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RESUMO

Fungos sao organismos que podem ser encontrados nos mais diversos
habitats e constituem um dos maiores grupos sobre a Terra. Em particular,
os fungos endofiticos associados a espécies vegetais, sao excelentes
produtores das mais diversas classes de metabodlitos secundarios, sendo
uma fonte promissora e racional na obtencado de prototipos para os mais
diversos usos terapéuticos. Os endofitos do género Xylaria pertencentes a
familia Xylareaceae, constituem um grupo de espécies que produzem
substancias que apresentam as mais diversas atividades biologicas como
antitumorais, antibioticas, entre outros. Dentro deste contexto, neste
trabalho avaliamos a producao de griseofulvina, um metabdlito secundario
produzido por Xylaria spp., € de utilizacao na terapéutica animal e humana.
Também foi realizado o estudo quimico e biolégico de sete espécies diferentes
de fungos endofiticos do género Xylaria. Estes foram cultivados em meios
liquidos comerciais (MDB, Czapek, YM, EM e Nutrient) e solidos (arroz e
milho) para obtencao dos extratos brutos, totalizando 49 extratos. Cinco
evidenciaram a producao de griseofulvina e foram submetidos a analises por
RMN de 'H e CLAE-DAD para a deteccao e quantificacao desta substancia,
respectivamente. O fungo que apresentou maior producao de griseofulvina
foi o Xylaria sp., codificado como PR-03 e cultivado em Czapek. Neste meio
foi realizado o estudo de aplicacao de estimulos, tais como agitacao e luz,
utilizando planejamento experimental visando a maximizacao da producao
desta substancia, o que culminou em um aumento significativo desta
producao. Paralelamente, todos os extratos obtidos foram submetidos a
bioensaios para verificacdo das atividades antitumoral, antifungica, e
anticolinesterasica. Dois extratos que apresentaram perfis quimico e
biologico promissores foram submetidos a fracionamento cromatografico
para isolamento e identificacdo de substancias. As substancias isoladas
tiveram suas estruturas determinadas ou elucidadas por técnicas de RMN
uni e bidimensionais, Espectrometria de Massas, UV, entre outras. De
Xylaria sp. CSY-06 foram isoladas e identificadas seis substancias: kigelina,
demetilkigelina, xylariolideo D, dankasterona A, 6-hidroxi-3-metil-7,8-
dimetoxi-3,4-dihidroisocumarina e 5-butil-6-hidroximetil-2H-piran-2-ona
sendo as duas ultimas inéditas. De Xylaria sp. PR-03 foram isoladas dez
substancias, sendo oito identificadas como: declorogriseofulvina,
griseofulvina, acido 2-hexilideno-3-metil-butanodioico, e as citocalasinas B,
Z>, F, B2, e T. Os estudos com endofitos Xylaria sp. visam contribuir e
fornecer subsidios para maior conhecimento sobre a constituicdo quimica
dos extratos analisados, e relacionar a sua composicdo com a interacao
micro-organismo e espécie vegetal, levando a compreensao da funcao
ecologica existente.

Palavras-chave: fungos endofiticos. Xylaria sp. griseofulvina. Cerrado.



ABSTRACT

Fungi are organisms that can be found in a diversity of habitats and
constitute one of the largest groups on Earth. In particular, the endophytic
fungi associated with plant species are excellent producers of several classes
of secondary metabolites, as well a promising rational source in obtaining
prototypes for several therapeutic effects. Endophytes of the genus Xylaria
belong to Xylareaceae family, are a group of species that produce substances
with potential biological activities, including antitumoral, antibacterial,
among others. In this context, this study evaluated the optimal condictions
of griseofulvin-producing endophytic fungus from Xylaria spp., for
application in animal and human therapy. It was also conducted chemical
and biological study of seven different species of endophytic fungi of the
genus Xylaria. The fungal strain was cultivated in commercial liquid (Potato
Dextrose Broth, Czapek, Yeast Medium, Malt Extract and Nutrient) and solid
media forms (rice and corn) to obtain the crude extracts (n= 49). Five
samples showed griseofulvin production and were analyzed by !H NMR and
HPLC-DAD for the detection and quantification of the substance,
respectively. The fungus that showed higher production of griseofulvin was
Xylaria sp., encoded as PR-03 and cultured in Czapek. In this environment,
the experiments design under light and shaker induced stimulus were
performed in order to improve the production of the substance. It was
observed a significant increase of production under both conditions. At the
same time, all the extracts were submetted to bioassays for evaluation of
antitumor, antifungal, and acetylcholinesterase activities. Two extracts that
revealed promising chemical and biological profiles were subjected to
chromatographic fractionation for isolation and identification of substances.
Two compounds had their structures determined or elucidated by NMR uni
and bidimensional techniques, mass spectrometry, UV, among others. In
Xylaria sp. CSY-06 were isolated and identified six substances kigelin,
demetilkigelin, xylariolideo D, dankasterone A, 6-hydroxy-7,8-dimethoxy-3-
methyl-3,4-dihydroisocumarin and 5-butyl-6-hydroxymethyl-2H-pyran-2-
one with the last two unpublished. In Xylaria sp. PR-03 were isolated ten
substances, eight identified as declorogriseofulvin, griseofulvin, 2-
hexylidene-3-methyl-butanedioic acid, and cytochalasins B, Z», F, B2, and T.
Studies with endophytes Xylaria sp. aim to contribute and provide support
for greater knowledge about the chemical composition of the extracts
analyzed, and relate its composition to the micro-organism interaction and
plant species, leading to understanding of the ecological function.

Keywords: Endophytic fungi. Xylaria sp. griseofulvin. Cerrado.
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Introducao

1 INTRODUCAO

1.1 Quimica de Produtos Naturais e micro-organismos

Pode-se dizer que o interesse do homem pelas substancias quimicas,
que o rodeiam, € tdo antigo como o proprio homem e que o reconhecimento
das propriedades quimicas de tais substancias, numa época em que a
palavra quimica ainda nao era conhecida, esta associado com a sua propria
sobrevivéncia no planeta. E que desde muito cedo e de forma bem
rudimentar a espécie humana utiliza os produtos naturais, seja na
alimentacdo, na caga, na medicina, ou em rituais religiosos, entre outras
formas. !

Durante grande parte da historia a natureza tem fornecido, de forma
expressiva, uma grande quantidade de medicamentos para o tratamento de
diversas doencas, sendo que a ingestao de ervas e folhas tenha constituido
uma das primeiras formas de utilizacao dos produtos naturais para este fim.
Descricoes sobre a utilizacdo de produtos naturais na medicina, realizada
pelo homem, datam desde as sagradas escrituras. No Papiro de Ebers
enumeram-se mais ou menos 100 doencas e um grande numero de drogas
de natureza animal e vegetal. !

