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Impacto potencial desta pesquisa

Esta tese apresenta apreciavel resultado com 56 compostos organicos volateis
identificados de Annulohypoxylon stygium isolado de Spartina alterniflora, além
do isolamento de 4 substancias, que apresentam diversas atividades bioldgicas
entre elas fitotoxica, antifingica, antibidtica, antialérgica. Este é o primeiro
passo para a compreensao da associacdo mutualistica entre A. stygium-S.

alterniflora.

Potential impact of this research

This thesis presents appreciable results with 56 volatile organic compounds
identified from Annulohypoxylon stygium isolated from Spartina alterniflora, in
addition to the isolation of 4 substances that exhibit various biological activities,
including phytotoxic, antifungal, antibiotic, and antiallergic properties. This is the
first step towards understanding the mutualistic association between A.

stygium-S. alterniflora.
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RESUMO

Estima-se que cerca de 20% de todo CO: capturado pelas plantas séo
convertidos em compostos organicos volateis (COVs). Estes compostos sédo de
suma importancia pois sdo responsaveis pela interacdo da planta com o
ambiente ao seu redor, servindo para sinalizar a um simbionte parceiro, da
atracdo de polinizadores para a reproducdo até de carnivoros para a
diminuicdo da herbivoria. Fungos endofiticos vivem assintomaticamente dentro
das plantas e podem ser transmitidos para futuras geragcdes pelas sementes.
Durante o longo tempo de evolucgéo eles se especializaram em produzir COVs
para interagir com a planta hospedeira e 0 ambiente ao seu redor,
manipulando, paralisando ou até estimulando a producdo metabdlica de seu
hospedeiro. Compreender este fato € o primeiro passo para entender e atuar
nos processos biolégicos e ecoldgicos que impactam na producdo de
alimentos, medicamentos, controle de doengas e pragas na agricultura. Neste
trabalho foi realizada a identificacdo de 56 COVs que s&o produzidos por
Annulohypoxylon stygium pertencente a familia Xylariaceae entre os quais,
podemos observar compostos com atividade bactericida, estimulante de
crescimento, entre outros. A. stygium foi isolado de S. alterniflora pertencente a
familia Poaceae popularmente conhecida como capim marinho, e conhecida
por biodegradar hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS), substancias
toéxicas, mutagénicas e teratogénicas. Um dos objetivos deste trabalho foi
avaliar se os microrganismos isolados de S. alterniflora eram resistentes a
presenca destes contaminantes e se seriam 0s responsaveis pela degradacao
de HPAs. Foi possivel averiguar a resisténcia deles mas ndo a degradacéo.
Dez fungos isolados de S. alterniflora foram cultivados em dois meios liquidos
(Malte e Czapek), e avaliados por RMN de 'H, CLAE-DAD, atividade
antifingica (cerca de metade dos extratos foram muito ativos),
anticolinesterasica (somente o extrato de Malte de A. stygium apresentou forte
atividade) e citotoxica (nenhum extrato foi considerado promissor). A partir
destes resultados selecionou-se A. stygium para cultivo em escala ampliada
levando ao isolamento de quatro substancias (3,4-dihidro-3,4,6,8-tetrahidroxi-
1(2H)-naftalenona, 3,4-dihidro-3,4,8-trihidroxi-1(2H)-naftalenona, 3,4-dihidro-
4,8-dihidroxi-1(2H)-naftalenona e 6,8-dihidroxi-3-(2-hidroxipropil)-


https://en.wikipedia.org/wiki/Xylariaceae

isocoumarina). Diversas substancias isoladas e identificadas apresentam
atividades biolégicas, como antifungica, antibidtica e estimulante de
crescimento entre outras, corroborando com a hipotese de simbiose entre o
microrganismo e a planta hospedeira. A identificacdo destas substancias € o
primeiro passo para a compreensdo das correlacdes ecologicas que podem
sedimentar essa hipotese. Adicionalmente, fornece informacdes para a atuacao
biolégica e ecologica cruciais na saude da planta, levando a novas estratégias
para melhorar o controle de doencas e a remediacdo em problemas

ambientais.

Palavras chaves: Annulohypoxylon stygium, compostos organicos volateis,

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, naftalenona, isocumarina.



ABSTRACT

It is estimated that around 20% of all CO> captured by plants is converted into
volatile organic compounds (VOCs). These compounds are of utmost
importance as they are responsible for the plant's interaction with the
environment around it, serving to signal a partner symbiont, from attracting
pollinators for reproduction to carnivores to reduce herbivory. Endophytic fungi
live asymptomatically inside plants and can be transmitted to future generations
by seeds. During the long time of evolution they have specialized in producing
VOCs to interact with the host plant and the surrounding environment,
manipulating, paralyzing or even stimulating the host's metabolic production.
Understanding this fact is the first step towards understanding and acting on the
biological and ecological processes that impact the production of food,
medicines, disease and pest control in agriculture. In this study, the
identification of 56 VOCs that are produced by Annulohypoxylon stygium
belonging to the Xylariaceae family was carried out, among which we can
observe compounds with bactericidal activity, growth stimulant, among others.
A. stygium was isolated from S. alterniflora belonging to the Poaceae family
popularly known as saltmarsh cordgrass, and known to biodegrade polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHSs), toxic, mutagenic and teratogenic substances.
One of the objectives of this work was to evaluate whether the microorganisms
isolated from S. alterniflora were resistant to the presence of these
contaminants and whether they would be responsible for the degradation of
PAHSs. It was possible to verify their resistance but not their degradation. Ten
fungi isolated from S. alterniflora were cultured in two liquid media (Malt and
Czapek), and evaluated by *H NMR, HPLC-DAD, antifungal activity (about half
of the extracts were very active), anticholinesterase activity (only Malt extract
from A. stygium showed strong activity) and cytotoxic (no extract was
considered promising). Based on these results, A. stygium was selected for
cultivation on an enlarged scale, leading to the isolation of four substances (3,4-
dihydro-3,4,6,8-tetrahydroxy-1(2H)-naphthalenone, 3,4-dihydro-3,4,8-trihydroxy-
1(2H)-naphthalenone, 3,4-dihydro-4,8-dihydroxy-1(2H)-naphthalenone and 6,8-
dihydroxy-3-(2-hydroxypropyl)-isocoumarin). Various isolated and identified

substances exhibit biological activities, such as antifungal, antibiotic, and



growth-stimulating properties, among others, supporting the hypothesis of
symbiosis between the microorganism and the host plant. The identification of
these substances is the first step towards understanding the ecological
correlations that may support this hypothesis. Additionally, it provides crucial
biological and ecological insights into the plant's health, leading to new

strategies for enhancing disease control and remediating environmental issues.

Keywords: Annulohypoxylon stygium, volatile organic compounds, polycyclic

aromatic hydrocarbons, naphthalenone, isocoumarin.
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1. INTRODUCAO

1.1.Interagéo entre espécies.

As folhas das plantas metasbolizam um amplo espectro de Compostos
Orgéanicos Volateis (COVs) tais como, isoprenos, terpenos, alcanos, alcenos,
alcodis, ésteres, acidos, etc. Estes COVs servem para comunicacdo inter e
intra espécies, sendo de suma importancia, pois fornecem solucdes para 0s
problemas enfrentados pelas plantas devido a sua imobilidade ocasionada pelo
enraizamento no solo. A quantidade de volateis néo é trivial, sendo que cerca
de 20% de todo CO: capturado pelas plantas sdo convertidos em COVs
(BALDWIN, 2010).

A importancia dos COVs nao se resume somente para comunicacao
inter e intra espécie e tem sido, significantemente, subestimada para este fim.
As interacbes também servem como sinais para a manipulacdo do ambiente,
podendo por exemplo, reprogramar a arquitetura das raizes de uma planta
simbionte parceira, ou induzir o crescimento da planta conduzindo o aumento
da colonizacédo na superficie. Estes volateis podem aumentar a resisténcia de
uma planta contra patégenos ativando vias de sinalizacdo dependente dos
fitormonios (WERNER; POLLE; BRINKMANN, 2016), atrair polinizadores para

o auxilio na reproducao e carnivoros para diminuir a herbivoria.

Devido aos efeitos antimicrobianos, a emissao dos COVs presentes nas
plantas desempenha um papel determinante nos tipos de comunidades
microbianas que podem se estabelecer ao seu redor. Os microrganismos
através da evolucdo desenvolveram algumas estratégias para interferir na
producdo de COVs das plantas, por exemplo, emitindo seus préprios COVs e
misturando-os aos da planta. Deste modo afeta a planta fisiologicamente e faz
com que ela altere sua producdo metabolica biotransformando os COVs das
plantas ou até desenvolvendo substancias para confundir, paralisar ou até

manipula-los (LI, et al., 2016) .

Um grande desafio desta &rea consiste em desvendar as funcdes
biolégicas e ecoldgicas destes compostos comegando com o desenvolvimento
de estudos relacionados a deteccao e caracterizacdo dos mesmos. Existem

poucos estudos nessa area, onde séo relatados apenas cerca de 2000 volateis
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conhecidos provenientes de 1000 espécies (LEMFACK et al., 2018). O avanco
nas pesquisas e conhecimento da producdo, atuacdo biologica e papéis
ecolégicos destes COVs pode nos auxiliar na descoberta de novos
mecanismos de controles de processos bioldgicos, cruciais na salde da planta,
levando a novas estratégias para melhorar a producdo agricola aumentando a
produtividade, controle de doencas e até a resolucao de problemas ambientais
(BITAS et al., 2013; KANCHISWAMY; MALNOY; MAFFEI, 2015).

1.2. Fungos como fonte de substancias bioativas

Historicamente, todas as civilizagcbes tem usado plantas como fonte de
terapia medicinal, ainda hoje elas sao utilizadas como alternativas aos
farmacos. Cerca de 80% da populacdo em paises em desenvolvimento utilizam
plantas medicinais para cuidados com a saude. Estudos revelaram que dos
medicamentos sintetizados e desenvolvidos entre 1981 e 2014, 51% séao
baseados em plantas (ADELEKE; BABALOLA, 2021). A grande desvantagem
na utilizacdo de plantas como fonte de principios ativos € o tempo até atingir a
fase produtiva que, em alguns casos podem levar décadas, elevando o preco
do medicamento ou promover o extrativismo das plantas nativas podendo levar

a sua extingao.

Uma solucéo pra este problema € a utilizacao de fungos endofiticos, que
sdo microrganismos que habitam o interior da planta sem causar efeito
patolégico a espécie hospedeira. Normalmente, apresentando interagdo
mutualistica onde a planta fornece o habitat e nutriente enquanto o endofito
produz substancias para defesa, crescimento ou até metabolitos de grande
importancia que a planta ndo produz por alguma deficiéncia no ambiente
(HIRUMA et al., 2016). Eles se especializaram em invadir as plantas através de
estbmatos ou feridas causados por choques mecanicos, insetos ou patégenos.
Apos a instalacdo ele pode viver dentro da planta por toda sua vida, podendo
ser transmitido a futuras geracdes pelas sementes (ESPOSITO; AZEVEDO,
2010). Isso permitiu uma coevolugcdo dos mesmos com as plantas hospedeiras
e a capacidade de produzir algumas das substancias inclusive, similares as

produzidas por elas e até auxiliando nas suas préprias producdes.
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Existem algumas vantagens em utilizar microrganismos frente a outras
fontes naturais. Apés o isolamento de uma cepa, é possivel a sua replicacéo
indefinidamente para a producdo do metabdlito ativo de interesse. O cultivo é
feito de forma simples utilizando tecnologias existentes. A producdo destes
metabolitos secundarios sdo dependentes dos fatores de cultivo, sendo que
uma pequena alteracdo no meio de cultivo como, temperatura, luminosidade,
adicdo de cofatores, entre outros sdo parametros que influenciam nessa
producdo. Com a modificacdo sistémica desses parametros se criou uma
metodologia conhecida como OSMAC (One Strain Many Compounds) (BODE
et al., 2002).

Os fungos constituem o segundo maior grupo sobre a terra, estima-se
gue existem entre 11,7 e 13,2 milhdes de espécies diferentes (WU, Bing et al.,
2019), das quais somente 154.538 (~1%) foram classificados segundo o COL
Checklist, (2023) demonstrando um amplo campo a ser explorado. A partir da
sua descoberta em 1866, produtos naturais proveniente de microrganismos
apresentam-se praticamente inexplorados (KUSARI; SPITELLER, 2011).

A producdo de metabdlitos bioativos a partir de fungos comecou a ser
explorada extensivamente nos anos 40, com o amplo uso terapéutico da
penicilina durante a segunda guerra mundial. A seguir seu potencial foi
expandido na producéo de farmacos, toxinas, fatores de crescimento e muitos
outros produtos de interesse biotecnolégico como a producdo de enzimas.
Sendo que 60% das enzimas utilizadas nas industrias sdo provenientes de

fungos (BEZERRA et al., 2021) e com potencial de biodegradagéo.

