
os hidrogénios H-3 e H-4 se encontram em uma relacao trans. A comparacao
dos dados acima com os dados da literatura*t (Tabela 27), foi possivel
determinar a substancia 12 como sendo a botryosphaerona D.

Tabela 27 - Comparacdo dos dados espectrométricos obtidos com os dados
descritos na literaturatt, da substancia botryosphaerona D (12).

Experimental* Literatura**
Posicao | 6 13C 6 'H  Multiplicidade, | 613C 6 'H Multiplicidade,
(ppm)  (ppm) J (Hz) (ppm)  (ppm) J (Hz)
01 202,1 -—- -—- 201,2 -—- -
2,67 dd(17,1 e 8,9) 2,70 dd(9,5e17,0)
02 44,2 2,99 dd(17,1 e 4,3) 43,7 2,98 dd(4,4e17,0)
ddd (8,9; 7,5 e 4,01-
03 71,3 3,99 43) 70,8 4.06 m
04 73,4 4,55 d (7,5) 72,9 4,61 d (overlap)
04a 145,3 -—-- - 145,1 - -
05 102,4 6,83 s 101,2 6,88 S
06 164,8 -——- -—- 163,7 -—— -——
07 118,7 -—-- -——- 117,2 - -
08 161,9 -—-- -—- 161,2 - -—-
08a 110,8 -——- -——- 110,1 -— -—
09 15,8 2,64 q (7,4) 15,1 2,63 q (7,4)
10 12,6 1,05 t(7,4) 12,6 1,06 t(7,4)
11 55,7 3,94 S 55,3 3,94 S

*em CD3OD, 150 e 600 MHz. **em C3DesO, 150 e 600 MHz. Fonte: tabela elaborada pela
autora, 2016.



8 CONSIDERACOES FINAIS

Em virtude dos resultados apresentados, conclui-se que o estudo
quimico de B. parva em trés meios de cultivo (Czapek®, PDB e Milho)
apresentou uma producao metabodlica vasta, verificada pelos sinais e picos
observados nos experimentos de RMN e CLAE-DAD. Os estudos dos
extratos obtidos nos permitiu a obtencao de dez metabodlitos secundarios
pertencentes a trés classes distintas de substancias, indicando que o perfil
metabolico deste endofito € dependente do meio de cultivo, ou seja, a
diferenca dos microcomponentes/nutrientes de cada meio influencia a
expressao da rota biossintética do micro-organismo. Esta afirmacao indica
que estudos posteriores devem ser realizados com este endoéfito para
exploracao de seu metaboloma.

Destaca-se a presenca de um metabolito inédito dentre os 12
identificados, o diterpeno tetranorlabdano botryosphaerin I. Este resultado
fortalece a necessidade de estudos quimicos com fungos endofiticos, uma vez
que esses micro-organismos podem ser uma fonte promissora de metabdlitos
secundarios novos e/ou bioativos.

Levando-se em consideracdo que o endofito foi isolado das folhas
de um espécime vegetal saudavel de E. jambolana, e que todos os extratos
brutos apresentaram atividade biologica, a hipdotese de uma simbiose
endofito-planta nao pode ser descartada. Esses dados de potencial biologico
sao preliminares, no entanto, mostram que fungos endofiticos apresentam
um grande potencial na producao de metabdlitos secundarios bioativos.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo muito encorajadores, pois
reforcam o conhecimento da grande diversidade quimica e potencialidade
biologica dos metabdlitos secundarios produzidos por micro-organismos

associados a espécies vegetais.
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APENDICE

Apéndice 01 — Comparacdo dos cromatogramas do extrato bruto do Milho com o extrato do
Branco*, na condicao: Coluna de C18 (250 x 4,60 mm; 5 um); gradiente de 5:95 a 100:0%

MeOH/H,0 em 40’; Vazdo = 1 mL.min"!; Vi, = 15 yL; [amostra] = 4 mg.mL-1.

A=254 nm

Azul =Branco
Preto = Milho

A=290 nm
Azul =Branco
Preto = Milho

e N

0.0 . ’ E-TD ' ) 1IJI.U - ' 1EI-.U ' ) .ZDI.U ) ' .ZEE.D ' ' SDI.U S IBET.U ' ' .4DI.U o Imin
A=366 nm
Azul =Branco
Preto = Milho

e J—_)H,LA_/—\ —ﬂ‘%\.—fq—

0.0 ) E-TD ) ) 1IJI.U ) 1ET.U ) ZDI.D ) ) ZEI-.D ) SDI.U 355.0 ) 4DI.U i'nin

*Extrato do Milho sem a inoculacado do endofito. Fonte: ilustracdo elaborada pela autora,

2016.
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Apéndice 02 - Comparacdo dos cromatogramas dos extratos brutos de Czapek® com o
extrato do Branco*, na condicdo: Coluna de C18 (250 x 4,60 mm; 5 pm); gradiente de 5:95 a
100:0% MeOH/H,0 em 40’; Vazdo = 1 mL.min"1; Vi, = 15 uL; [amostra] = 4 mg.mL-1.