Por volta do século XIX, os avancos no conhecimento cientifico levaram
a descoberta de substancias bioativas, frequentemente relatadas como
produtos naturais e se deu o inicio da fitoquimica. 2

Compreendem-se como produtos naturais os bioprodutos obtidos a
partir de plantas, animais, e micro-organismos, € que podem ser utilizados
para seu beneficio. As propriedades bioativas dos produtos naturais sao
atribuidas a diversidade e complexidade estrutural dos metabdlitos
secundarios. 3

Dentro deste contexto, os produtos naturais sao divididos em dois
grupos: metabolitos primarios e metabolitos secundarios. Os metabdlitos
primarios estao relacionados aos processos essenciais a vida, amplamente
distribuidos em plantas e micro-organismos, ou seja, sao comuns a estas
espécies. Os metabodlitos secundarios sdo produtos do metabolismo especial,

biossintetizados a partir do metabolismo primario. Grande parte dos
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principios ativos responsaveis pela atividade biolégica de uma planta é
atribuida aos metabodlitos secundarios presentes, que englobam as classes
de substancias como terpenos, alcaloides, compostos fenodlicos e
policetideos. 4

Sao varias as utilidades dos produtos naturais, sendo que o seu
estudo tem contribuido enormemente para o desenvolvimento de diversas
areas. Suas maiores contribuicées sdao na utilizacdo como suplementos na
industria alimenticia, intermediarios utilizados na industria farmacéutica e
agroquimica, e na industria de cosmeéticos. >

Contribuindo para a enorme importancia dos produtos naturais, os
micro-organismos também comecaram a ser investigados como fonte de
principios bioativos. Os fungos passaram a serem estudados quimicamente
apos a descoberta acidental da penicilina G, por Fleming (1928), um
poderoso antibiético produzido por Penicillium notatum. ©

Deste modo, nos ultimos anos os micro-organismos receberam atencao
especial por parte da industria e dos pesquisadores de produtos naturais. Os
avancos obtidos no campo da biotecnologia, aliado ao emprego de técnicas
modernas de fracionamento quimico, elucidacdo e triagem na busca por
novos prototipos bioativos, tém revelado seu potencial em fornecerem novas

substancias quimicas bioativas, 7“ com utilizacdo nas mais diversas areas.

1.2 Fungos — aspectos gerais

Fungos sao organismos que utilizam como fonte de energia compostos
organicos (quimiorganotroficos), cujo corpo pode ser unicelular
(leveduriforme) ou pluricelular (filamentoso). 8 Sao encontrados em
diferentes lugares, como agua, solo, ar, animais e plantas, ° devido as
condicoes simples de temperatura (~ 25°C), pH ligeiramente acido, condicoes
aerobias ou anaerObias necessarias para o seu crescimento. !0 Os fungos sao
divididos em varios grupos como coprofilos, micoparasitas, termofilos,
epifiticos, endofiticos, entre outros. 1!

Estes organismos sao descritos por uma caracteristica universal que é
a impossibilidade de realizar a fotossintese e desprovidos de clorofila,

portanto sao heterotroficos. Com isto, os fungos adquirirem seus nutrientes
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no meio ambiente em que vivem ou de organismos mortos, além disso,
alguns fungos sao capazes de desenvolver uma relacao simbiotica com seus
hospedeiros. 12

Os fungos ocorrem basicamente em trés modos de vida: simbiético,
parasitico e saprofita. Quando associados as plantas, assumem varios tipos
de interacoes, sendo as simbioticas as que conferem a ambos os organismos
diversas vantagens, produzindo ou induzindo a producao de metabdlitos que
podem auxiliar a planta evitando o ataque de herbivoros, no aumento da
tolerancia a estresses abioticos e no controle de ataque de insetos ou outros
micro-organismos. !3 Por outro lado, eles sao capazes de sequestrar
metabolitos produzidos pelas plantas que irdo atuar como defesa quimica,
ou produzi-los em resposta a pressao exercida por outros micro-organismos
endofiticos ou fitopatogenos ou até mesmo por predadores. 14

Nas associacoes parasitarias o fungo vive dentro da planta, de onde
obtém o alimento necessario para seu desenvolvimento. Neste caso,
geralmente o metabolismo secundario do fungo é prejudicial a planta, ou
pelo consumo de seus elementos vitais ou pela biossintese de substancias
toxicas as plantas. O parasitismo esta relacionado a patogenicidade e pode,
eventualmente, levar a planta a morte. 15

Os fungos que vivem na forma de saprofitas obtém seus alimentos de
substancias organicas em decomposicao, eles criam estruturas reprodutoras
a partir do micélio, sendo de grande importancia no ecossistema. 16

Com relacdao a ocorréncia e biodiversidade, os fungos constituem o
segundo maior grupo de espécies sobre a terra, perdendo apenas para os
insetos. Estimativas sugerem que existam aproximadamente 5,1 milhoes de
espécies diferentes, sendo que, menos de 5% foram descritas. 9 17 Assim
tem-se constatado nos ultimos anos uma urgente necessidade em se estudar

a quimica dos fungos, temendo-se a perda da biodiversidade. 6. 18

1.3 Fungos endofiticos
O termo endofitico ocorreu em 1866, quando De Bary apresentou ao
mundo que “endéfito € qualquer organismo que ocorre dentro dos tecidos

vegetais”. Entretanto, a definicao mais amplamente citada foi dada por
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Petrini em 1991 afirmando que endofitos sao "todos os organismos que
habitam os 6rgaos da planta que, em algum momento de sua vida, podem
colonizar tecidos internos da planta sem causar dano aparente para o
hospedeiro”. Mais tarde, Bacon e White propuseram uma definicdo mais
conclusiva e amplamente aceita: "endofitos sao micro-organismos que
colonizam tecidos internos das plantas, sem causar efeitos negativos
imediatos”. 19, 20 A definicao dada por Strobel (2013) de que “fungos
endofiticos sao encontrados em toda a natureza e habitam os espacos intra e
intersticiais dos tecidos vegetais sem provocar nenhuma evidéncia externa
aparente de sua presenca na planta”, € a mais atual. 2!

Um fungo endofitico encontra-se em um processo de relacionamento
biologico com a planta hospedeira, no entanto, seu papel na vida das plantas
¢ pouco compreendido. Alguns autores descrevem que os endoéfitos podem
ser patogenos, mas, que estdo em estado latente. No entanto, o que decide se
um endofito € inofensivo ou prejudicial € o equilibrio entre as demandas da
invasdo de fungos e a resposta da planta, sendo que uma vez
desequilibradas, o endofito pode se transformar em um patoégeno. 20 Embora
a relacao entre fungos endofiticos e seus hospedeiros varie de organismo
para organismo, eles constituem um componente importante da
biodiversidade microbiana. A espécie hospedeira pode ser infectada, pelos
endofitos, horizontalmente por lesdes naturais, como estomatos ou
crescimento das raizes, e artificiais, como injurias causadas por praticas
agricolas. A infeccao também pode ocorrer verticalmente pelas sementes do
hospedeiro, neste caso, o endofito pode se instalar em uma planta por toda
sua vida (Figura 1, p. 23). 22 O modo com que o fungo infecta uma espécie
vegetal pode alterar o tipo de interacao endofito-hospedeiro. Na transmissao
vertical é predominante a interacdo mutualistica, enquanto que na
transmissao horizontal (nado sistémica) essa interacdo tende a ser
antagonica. Uma vez no hospedeiro o endofito permanece, geralmente, em
um estado latente por toda sua vida ou por um periodo prolongado, até que
as condicoes ambientais lhe sejam favoraveis, assumindo uma funcao

patogénica. 23,24
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Figura 1. Ciclo de vida dos endoéfitos em associacdo com a planta hospedeira.
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Os fungos endofiticos sao micro-organismos capazes de produzir
metabolitos potencialmente bioativos, e estes habitam o interior de plantas,
sendo encontrados em orgaos e tecidos vegetais como as folhas, ramos e
raizes, podendo habitar a planta por toda vida, sendo transmitidos, em
alguns casos, para futuras geracoes por meio da semente do hospedeiro. 16
Evidéncias da associacao planta-micro-organismo tém sido descobertas em
tecidos fossilizados de caules e folhas. Provavelmente, ao longo do tempo e
da evolucao das espécies, os endofiticos podem ter desenvolvido sistemas de
comunicacao que permitissem a transferéncia de informacodes entre eles e a
planta e vice-versa, possibilitando ao endofito lidar com condigoes
ambientais instaveis e aumentando a compatibilidade com a planta
hospedeira. ©