1.3. Presencga de HPAs no ambiente e fitorremediagao

O petréleo € uma mistura complexa de compostos organicos gasosos,
liquidos e solidos, onde os hidrocarbonetos de 4 a 26 atomos de carbono
constituem em 75% do peso do 6leo. Entre as substancias que compdem o
petréleo, os hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs) apresentam
importancia ambiental devido aos seus efeitos carcinogénicos, mutagénicos e
teratogénicos. Sao considerados como os hidrocarbonetos de maior toxicidade

(SISINNO et al., 2003) e comumente encontrados como misturas complexas
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em diferentes matrizes ambientais (adgua superficial, subterraneas, mar, lagoas,
solos, etc) (READMAN et al., 2002).

Os HPAs e seus derivados séo frequentemente encontrados em regides
onde é desenvolvida a atividade petrolifera. No Brasil, no estado de Sdo Paulo,
em regides como S&o Vicente, Cubatdo e o porto de Santos (maior porto da
Latino América) considerados centros econdmicos e pdlos petroquimicos,
quimicos e metalurgicos do pais, sdo locais onde sua constante exploracao,
extracdo, manufatura, transporte e inclusive vazamentos, promovem acfes
antrépicas que impactam diretamente no meio ambiente e ocasionam continua

poluigéo.

A literatura relata centenas de HPAs, porém segundo a Agéncia de
Protecdo Ambietal Americana (Environmental Protection Agency EPA), apenas
16 possuem interessem em estudos ambientais (WHO, 2011) e que seréo
abordados nesta tese, sdo 0s seguintes: naftaleno, antraceno, acenafteno,
acenatftileno, fenantreno, fluoreno, fluoranteno, pireno, criseno,
benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo(g,h,i)perileno, dibenzo(a,h)antraceno e indeno(1,2,3-cd)pireno (Figura
1).

Figura 1. Estrutura dos 16 HPAs considerados prioritarios pela EPA.

Fenantreno  Antraceno Fluoranteno Pireno

0 0P &

Benzo a)antraceno Criseno
@ Benzo(b)fluoranteno
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sosole o* o
Indeno(l ,2.3- cd)pu eno r Benzo(ghi)perileno
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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As instalacdes do porto de Santos ocupam 13 km de extensao de cais,
contando com 53 terminais entre publicos e privados. Podemos observar na
Figura 2 que o movimento no porto de Santos, em toneladas, aumenta ano
apos ano configurando assim grande contribuicdo como fonte poluidora de

regides proximas.

Figura 2. Movimento crescente de produtos transportados em milhdes de
toneladas por ano segundo a Autoridade Portudria de Santos.
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Fonte: Autoridade Portuaria de Santos, (2023)

Manguezais sao as regides mais impactadas pela poluicdo gerada nesse
trafego pois séo ecossistemas de transicdo entre os ambientes terrestres e
marinho. Possuem importancia fundamental ao bioma, pois formam um
importante habitat para inGmeras espécies de peixes, crustaceos, mamiferos,
aves e insetos (CUNHA-LIGNON et al., 2009). O Estado de S&o Paulo conta
com uma area de 231 km2 de manguezais no entanto, 28 km2 dessa area
encontram-se alterada ou degradada. Na Figura 3 podemos observar o efeito
mutagénico na garra do caranguejo ‘maozinha’ apresentando maior numero de

pincgas.
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Figura 3. Registro fotografico do efeito mutagénico na garra do caranguejo
‘maozinha’ relatado em 2007.A esquerda normal sem mutac¢des Unica ponta na
parte fixa da pinca e a direita com cinco pontas.

Fonte: GIRARDI, (2010).

A continua presenca de contaminantes organicos nesse tipo de
ecossistemas tém sido uma preocupacdo constante. Foi relatada a ocorréncia
de HPA1s, somatéria dos 16 HPAs considerados prioritarios pela EPA (WHO,
2020), em sedimentos em paises como india e Brasil, onde foram detectadas
concentracdes entre 132 ~ 2938 ng/g (DOMINGUEZ et al., 2010) e 1350 ng/g
(VELHO et al., 2012), respectivamente.

A espécie S. alterniffora € uma planta herbacea, perene halbfita,
largamente encontrada principalmente no continente Americano e Europeu
(Figura 4) pertence ao género Spartina que é formado por 16 espécies de
gramineas perenes, nativa de toda a costa do Oceano Atlantico, ocorrendo
principalmente nas Américas do Norte e Sul. S. alterniflora é a espécie que
apresenta mais caracteristica de manguezais, ndo se restringindo a regiao de
marisma (AMERICO, 2010). Ja foi estudada quanto a sua sobrevivencia em
situacdes de derramamento de oleo, a recolonizagcdo do ambiente pés
contaminacdo e quanto a fitoremediacdo de contaminantes organicos
(PEZESHKI et al., 2000; XIE et al., 2020).
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Figura 4. Floracéo de Spartina alterniflora (a) e predominancia da espécie em
regido alagada de mangue (b) e ocorréncia mundial (c)

Fonte: Global Biodiversity Information Facility (GBIF, 2023).

A fitorremediacdo é o uso de certas plantas para recuperar o solo,
sedimentos, ar e a agua contaminada por compostos organicos e inorganicos
(PIRES et al., 2005). Diversos estudos demonstram sua aplicabilidade na
remocgdo de varios tipos de compostos, como metais (RAMIREZ; DUSSAN,
2014; SALLA; HARDAWAY; SNEDDON, 2011) hidrocarbonetos derivados de
petréleo (MOREIRA et al., 2013; SUN et al., 2014) e pesticida organoclorado
(BUOSI; FELFILI, 2004).

As plantas podem atuar diretamente, absorvendo, acumulando ou
metabolizando os compostos nos tecidos, ou indiretamente, alterando as
condi¢des fisico-quimicas do sedimento, propiciando a imobilizagdo ou
alteracdo quimica de compostos téxicos. Os mecanismos diretos sdo a
fitoextracdo (a planta extrai os contaminates e acumula em seus tecidos),
fitodegradacdo (a planta extrai e degrada os contaminantes) e fitovolatilizacao
(a planta extrai e libera para a atmosfera o contaminante em forma de
compostos volateis) e os indiretos sédo a fitoestabilizagdo (a planta promove a
estabilizacdo no solo fazendo com que ndo haja difusdo do contaminante) e
fitoestimulacao/rizodegradacédo (a planta cria um ambiente propicio para a vida
de microrganismos que degradam o contaminante) (DINARDI et al., 2003;
ITRC, 2001; ZYNDA, 2005). A descontaminacao por fitorremediacdo tem o
custo relativamente baixo quando comparados aos métodos convencionais de
incineracdo ou aterros, sendo relatados entre U$75 e U$200 por jardas?,
comparada com os custos de métodos tradicionais variando de U$200 a U$800
(GABRIEL, 1991).
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Levando-se em conta a alta toxicidade dos HPAs podendo apresentar
carcinogenicidade e mutagenicidade, o aumento da exposicdo com o passar
dos anos, pois sdo contaminantes persistentes e que sédo remedidos por S.
alterniflora (PEZESHKI et al., 2000; XIE et al., 2020), este trabalho teve como
objetivo, avaliar se os fungos endofiticos associados a S. alterniflora, também

podem trazer essa biorremediacdo, assim como a espécie vegetal.

1.4.  Annulohypoxylon stygium um endofito de S. alterniflora

Annulohypoxylon stygium € um fungo pertencente a familia Xylariaceae
encontrado principalmente em zonas tropicais e equatoriais. A maior parte dos
relatos descrevem associagdo com organismos marinhos, principalmente

algas, indicando diversas atividades biolégicas.

Ensaios relatados por MACIEL et al., (2018) com o extrato do fungo A.
stygium apresentaram atividade antioxidante e intensa absorcdo de radiagcéo
UV-B, ndo apresentando atividade citotdxica e sendo foto estavel. Deste modo
pode ser, considerado promissor como produtor de metabdlitos secundarios

com atividade foto protetora, podendo ser aplicado a protetores solares.

ROBL et al., (2015, 2016) demonstratam estudos, onde a utilizacéo de A.
stygium na fermentacdo de bagaco de cana de acuUcarevidenciou aumento da
hidrolise pela producdo enzimatica de pectinase, hemicelulase e B-glicosidase.
Esta observacdo demonstrou um arsenal enzimatico muito rico, sendo

consideradas de elevado interesse comercial.

Alguns fatores indicam o potencial antifingico gerado pelo metabolismo
secundario de A. stygium. A fungicultura por insetos é uma pratica conhecida e
realizadas por formigas, besouros e cupins. Os ancestrais das formigas attine
(formigas cortadeiras) desenvolveram esse método de cultivo de alimentos ha
cerca de 50 milhdes de anos. Elas levam até seu habitat as folhas para o
crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus. Estudos realizados por
SEIPKE et al.,, (2012) revelaram que a interacdo das formigas com as
actinobacterias das linhagens Streptomyces e Amycolatopsis produzem
substancias antifangicas capazes de inibir o crescimento de A. stygium. Essa
inibicdo € necessaria ja que este microrganismo poderia destruir o fungo usado

como alimento levando ao colapso da colonia.
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Um estudo realizado por MEDINA et al., (2019) com A. stygium levou ao
isolamento de pirogalol que foi ativo frente a Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA) e linhagens de Escherichia coli (i 4 e 3 mm em 40 ug/disk
frente ao padrao positivo rifamicina (10 ug/disk para MRSA) e Polimixina B (30
Mg/disk para E. coli) que apresentaram ®; 3 e 15 mm, respectivamente.

Na literatura especializada s&o poucos os relatos que mencionem o
estudos do perfil quimico e metabdlico produzidos por A. stygium (Tabela 1,
Figura 5), sendo sua maior parte nos ultimos anos. Existem porém diversas
atividades bioldgicas ligadas a estes metabdlitos, mostrando-se um estudo
promissor tanto pelo potencial bioativo quanto na diversidade de classe dos
compostos produzidos, incentivando-nos ainda mais ao estudo deste

microrganismo.
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Tabela 1. Metabdlitos e atividades biologicas de A. stygium.

Estrutura Nome Atividade biolégica referéncia

3-benzilideno-2-metilhexahidropirrolo ~ o o
1 o . N&o fototoxico; absorve radiacdo UV-B

[1,2-a] pirazina-1,4-diona
2 1,2-propanodiol-1-(1,3-benzodioxol-5-i) | N&o fototdxico; Fotoestavel; absorve radiagdo UVB
3 (1S,2R)-1-fenil-1,2-propanodiol MACIEL et al., (2018)
4 (’1R,2R)Tl-fenlll-.1,2-propanod|ol Fotot6xico
5 Alcool piperonilico ou

5-metanol-1,3-benzodioxolano
6 8-metoxinaftol Sem atividade relatada RONDILLA et al., (2022)
7 Nodulisporona SEGUNDO et al., (2023)

e Anticarcinogénese, antifibrética, antidiabética,
8 Daidzeina ~ . . RAWAT et al., (2019)
reducao de colesterol e atividade cardiovascular
9 Notoamida A
10 Notoamida B
11 Versicolamida B
. ivi I
12 Notoamida C Sem atividade relatada
13 Notoamida D
14 Estefacidina A
—— - . GAO et al., (2020)
. - Citotoxico frente a linhagens cancerigenas de
15 Esterigmatocistina . . .
figado, cervical, mama e coélon

16 Diidrosterigmatocistina
17 Secqstengmatomstma Sem atividade relatada
18 Versiconol
19 Averufanina
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Continuacdo Tabela 1

20 Kipucasina D
21 Kipucasina E Sem atividade relatada
22| Diorcinal ___ : : GAO et al., (2020)
- Citotoxico frente a linhagens cancerigenas de
23 Palmarumicina CP2 . : .
figado, cervical, mama e colon
24 (3R)-meleina metil éter Sem atividade relatada
25 Pirogalol Antimicrobial contra MRSA e. coli
26 3,4,5-trihidroxi-1-tetralona - MEDINA et al., (2019)
. Sem atividade relatada
27 Tirosol
28 Annulopironato Inibicdo da producgéo de NO PIMJUK et al., (2021)
29 Annulostygilactona
30 4-hidroxib Ideid -
I. roxibenzaldeldo Sem atividade relatada CHENG et al., (2014)
31 Metilparabeno
32 Acido p-hidroxibenzoico
33 Sifingaldeido Antl-@abetlca, potencializador de contratilidade WU et al., (2022)
intestinal
Antifingico, antimicrobiano, anti-inflamatario,
34 Eugenol antioxidante, analgésico, anticancer e ABDOU et al., (2021)
antiparasitario
35 Acido vanilico
— . i I HEN l., (2014
36 Acido ferdlico Sem atividade relatada C G etal., (2014)
— - Antoin] Ario, antica antidi ico,
37 Acido ursélico ntll m amatorio gntlcan.cer antidiabetico MLALA et al., (2019)
antioxidante e antibacteriano
38 B-daucosterol Sem atividade relatada CHENG et al., (2014)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Figura 5. Metabdlitos secundarios produzidos por A. stygium.
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continuacao Figura 5. Metabdlitos secundarios produzidos por A. stygium.