A=254 nm

Azul =branco
Preto=CZ_C
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A=290 nm

Azul =branco
Preto=CZ_C
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— e
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*Extrato do Czapek® sem a inoculacao do endoéfito. Fonte: ilustracao elaborada pela autora,
2016.
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Apéndice 03 — Comparacao dos cromatogramas dos extratos brutos de PDB com o extrato
do Branco*, na condicdo: Coluna de C18 (250 x 4,60 mm; S5 pm); gradiente de 5:95 a
100:0% MeOH/H,0 em 40’; Vazdo = 1 mL.min"1; Vi, = 15 uL; [amostra] = 4 mg.mL-1.

A=254nm

Azul = Branco
Preto=PDB_C
Vermelho=PDB_E

- — -
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A=290nm
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*Extrato do PDB sem a inoculacdo do endéfito. Fonte: ilustracado elaborada pela autora,
2016.
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Apéndice 04 - Comparacao dos Cromatogramas das fracdes oriundas da Fr. 02 do Milho,
obtidos na Condicao: Coluna de C18 (250 x 4,60 mm; 5 um); isocratico 37:63% MeOH/H,0
em 35’ Vazdo = 1 mL.min"!; Vinj. = 15 pL; [amostra] = 4 mg.mL-1, e A = 254 (preto), 290
(azul), 366 (vermelho) e 200 nm (verde).

mal
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0.0 o 10.0 15.0 20.0 250 30,0 350 min
20T
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00 50 100 15.0 200 250 300 350 min
mal)
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mal
250
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. . AV R
Y 50 10.0 150 200 250 0.0 250 min
mall
2504 A Fr.02_5
00 50 10.0 150 20.0 250 300 %0 min
may
250] A_K Fr.02_6
o
00 50 10.0 150 20,0 250 300 *0 min
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2509 Fr.02_7
0.0 50 10.0 150 20.0 250 200 %0 min
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5004
Fr.02 8
o i N
00 50 10.0 15.0 200 250 300 350 min
mal
- Fr.02_9
B e
00 50 10.0 RED) 200 250 00 agp “min
250
Fr.02_10
o
00 <o 100 18.0 200 250 30,0 350 min

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 05 — Comparacao dos espectros de RMN de 'H, com pressaturacdo, das fracoes
obtidas da Fr. 02 do extrato de Milho, em CD3zOD e 600 MHz.
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Fonte: ilustracéao elaborada pela autora, 2016.
Apéndice 06 - Comparacido dos cromatogramas dos extratos cristalinos e

oleosos dos extratos em Czapek®, obtidos por CLAE-DADanalitica, na condicdo: Coluna de
C18 (250 x 4,60 mm; 5 um); gradiente de 5:95 a 100:0% MeOH/H>O em 40’ Vazao = 1

mL.min"1; Vi, = 15 uL;
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 07 - Comparacdo dos cromatogramas das fracdes oriundas do
fracionamento dos extratos CZ_C_O e CZ_E_O, obtidos na Condicédo: Coluna de C18 (250 x
4,60 mm; 5 um); gradiente 40:60 a 100:0% MeOH/H,0 em 40’ Vazdo = 1 mL.min"1; Vi =
15 pL; [amostra] = 4 mg.mL-1, e A = 254 (preto), 290 (azul), 366 nm (vermelho ).
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 08 — Comparacao dos espectros de RMN de 'H, com pressaturacao,

das fracoes do extrato de CZ_C_O, em CD3OD e 600 MHz.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

Apéndice 09 - Comparacao dos espectros de RMN de 'H, com pressaturacao,

das fracoes oriundas do extrato CZ_E_O, em CD3;OD e 600 MHz.
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Fonte: ilustracédo elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 10 - Espectro de Massas de alta resolucao, no modo positivo da substancia 01.

Intens, MILHO_FR2_2000001.d: +MS, 0.4-0.6min #25-35
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 12 - Espectro de RMN de 13C da substancia 01, em CD3OD e 150 MHz.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 13 — Mapa de contorno de COSY, da substancia 01, em CD3zOD e 14,1 T.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 14 — Mapa de contorno de HSQC da substancia 01, em CD30OD e 14,1 T.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 15 - Mapa de contorno de HMBC da substancia 01, em CD3;O0D e 14,1 T.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 16 — Espectro de NOESY 1D da substancia 01, em CD3OD e 600 MHz.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 17 — Espectro de Massas de alta resolucdo, no modo positivo da substancia 03.

MILHO_FRZ_5000001.d: +MS, 0.4-0.6min #22-35
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 19 — Espectro de RMN de 13C da substancia 03, em CD3OD e 150 MHz.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 20 — Mapa de contorno de COSY, da substancia 03, em CD3zOD e 14,1 T.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 21 — Mapa de contorno de HSQC da substancia 03, em CD30OD e 14,1 T.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 22 — Mapa de contorno de HMBC da substancia 03, em CD3;OD e 14,1 T.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 23 - Espectro de NOESY 1D da substancia 03, em CD30OD e 600 MHz.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 24 - Espectro de Massas de alta resolucao, no modo positivo da substancia 06.