Uma das vantagens dos micro-organismos sobre outras fontes
naturais esta relacionada com a conservacao ambiental, uma vez que
requerem uma Unica e pequena remocao do ambiente natural. Outra
vantagem € que por se tratarem de fontes renovaveis, o cultivo em escala
ampliada para produzir metabodlitos bioativos pode ser realizada usando a

tecnologia existente com a otimizacdo das condic¢oes de cultivo. 25

1.4 Familia Xylariaceae, género e espécies Xylaria
Fungos do género Xylaria sp. pertencem a ordem Xylariales e a familia

Xylariaceae. Xylariaceae pertence a classe dos pirenomicetos (Ascomicota) e
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€ uma das familias mais conhecidas e esta distribuida por todo o mundo,
ocorrendo predominantemente em regides tropicais e subtropicais. 26 27,28

A maioria destas espécies habita tocos e ramos de arvores caidas ou
mortas, podendo atuar como saprofitas, mas algumas espécies podem ser
comumente isoladas como endoéfitas e outras espécies sdao consideradas
patogenas. 2930

Compreende mais de 85 géneros e 1300 espécies desta familia, porém
torna-se o6bvio que estes numeros tendem a ser maiores devido a
remanescentes fungos que poderao ser descobertos e classificados em
diversas regioes tropicais. 26, 31

A familia Xylariaceae tem sido extensivamente estudada nas ultimas
décadas, isso se deve as propriedades quimicas, biolégicas e taxonomicas
apresentadas por suas espécies. 30 Estes estudos demonstram que os
representantes desta familia produzem uma grande variedade de metabdlitos
secundarios, sendo que um numero consideravel destes é inédito. Os
principais metabodlitos produzidos podem ser agrupados como:
diidroisocumarinas e derivados, acido succinico e seus derivados,
butirolactonas, citocalasinas, sesquiterpenos, griseofulvina e derivados,
derivados do naftaleno, acidos graxos de cadeia longa, entre outros. 32,33

Devido a grande dificuldade na classificacdo e a falta de colecoes
modernas de espécies tropicais, uma forma alternativa de identificacao pode
ser a de relacionar a presenca destes compostos com sua posicao
sistematica e pelos dados quimicos, os quais comprovar-se-ia a associacao
entre as espécies, grupos de espécies e géneros desta familia. 29,32, 33

Como contribuicao a identificacao de espécies Xylaria, a experiéncia
do grupo de pesquisa em estudos com estas espécies mostrou-se muito
promissora, conduzindo ao isolamento e determinacao estrutural das mais
diversas classes de substancias bioativas.

Fato este comprovado pelo trabalho do Dr. Geraldo H. Silva com o
endofito Xylaria sp. associado a espécie vegetal Piper aduncum (Piperaceae),
conduzindo ao isolamento e determinacao estrutural de dez substancias,

incluindo seis citocalasinas e  sesquiterpenos eremofilanos e
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persilfiperfolanos, sendo algumas destas substancias inéditas na literatura
(Figura 2, p. 26 ). 9,34

Nos trabalhos com endofitos Xylaria sp. associados as espécies
vegetais  Palicourea marcgravii (Rubiaceae) e Casearia sylvestris
(Flacourtiaceae), ambos conduzidos por Mariana C. Caféu, resultaram no
isolamento de substancias bioativas de grande importancia econdomica
(Figura 3, p. 27), énfase dada as citocalasinas B, C, e D que sao substancias
altamente citotoxicas frente a linhagens de células tumorais, e para a
griseofulvina, uma substancia antifingica, sendo que para esta ultima
substancia, foi constatado também que seu rendimento nos extratos brutos

¢ influenciado pelo meio de cultivo. 35,36
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Figura 2. Substancias isoladas do endofito Xylaria sp. associado a espécie vegetal Piper aduncum (Piperaceae)
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Figura 3. Substancias isoladas dos endofitos Xylaria sp. associados as espécies vegetais Palicourea marcgravii (Rubiaceae) e
Casearia sylvestris (Flacourtiaceae)
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1.5 Griseofulvina

O produto natural griseofulvina € um medicamento antifiangico,
utilizado em terapéutica humana e animal, por possuir acao fungistatica
afetando o sistema microtubular dos fungos, o fuso mitético e os
microtubulos citoplasmaticos (Figura 4, p. 28). 37

A griseofulvina foi isolada em 1939 por Oxford e colaboradores a partir
da producao metabolica do fungo Penicillium griseofulvum Diercks. Em 1946,
foram publicados estudos por Brian e colaboradores sobre uma substancia
isolada a partir do fungo P. janczewskii descrito como o "Fator de
ondulacao", devido a inducao da ondulacao das hifas fingicas. Em 1947
descobriu-se que griseofulvina e o "Fator de ondulacao" constituiam de fato a

mesma substancia. 38

Figura 4. Estrutura da griseofulvina
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Esta substancia tem sido amplamente utilizada como um potente
antibiotico com atuacao antifingica para o tratamento de doencas causadas
por fungos patogénicos e de doencas inflamatérias, podendo ser
administrada no tratamento de humanos e animais, no combate a micoses
epiteliais na pele (inclusive no couro cabeludo) e nas unhas, e na
agricultura. 39 40

Recentemente, griseofulvina tem atraido renovada atencao devido a
relatos de bioatividades complementares tais como: antiviral, contra o virus
da hepatite C, suprimindo a replicacao do virus in vitro; e como antitumoral,
quando em associacao com outros medicamentos quimioterapicos, inibindo
a proliferacao de varios tipos de células cancerigenas induzindo a apoptose
destas, com baixissima toxicidade ao organismo, atraindo consideravel

atencao para utilizacdo em quimioterapia. 39 40, 41
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Utilizada comercialmente desde 6 de abril de 1959 nos EUA pela ICI
sob o nome comercial "Fulcin" e no Reino Unido pela Glaxo como "Grisovin",
38 foi introduzida para tratamento de micoses em animais e seres humanos,
apresentando atividade contra varias espécies de Microsporum,
Epidermophyton e Trychophyton. 42 Como agente antifungico, possui
mecanismo de acao fungistatico, em oposicao a fungicida, ou seja, inibe o
crescimento de fungos ao invés de mata-los por competicao. 43

Existem relatos que as espécies de fungos Penicillium sp., Aspergillus
sp., Xylaria sp. e Nigrospora sp. sao tipicos produtores de griseofulvina, e
que apesar de alguns pesquisadores ja proporem a possibilidade de se
produzir esta substancia por via sintética, esta forma de obtencao nao é
economicamente viavel devido a necessidade de varias etapas e
intermediarios até o produto final. Deste modo, atualmente a griseofulvina é
produzida comercialmente por fermentacdo empregando diferentes espécies

de Penicillium. 37,43

1.6 Analise Quantitativa

Técnicas de separacao, tais como cromatografia gasosa (CG),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar (EC) se
sobressaem na quimica analitica por propiciarem analises qualitativas e
quantitativas em amostras ambientais, farmacéuticas, biologicas e em
alimentos. 44

A aplicabilidade de wuma analise quantitativa compreende a
identificacao dos analitos de interesse, livres de compostos interferentes, e
propicia a determinacao da concentracao destes presentes em uma amostra.
Para isto, esta analise pode ser baseada em estabelecer o valor da area da
banda cromatografica registrada como um pico, que idealmente deve ter um
formato gaussiano, com resposta linear na faixa de deteccao utilizado e
tendo pleno conhecimento das limitacées do método adotado. 45

Para garantir que um novo meétodo analitico gere informacoes
confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, este deve ser validado. 46
Segundo a resolucao n° 899 da ANVISA, 46 o objetivo de uma validacao €

demonstrar que o método utilizado € apropriado para a finalidade
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pretendida, ou seja, a determinacao qualitativa, semi-quantitativa ou
quantitativa de determinadas substancias em matrizes complexas. A
validacao deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicacoes analiticas, assegurando a confiabilidade
dos resultados. Os parametros analiticos normalmente utilizados na
validacao de métodos de separacao sao: seletividade, linearidade, precisao,
exatidao, limite de deteccao, limite de quantificacdo e robustez. Estes termos
conhecidos como parametros de desempenho analitico, 47 podem ser
definidos como:

Seletividade: ¢ a capacidade que o método possui de medir exatamente o
analito em presenca de outros componentes tais como: impurezas, produtos
de degradacao e componentes da matriz;

Linearidade: ¢ a capacidade de um meétodo analitico corroborar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito
na amostra, dentro de um intervalo especificado;

Limite de deteccao: ¢ a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada;
Limite de quantificacao: ¢ a menor quantidade do analito em uma amostra
que pode ser quantitativamente determinada com apropriada precisdo e
exatidao;

Precisao: € a avaliacao da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta avaliacao
deve ser considerada em trés niveis:

Repetibilidade (precisdo intra-dia): concordancia entre os resultados dentro
de um curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma
instrumentacao.