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).
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2. OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial quimico e
biotecnolégico dos fungos endofiticos de Spartina alterniflora e estudar o perfil

metabolito de Annulohypoxylon stygium.

2.1 Objetivos especificos

e Isolamento, purificacdo e preservacdo dos fungos endéfiticos associados a

Spartina alterniflora;

e Avaliar a resisténcia dos enddfitos isolados a diferentes concentragdes de
HPAsS;

e Validar método de extracdo de HPAs em BDA,

e Cultivo dos enddfitos isolados de S. alterniflora em extrato de Malte e de

Czapek (escala reduzida) e obtengéo dos respectivos extratos brutos;
e Triagem quimica dos extratos brutos obtidos, por RMN de *H e CLAE-DAD;

e Cultivo de Annulohypoxylon stygium em escala ampliada para o isolamento,
elucidacao ou determinacéo estrutural dos metabdlitos secundarios, utilizando

técnicas cromatograficas e espectroscopicas;
e Analise dos COVs produzidos por Annulohypoxylon stygium.

e Triagem biolégica dos extratos brutos obtidos, pela avaliacdo das atividades
anticolinesterasica, citotoxica e contra os fungos fitopatégenos C.

cladosporioides e C. sphaerospermum;
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Obtencéo da cepa fungica

A coleta de Spartina alterniflora foi realizada no dia 09 de abril de 2015 na
cidade de Sao Vicente — SP, na Rua Paulo Sérgio Garcia, num local denominado
Portinho pelos locais, latitude -23.986731 e longitude -46.403370), Figura 6
mostrado pela flecha verde clara.

Figura 6. Imagem via satélite do ponto de coleta

Fonte: Googlemap (2015)

O isolamento dos endofitos iniciou-se com a lavagem da superficie do
material vegetal em agua corrente e separacdo de caules, folhas e raizes (Figura
7), seguido de esterilizacdo por imersdo em NaClO 1% e em etanol 70%, e dupla
lavagem em agua estéril em trés condi¢des diferentes (Tabela 2) (SILVA, 2005).
Para garantir a obtengdo de somente fungos endofiticos foi feita a inoculacéo da
agua de lavagem como controle negativo para microrganismos nao endofiticos.
Apbs o processo de esterilizacdo, as folhas/caules/raizes foram seccionados
assepticamente e incubados em placas de Petri contendo BDA (Batata Dextrose e
Agar) estéril comercial (Figura 8). O meio de cultivo foi previamente esterilizado
em autoclave, adicionou-se o antibiético amoxicilina tri-hidratada (2 g L) ao meio

para inibir o crescimento bacteriano. O crescimento dos fungos foi monitorado

39



diariamente e repiques sucessivos foram realizados até a obtencao das linhagens

puras, as quais foram avaliadas quanto a pureza, através da aparéncia uniforme

nas placas com os meios préprios, sendo posteriormente preservadas em agua

estéril (slants).

Figura 7. Spartina alterniflora depois da lavagem. A Secc¢des de Spartina

alterniflora, folhas, caules e raizes. B Spartina alterniflora depois da lavagem

Fonte: Elaborado pelo autor (2015).

Figura 8. Orgéos inoculados em meio de Batata Dextrose Agar (BDA)

Fonte: Elaborado pelo autor (2015).

Tabela 2. Tempo de esterilizacédo das folhas, frutos e ramos

NaClO 1% Etanol 70% Aguas de lavagem
Método 1 0,5 min 1 min
Método 2 3 min 1 min 10 min total
Método 3 5 min 3 min

Fonte: Elaborado pelo autor (2015).
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3.2. Identificacdo de Annulohypoxylon stigium

Annulohypoxylon stigium foi cultivado por 7 dias em PDA e usado como
fonte de DNA. Aproximadamente 0,1 g do micélio foi triturado utilizando nitrogénio
liguido e homogeneizado com 1 mL do tampéo extrator (100 mmol/L Tris-HCI, pH
8,0; 50 mmol L* EDTA pH 8,0; 500 mmol L* NaCl; 0,07% 2-mercaptoetanol).
Apoés a adicdo de 130 uL de 10% SDS, o homogenato foi incubado por 15 min a
65 °C. Para a precipitacdo das proteinas, foi adicionado 300 pL de acetato de
potassio 5 mol/ L e incubado por 30 min a 4 °C. Apés centrifugacéo a 7000 G, 750
puL da solucédo foi transferida a um novo vial, misturada (v:v) com a solucéo
caotropica (0,5 mol/lL de acetato de potassio, pH 5,0; 4,5 mol/L de
guanidiumisotiocianato) e aplicado por uma coluna para purificagdo de DNA
Miniprep contendo silica (Promega, USA), A coluna foi eluida duas vezes com
uma solucdo contendo 10 mmol/L de acetato de potassio, pH 5,0; 80% Etanol,
16,7 umol/L de EDTA, pH 8,0. O DNA foi eluido com 50 pL de &agua estéril
duplamente destilada.

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) para amplificacdo dos
fragmentos de gens do rDNA assim como o0 a-actin e -tubulin foram
desenvolvidos usando os ITS1/ITS4 (WHITE et al., 1990), T1/T22 (O'DONELL;
CIGELNIK, 1997) e ACT-512F/ACT-783R (CARBONE; KOHN, 1999),
respectivamente. O sequenciamento da amplificagdo do DNA foi executada no
Instituto de botanica de S&o Paulo com 0os mesmos primers utilizados na
amplificagéo. O sequenciamento de reacao foi feito no ABI Prism 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA), seguindo o protocolo do fabricante
(BLASTN, 2017) foi utilizado para buscar um sequéncia de nucleotideos similar na
base de dados (GENBANK, 2018).

O ensaio foi realizado pelo doutor Alexander Banguela Castillo do Instituto de

Botanica de Sao Paulo.
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3.3. Obtencéao dos extratos brutos dos fungos endofiticos em Malte e

Czapek

Os fungos endofiticos foram codificados da seguinte maneira:

SA-R0O1 (SA= Spartina alterniflora) R (raizes), e 01(significa o ordem de
isolamento dos enddfitos). Paralelamente foi realizado o branco dos extratos de
Malte e de Czapek seguindo a mesma metodologia sem a inoculagédo dos fungos
endofiticos.

Os fungos endofiticos preservados em “slants” foram repicados em placas de
Petri contendo BDA e incubados por 10 dias a 25 °C. A seguir, aproximadamente
um terco de micélio de cada placa de Petri foi inoculado nos meios liquidos:
Extrato de Malte e Czapek, e mantidos no modo estatico por 35 dias a 25 °C. O
cultivo em pequena escala foi realizado adicionando em frascos de Erlenmeyer
(500 mL), 200 mL de cada meio liquido sendo estes autoclavados a 120 °C por 20
minutos. Preparou-se 62 frascos, sendo 3 de cada fungo e 1 de controle em cada

meio.

Ao final do cultivo em escala reduzida (Figura 9) o caldo fermentado foi
separado do micélio por filtracdo a pressdo reduzida e submetido a particdo
liguido/liquido com AcOEt. A fragdo aquosa foi descartada e a organica foi

evaporada fornecendo os extratos brutos
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Figura 9. Esquema da obtencg&o do extrato bruto.

[ Cultivo do fungo ]

Crescimento em 600 mL *
Fermentacao por 35 dias a 25°C

Filtracdao

Filtrado

Particdo 3x AcOEt (200 mL)

{ Fase Aquosa ] [ Fase Orgéanica ]

Evaporacao do solvente

{ Descarte ] [ Extrato Bruto ]

* Malte e Czapek

Fonte. Elaborado pelo autor (2017).

Os solventes recolhidos do rotaevaporador foram reutilizados na extracao e
apos o término desta foram adequadamente descartados em frascos previamente
rotulados e encaminhados ao descarte conforme as Normas Gerais de
Gerenciamento de Residuos Quimicos no IQ/UNESP presente no
site:www.ig.unesp.br/APOIO-TECNICO/normas-residuos.pdf.

3.4. Avaliacdo da atividade antifungica

A atividade antifingica foi determinada pela técnica da autobiografia para a
deteccdo da atividade fungitoxica, pela nebulizacdo dos fungos fitopatogénicos
Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum (concentracdo de 5 x10
esporos/mL, em solucdo de glicose e sais) em placas de CCDC em silica gel de
fase reversa (C-18) contendo 400ug dos extratos brutos, previamente eluidas com
CHCI3:MeOH (87:13). As placas foram incubadas a 25° C por 48 horas, na
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auséncia de luz. A presenca de halos de inibicdo de crescimento dos fungos, em

comparacao com o padréo positivo nistatina (5 ug).

O ensaio foi realizado pela Doutora Cynthia Murakami do Instituto de

Botanica - Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioguimica.

3.5. Avaliacao da atividade Anticolinesterasica

As amostras foram submetidas ao ensaio para avaliacdo da atividade
anticolinesterasica on-flow com as enzimas acetilcolinesterase humana (AChE-hu)
e de enguia elétrica (AChE-ee) imobilizadas em capilar de silica fundida,
resultando em biorreatores denominados ICER (Immobilized Capillary Enzyme
Reactor) e acopladas a um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Este ensaio baseia-se no método modificado de Ellmann, avaliando a medida da
producdo da tiocolina formada através da hidrolise do analogo do substrato da
AChE, a acetiltiocolina. A tiocolina formada reage com o chamado reagente de
Ellman (acido 5,5-ditiobis[2-nitrobenzdico]) formando uma mistura de dissulfetos e

um anion amarelo com intensa absorgédo em 412 nm (ELLMAN et al., 1961).

Os resultados sdo comparados a partir da propor¢cdo de area entre a
atividade enzimética na presenca (Aj) e auséncia do inibidor (Ao) de acordo com a
equacao:

A.
% inibi¢do = (1 - —‘)x 100
AO

Ensaio realizado por Adriana Ferreira Lopes Vilela da FFCL de Ribeirdo

Preto da Universidade de Sao Paulo.

3.6. Avaliacdo da atividade citotoxica

As células foram plagueadas na concentracdo de 0,1 x 10° cél mL? para as
linhagens PC3 (préstata - humano) e SF-295 (glioblastoma - humano) e 0,7 x 10°
cél mL* para a linhagem HCT-116 (célon - humano). As placas foram incubadas
por 72 horas em estufa a 5% de CO2 a 37 °C. Ao término deste, as mesmas foram
centrifugadas e os sobrenadantes, removidos. Em seguida, foram adicionados 150
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uL da solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3 h. A
absorbancia foi lida apds dissolugcdo do precipitado com 150 uL de DMSO puro
(contendo as amostras na concentracdo de 20 mg mL) em espectrofotdmetro de

placa a 595nm.

A avaliagdo citotoxica foi realizada em parceria pelo Prof. Dr. Paulo Michel
Pinheiro Ferreira UFC, LOE.

3.7. Avaliacao da toxicidade dos HPA'’s

Para verificar a toxicidade dos HPAs nos fungos endofiticos, foram
repicados em placas de Petri contendo BDA (Batata dextrose e Agar) e incubados
por 10 dias a 25 °C. A sequir, aproximadamente 1 cm? do micélio foi raspado e
colocado em frascos de Eppendorf contendo 2 mL de &gua ultra pura, e
submetidos a agitacdo em vortex por 3 minutos.

Quatro placas de cultivo de celula com 24 pocos de fundo chato foram
ordenadas de forma a obter um conjunto com 8 linhas de pocos e 12 colunas
(Figura 10), em cada linha de pocos foi adicionado 1 mL de BDA contendo solucéo
padrdo mista dos HPA’s prioritarios (Sigma Aldrich TCL HPAs MIX 49156), nas
concentragdes, controle negativo, 0,0005 pg mL*, 0,0038 ug mL%, 0,0074 pg mL,
0,0138 pg mL%, 0,0498 pug mL?, 0,7407 ug mL?, 1,1393 pug mL?, referentes as
linhas de 1 a 8, respectivamente. Em cada coluna foi adicionado 100 pL da
disperséo de um microrganismo obtida anteriormente. Na coluna A foi adicionado
SA-C01, na B SA-F01, na C SA-F02, na D SA-F03, na E SA-F04, na F SA-R01, na
G SA-R02, na H SA-R03, na | SA-R04 e na J SA-RO05, para apos 7 dias ser feita a

analise visual de inibigcdo do crescimento do microrganismo.
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Figura 10. Esquema da disposi¢cao das placas
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Fonte. Elaborado pelo autor (2017).