Intens. ]
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 25 - Espectro de RMN de 'H, com pressaturacdo, da substancia

Julia_Fr_02_9

)

96
860+ .
€0'S ———= TE
sos/ .
8T'S E80°T
81'S

8LS ———< 01T

8/'S
ce9
€€9 H00'T
€€°9

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

f1 (ppm)

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 26 - Espectro de RMN de 13C da substancia 06, em CDsOD e 150 MHz.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

0TpUdyY

9¢T



Apéndice 27 — Mapa de contorno de COSY, da substancia 06, em CD3zOD e 14,1 T.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 28 — Mapa de contorno de HSQC da substancia 06, em CD30OD e 14,1 T.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 29 — Mapa de contorno de HMBC da substancia 06, em CD3;OD e 14,1 T.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 30 — Espectro de NOESY 1D da substancia 06, em CD3;OD e 600 MHz.
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Apéndice 31 - Espectro de Massas de alta resolucao, no modo positivo da substancia 02.
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Apéndice
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Apéndice 34 - Espectro de RMN de 13C da substancia 02, em CD3OD e 150 MHz.
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Apéndice 35 — Mapa de contorno de COSY, da substancia 02, em CD3zOD e 14,1 T.
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Apéndice 36 — Mapa de contorno de HSQC da substancia 02, em CD30OD e 14,1 T.
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Apéndice 37 — Mapa de contorno de HMBC da substancia 02, em CD3OD e 14,1 T.
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Apéndice 38 - Espectro de NOESY 1D da substancia 02, em CD30OD e 600 MHz.

Julia_Fr_2_3
noesy 1D - selnogpzs 2.34 ppm

3.72
3.70
3.64
3.62

/3
X

—— —5.30

0TpUdyY

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
f1 (ppm)

Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.

8b1



Apéndice 39 - Espectro de Massas de alta resolucdo, no modo negativo da substancia 07.
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Apéndice 40 — Espectro de RMN de 'H, com pressaturacao, da substancia
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Apéndice 41 - Espectro de RMN de 13C da substancia 07, em CD3OD e 150 MHz.
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Apéndice 42 — Mapa de contorno de COSY, da substancia 07, em CD3zOD e 14,1 T.
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Apéndice 43 — Mapa de contorno de HSQC da substancia 07, em CD30OD e 14,1 T.
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Apéndice 44 — Mapa de contorno de HMBC da substancia 07, em CD3OD e 14,1 T.
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Apéndice 45 — Expansao do espectro de NOESY 1D da substancia 07, em CD3OD e 600 MHz.
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Apéndice 46 — Espectro de RMN de 'H, com pressaturacao, da substancia 05, em CD3;OD e 600 MHz.
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Apéndice 47 — Espectro de RMN de 13C da substancia 05, em CD3OD e 150 MHz.
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Apéndice 48 — Mapa de contorno de COSY, da substancia 05, em CD3zOD e 14,1 T.
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Apéndice 49 — Mapa de contorno de HSQC da substancia 05, em CD30OD e 14,1 T.
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Apéndice 50 — Mapa de contorno de HMBC da substancia 05, em CD3;OD e 14,1 T.
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Apéndice 51 - Espectro de RMN de 'H, com pressaturacao, da substancia 08, em CD3OD e 14,1 T.
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Apéndice 52 - Espectro de RMN de 'H da substancia 08, em CDCl3; e 600 MHz.
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Apéndice 53 — Mapa de contorno de COSY, da substancia 08, em CD3OD e 14,1 T.
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Apéndice 54 — Mapa de contorno de HSQC da substancia 08, em CD3OD e 14,1 T.
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Apéndice 55 — Mapa de contorno de HMBC da substancia 08, em CD3OD e 14,1 T.
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Apéndice 56 — Espectro de RMN de 'H, com pressaturacao, da substancia 11, em CD3OD e 600 MHz.
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Apéndice 57 — Mapa de contorno de COSY, da substancia 11, em CD3zOD e 14,1 T.
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Apéndice 58 — Mapa de contorno de HSQC da substancia 11, em CD30D e 14,1 T.
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Apéndice 59 — Mapa de contorno de HMBC da substancia 11, em CD3OD e 14,1 T.
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Apéndice 61 — Mapa de contorno de COSY, da substancia 09, em CD3zOD e 14,1 T.
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Apéndice 62 — Mapa de contorno de HSQC da substancia 09, em CD30OD e 14,1 T.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 63 — Mapa de contorno de HMBC da substancia 09, em CD3;OD e 14,1 T.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 64 — Espectro de RMN de 'H, com pressaturacao, da substancia 12, em CD3;OD e 600 MHz.
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ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 65 — Mapa de contorno de COSY, da substancia 12, em CD3zOD e 14,1 T.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 66 — Mapa de contorno de HSQC da substancia 12, em CD30OD e 14,1 T.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2016.
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Apéndice 67 — Mapa de contorno de HMBC da substancia 12, em CD3OD e 14,1 T.
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