Precisdo intermediaria (precisdo inter-dia): concordancia entre os resultados
do mesmo laboratorio em dias diferentes.

Reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial): concordancia entre os
resultados obtidos em laboratorios diferentes, como em estudos

colaborativos;
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Robustez: mede a sensibilidade que este apresenta em relacdo a pequenas
variacoes dos seus valores otimizados, quando este nao é afetado por uma
modificacdo pequena e deliberada em seus parametros;

Exatidao ou recuperacao: ¢ a proximidade dos resultados encontrados pelo

método em estudo em relacdo ao verdadeiro convencional. 48, 49

1.7 Aplicagdo de estimulos as condicéoes de cultivo de micro-
organismos

Produtos naturais de micro-organismos sao uma fonte essencial para
agentes terapéuticos inovadores. O metabolismo secundario de micro-
organismos € regulado por uma grande quantidade de genes que codificam
enzimas biossintéticas e, portanto, pode ser produzido uma variedade de
metabolitos secundarios. De fato, apenas uma minoria desses genes de vias
€ expresso sob condicoes de laboratério padronizadas e muitos metabolitos
valiosos sao negligenciados. 50

Considerando que cada etapa biossintética pode ser influénciada por
diferentes fatores ambientais, aplicacoes de estimulos simples ou alteracoes
nos parametros de cultivo (como por exemplo: composicao do meio, pH,
temperatura, adicao de inibidores enzimaticos, nivel de aeracao, recipiente
de cultura e controle da luminosidade) provavelmente influenciardao na
producao de novas substancias, bem como no aumento da producao de um
metabolito de interesse a partir de um Unico micro-organismo. 51

Novas abordagens de separacdo, identificacdo e quantificacdo estdo
sendo desenvolvidas para acelerar o processo de obtencao de substancias
quimicas que possuam atividades farmacologicas. Dentre elas podemos
destacar a utilizacdo de ferramentas quimiométricas que auxiliam no
planejamento e otimizacao experimental. A necessidade de uma
instrumentacdao mais complexa para analisar estes sistemas de forma
eficiente exige, da mesma forma, ferramentas computacionais para
manipular e interpretar as informacoes obtidas. 51

A utilizacao de planejamentos experimentais baseados em principios
estatisticos, permite extrair do sistema em estudo o maximo de informacao

util, fazendo um numero minimo de experimentos, podendo melhorar e
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aperfeicoar o trabalho realizado. Esses métodos sao ferramentas poderosas,
com as quais, varios objetivos especificos podem ser alcancados. 52

Para tal, ao invés de variar apenas um fator de cada vez para
encontrar condicoes otimizadas de analise, € razoavel propor a variacao de
todos os fatores simultaneamente. A razao para isso € que as variaveis
podem influenciar-se mutuamente, e o valor ideal para uma delas pode
depender do valor da outra. As nomenclaturas adotadas para esse
procedimento sao a propriedade de interesse chamada resposta, as variaveis
que em principio influenciam a resposta sdo os fatores e a funcao que
descreve essa influéncia é chamada de superficie de resposta. 50

Considerando que o Brasil importa toda griseofulvina e o alto custo
que isto acarreta ao pais a quantificacdo deste potente antifingico em
diferentes espécies de Xylaria, podera se tornar uma fonte alternativa na
producao desta substancia e entao contribuir para a utilizacdo de uma fonte
biologica alternativa para a producao de griseofulvina e para um melhor
direcionamento na producado farmacologica de produtos que utilizam esse

principio ativo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar e quantificar griseofulvina nos extratos brutos produzidos

pelos endofitos Xylaria sp., bem como, realizar o estudo quimico dos extratos

que apresentarem potencial biologico frente aos bioensaios antifungico,

anticolinesterasico e citotoxico.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos envolvidos neste trabalho sao:

Cultivar as espécies de Xylaria nos meios liquidos (MDB,
Czapek, YM, EM e Nutrient) e solidos (Arroz e Milho), em
pequena escala, para obtencao dos extratos brutos;

Triagem dos extratos obtidos nos meios liquidos e solidos por
CLAE-DAD e RMN de 'H para a deteccao de griseofulvina;
Quantificar a producao de griseofulvina por CLAE-DAD, nos
extratos brutos obtidos;

Submeter o endofito Xylaria sp., mais promissor na producao de
griseofulvina, a aplicagcoes de estimulo para maximizar sua
producao;

Submeter os extratos brutos obtidos para a avaliacdo das
atividades: antifingica, antitumoral, e anticolinesterasica;
Estudar quimica e biologicamente as espécies de Xylaria que
produzirem o extrato bruto com maior bioatividade frente aos
ensaios biologicos testados;

Submeter as substancias isoladas a bioensaios, para uma
possivel compreensao da funcao ecologica do micro-organismo

na espécie vegetal.
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3 MATERIAIS, METODOS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

3.1 Anadlises por Ressondancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN foram adquiridos em um espectrometro da
Bruker Avance III HD 600 (14,1 T) operando a 600 MHz na frequéncia do 'H
e a 150 MHz na frequéncia do 13C, utilizando a sonda criogénica Triple
Inverse TCI Cryo-probehead, de 5 mm com deteccao inversa para trés canais
(1H, 13C e !5N) e amplificadores resfriados para os nucleos de 'H, 13C e 2H; e
também em um espectrometro Bruker INOVA-300 operando em 300 MHz
para o nucleo de 'H e em 75 MHz para o nucleo de 13C, usando sonda dual
(H e 13C) 5 mm, ambos tendo como referéncia interna o TMS. Como
solventes deuterados foram utilizados DMSO-ds (99,9%, Aldrich), CD3OD
(99,8%, Aldrich), e CDCls (99,8%, Aldrich). Os deslocamentos quimicos

foram expressos em ppm.

3.2 Espectrometria de Massas

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrometro de alta
resolucao micrOTOF Q II - ESI-TOF Mass Spectrometer, (Bruker Daltonics,
Billerica, MA, EUA), calibrado com NA-TFA a 10 mg mL-! (TOF), equipado
com dispositivo de insercao direta da amostra com bomba de infusdao (COLE
PARMER), utilizando vazao de 300 uL h'! e fase movel MeOH:H>O. Modo de
deteccao negativo e positivo para as amostras. A faixa de aquisicao foi de
m/z 50-2000. O software Data Analysis Shortcut (Bruker Daltonik®) foi
utilizado durante a aquisicdo dos dados e processamento dos dados

espectrométricos.

3.3 Analises cromatogrdficas

3.3.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Nas analises por CCD foram utilizadas placas prontas de silica gel da
marca SORBET Technologies (Silica G TLC Plates W/UV 254; 200 pym 20 x
20 cm). As revelacoes foram obtidas por irradiacao ultravioleta (UV 254 e

366 nm).
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3.3.2 Cromatografia em coluna
Para o fracionamento cromatografico em coluna foi utilizada uma
coluna de vidro de diametro interno de 3,0 cm e comprimento 40,0 cm. Fase

estacionaria: Sephadex LH-20 (Amersham Biosciences).