3.8. Avaliacao darecuperacdo do método de extracdo de HPAs em BDA.

Efetuou-se os experimentos para verificar a viabilidade da extracdo por
utrassom utilizando como solventes extratores n-hexano, diclorometano e acetona.
Este método foi escolhido por ser simples e rapido necessitando apenas de um
banho de ultrassom e por ser amplamente relatado para extracdo de HPAs em
diferentes tipos de matrizes como sedimento na Tanzénia (MAHUGIJA; AHMED;
MAKAME, 2017) e solo-plantas na Italia (ALBANESE et al., 2015).

Foram preparados vials ambar de 40 mL, onde pesou-se 20 gramas de
BDA e a cada vial foi adicionado 15 pyL de solucdo padrdo de HPA de
concentracdo 20 ppm (ug/mL). Apds 24 h a matriz fortificada de PDA foi liofilizada
(Liofilizadores Christ Alpha 1-2 LD plus Bomba Vaccubrand modelo RZ25 e Christ
Alpha 2-4 LD plus e Bomba Vaccubrand modelo RC 6) até a total retirada de
umidade e em seguida os experimentos de extracdo foram executados. A
recuperacdo € calculada pela divisdo da &rea do extrato obtido ao final da
extragcdo pela area do padrdo utilizado na fortificagdo, onde o resultado é
multiplicado por 100.

A extracdo foi efetuada com 20 mL de solvente, em cada sequéncia de
extragdo, banho de ultrassom por 20 min a 35 °C, seguido 2 min de centrifuga e

separacdo do sobrenadante. Foram efetuadas duas sequéncias para cada
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amostra. Os solventes de extracdo utilizados foram 3 puros (diclorometano,
acetona e n-hexano) e 3 misturas (diclorometano:n-hexano (1:1), acetona:n-
hexano (1:1), acetona:diclorometano:n-hexano (1:1:1)). Em seguida o solvente
extrator foi retirado em fluxo moderado de N2(g), ressuspenso em 1 mL n-hexano
o qual foi analisado no GC-MS-QP2020 SHIMADZU, com fonte de ionizagdo por
elétrons e analisador quadrupolo. A coluna utilizada foi uma Restek Rtx-5MS (30
m x 0.25 mm x 0.25 pm,), GCMS solutions ver. 4.41. A temperatura do forno foi
programada: 80 °C (6 min), 20 °C/min 140 °C (2 min), 20 °C/min 180 °C (0 min), 1
°C/min 186 °C (0 min), 20 °C/min 245 °C (2 min), 7 °C/min 300 °C (6 min). A
temperatura do injetor foi 300 °C split 1:5, 1uL de injecdo. A faixa da massas de
aquisicao entre 5,00-7,00 min 148-154 Daltons, 7,00-11,00 min 126-138 Daltons,
11,00-12,50 min 170-172 Daltons, 12,50-14,00 min 151-162 Daltons, 14,00-16,00
min 164-167 Daltons, 16,00-20,00 min 176-189 Daltons, 20,00-25,00 min 200-203
Daltons, 25,00-28,00 min 225-240 Daltons, 28,00-29,82 min 250-255 Daltons,
29,82-32,00 min 250-264 Daltons, 32,00-38,00 min 275-279 Daltons. Modo de
injecdo automatico, modo de ionizacdo por elétrons a 70 eV, gas de arraste hélio
(99,999%) a vazao constante de 1,0 mL/min, pressédo: 45.8 kPa, velocidade linear:

35.9 cm seg, vazdo total: 9.0 mL mint com andlises em triplicata.
3.9. Avaliacdo dos compostos organicos volateis (COV's)

O fungo endofitico A. stygium foi inoculado em trés vails de 40 mL,
contendo 15 g de PDA, utilizando para extracdo dos COVs por HS-SPME
(Headspace Solid Phase Microextraction) uma microfibra trifasica de
DVB/CAR/PDMS  (divinilbenzeno/carboxeno/polidimetilsilioxano  50/30  um,

Supelco) durante 50 min cerca de 1 cm acima da cepa fungica.

Para as andlises por GC-MS utilizou-se cromatografo a gas Shimadzu
QP2020 equipado e interface com um espectrometro de massas. A coluna
utilizada foi uma Restek Rtx-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm,), GCMS solutions
ver. 4.41. A temperatura do forno foi programada: 30 °C (3 min), 5 °C/min 250 °C
(3 min). A temperatura do injetor foi 220 °C. Modo de injecdo manual por
dessorcdo térmica da fibra por 3 min, split (1:5), gas de arraste hélio (99,999%) a
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vazao constante de 1,0 mL/min, pressao: 45.8 kPa, velocidade linear: 35.9 cm seg"
1, vazéo total: 9.0 mL/min. Condicdes MS: temperatura da fonte de ions e interface
de 250 °C, modo de ionizacdo por elétrons a 70 eV, faixa da massas de aquisi¢do
de m/z 35 - 450 Daltons. Foram efetuadas analises inter-dias e em triplicata para

garantir a adsorcao para a maior quantidade de analitos.

Os cromatogramas das andlises por GC-MS foram integrados e os tR
(tempo de retencéo) tabulados. O calculo do indice de retencéo foi calculado
utilizando série homologa de n-alcanos Csg-Cso (Sigma-Aldrich). O indice de
retencdo de um analito € um numero, obtido pela interpolacéo, relacionando o
tempo de retencdo do analito de interesse com o tempo de retengcdo de dois
padrdes eluidos anterior e posterior ao pico do composto de interesse (VAN DEN
DOOL; KRATZ, 1963). Para o calculo do indice de retencao linear foi utilizada a

equacao de Van Den Dool e Kratz:

tRy — tR
[R=100.n+100.( X “)

tR,,1 — tR,
onde:

n é nimero de carbonos do n-alcano anterior ao analito

tRx é o tempo de retencdo do analito de interesse

tRn é o tempo de retengdo do n-alcano eluido antes do analito
tRn+1 € 0 tempo de retengéo do n-alcano eluido apés o analito.

Os indices de retencdo do GC-MS, foram comparados com o banco de

dados NIST (National Institute of Standards and Technology)

A identificacdo dos constituintes analisados por cromatografia gasosa foi
realizada por meio de analise e comparacdo dos espectros de massas com dados
das bibliotecas NIST e WILEY 7 através do software GCMS solutions Ver. 4.41.
Para tal comparagédo estabeleceu-se um limite de 80% de similaridade entre o
espectro da amostra e o espectro da biblioteca. Para confirmacéo da identificacéo,
também foi utilizada a comparacéo do indice de retencao calculado (usando séries
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homologas de hidrocarbonetos) com os valores de retencao da literatura (NIST).

Utilizando um limite £ 10 unidade para comparacao dos indices de retencao.
3.10. Perfil quimico por CLAE-DAD

Os extratos brutos obtidos foram submetidos & analise em CLAE-DAD em
gradiente exploratério. Antes das andlises as amostras foram solubilizadas em
MeOH:H20 (95:05) e submetidas a um “clean up” utilizando cartuchos de silica C-
18 acoplado em membrana Millipore® (0,2 pm) na concentracdo de 1,5 mg/mL.
Apés este procedimento, as amostras foram armazenadas em frascos para
injecdo. O sistema utilizado para andlise em CLAE-DAD foi coluna analitica Luna
Phenomenex tipo octadesil silano (250 x 4,6 mm; 5 um C-18), com injecéo de 20,0
pL e eluicdo em gradiente exploratério H20:MeOH (95:05 v/v) a (0:100 v/v) por 50
min., permanecendo nesta condi¢do por mais 10 min., vazdo de 1,0 mL mint e A
inicial de 200 nm até 400 nm. Todos o0s cromatogramas sdo mostrados no
APENDICE 1-20.

3.11. Fracionamento do Extrato SA-F02 Czapek

O extrato SA-FO2 Czapek (113,7 mg) foi submetido a separacdo
cromatografica no equipamento Shimadzu com detector por arranjo de diodos
(Shimadzu SPD-M20A), com desgaseificador DGU-20A3 e injetor automatico
Shimadzu SIL-202, no modo preparativo em condicdo gradiente, com variacdo de
40% a 55% de MeOH/HO (com adi¢éo de 0,01% de Acido Férmico), durante 20
minutos, utilizando uma coluna Phenomenex Luna C18, 5um de dimensdes

250mm x 10,0mm, vazéo de 3,5 mL/min.
3.12. Obtencdo dos extratos brutos dos endoéfitos em escala ampliada

Os endofitos selecionados, SA-FO2 e SA-R03 foram cultivados em 8L de
Czapek e 24L de Extrato de Malte, respectivamente, do mesmo modo efetuado

em escala reduzida (Figura 9, pag.43).
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3.13. Fracionamento do Extrato SA-F02 Czapek obtido em escala ampliada,
por CLAEGprep.

O extrato SA-FO02 Czapek obtido em escala ampliada (710,6 mg) foi
submetido a separacdo cromatografica no equipamento Shimadzu com detector
por arranjo de diodos (DAD) (Shimadzu SPD-M20A), com desgaseificador DGU-
20A3 e injetor automético Shimadzu SIL-20A, no modo preparativo em condi¢cédo
gradiente, com variacao de 40% a 55% de MeOH/H20 (com adi¢do de 0,01% de
Acido férmico), durante 20 min, de 55% a 100% em 5 min, condicdo que
permaneceu por mais 10 min para limpeza, voltando a condic¢éo inicial em 5 min e
permanecendo assim por mais 5 min para condicionamento da coluna, utilizando
uma coluna Phenomenex Luna C18, 5um de dimensdes 250 mm x 10,0 mm,

vazao de 3,5 mL/min.

3.14. Fracionamento do Extrato SA-R03 Malte, obtido em escala ampliada,

por Cromatografia Liquida de Baixa Eficiéncia.

O extrato SA-R03 Malte (2,62 g) foi submetido a separacdo cromatografica
coluna aberta com 3,5 cm de diametro, 20 cm de altura e 120 g de fase
estacionaria reversa do tipo octadesil silano (C18), da marca Sorbent
Technologies, porosidade 60 A, tamanho das particulas 40 - 75 um (200-400
mesh); utilizando se como fase mével misturas dos solventes, H.O, MeOH, ACN e
AcOEt, originando 10 fragbes (SA-R03-Malte-30%, SA-R03-Malte-40%, SA-RO3-
Malte-45%, SA-R03-Malte-50%, SA-R03-Malte-55%, SA-R03-Malte-70%, SA-R03-
Malte-85%, SA-R03-Malte-MeOH, SA-R03-Malte-ACN, SA-R03-Malte-AcOEt onde

a % indica o quanto de MeOH havia em agua naquela fracao).

3.15. Fracionamento de SA-R03-Malte-40%.

O extrato SA-R03-Malte-40% (380,5 mg) foi submetido a separacédo
cromatografica no modo preparativo em condicdo isocratica de 18% de
MeOH/H20 (com adicao de 0,01% de acido férmico), durante 30 min, seguido por

um gradiente de limpeza e recondicionamento, utilizando uma coluna
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Phenomenex Luna C18, 5 um de dimensdes 250 mm x 10,0 mm, vazao de 3,5 mL

min.
3.16. RMN de 1H, 13C e bidimensionais

Os espectros de RMN de *H, 2C e bidimensionais das substancias puras
foram realizados em espectrometros Varian INOVA-600 operando em 600 MHz
para o nlcleo de *H e em 150 MHz para o nlcleo de '3C. Os extratos brutos foram
obtidos em Bruker INOVA-300 operando em 300 MHz para o nlcleo de 'H. Os
espectros dos extratos podem ser observados no Apéndice 21-40.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

S. alterniflora foi escolhida devido ao seu conhecido potencial de
biodegradacdo, inspirando-nos a verificar se alguns dos microrganismos

associados a ela poderiam ser os responsaveis por essa degradacao.

Os trés meétodos de esterilizacao foram eficientes, pois em nenhum deles foi
observado crescimento de microrganismos no controle negativo, o processo de
isolamento levou a 10 linhagens puras (Tabela 3), codificadas como SA-R01, SA-
R02, SA-R03, SA-R04, SA-R05, SA-F01, SA-F02, SA-F03, SA-F04 e SA-CO01, (SA
= Spartina alterniflora, R = raizes, C = caules, F = folhas) sendo posteriormente
preservados em “slants” (método Castelani) e depositados na micoteca do
Departamento de Bioquimica e Quimica Organica, IQ-UNESP. A avaliacdo da

pureza das linhagens foi realizada pela aparéncia uniforme das placas de cultivo.
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Tabela 3. Fungos isolados do caule, folhas e raizes de Spartina alterniflora

Fungos endofiticos isolados de Spartina alterniflora

Frente

Verso Frente

Verso

SA-

RO1

SA-R02

SA-R0O4

SA-

SA-FO1

RO5

Fonte: Elaborada pelo aljto (2016).