3.3.3 Cromatografia liquida

Para as analises por CLAE-analitico foi utilizado um Cromatografo
Shimadzu equipado com bombas LC-20AT, detector UV-DAD SPD-M20A,
injetor automatico SIL-20A, controlador CBM-20A e os cromatogramas
foram registrados e processados utilizando o software LC-solution.

Para a cromatografia no modo preparativo foi utilizado um
cromatografo liquido de alta eficiéncia da marca VARIAN ProStar equipado
com duas bombas modelo SD-1 PrepStar e detector UV-Vis modelo 320.

As colunas utilizadas para tais analises foram:

v' Phenomenex, Fenil-Hexil e C-18 (250 x 4,6 mm, 5 um), ambas
analiticas; e

v" Phenomenex, C-18 (250 x 10,00 mm e particulas de 5 um),
semi-preparativa.

Os sistemas de eluicao cromatograficos utilizados foram:

»  Gradiente exploratorio: utilizado para perfil cromatografico dos
extratos brutos, ACN/H>0 (05:95 v/v) até 100% de ACN em 40 min.,
e permaneceu por mais 10 min. a 100% de ACN, vazao de 1,0 mL
min-l. Volume de injecao da amostra 20 uL e coluna C-18; e

» Isocratico: utilizado para quantificacao de griseofulvina nos
extratos brutos, ACN/H20O (45:55 v/v), vazao de 0,5 mL min-l,
detector UV em 232 nm, e volume de injecao de 20 uL, o tempo de
aquisicao para as analises variaram entre 40 min. para substancia
padrao e 60 min., para extratos, coluna Fenil-Hexil.

Todas as amostras analisadas por cromatografia liquida foram
anteriormente solubilizadas em MeOH:H>0O (95:05 v/v) e submetidas a um
“clean up” utilizando cartuchos de silica C-18 acoplado em membrana
Millipore® (0,22 pm). As concentracoes destas solucoes variaram de acordo

com cada meétodo utilizado, analitico e preparativo.
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E importante ressaltar que todos os solventes organicos empregados
tanto no preparo das amostras como nos processos cromatograficos
descritos acima foram de grau cromatografico, a agua foi destilada e

deionizada (resistividade minima de 18,2 MQ.cm a 25°C).

3.4 Esterilizacao dos materiais

A esterilizacdao de todo material utilizado na manipulacdao dos micro-
organismos, e também os meios de culturas preparados, foi realizada em
autoclaves dos fabricantes QUIMIS® e MARKET FORGE Industries INC,

sendo mantidos a temperatura de 121°C por aproximadamente 20 minutos.

3.5 Manipulag¢cdo dos micro-organismos
Todo o procedimento de esterilizacdo do material vegetal e
manipulacdo dos micro-organismos foram realizados em Capela de Fluxo

Laminar Pachame® PA 310-Série 172-99 e SterilGARD® Advance.

3.6 Demais equipamentos
e Evaporador rotatério - Buichi

* Balanca analitica - METLER TOLEDO AG 245 e SHIMADZU
* Balanca semi-analitica — OHAUS.

* Linha de vacuo — VWR Scientific Products.

* Incubadora vertical - VWR Scientific Products (modelo 1925).
* Incubadora rotatoria SHAKER refrigerada — SOLAB SL 223.

* Espectrofotometro - SHIMADZU UV-1601.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Endédfitos do género Xylaria sp. associados a espécies vegetais

Foram selecionadas e coletadas diversas espécies vegetais do Cerrado
do Estado de Sao Paulo e que posteriormente foram trabalhadas e
forneceram o isolamento de mais de 200 linhagens, das quais dez foram
identificadas como pertencentes ao género Xylaria sp. As espécies vegetais
que hospedavam este género destes micro-organismos sao: Arrabidaea
samydoides (Bignoniaceaea), Casearia sylvestris (Flacourtiaceae), Cupania
vernalis (Sapindaceae), Palicourea marcgravii (Rubiaceae), Piper aduncum
(Piperaceae), Prunus mirtifolia (Rosaceae), Rudgea viburnioides (Rubiaceae) e
Ocotea corymbosa (Lauraceae). Estas espécies vegetais foram coletadas na
Estacao Ecologica Experimental de Mogi-Guagcu com excecao da Piper
aduncum que foi coletada na casa de vegetacao do IQ/UNESP-
Araraquara/SP.

As exsicatas das espécies vegetais encontram-se devidamente
classificadas e depositadas no Herbario do Instituto de Botanica de Sao
Paulo. Todo o trabalho de coleta e isolamento das linhagens fungicas foi

realizado pelo Doutor Geraldo H. Silva.

4.1.1 Isolamento das cepas fungicas de Xylaria sp.

Folhas saudaveis das espécies vegetais coletadas foram lavadas com
agua e sabao e esterilizadas por imersao em NaClO 1% (trés minutos) e em
etanol 70% (trés minutos), seguida de lavagem com agua estéril (cinco
minutos) e secagem, objetivando a remocao de organismos epifiticos, que foi
comprovado pelo plaqueamento da ultima agua de lavagem, evidenciando
que nao houve contaminacdo. Apos o processo de esterilizacao, as folhas
foram cortadas e incubadas em placas de Petri contendo BDA (Batata
Dextrose Agar) e o antibiotico gentamicina (100 ug mlL-1), utilizado para
evitar o crescimento bacteriano. Repiques utilizando outras placas de Petri
contendo BDA foram realizados sucessivamente e resultaram nas linhagens
fingicas puras, as quais foram preservadas em frascos com agua estéril,

conforme pode ser visualizado no Esquema 1 (p. 38). 33
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Esquema 1. Metodologia de isolamento e purificacao de cepas fingicas

+ H,0 e sabdo;
¢ Imersao

Fragmentos do
. . vegetal em BDA
NaclO 1%(3 min.) (batata dextrose agar)

Etanol 79% (3 min.) + Gentamicina (100 pg
H,O estéril (5 min.) mL7)

Espécie vegetal Esterilizagao Inoculagao

Preservacao Fungos purificados

FONTE: CHAPLA et al, 2013. 53

As linhagens puras estao depositadas na micoteca lotada no
Laboratorio de Micro-organismos do Departamento de Quimica Organica, 1Q-
UNESP e a identificacao destas linhagens foi realizada pelo Prof. Dr. Ludwig
H. Pfenning, do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Lavras, Lavras/MG.

Na Tabela 1 (p. 38) consta a relacao da espécie vegetal e a familia da
qual foram isolados e identificados os endofitos do género Xylaria sp. e a

codificacao pela qual estes endoéfitos estdo representados.

Tabela 1. Relacao dos endofitos do género Xylaria sp. que foram isolados de

diferentes espécies vegetais do cerrado
Espécie vegetal (Familia) Codificacao

Arrabidaea samydoides (Bignoniaceaea) AS-03
CSY-03
Casearia sylvestris (Flacourtiaceae) CSY-04
CSY-06

Cupania vernalis (Sapindaceae) CV-06
Ocotea corymbosa (Lauraceae) PAJ-11
Piper aduncum (Piperaceae) PA-01
Palicourea marcgravii (Rubiaceae) PM-03
Prunus mirtifolia (Rosaceae) PR-03
Rudgea viburnioides (Rubiaceae) RUV-01
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Na Tabela 2 (p. 39) estao listados os meios de cultivo sélido e liquidos,

sua composicao e especificacao, utilizados para o crescimento dos fungos

endofiticos durante o periodo deste trabalho.