52



4.1. Extratos Brutos

Ao final do cultivo em escala reduzida o caldo fermentado foi separado do
micélio por filtracdo a pressao reduzida e submetido a particdo liquido/liquido com
AcOEt. A fragdo aquosa foi descartada e a organica foi evaporada fornecendo os

extratos brutos (Tabela 4).

Tabela 4. Massa dos extratos brutos obtida do cultivo dos endéfitos em Malte e
Czapek.

Fungos endofiticos Massas dos extratos (mg)
Malte Czapek

SA-RO1 332 0
SA-R0O2 92,0 22.4
SA-RO3 35.2 6
SA-R04 138,4 33.9
SA-R05 24,0 13.6
SA-FO1 92,2 34,0
SA-F02 118,7 113.7
SA-FO3 134,9 24.9
SA-F04 31,1 40,2*
SA-C01 37,7 6.9

*Houve contaminagdo em um dos trés meios de cultivo que foi descartado.
Fonte. Elaborado pelo autor (2017).

4.2.Perfil cromatografico dos extratos brutos obtidos em meios de Malte e
Czapek

Os cromatogramas dos extratos brutos obtidos em Malte e Czapek
(APENDICE 1-20, pag. 107-116), utilizando gradiente exploratério (CLAE-DAD)
apresentaram além de picos com diferentes absorbéancias, varios picos com
polaridades variando de média a alta, e boa resolucdo cromatogréfica.

Comparando os cromatogramas dos extratos brutos com os brancos, € possivel
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observar diversificada producdo de metabdlitos secundarios aromaticos (A = 254
nm) (excecao feita ao extrato bruto produzido por SA-FO4 em Czapek que quase
nao apresentou substancias neste comprimento de onda). Comparando-se 0s
extratos cultivados em Malte e Czapek, os extratos em Malte evidenciaram maior
variedade metabdlica o que pode ser justificado por Malte ser um meio de cultivo

mais rico em nutrientes.
4.3. Avaliagao antifungica

Este € um ensaio qualitativo que se baseia na inibicdo do crescimento do
microrganismo, quanto maior o halo maior € a inibicdo do microrganismo pelo
metabolito especifico. Como podemos observar na Figura 11, os extratos que nao
apresentaram inibicdo contra os fungos patogénicos C. cladosporioides, foram os
extratos 1, 2, 10, 11, 13 e 20. Os extratos que apresentaram substancias com forte
atividade foram 4, 5, 6, 8, 9, 14, 15, 16, 17, 18 e 21. Os demais extratos

apresentaram inibicdo dos patégenos variando de baixa a media intensidade.

Ainda na Figura 11, os extratos 1, 2, 3, 10, 11, 12, 13, 19 e 20 néo
apresentaram inibicdo contra os fungos patogénicos C. sphaerospermum. Os
extratos que apresentaram forte atividade foram 4, 6, 8 e 17, os demais extratos
apresentaram inibicdo do patégenos variando de baixa a media intensidade. Estes
resultados sugerem que estes microrganismos estejam desempenhando um papel

ecolégico, na protecdo da planta hospedeira contra possiveis fitopatégenos.
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Figura 11. Ensaio antifungico

C. cladosporioides

C. cladosporioides C. sphaerospermum

19 20 21 N 19 20 21 N

T 283 4 5 6§ 7 8 971 1112131415 1617 18N
C. sphaerospermum

i 2 3 45 6 7 8 9 10 111213 14 15 16 17 18 N

1 - MALT BR

2 —-SA-—CO1CzA
3 —SA—-CO01 MALT
4 —SA FO1 CZA

5 —SA FO1 MALT

6 —SA FO2 CZA

7 —SA— FO2 MALT
8 —SA—F03 CZA

9 —SA — FO3 MALT
10 —SA— F04 CZA

11 —SA—RO1 CZA
12 —SA— RO1 MALT
13 —SA — FO4 MALT
14 —SA — R02 CZA
15 —SA — R02 MALT
16 —SA — RO3 CZA
17 —SA — RO3 MALT
18 —SA— R04 CZA
19 —SA — R04 MALT
20 —SA RO5 CZA

21 —SA—R0O5 MALT
Extratos brutos: 400 ng
CHCI3: MeOH (87:13)

N — nistatina (5 ug)

Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

4.4. Avaliacao anticolinesterasica

Quando comparamos os resultados obtidos para a tacrina (Tabela 5) que é
uma substancia pura (controle positivo) e os resultados evidenciados na inibicdo
da enzima acetilcolinesterase para os extratos brutos produzidos pelos fungos
endofiticos associados a S. alterniflora, identificamos principalmente SA-R03 como
endofito com potencial na producdo de substancias potencialmente inibidoras da

enzima acetil colinesterase.

Devemos, também, estar atentos as andlises de RMN de 'H e CLAE-DAD
gue evidenciam a mistura complexa destes extratos. Esta observacdo aponta os
fungos endofiticos como fontes promissoras na busca de substancias com

potencial de inibir a enzima acetil colinesterase.
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Tabela 5. Resultados dos ensaios para avaliacéo da atividade anticolinesterasica.

Cddigo das Identificacdo % inibicdo ICER- % inibicéo
Amostras Amostras AChE ee ICER-AChHE hu
Tacrina* Tacrina* 95,0 89,7
1 Malte Br 13,159 4,57
2 SA-C01 Czapek 25,75 8,55
3 SA-C01 Malte 19,95 14,87
4 SA-F01 Czapek 24,35 16,27
5 SA-F01 Malte 24,55 27,45
6 SA-F02 Czapek 30,30 34,85
7 SA-F02 Malte 41,62 40,10
8 SA-F03 Czapek 15,61 29,07
9 SA-F03 Malte 32,80 42,49
10 SA-F04 Czapek 19,81 3,452
11 SA-F04 Malte 15,50 18,29
12 SA-R01 Czapek 15,40 10,51
13 SA-RO1 Malte 19,53 50,59
14 SA-R02 Czapek 44,60 59,11
15 SA-R02 Malte 50,42 59,13
16 SA-R03 Czapek 45,31 58,95
17 SA-R03 Malte 74,59 67,46
18 SA-R04 Czapek 56,39 64,36
19 SA-R04 Malte 60,53 55,35
20 SA-RO0O5 Czapek 57,08 56,69
21 SA-R05 Malte 43,72 63,22

* inibidor padrao acetilcolinesterase.
Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

4.5. Avaliagédo citotoxica

O método do MTT vem sendo utilizada no programa de screening do
National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000
amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um método rapido, sensivel, barato
e descrita inicialmente por MOSMANN, (1983), com capacidade de analisar a
viabilidade e o estado metabolico da célula. E uma analise colorimétrica baseada
na conversao do sal Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil )-2,5-difenil-2H-tetrazélio
(MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente
nas células metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do MTT
permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acao
(BERRIDGE et al., 1996).
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Um extrato quando atinge, para duas linhagens diferentes entre 0-50% &

considerado com pouca atividade, entre 50-75% atividade moderada e promissor

quando superior a 75% (ALMEIDA et al., 2014). Este indice este ndo alcancado por

nenhum dos extratos (Tabela 6), indicando que nenhum deles apresentou

potencial citotéxico frente as linhagens tumorais testadas.

Tabela 6. Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das amostras na
concentragdo de 50 pg/mL. Valores sdo a média + DPM (Desvio Padrédo da Média)

Amostra HCT-116 PC3 SF-295

N° Identificagdo (nigc)i/[i)a) PPN (n:gzﬁa) PFM (nigcoi/(i)a) PFM

1 MALTE BRANCO 1,88% 6,39% 36,12% 16,35% 8,41% 3,63%
2 SA-C01 CZAPEK 18,16% 9,40% 21,82% 0,84%  5,96% 6,83%
3 SA-CO1 MALTE 16,96% 2,13% 21,64% 6,66%  4,92% 0,78%
4  SA-FO1 CZAPEK 20,35% 0,32% 26,77% 4,47% 11,22%  1,90%
5 SA-FO1 MALTE 9,87%  8,95% 24,39% 2,280 1397% 1,73%
6 SA-F02 CZAPEK 21,18% 0,21% 30,34% 6,15% 6,63% 0,95%
7 SA-FO2 MALTE 25,40% 2,34% 28,56% 6,15%  2,35% 7,96%
8 SA-F03 CZAPEK 22,08% 8,10% 41,13% 10,28% 9,32% 0,43%
9 SA-FO3MALTE 68,20% 8,74% 46,13% 7,08% 44,48%  4,32%
10 SA-FO4 MALTE 31,27% 2,98% 12,47% 6,49% 517%  10,03%
11 SA-RO1 CZAPEK 9,12%  4,05% 33,86% 2,19% 10,30% 15,82%
12 SA-RO1 MALTE 11,08% 5,97% 44,17% 8,17% 15,13%  0,86%
13 SA-R02 CZAPEK 27,96% 7,25% 19,38% 8,17% 4,37% 1,30%
14 SA-R02 MALTE 1,06%  9,54% 39,16%  10,53% 22,47% 43,06%
15 SA-R03 CZAPEK 18,54% 0,53% 18,55% 4,13% 523% 22,57%
16 SA-RO3 MALTE 16,35% 1,92% 76,23% 9,52% 6,33% 1,82%
17 SA-R04 CZAPEK 20,57% 6,82% 14,85% 21,49% 0,15% 8,91%
18 SA-R04 MALTE 31,65% 11,40% 24,21% 2,53%  5,96% 4,76%
19 SA-RO5 CZAPEK 1,28% 10,87%  20,57% 9,86% 1,01% 3,98%
20 SA-RO5 MALTE 17,86% 16,84% 20,27% 10,62% 2,48%  15,31%

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).
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4.6. Avaliacado datoxicidade dos HPAs

Podemos observar na Figura 12 que, quase todos 0s microrganismos
toleraram a presengca dos 16 HPAs prioritarios até nas concentragdes mais
elevadas. No entanto, observamos que para os fungos endofiticos SA-CO01 (coluna
1) na concentracao de 0,7407 pug/mL (circulo marrom) e para SA-F04 (coluna 5) a

concentragéo de 0,0138 pg/mL (circulo vermelho) houve inibicdo do crescimento.

Estes dados séo preliminares e indicam que nestas concentracdes os HPAs

poderdo ser utilizadas para os testes de degradacao.

Figura 12. Limite de inibicdo do crescimento dos microrganismos por HPA's.

Concentragdes dos Coluna
HPASs (ug mL™?)

Controle negativo
0,0005 & &
0,0038 !
0,0074

1 - 1°fungo isolado do caule 2 - 1° fungo isolado da folha 3 - 2° fungo isolado da folha 4 - 3° fungo isolado da folha
5 - 4° fungo isolado da folha 6 - 1° fungo isolado da raiz 7 - 2° fungo isolado da raiz 8 - 3° fungo isolado da raiz
9 - 4° fungo isolado da raiz 10 - 5° fungo isolado da raiz

Fonte: Elaborada pelo autor (2018).

4.7. Avaliacdo darecuperagdo do método de extragdo

Os resultados de recuperacdo estdo sumarizados a seguir, na Tabela 7,
onde os valores que ndo atendem as especificacdes da ANVISA de intervalo de
recuperacédo de 70 - 120% e CV abaixo de 20% estédo destacados em vermelho. O
CV foi calculado com o desvio padréo dividido pela media aritimética e o resultado
multiplicado por 100.
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Tabela 7. Valores de recuperacéo (%) e coeficientes de variacao (%) do método aplicado.

n-HEXANO

n-HEXANO* | DICLOROMETANO ACETONA DICLOFEJ(_)_I;_/;ETANO ACIZ‘]I;T'(E))IQAAN(? 1) TE(T\:IL'?\SIO

REC CV REC CV REC CVv REC CV REC CV REC Cv
Naftaleno NQ - NQ - NQ - NQ - NQ - NQ -
Acenaftileno NQ - NQ - NQ - NQ - NQ - NQ -
Acenafteno NQ - NQ - NQ - NQ - NQ - NQ -
Fluoreno NQ - NQ - NQ - NQ - NQ - NQ -
Fenantreno NQ - NQ - 7 79 NQ - NQ - NQ -
Antraceno NQ - NQ - NQ - NQ - NQ - NQ -
Fluoranteno NQ - 7 153 28 54 7 12 26 97 13 62
Pireno NQ - 9 123 30 53 7 7 31 78 15 58
Criseno NQ - 19 163 50 49 9 65 91 91 27 62
Benzo(a)Antraceno 10 22 19 158 52 37 18 7 82 84 22 35
Benzo(b)fluoranteno 14 90 17 159 45 41 11 9 89 80 23 47
Benzo(k)fluoranteno 8 98 13 152 34 39 NQ - 58 75 12 54
Benzo(a)pireno 6 87 10 165 28 41 6 65 53 80 16 46
Indeno NQ - 7 162 19 36 6 12 38 74 9 35
Dibenzo 16 40 13 150 34 39 7 12 65 79 11 34
Benzo(ghi)perileno 15 30 13 121 30 44 7 66 54 77 13 27

REC: Recuperagéo

CV: Coeficiente de varia¢do

NQ: Nao Quantificavel

* Método de extragdo validado para Spartina alterniflora (SUGAUARA, 2022)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Segundo a ANVISA a validac&o analitica deve garantir, através de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados (ANVISA, 2022). A recuperacao é o
parametro que indica a veracidade do experimento em estudo, ou seja, 0 quanto o
valor de concentracdo encontrado ao final do experimento de extracdo se
aproxima da concentracdo que foi adicionada no processo de fortificacdo. De
acordo com os resultados obtidos nos experimentos de extragdo de HPAs, em
amostras de BDA, este método ndo é adequado para a extracdo de HPAs desta
matriz. Mesmo variando os solventes de extracdo o método nado foi capaz de
recuperar quantidade aceitavel dos compostos em estudo, pois os valores de
coeficiente de variagcdo obtidas foram muito além dos 20% aceitaveis e as

recuperacoes ficaram fora dos 70-140%.

A ndo adequacdo deste método de extracdo talvez tenha se dado pela
volatilizagcdo dos HPAs durante a liofilizacdo. No caso das interacdes dos HPAs
com a planta sdo muito mais intensas devido ao carater apolar de sua cera e
membranas, o0 que ndo ocorrer com nosso meio de cultivo, o qual tem
caracteristicas opostas. Possivelmente um método utilizando particdo
liguido/liquido seja mais eficiente.

4.8. Analise filogenética

SA-F02 e SA-R03 foram enviados para identificagdo e mostraram tratar-se
do mesmo microrganismo, sendo que a andlise filogenética (Figura 13) os
identificou como Annulohypoxylon stygium.
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Figura 13. A arvore filogenética de consenso de regra de maioria de 50% da
andlise bayesiana de sequéncias de a-actina Annulohypoxylon spp.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

O numero acima dos ramos indica valores de probabilidade posteriores. As
arvores sdo desenhadas em escala, com comprimentos de ramificacdo medidos

no numero de substituices por local. Visualizacdo da arvore (FIGTREE_V1.4.3,
2018).
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4.9. Avaliacdo dos compostos organicos volateis (COVs) de

Annulohypoxylon stygium

4.9.1. ldentificacdo dos compostos adsorvidos pela fibra (HS-SPME)

Para a identificagcdo dos compostos inicialmente foi calculado o indice de
retencdo de cada constituinte usando a equacdo de VAN DEN DOOL; KRATZ,
(1963), tendo como referéncia uma serie homologa de alcanos (Cg-Cao) (Figura
14).

Figura 14. Cromatograma da série homologa de alcanos Cg-Cao.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2018).

O indice de retencdo € o numero obtido pela interpolagdo do tempo de
retencdo do componente de interesse com o0s tempos de retencéo de dois padrdes
da série homodloga de alcanos eluidos imediatamente anterior e posterior ao

componente de interesse, como exemplificado na Figura 15.
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Figura 15. Determinacao do indice de retencao de Eucaliptol.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2018).

Calculado o IR (IRcal = 1032), a identificacdo do Eucaliptol foi feita pela
similaridade do espectro de massas por ionizacdo por elétrons (94%) comparado a
biblioteca de espectros (NIST, 2017; WILEY 7, 2018) (Figura 16), associado ao
indice de retencao da literatura, IR= 1034 (NIST).

Figura 16. Comparagéo do espectro de massas de A. Stygium com a biblioteca.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Seguindo esta mesma metodologia foi possivel identificar 26 substancias no

cromatograma (Figura 17) com 6 dias de cultivo (Tabela 8), e 46 substancias no

cromatograma (Figura 18) com 5 dias de cultivo (Tabela 9).

Figura 17. Cromatograma dos COVs de A. stygium com 6 dias de cultivo.

Beso,
53
Pa554

%/gj ; | f 2 22

100

225 250 275 30.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Tabela 8. COVs de A. stygium identificados com 6 dias de cultivo.

o7
o 158

_ IR IR Similaridade
Pico : . Composto
Experimental | Literatura (%)
2 - 738 93 3-Metil-1-butanol
3 - 736 97 2-Metil-1-butanol
7 841 843 88 Terc-butil etil cetona
8 874 873 94 4-Heptanona
11 926 926 95 a-Tujeno
15 973 976 95 Sabineno
17 991 993 95 Mirceno
18 1.004 1007 92 a-Felandreno
19 1.017 1016 95 a-Terpineno
20 1.025 1024 94 Cimeno
21 1.030 1032 92 Silvestreno
22 1.032 1034 92 Eucaliptol
23 1.039 1036 91 Z-Ocimeno
28 1.060 1059 95 y-Terpineno
30 1.089 1089 94 Terpinoleno
37 1.194 1193 94 a-Terpineol
43 1.397 1397 94 B-Elemeno
44 1.446 1447 91 a-Guaieno
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Continuagéo Tabela 8
1-Isopropil-4,7-dimetil-
46 1.482 1481 88 1,2,3,4,5,6-hexahidronaftaleno
47 1.485 1391 88 1-Elemeno
48 1.491 1486 88 B-Chamigreno
49 1.502 1504 83 y-Cadineno
52 1.515 1512 95 a-Bulneseno
53 1.519 1512 87 cis- Cariofileno
55 1.532 1531 82 cis-Calameneno
59 1677 1680 85 ?(ironlwacra-4(15),5,10(14)-tr|en-

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

Figura 18. Cromatograma dos COVS de A. stygium com 5 dias de cultivo.
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o koo, IS - - & i N Lﬁﬁ@[ ﬁ\"'z*% Lo JR 3 8 ¥ fﬁ/ FiE e 0 i
125 150 175 250

50 75 100 200 225

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Tabela 9. COVs de A. stygium identificados com 5 dias de cultivo.

Pico R . . R _— % Composto
Experimental | Literatura | Similaridade

1 - 599 96 Acido acético

3 - 738 97 3-Metil-1-butanol

4 - 736 96 2-Metil-1-butanol

10 (804 803 84 Etil butanoato

13 |856 859 85 Etil 3-metilbutanoato

15 (874 874 89 4-Heptanona

16 (878 876 98 Acetato de isoamila

17 |881 880 89 2-Metilbutil acetato

19 |927 926 95 a-Thujeno

20 |933 935 91 a-pineno
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Continuagéo Tabela 9

23 961 961 97 Benzaldeido

24 974 976 95 Sabineno

26 989 995 98 2,2,4,6,6-Pentametilheptana
27 991 993 94 Mirceno

29 |1.004 1006 92 a- Felandreno

31 |1.021 1024 91 p- Metilanisol

32 |1.025 1023 95 Cimeno

34 |1.032 1034 94 Eucaliptol

35 |1.039 1036 94 Z-Ocimeno

40 11.060 1059 94 y-Terpineno

42 11.072 1070 89 1-Octanol

53 |1.152 1159 94 Acetato de 2-etilhexila
55 [1.260 1256 88 Acetato de 2-feniletila
62 |1.346 1348 85 7-epi-Silfiperfol-5-eno
65 |1.360 1364 85 Ciclosativeno

71 |1.393 1393 88 a-lsocomeno

72 |1.398 1398 93 B-Elemeno

73 |1.403 1404 87 Isocariofileno

74 |1.410 1409 85 Longifoleno

75 |1.429 1423 94 - Cariofileno

76 |1.432 1438 90 B-Humuleno

77 |1.446 1440 94 a-Guaieno

78 |1.455 1452 92 -Barbateno

79 |1.463 1459 93 a-Humuleno

82 |1.479 1477 89 Alo-Aromadendreno
84 |1.485 1489 86 Valenceno

85 |1.492 1495 87 B-Chamigreno

88 |1.503 1504 90 y-Cadineno

89 |1.505 1496 86 a-Selineno

91 |1.515 1512 95 a-Bulneseno

93 |1.529 1537 80 Selina-3,7(11)-dieno
94 |1.532 1530 84 0-Cadineno

96 |1.538 1535 92 (E)-y-Bisaboleno

97 |1601 1605 93 Dietil Ftalato

99 |1.667 1655 93 Pogostol

100 | 1677 1674 81 Eudesma-4(15),7-dien-1B-ol

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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A maioria das substancias volateis produzidas por A. stygium sao
encontradas em composicdo de 6leos essenciais, que sdo utilizados, desde a
idade média, como fungicidas, bactericidas, virucidas, antiparasitario, inseticida,
com aplicagbes cosméticas e na medicina, sdo utilizados, principalmente, em
aplicacoes farmacéuticas, sanitarias, cosmeéticas, agricultura e alimenticia
(BAKKALI et al., 2008).

Oleos essenciais de Myrtus communis e Lavandula stoechas que
apresentam entre seus componentes majoritarios altos niveis de Eucalyptol, a-
pinene e a-thujene, substancias estas presentes em A. stygium, apresentaram
atividade fototoxica contra Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
thyphimurium, Bacillussubtilis, Staphylococcus aureus e Enterococcus feacalis
(ELIUZ; AYAS; GOKSEN, 2017) indicando um possivel papel ecoldgico entre a

planta e seus microrganismos hospedeiros.

Dentre os compostos identificados 16 podem ser observados durante
ambos os dias, 3-Metil-1-butanol, 2-Metil-1-butanol, 4-Heptanona, a-Thujeno,
Sabineno, Mirceno, a-Felandreno, Cimeno, Eucaliptol, Z-Ocimeno, y-Terpineno, B-
Elemeno, a-Guaieno, B-Chamigreno, y-Cadineno e a-Bulneseno se a producao
destes compostos ocorrerem durante maior periodos poderdo ser considerados

em estudos futuros de potenciais marcadores quimiotaxonémicos de A. stygium.

4.10. Fracionamento do extrato SA-F02-Czapek

A otimizacdo das condi¢cdes cromatograficas para o fracionamento do
extrato bruto SA-FO2 Czapek por CLAEana., evidenciou boa separagdo nas
condicbes testadas, indicando que o extrato bruto poderia ser submetido
diretamente a purificagdo. Os intervalos representados na Figura 19 foram
selecionados e conduziu ao isolamento das substancias 01 e 02 representadas na

Figura 20.
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Figura 19. Cromatograma CLAE-DAD do fracionamento de SA-F02-Czapek.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Figura 20. Fluxograma do fracionamento de SA-F02-Czapek obtido em escala
reduzida

SA-F02-Czapek
Escalareduzida
(113,7mg]

CLAE-PREP-Gradiente 40-60% em 20min
MeOH!HZO,O,Ol‘?-'oHCOOH

] |
Fragio 1 Fiacap 2 Fragho3 (" Facigd ) Fracio5 Frag4o6
0.8mg /é::j\ 05my 06mg 0.7 g

™
[}
Substancia 1 Substancia2
0,8mg \ 0,7ma /

| ] | | ] | |
Fracao7 Fracaod Fracao8 Fragao 10 Fracao 11 Fragao 12 Fracéo 13
05mg 0,3mg 0,3mg 0,7mg 0,5mg 08mg 6,2mg

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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4.11. Fracionamento do extrato SA-F02 Czapek obtido em Escala ampliada

A otimizacdo das condi¢cdes cromatograficas para o fracionamento do
extrato bruto SA-F02 Czapek em escala ampliada por CLAEana., evidenciou boa
separacdo nas condicdes testadas, indicando que o extrato bruto poderia ser
submetido diretamente a purificacdo. Os intervalos representados na Figura 21
foram selecionados e conduziu ao isolamento das substancias 01, 02, 03 e 04
representadas na Figura 22.

Figura 21. Cromatograma do fracionamento de SA-F02-Czapek em escala
ampliada

\ - A
N L/ W
\ ¥

1 1 2357 9 11 1315 17
00 3 4 6 8 10 12 14 186 18 19 20 21 22

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Figura 22. Fluxograma do fracionamento de SA-F02-Czapek obtido em escala

ampliada

-
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

4.12. Fracionamento do extrato SA-R03 Malte obtido em Escala ampliada

O fracionamento de SA-R03 Malte Escala Ampliada resultou em 10 fracdes

como pode ser observado na Figura 23.
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Figura 23. Fracoes de SA-R03-Malte-Escala ampliada

SA_R03 Malte
262

CC; C-18; MeOH/H,0; ACN; AcOEt como eluente

30%

40% 45% 0% 55% 70% 85% MeOH ACN AcOEt

= EEEEEEER

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

4.13. Fracionamento do extrato SA-R03-Malte-40%

Apoés a otimizacdo das condigcdes cromatograficas e fracionamento de SA-
R0O3-Malte-40% (380,5 mg) por CLAE conduziu a condicdes com boa separacao,

levando-nos a sele¢&o dos intervalos representados na Figura 24, possibilitando o

isolamento das substancias 01 e 02 representadas na Figura 25.