Tabela 2. Meios de cultivo utilizados para o crescimento dos endofitos

Meio de . C . = . .
cultivo Tipo (E L) Composicao Base de cultivo Fabricante
1 Fécula de batata (4 g), SIGMA
BDA Solido 39,0 dextrose (20 g), agar (15 g) Fungos e leveduras
MDB Liquido 24,0 Fecula de batata (4 g), Fungos e leveduras DIFCO
dextrose (20 g)
Sacarose (30 g), NaNO; (3 g, Fungos edbact'el:'rlas DIFCO
o Nas(POa)s (1 g), MgSO, (0,5 | capazes de utilizar
Czapek Liquido 35,0 g), KCI (0,5 g), FeSO4 (0,01 g) INltroger_uo
norganico
Extrato I . KASVI
de Malte Liquido 20,0 Extrato de Malte (20 g) Fungos e bactérias
Extrato de levedura (1 g), Leveduras, fungos HIMEDIA
Lo Malte (10 g), Sulfato de e outros micro-
M Liquido 12,8 Magnésio (0,2 g), NaCl (0,1 organismos
g), CaCOs (1 g) aciduricos
Nutrient | Liquido 8,0 Extrato de carne (3 g), Mlc—ro—org‘.amsmos ACUMEDIA
peptona (S g) nao fastidiosos
Arroz Solido Arroz parbolizado - Tio Joao
Milho Solido Milho tipo canjica - YOKI

Os endofitos descritos na Tabela 1 (p. 38) que estavam preservados
em agua estéril foram inoculados em placas de Petri contendo meio sé6lido de
BDA e monitorados durante dez dias até que suas hifas atingissem cerca de
S5 cm de diametro. Dos dez endofitos inoculados apenas trés nao puderam
ser cultivados (CSY-04, PAJ-11 e RUV-01), pois nao houve crescimento,
apesar de diversas tentativas com outras hifas e frascos de preservacao das
mesmas linhagens, nao obtivemos éxito.

Durante o crescimento das linhagens de Xylaria sp. AS-03, CSY-03,
CSY-06, CV-06, PA-01, PM-03 e PR-03 (Figura 5, p. 40), estas foram
avaliadas quanto a sua pureza, por meio da aparéncia uniforme da colénia
nas placas. Todos estes endoéfitos foram novamente preservados em frascos

de penicilina com agua estéril em meio de BDA para novos repiques.
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Figura 5. Crescimento dos endoéfitos (AS-03, CSY-03, CSY-06, CV-06, PA-0O1, PM-03
e PR-03) cultivados em placas de Petri contendo BDA

-

\ PA-01 PM-03 PR-03 /

4.1.2.1 Cultivo dos enddfitos nos meios liquidos

Apobs periodo de incubacdo em placas de Petri das linhagens acima,
estas foram cultivadas nos meios liquidos descritos na Tabela 2 (p. 39). O
cultivo foi realizado em pequena escala com a inoculacado dos endofitos em
0,9 L de cada meio de cultivo (trés frascos de Erlenmeyer contendo 300 mL
de meio previamente esterilizados em autoclave vertical por vinte minutos a
pressao de 1,1 atm e temperatura de 121°C), e mantidos sob forma estatica
com agitacdo esporadica para oxigenacao, e em temperatura controlada a
25°C por 28 dias conforme pode ser visualizado no Esquema 2 (p. 41).

Terminado o periodo de incubacao (crescimento em meio liquido), a
suspensao micelar de cada cultivo foi submetida a filtracao, separando-se os
micélios do filtrado. O filtrado aquoso, contendo os metabdlitos secundarios
secretados pelo fungo, foi submetido a particao liquido-liquido com AcOEt. A
evaporacao do solvente organico foi realizada em um evaporador rotatorio

Buchi (40°C e 240 bar), fornecendo os extratos brutos.
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Esquema 2. Obtencao dos extratos brutos dos endoéfitos nos meios liquidos de MDB,
Czapek, Extrato de Malte, YM e Nutrient

Transferidos para
crescimento em meio
liquido por 28 dias

900 mL (Extrato de
Malte, YM e Nutrient)
3 frascos contendo
300 mL cada

Cada micro-organismo foi
inoculado em placas de Petri
com BDA por ~ 10 dias

Autoclavado e J

descartado | ; o
! Micélio i Filtrado -~ Fase organica
\/ Fase aquosa

i

Particédo liquido-liquido com
AcOEt (3 x 300 mL)

_______ L

Descarte
( ) Fase
l Fase aquosa 1 organica

Evaporacao do
solvente

e e
240 bar fu [ Extrato Bruto ]

Fig

40 °C

4.1.2.2 Cultivo dos endoéfitos nos meios soélidos

Apdés periodo de incubacao em placas de Petri das linhagens
anteriormente descritas, estas foram cultivadas em arroz e milho. O cultivo
nestes meios também foi realizado em pequena escala com a inoculacdo dos
endofitos em 270 g de cada meio de cultivo (trés frascos de Erlenmeyer
contendo 90 g de meio em 75 mL de agua ultrapura previamente
autoclavados por trés vezes, sendo uma vez por dia durante trés dias
consecutivos, em autoclave vertical por vinte minutos a pressao de 1,1 atm e
temperatura de 121°C). Apds a esterilizacdo e inoculacdo dos micro-
organismos nos meios de cultivo de arroz e milho, estes foram mantidos em
modo estatico por 21 dias, conforme pode ser visualizado no Esquema 3 (p.
42).

Apos este periodo, os meios solidos foram triturados (milho/arroz +
massa micelar) e extraidos com 200 mL de AcOEt por quatro vezes (a cada

doze horas), filtrados e o solvente organico evaporado, fornecendo o extrato
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bruto em AcOEt. Este foi, novamente, solubilizado em AcOEt (30 mL) e
submetido a uma particao liquido/liquido por trés vezes com 15 mL de agua
ultrapura, objetivando a eliminacao dos acucares oriundos do meio de
cultivo (arroz/milho) dando origem a fase aquosa e a fase AcOEt, e apos
evaporacao do solvente, forneceu os extratos aquoso e AcOEt. O extrato
AcOEt resultante foi submetido a uma nova particao liquido/liquido por trés
vezes solubilizando a fracdo AcOEt em 20 mL de ACN com 10 mL hexano,
objetivando a eliminacao dos compostos de natureza graxa oriundas dos
meios de cultivo.

Ambas as fases foram concentradas em evaporador rotatério, porém as
fases hexanica e aquosa foram desconsideradas e a fase ACN foi considerada
como extrato a ser utilizado nas analises pertinentes ao trabalho. A
evaporacao dos solventes organicos e aquosos foi realizada em um

evaporador rotatorio da Buichi.

Esquema 3. Obtencao dos extratos dos endoéfitos nos meios sélidos de arroz e milho

Crescimento por 21 T 4 (3 frascos contendo 90 g
dias | g i arroz/milho e 75 mL de
[ S agua, cada)

Cada micro-organismo foi
inoculado em placas de Petri 200 mL de AcOEt (4x)
com BDA por ~ 10 dias

Filtracao
a vacuo

Evaporagdo do g

. ~> Fase organica
solvente 240 bar § j Fase

l Extrato l 40°C by aquosa
Bruto M\

1) Particdo com agua (3 x);

]
Filtrado S .’.f' .

2) Evaporacao do solvente

I
fase AcOEt
1) Dissolvido ACN particao f‘«‘/ Fase hexanica
2) com Hexano (3x) V_ﬁ Fase ACN
2) Evaporacdo do solvente i
L . i
Extrato i /1\

| fase hexanica Extrato
! fase ACN
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4.2 Anadlises quantitativas e quimiométricas

4.2.1 Anadlise quantitativa de griseofulvina

Para validar o método desenvolvido neste trabalho foram adotados os
parametros analiticos descritos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), resolucao n° 899 de 29 de maio de 2003 (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2003) 46, sendo os parametros considerados para
tal: seletividade, linearidade, limite de deteccao e limite de quantificacao

precisao, exatidao ou recuperacao e robustez.