Figura 24. Cromatograma do fracionamento de SA-R03-Malte-40%

0.7%

050

025

0.00

025

raction 10 Vial 9
Fraction:12 Vial 11

Fraction 13 Vial 12

Fraction 15 Vial 14

Fraction 2 Vial 1
Fraction 7 Vial 6
raction 16 Vial 15

Fraction 4 Vial 3
Fraction 8 Vial 7

59 4 % 8§ 10 12 ® 14 15 3 2 © 4
3 5°7°9 11 13 15 1 18

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Figura 25. Fracdes de SA-R03-Malte-40%.

SA-R03 40%
380,5mg.
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1 | 1 I 1 | 1

r r
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| | |
Fragdo 8 Fracdo 10 Fracdo 11 Fragio 13 Fracdo 15
0.5me 29mg 04mg - i
Fracdo 9 Fracdo 12 Fracdo 14
0.5mg 0.7mg 0.9mg o

. R
Substancia 2
1.8mg

OH
Substaneia 1
2.3mg

Fragdo 16 Fragdo 17 Fragdo 18
05mg 03mg 11.2me

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

4.14. Identificacao estrutural da substancia 01

Figura 26. Estrutura da substancia 01

OH O

A substancia 01 (Figura 26) foi isolada a partir do fracionamento
cromatografico do extrato bruto codificado em SA-F02-Czapek-Fracao02 e obtido

do cultivo em pequena escala, por CLAEpep. O espectro de RMN de 'H
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evidenciou tratar-se de uma substancia com pureza suficiente para a

determinacao estrutural sem necessidade de purificacao.

No espectro de RMN de 'H (Figura 27) foram observados dois dubletos em
o1 6,18 (1H, d, J=2,4Hz) e on 6,61 (1H, d, J=2,4Hz), evidenciando um anel
aromatico tetrasubstituido com acoplamento meta. Também foram observados
sinais em oy 2,63 (1H, dd, 17,1 e 8,7Hz) e &n 2,97 (1H, dd, 17,1 e 4,2 Hz)
atribuidos ao mesmo carbono por HMQC (Figura 28) evidenciando dois
hidrogénios quimicamente ndo equivalentes. Adicionalmente foram observados
dois hidrogénios carbinolicos em &4 3,98 (1H, ddd, 4,2, 7,5 e 8,7Hz) e em &n 4,49

(1H, d, 7,5Hz) se acoplando evidenciando um diol vicinal.

Figura 27. Espectro de RMN de 'H da substancia 01 (CD30D, 600 MHz).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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Figura 28. Mapa de contorno de HMQC da substancia 01 (CDsOD, 600 e
125MHz).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

No experimento de COSY (Figura 29) pode-se visualizar a correlagéo entre
os hidrogénios H-2a«~H-2b«—H-3 e H3-H-4 que nos levou a estrutura parcial que

pode ser observado na Figura 30.
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Figura 29. Mapa de contorno de COSY da substéancia 01 (CD30D, 600 MHz).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

Figura 30. Estrutura parcial da substancia 01 e correlagces observadas em
COSsY.

2,63
H Y
R H 2,97
H 3,98
H

R 4,50

Estes dados associados as correlagbes observadas no experimento de
HMBC (Figura 31) permitiram identificar a substancia como 3,4-Dihidro-3,4,6,8-
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tetrahidroxi-1(2H)-naftalenona (Figura 32), que teve como seu primeiro relato
IWASAKI et al.,, (1973), isolado de Pyricularia oryzae. Testes realizados por
Evidente et al., 2016 indicaram LCso de 90.6ug mL? para Artemia salina L. um
crustaceo utilizado em estudos para toxicologia e ecotoxicologia onde doses

inferiores a 1000 pg/mL sdo consideradas toxicas.

Figura 31. Mapa de contorno de HMBC da substancia 01 (CDsOD, 600 e

125MHz)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Figura 32. Representacao esquematica das correlacbes observados no HMBC

Os dados de RMN de 'H, 3C e correlagées de COSY, gHMBC e HMQC
estdo sumarizados na Tabela 10.
Tabela 10. Dados de RMN *H e *3C (CDs0D, 600 e 125 MHz) de 01 (5 em ppm e
Jem Hz).

13C (5) 13C (6)

- i 1H (5) Exp IH (§) Lit* COSY  HMBC
Xp i

1 199,9 200,0
2,63(dd;8,7;17,12 2,63 (dd; 8,8;

2a 2b; 3 C4
Hz) 17,6Hz)
2 42,9 42,9
2,97 (dd; 4,2; 17,1 2,96 (dd; 4,4,
2a;3 C4
Hz) 17,6Hz)
3,97 (ddd;
3,98 (ddd ; 4,2; 7.5 2a; 2b;
3 70,3 70,4 3 4,4;/7,8; C1; Cda
; 8,7Hz) 4
8,8Hz)
4,49 (d; 7.8 C2; C3;
4 72,2 72,3 4 4,48 (d ; 7,5 Hz) 3
Hz) C5; C8a
42 147,0 143,0
6,60 (d; C4; C7;
5 106,9 106,9 5 6,61 (d; 2,4 Hz) 7
2,2Hz) C8a
6 165,2 165,0
6,17 (d; C5; C6.
7 101,0 101,7 7 6,18 (d ; 2,4, Hz) 5
2,2Hz) C8; C8a

8 165,2 165,7
8a 108,5 1147
Fonte: Elaborado pelo autor (2018) comparado com *CIMMINO et al., (2016).
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4.15. ldentificacéo estrutural da substancia 02

A substancia 02 (Figura 33) foi isolada a partir do fracionamento
cromatografico do extrato bruto codificado em SA-F02-Czapek-Fracédo04 obtido do

cultivo em pequena escala, por CLAE e em SA-R03-Malte-40%-Fracéo 15.

Figura 33. Estrutura da substancia 02

OH O

A substancia 02 apresentou os dados espectroscOpicos muito parecidos
com os da substancia 01, sendo a diferenca observada no padrao de substituicdo
do anel aromatico. Os dados de RMN de 'H (Figura 34) evidenciaram trés sinais
na regido dos aromaticos em on 7,6 (1H, t, J=7,8 Hz), dn 7,1 (1H, d, J=7,8Hz) e dn
6,9 (1H, d, J=7,8Hz), indicando um anel aromatico trisubstituido. Além de o1 12,3

(1H, s) indicando uma hidroxila quelada.
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Figura 34. Espectro de RMN de 'H da substancia 02 (DMSO-ds, 600 MHz).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Assim como para a substancia 01 foram observados sinais em 64 2,7 (1H,
dd, 7,2 e 17,4Hz) e &1 3,0 (1H, dd, 3,6 e 17,4 Hz) atribuidos ao mesmo carbono
por HMQC (Figura 35) evidenciando dois hidrogénios quimicamente n&o
equivalentes. Adicionalmente foram observados dois hidrogénios carbinolicos em
o1 4,0 (1H, ddd, 3,6, 6,6 e 7,2 Hz) e em &x 4,5 (1H, d, 6,6Hz) se acoplando

evidenciando um diol vicinal.
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Figura 35. Mapa de contorno de HMQC da substancia 02 (DMSO-ds, 600 e
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Fonte: Elaborada pelo autor (2020).
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No experimento de COSY (Figura 36) pode-se visualizar a correlagéo entre

0os H-2a~H-2b—H-3, H-3-H-4, H5-~H-6 e H6—H-7 que nos levou as estruturas

parciais que podem ser observados na Figura 37.
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Figura 36. Mapa de contorno de COSY da substancia 02 (DMSO-des, 600 MHZz).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Figura 37. Estruturas parciais da substancia 02.
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Estes dados associados as correlacées observadas nos mapas de contorno
do experimento de HMBC (Figura 38) permitiram identificar a substancia como
3,4-dihidro-3,4,8-trihidroxi-1(2H)-naftalenona (Figura 39), que teve como seu
primeiro relato IWASAKI et al., (1972), isolado de Pyricularia oryzae, esta
substancia apresenta atividade contra os fungos fitopatogénicos C.
cladosporioides e C. sphaerospermum (INACIO et al., 2006). A substancia 02
também apresenta atividade de inibicAo das enzimas Inosina monofosfato

desidrogenase (IMPDH), Proteina tirosina fosfatase 1B (PTPIB), Src-homologia
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fosfatossinfosfatase (SHP2) (NONG et al., 2013). Estudos realizados por XING et

al., (2019) mostraram a esta substancia como promissor farmaco antialérgico,

tendo ICso de 28,7 uM comparado ao controle positivo Loratadina ICso 91,6 pM.

Figura 38. Mapa de contorno de HMBC da substancia 02 (DMSO-ds, 600 e
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Figura 39. Representacao esquematica das correlacdes observados no HMBC

Os dados de RMN de 'H, 3C e correlagées de COSY, gHMBC e HMQC
estdo sumarizados na Tabela 11

Tabela 11.Dados de RMN 'H e 3C (DMSO-ds, 600 e 125 MHz) de 02 (5 em ppm

eJemHz)
13C (6) 13C (6)
: 'H (d) Exp H () Lit* COosYy HMBC
Exp Lit*
1 2044 204,53
2,65 (dd; 7,2; 2,88 (g; 8,1;
2a 2b; 3 C4
17,4 Hz) 17,3 Hz)
2 43,5 43,75
3,00 (dd; 3,6; 2,96 (g; 5,0;
2b 2a;3 C4
17,4 Hz) 17,5 Hz)
3,98 (ddd ; 3,6;
3 70,0 70,45 3 4,27 (m) 2a; 2b; 4 C1; Cda
6.6 ; 7,2Hz)
C2; C5;
4 71,3 71,30 4 4,49(d;6,6 Hz) 4,84 (d; 8,0Hz) 3
C8a
4a 145,9 145,65
C4; C7;
5 119,8 120,09 5 7,07(;78Hz) 7,09(d;7,5Hz) 6
C8a
6 137,3 138,02 6 7,56 (t;7,8Hz) 7,52 (t; 7,5 Hz) 5,7 C4a; C8
7 116,4 117,87 7 6,86(d;78 Hz) 6,85(d;7,5Hz) 6 C5; C8a
161,0 163,14
8a 115,7 116,76
9 12,3 (s) C7; C8a

Fonte: Elaborado pelo autor (2018) comparado com OUCHBANI et al., (2012).
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4.16. ldentificacdo estrutural da substancia 03

A substéncia 03 (Figura 40) foi isolada ap0s fracionamento do extrato bruto
produzido em escala ampliada SA-F02-Czapek-Fracdoll em escala ampliada.

Figura 40. Estrutura da substancia 03

A substancia 03 apresentou os dados espectroscOpicos muito parecidos
com os da substancia 02, sendo que a principal diferenca observada foi a
auséncia de um carbono carbindlico, sugerindo a reducédo de C-3 ou C-4 para
CHoa.

Os dados de RMN de 'H (Figura 41) evidenciaram trés sinais na regido dos
aromaticos em o1 7,5 (1H, dd, J=7,8 e 8,4 Hz), 64 7,1 (1H, d, J=7,8 Hz) e &1 6,9
(1H, d, J=8,4 Hz), indicando um anel aromatico trisubstituido. Foram observados
via gHMQC (Figura 42) sinais em &1 2,1 (1H, m) e &n 2,3 (1H, m) acoplando com o
mesmo carbono (8c.31,1) evidenciando dois hidrogénios quimicamente nao
equivalentes e sinais em o1 2,7 (1H, ddd, J=4,8; 9,6 e 18,0 Hz) e dn 2,9 (1H, ddd,
J=4,8; 7,2 e 18,0 Hz) acoplando com o mesmo carbono (&: 34,5) evidenciando
outros dois hidrogénios quimicamente ndo equivalentes. Adicionalmente foi

observado um hidrogénio carbinolico em &x 4,9 (1H, dd, 3,6, e 8,4Hz).
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Figura 41. Espectro de RMN de 'H da substancia 03 (CDsOD, 600 MHz).
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Figura 42. Mapa de contorno de gHMQC da substancia 03 (CD30D, 600 e

125MHz)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

No experimento de COSY (Figura 43) pode-se visualizar a correlagéo entre
os H-2a—H-2b<H-3a<-H-3b, H-3a<-H-3b—H-4, H-5-H-6 e H-6<H7 que nos

levou as estruturas parciais que observadas na Figura 44.
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Figura 43. Mapa de contorno de COSY da substancia 03 (CD30D, 600 MHz).
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Figura 44. Estruturas parciais da substancia 03.

R

(H R R HH'\)
H : NN
N N

/

Estes dados associados as correlacées observadas nos mapas de contorno
do experimento de HMBC (Figura 45) permitiram identificar a substancia 03 como
3,4-dihidro-4,8-dihidroxi-1(2H)-naftalenona (Figura 46). Testes realizados por LI, et

al., (2012), indicaram atividade antifingica para fitopatdgenos com concentracao
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inibitéria minima de 12,5 pg/mL para Botrytis cinerea, Alternaria solani, A.

alternata, Gibberella saubinettii e Colletotrichum gloeosporioides de 50,0 pug/mL

para Fusarium solani e F. oxysporum f. sp. vasinfectum e de 25,0 uyg/mL para F.

oxysporum f. sp. niveum. alem de LCso de 52.7ug/mL para Artemia salina.
Adicionalmente HOLLER; KONIG; WRIGHT, (1999) relataram a inibicdo de

Eurotium repens; e Ustilago violacea em concentragdes de 50,0 ug/mL.

Figura 45. Mapa de contorno de HMBC da substancia 03 (CD3OD, 600 e

125MHz)
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Figura 46. Representacao esquematica das correlacdes observados no HMBC

Os dados de RMN de H, 13C e correlacdes de COSY, gHMBC e HMQC

estao sumarizados na Tabela 12.

Tabela 12. Dados de RMN de 'H e *3C (CDsOD, 600 e 125 MHz) da substancia 03

(6 em ppm e J em Hz)

13C (6) 13C (6)

: H (8) Exp 'H (d) Lit* COoSsY HMBC
Exp Lit*
1 204,8 206,0
2,7 (ddd ; 4,8; 9,6; 2b; 3a;
2a 2,62 (m) C4
18,0 Hz) 3b
2 34,5 36,3
2,9 (ddd; 4,8; 7,2; 2,78 (dt; 4,8; 2a; 3a;
2b C4
18,0 Hz) 9,9; 18,2 Hz) 3b
2a; 2b;
3a 2,1 (m) 2,00 (m) C1; Cda
3b; 4
3 31,1 33,0
2,3 (ddd ; 4,2; 8,4; 2a; 2b;
3b 2,20 (m) C1; Cda
16,5Hz) 3a; 4
4,9 (dd; 3,6; 8,4
4 66,5 68,2 4 Ho) 4,61 (m) 3a;3b C2; C5; C8a
z
43 1471 149,5
7,00 (d; C4; C7,
5 117,4 118,7 5 7,1(d; 7,8 Hz) 6
7,45Hz) C8a;
7,5(dd;7,8;84 7,42 (d; 7,95
6 136,5 1379 6 5,7 C4a; C8
Hz) Hz)
6,71 (d; 8,2
7 116,3 1175 7 6,9 (d; 8,4 Hz) H2) 6 C5; C8a
z

8 162,2 163,7

8a 1150 116,0

Fonte: Elaborado pelo autor (2018) comparado com *ZHU et al., (2008).
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4.17. ldentificacéo estrutural da substancia 04

A substancia 04 (Figura 47) foi isolada apds fracionamento cromatografico do
extrato bruto SA-F02-Czapek-Frac&ol5 obtido em escala ampliada

Figura 47. Estrutura da substancia 04

No espectro de RMN de 'H (Figura 48), foram observados dois singletos
largos em &n 6,3 (2H, s) e dx 6,4 (1H, s). Também foram observados sinais em dx
1,3 (3H, d, 6,0 Hz) e 81 2,6 (2H, m), alem de um hidrogénio carbindlico em & 4,2
(1H, m).
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Figura 48. Espectro de RMN de 'H da substancia 04 (CDsOD, 600 MHz).
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No experimento de COSY (Figura 49) pode-se visualizar a correlagéo entre
os hidrogénios H-11-H-10-H-9, o que somados as integracdes nos levou a

estrutura parciais que podem ser observados na Figura 50.
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Figura 49. Mapa de contorno de COSY da substancia 04 (CD30D, 600 MHz).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Figura 50. Estruturas parciais da substancia 04 e correlacdes observadas em
COSY.

Y

Pela andlise dos experimentos gHMQC (Figura 51) foi possivel observar a
correlagao entre dn 6,4<>0¢ 105,5, dH 6,3<>0¢ 101,5, dH 6,3<>0¢ 102,4, dH 1,3<>0c
21,8, 04 2,6650c 42,3, 04 4,20¢ 64,6.
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Figura 51. Mapa de contorno de gHMQC da substancia 04 (CD30D, 600 e
125MHz)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Estes dados associados as correlacées observadas nos mapas de contorno
do experimento de HMBC (Figura 52) mostraram tratar-se de uma substancia com
um anel aromatico tetrasubstituido com dois hidrogénios em x4 6,33 (mesmo
deslocamento) um em &+ 6,39 pertencente a uma dupla ligacdo conjugada com o
sistema aromético. Permitindo identificar a substancia 04 como 6,8-dihidroxi-3-(2-
hidroxipropil) isocoumarina (Figura 53). Estudos realizados por ZHANG et al.,
(2019) revelaram atividade antimicrobiana da substancia 04 contra
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Bacillus

cereus e Klebsiella pneumonia.
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Figura 52. Mapa de contorno de HMBC da substancia 04 (CDsOD, 600 e

125MHz)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Figura 53. Representacao esquematica das correlacbes observados no HMBC

Os dados de RMN de 'H, 13C e correlagcdes de COSY, gHMBC e HMQC

estao sumarizados na Tabela 13.
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Tabela 13. Dados de RMN *H e 13C (CDsOD, 600 e 125 MHz ) de 04 (5 em ppm e

Jem Hz)
13C (6) 13C (6)
: H H (8) Exp 'H (o) Lit* COSsY HMBC
Exp Lit*
1 166,4 167,0
3 154,8 156,4
C5; C8a;
4 105,5 106,3 4 6,39 (s) 6,54(s)
C9
4a 139,8 140,9
C4; C7,
5 102,4 103,3 5 6,33 (s) 6,49(d; 1,8Hz)
C8a;
6 165,9 166,4
7 101,5 102,1 7 6,33 (s) 6,53(d; 1,8Hz) C5; C8a;
8 163,4 164,3
8a 98,2 99,7
C3; C4;
9a 2,60 (m) 2,72 (m) 9b; 10
C10; C11
9 42,3 43,81
C3; C4;
9b 2,62 (m) 2,72 (m) 9a; 10
C10; C11
4,28 (m; 9a; 9b;
10 64,6 69,61 10 4,2 (m) C3
6,18Hz) 11
1,3(d; 6,0 1,35 (d; 6,18
11 21,8 27,7 11 10 C9; C10
Hz) Hz)

Fonte: Elaborado pelo autor (2019) e comparado com GREMAUD; TABACCHI, (1994).
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5. CONCLUSOES

Confiamos que os resultados obtidos neste trabalho auxilie na
compreensao da diversidade quimica produzida pelo fungo endofitico A. stygium
tendo em vista os poucos estudos direcionados a este microrganismo.

Os fungos endofiticos isolados, produziram extratos bioativos contra C.
cladosporioides e C. sphaerospermum, principalmente A. stygium que apresentou
forte atividade de inibicdo destes fungos fitopatogénicos. Esta observacao,
levando-se em consideracdo que os microrganismos foram isolados das folhas
caules e raizes saudaveis devem estar exercendo um importante papel ecoldgico
na espécie hospedeira indicando, mesmo que preliminarmente, uma possivel
simbiose planta-endofito.

A atividade citotoxica nos extratos ndo foi promissora, assim como a
atividade anticolinesterasica onde somente o extrato de Malte de A. stygium
apresentou-se como candidato viavel a producao de metabdlitos bioativos.

Os métodos de extracdo de HPAs em PDA, mesmo ja validado para
matrizes mais complexas como a planta (Spartina alternifiora) e solo
(SUGAUARA, 2022), ndo se apresentou como um método adequado para
extracdo destes compostos nesta matriz.

O estudo dos COVs resultou na identificacdo de 56 diferentes substancias
entre o quinto e sexto dia de crescimento, onde 16 foram observadas em ambos
os dias. Se a producdo destes compostos ocorrerem constantemente, durante um
periodo maior, eles podem ser considerados, para estudos futuros, como
marcadores quimiotaxonémicos de A. stygium.

As Naftalenonas, isoladas neste trabalho, sdo conhecidas por apresentar
diversas atividades biol6gicas como antifungica, inibidores de enzimas, além de
potencial farmaco ja que a substancia 02 apresentou IC50 menor que o padréo
Loratadina, 28,7uM contra 91,6uM como antialérgico.

Destaca-se ainda a identificacdo de, 6,8-Dihidroxi-3-(2-hidroxipropil)

isocoumarina (04) que apresenta atividade antimicrobiana contra Staphylococcus
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aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Bacillus cereus e Klebsiella
pneumonia.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo encorajadores e enriquece o0
conhecimento sobre a diversidade quimica de A. stygium, onde a identificacao de
substancias encontradas reforcam a premissa da simbiose planta-hospedeiro.
Neste caso entre A. stygium e Spartina alterniflora, além de demonstrar o
potencial deste microrganismo na producdo de metabdlitos com potencial para
serem utilizados na industria farmacéutica e contribuir para o estudo de produtos
naturais da biodiversidade brasileira.

A maior contribuicao deste trabalho foi o inicio da compreenséo do potencial
quimico e consequentemente biolégico de A. stygium, onde € esperado que a
partir deste surjam mais estudos neste sentido. Deste modo no futuro a correlacéo
entre A. stygium e a planta hospedeira fique mais compreensivo e que com essas

informagdes possamos influenciar este ecosistema.
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APENDICE 1. Cromatograma de SA-C01 em Czapek.
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APENDICE 3. Cromatograma de SA-FO1 em Czapek.
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APENDICE 5. Cromatograma de SA-F02 em Czapek.
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APENDICE 7. Cromatograma de SA-FO3 em Czapek.
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APENDICE 8. Cromatograma de SA-FO3 em Malte.
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APENDICE 9. Cromatograma de SA-FO4 em Czapek.

V(x10,000)
SA F04 Czapek 254nm B Solvente
3.09 T M
H‘ B Branco
1 1 \"\
2.0
H H @ Extrato

-2.04

00 50 10.0 15.0 200 25.0 30.0 35.0 400 a0  ‘min

APENDICE 10. Cromatograma de SA-F04 em Malte.
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APENDICE 11. Cromatograma de SA-R01 em Czapek.
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APENDICE 12. Cromatograma de SA-R01 em Malte.
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APENDICE 13. Cromatograma de SA-R02 em Czapek.
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APENDICE 14. Cromatograma de SA-R02 em Malte.
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APENDICE 15. Cromatograma de SA-R03 em Czapek.
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APENDICE 16. Cromatograma de SA-R03 em Malte.
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APENDICE 17. Cromatograma de SA-R04 em Czapek.
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APENDICE 18. Cromatograma de SA-R04 em Malte.
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APENDICE 19. Cromatograma de SA-R05 em Czapek.
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APENDICE 20. Cromatograma de SA-R05 em Malte.
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APENDICE 21. Expectro de RMN de H 300Hz em CD30D de SA-C01 em Czapek.
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APENDICE 22. Expectro de RMN de *H 300Hz em CD30D de SA-C01 em Malte.
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APENDICE 23. Expectro de RMN de *H 300Hz em CD30OD de SA-FO1 em Czapek.
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APENDICE 24. Expectro de RMN de H 300Hz em CD30D de SA-FO1 em Malte.
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APENDICE 25. Expectro de RMN de H 300Hz em CD3OD de SA-F02 em Czapek.
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APENDICE 26. Expectro de RMN de H 300Hz em CD30OD de SA-FO2 em Malte.
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APENDICE 27. Expectro de RMN de H 300Hz em CD30OD de SA-FO3 em Czapek.
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APENDICE 28. Expectro de RMN de H 300Hz em CD30D de SA-FO3 em Malte.
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APENDICE 29. Expectro de RMN de H 300Hz em CD30OD de SA-FO4 em Czapek.
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APENDICE 30. Expectro de RMN de H 300Hz em CD30D de SA-FO4 em Malte.
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APENDICE 31. Expectro de RMN de H 300Hz em CD30D de SA-R01 em Czapek.
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APENDICE 32. Expectro de RMN de H 300Hz em CD30D de SA-R01 em Malte.
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APENDICE 33. Expectro de RMN de H 300Hz em CD30D de SA-R02 em Czapek.
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APENDICE 34. Expectro de RMN de H 300Hz em CD30D de SA-R02 em Malte.
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APENDICE 35. Expectro de RMN de H 300Hz em CD30D de SA-R03 em Czapek.
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APENDICE 36. Expectro de RMN de H 300Hz em CD30D de SA-R03 em Malte.
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APENDICE 37. Expectro de RMN de H 300Hz em CD30D de SA-R04 em Czapek.
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APENDICE 38. Expectro de RMN de H 300Hz em CD30D de SA-R04 em Malte.

Fernando_SA_R04_Malt_presat

400

350

300

250

200

150

100

u 50

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

4.0
f1 (ppm)

134



APENDICE 39. Expectro de RMN de H 300Hz em CD30D de SA-R05 em Czapek.
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APENDICE 40. Expectro de RMN de *H 300Hz em CD30D de SA-R05 em Malte.
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