4.2.2 Andlises quimiométricas

Com o objetivo de maximizar a producao de griseofulvina obtida em
experimentos preliminares, propos-se um meétodo para avaliar a influéncia
das seguintes variaveis: agitacao, luminosidade e adicao de KCI presente no
meio de cultivo, em dois niveis cada um. Para este propoésito foi utilizado o
planejamento fatorial completo 23 (2k, sendo 2 o numero de niveis e k o
numero de fatores/variaveis) 52, o qual consiste em um numero de
experimentos igual a oito, que foi realizado em duplicata totalizando
dezesseis experimentos.

Nos planejamentos fatoriais onde as variaveis sao exploradas em dois
niveis, € comum codifica-los utilizando os sinais (+) e (-). A atribuicdo destes
sinais aos niveis superiores e inferiores € feita arbitrariamente e nao
interfere na realizacao dos experimentos ou interpretacao dos resultados,
além de permitir esquematizar o planejamento na forma de matrizes de
planejamento. 52 5% No Esquema 4 (p. 44) esta o modelo utilizado e os
valores encontram-se codificados.

Os efeitos e interacoes obtidos em cada experimentos foram

posteriormente analizados por programas estatisticos.
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Esquema 4. Planejamento fatorial completo 23 com niveis codificados e utilizando
as variaveis: Adicdo de KCI, Luminosidade e Agitacao

Fatores/variaveis
Experimentos f\ B ) ¢ -
(Adicao KCl) (Luz) (Agitacao)
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 _ + +
8 + + +

Legenda: Adicao de KCI: (+) com adicao de 100% de KCl ao meio de
cultivo, (-) sem adicdo de KCl; Luminosidade: (+) com Luz, (-) sem
luz; Agitacao: (+) com Agitacdo 110 rpm, (-) estatico.

4.3 Atividades biolégicas dos extratos brutos obtidos nos meios

liquidos e sélidos

4.3.1 Ensaio citotéxico

As células foram inoculadas em placas de Petri na concentracao de
0,1x106 cél mL! para as linhagens OVCAR-8 e SF-295 e em 0,7x105 cél mL!
para a linhagem HCT-116. As placas foram incubadas por 72 horas em
estufa a 5% de CO2 e a 37°C. Ao término deste, as mesmas foram
centrifugadas e o sobrenadante removido. Em seguida, foram adicionados
150 pL da solucao de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas
por trés horas. A absorbancia foi lida apods dissolucao da amostra (extrato)
com 150 pyL de DMSO puro em espectrofotometro de placa a 595 nm. Os
experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrao da meédia
(DPM) da porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o
programa GraphPad Prism.

Ensaios realizados sob a responsabilidade da Profa. Dra. Claudia
Pessoa do Laboratério Nacional de Oncologia Experimental da Universidade

Federal do Ceara.
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4.3.2 Ensaio antifungico

O ensaio qualitativo da atividade antifiungica foi determinada por
bioautografia pela nebulizacdo dos fungos Cladosporium cladosporioides e C.
sphaerospermum (concentracao de 5x107 esporos mL-! em solucao de glicose
e sais) em placas de CCD contendo as fracoes de interesse, previamente
eluidas com Hexano/AcOEt (70:30). As placas foram incubadas a 25°C por
48 horas verificando se haviam halos de inibicao do crescimento dos fungos,
e esses foram determinados. O padrao positivo utilizado para comparacao foi
a nistatina (0,5 ug).

Ensaios realizados sob a responsabilidade da Dra. Maria Claudia Marx

Young do Instituto Botanico, da Universidade de Sao Paulo.

4.3.3 Ensaio anticolinesterdsico

O ensaio qualitativo por bioautografia foi realizado juntamente com
um controle positivo inibidor da enzima acetilcolinesterase. Os extratos
brutos foram solubilizados em solvente adequado e cada amostra foi
aplicada, numa concentracao de 50 pg, em duas placas que foram eluidas
nas condicoes determinadas para analise por CCD (eluentes Hexano/AcOEt
70:30). Fisostigmina a 0,05 pg mL-! foi utilizada como padrao positivo. A
presenca das substancias foi observada com a revelacdo de uma das placas
inicialmente com luz UV 254 nm e 366 nm e posteriormente com acido
sulfurico. Na segunda placa foi borrifada a solucdo da enzima
acetilcolinesterase (solucao A). Apos a evaporacao do solvente a placa foi
incubada em camara umida fechada, a 37°C por vinte minutos, e em
seguida borrifada com a solucao. 5

Caso existam substancias com atividade sobre a enzima
acetilcolinesterase a reacdo enzimatica serd observada. A medida que a
reacao acontece, manchas brancas vao surgindo e aumentando de tamanho
de acordo com a intensidade da inibicao enzimatica.
Solucoes:
_ Solucao A: Acetilcolinesterase (1000 U, Sigma, produto n° C2880) foi
dissolvida em 150 mL do tampao Tris-HCI (0,05 M; pH=7.9), a solucao
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estoque foi armazenada a 4°C e no momento do uso foi adicionado 0,1% de
albumina de soro bovino;
_ Solucao B: 250 mg de acetato de 1-naftila em 100 mL de etanol;
_ Solucao C: 400 mg do sal Fast Blue B em 160 mL de agua destilada;
_ Solucao D: mistura de 10 mL da solucao B + 40 mL da solucao C.
Ensaios realizados sob a responsabilidade da Dra. Maria Claudia Marx

Young do Instituto Botanico, da Universidade de Sao Paulo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos extratos

Na Tabela 3 (p. 47) estao os rendimentos dos extratos brutos obtidos
apos a inoculacao dos fungos endofiticos Xylaria sp. (AS-03, CSY-03, CSY-
06, CV-06, PA-01, PM-03, e PR-03) em meio de BDA, em placas de Petri, e a
seguir cultivados nos meios liquidos e so6lidos. Para os meios liquidos (MDB,
Czapek, EM, YM e N) os fungos foram cultivados por 28 dias, e para os
meios solidos (Arroz e Milho) por 21 dias. Apos o periodo de incubacao estes
foram filtrados, particionados e produziram os respectivos extratos brutos,
conforme descrito nas secoes 4.1.2.1 (p. 40) e 4.1.2.2 (p. 41).

Analise da Tabela 3 evidencia que a biomassa e a producao metabélica
dos fungos endofiticos € dependente dos nutrientes, destaque dado aos
endofitos AS-03 e PA-0O1 que apresentaram maior producao em MDB; CSY-
03, CSY-06 e PM-03 em EM; e PR-03 e CV-06 em Czapek, mostrando a
potencialidade destes endofitos em diferentes meios de cultivo. Com relacao
aos meios solidos podemos destacar a producao de extrato bruto em Arroz

de CSY-03 e PA-01, e em Milho de AS-03 e CSY-03.

Tabela 3. Massa dos extratos obtidos a partir dos endoéfitos Xylaria sp. inoculados
nos respectivos meios liquidos (MDB, CZP, EM, YM e N) e nos meios solidos (Arroz e
Milho). Sendo referente aos endoéfitos codificados como AS-03, CSY-03, CSY-06, CV-
06, PA-01, PM-03 e PR-03

MDB CZP EM ™M N A M
AS-03 105,2 71,7 37,8 40,3 52,1 352,7 508,7
CSY-03 | 126,5 32,6 150,7 72,5 52,5 913,8 | 555,1
CSY-06 | 40,2 20,7 56,2 16,7 31,3 219,3 286,4
CV-06 59,1 217,9 48,7 35,6 34,9 373,6 228,3
PA-0O1 150,9 79,1 115,0 35,7 58,1 1222,4 | 963,9
PM-03 35,4 12,6 52,9 14,0 27,0 589, 1 238,5
PR-03 113,1 130,4 98,6 22,5 29,0 591,8 418,8

Apos a obtencao dos extratos, estes foram submetidos a analise por
RMN de 'H com PRESAT (3,0 mg) e cromatografia liquida de alta eficiéncia

(1,0 mg mL-l) para avaliacao dos perfis quimicos e cromatograficos,
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respectivamente. Aliquotas destes extratos foram pesadas e enviadas para
avaliacao das atividades biologicas (antifungica, anticolinesterasica e
citotoxica), objetivando obter informacdes para nos direcionar ao estudo

quimico dos extratos brutos, potencialmente bioativos.

5.2 Perfil cromatografico dos extratos (CLAE-DAD)

Para as analises cromatograficas foi utilizado um cromatografo liquido
equipado com arranjo de diodos, como fase estacionaria uma coluna
analitica C-18 e sistema de eluicao em gradiente exploratéorio ACN/H20
(05:95 v/v) até 100% de ACN em 40 min., e permaneceu por mais 10 min. a
100% de ACN, numa vazao de 1,0 mL min.-!

Nas Figuras 6 a 12 (p. 49-55) estao os perfis cromatograficos obtidos
dos extratos brutos dos endéfitos Xylaria sp. codificados como: AS-03, CSY-
03, CSY-06, CV-06, PA-01, PM-03 e PR-03 obtidos por inoculacao destes nos
meios liquidos (MDB, CZP, EM, YM, N) e solidos (Arroz e Milho),
respectivamente, bem como a comparacao destes. O detector de arranjo de
diodos (DAD) foi utilizado para escolha do melhor comprimento de onda para
separacao cromatografica (220, 254 e 330 nm). Para efeitos de comparacao,
também foi realizada a analise dos brancos (Figura 13, p. 56), meios de
cultivo sem a inoculacdao dos endofitos, objetivando visualizar metabodlitos
oriundos do meio de cultivo.

Os tempos de retencdo observados, nos sete meios de cultivo,
evidenciam que as substancias produzidas apresentam polaridades variadas,

abrangendo toda a faixa de polaridade (baixa a alta polaridade).
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Figura 6. Perfil cromatografico dos extratos obtidos por inoculacdo do endofito
Xylaria sp. AS-03 nos meios liquidos (MDB, CZP, EM, YM e N) e solidos (Arroz e

Milho

Legenda: gradiente exploratério ACN/H,O (05:95 v/v), C-18, vazdo de 1,0 mL min-!;

, respectivamente
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C = 1,0 mg mL!; A: Preto 220 nm, vermelho 254 nm e azul 330 nm.

49



Figura 7. Perfil cromatografico dos extratos obtidos por inoculacdo do endofito
Xylaria sp. CSY-03 nos meios liquidos (MDB, CZP, EM, YM e N) e solidos (Arroz e

Milho), respectivamente
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Figura 8. Perfil cromatografico dos extratos obtidos por inoculacdo do endofito
Xylaria sp. CSY-06 nos meios liquidos (MDB, CZP, EM, YM e N) e solidos (Arroz e

Milho), respectivamente
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Figura 9. Perfil cromatografico dos extratos obtidos por inoculacdo do endofito
Xylaria sp. CV-06 nos meios liquidos (MDB, CZP, EM, YM e N) e solidos (Arroz e
Milho), respectivamente

(x100.000!

(10,0089

50

75

40.0 425

) 25
(x100,000)

i
iy

VAN 7
PN A/

o 2's
(x100.000!

) 25 50 75 16.0 125 15.0 175 20.0 22.5 25.0 275 30.0 32.5 35.0 37.5 46.0 425 m
(x100.000
J

5.0 75 10.0 125 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 27.5 30.0 325 35.0 37.5 40.0 az5 m

oo 275
(10,000

75

5.5

5.0

a.5]

4.0

359

3.0

259

2.0

159

1.0

059

N_L_ﬂ_w"\_,_/\_,ﬂ\/»j

M%MWM\__/\

\ A I \
\\f Vv A”\A,,J‘ AU VY A N 1 U | W Ny I kﬂwf”u\ww" S|

A
I

8.0

7.0

6.0

5.0

4.0

3.0

2.0

1.0]

Q60,0007

50

75

27.5 30.0

I

\n \
\W/\__JW\WA S S

i
|

i

25

50

75

Legenda: gradiente exploratério ACN/H>0 (05:95 v/v), C-18, vazao de 1,0 mL min-!;
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Figura 10. Perfil cromatografico dos extratos obtidos por inoculacao do endofito
Xylaria sp. PA-O1 nos meios liquidos (MDB, CZP, EM, YM e N) e solidos (Arroz e

Milho)
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Legenda: gradiente exploratério ACN/H>0 (05:95 v/v), C-18, vazao de 1,0 mL min-!;
C = 1,0 mg mL-1; A: Preto 220 nm, vermelho 254 nm e azul 330 nm.
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Figura 11. Perfil cromatografico dos extratos obtidos por inoculacao do endofito
Xylaria sp. PM-03 nos meios liquidos (MDB, CZP, EM, YM e N) e soélidos (Arroz e

Milho), respectivamente
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Figura 12. Perfil cromatografico dos extratos obtidos por inoculacdao do endoéfito
Xylaria sp. PR-03 nos meios liquidos (MDB, CZP, EM, YM e N) e solidos (Arroz e
Milho), respectivamente
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Figura 13. Perfil cromatografico dos brancos dos meios de cultivo liquidos (MDB,

CZP, EM, YM e N) e solidos (Arroz e Milho), respectivamente
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5.3 Perfil quimico dos extratos por RMN de 'H (PRESAT)

Nas Figuras 14 a 20 (p. 58-61) estao os perfis quimicos (RMN de 'H
com PRESAT) dos extratos obtidos pela inoculacao dos endoéfitos Xylaria sp.:
AS-03, CSY-03, CSY-06, CV-06, PA-01, PM-03 e PR-03 nos meios liquidos
(MDB, CZP, EM, YM e N) e solidos (Arroz e Milho), respectivamente. Na
Figura 21 (p. 61) estdao os espectros dos brancos dos meios de cultivo
obtidos sem a inoculacao dos endoéfitos.

Estes espectros apresentaram uma diversificada producao de
metabolitos secundarios, onde foram visualizados sinais em uma ampla
faixa espectral (0,4 a 9,0 ppm), diversos sinais de hidrogénios aromaticos,
olefinicos, carbindlicos, metilénicos e metilicos, evidenciando uma producao
de metabodlitos secundarios.

Também foi possivel observar a variacao da producdo metabolica dos
endofitos Xylaria sp., em funcao do meio de cultivo empregado, evidenciando
a dependéncia dos nutrientes disponibilizados. Analise mais detalhada dos
espectros de RMN de !H (com PRESAT) dos extratos obtidos nos meios
s6lidos (Arroz e Milho) indica que muitas substancias de carater graxo ainda
encontram-se presentes.

Comparando os espectros de RMN de !H (PRESAT) obtidos pela
inoculacao dos endofitos Xylaria sp. com o dos brancos, Figura 21 (p. 61),
observa-se que a variedade dos sinais correspondem somente aos
metabolitos secretados pelos fungos, uma vez que os espectros obtidos dos
brancos apresentaram sinais nao coincidentes com os dos extratos brutos
obtidos dos endofitos. Deste modo, nos asseguramos que os metabolitos
isolados foram produzidos pelos micro-organismos e nao procedentes dos

meios de cultivo.
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Figura 14. Espectro de RMN de 'H com PRESAT dos extratos obtidos pela
inoculacao do endéfito Xylaria sp. AS-03 nos meios de cultivo liquidos (MDB, CZP,
EM, YM e N) e solidos (Arroz e Milho), respectivamente. DMSO-de; 7,1 T
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Figura 15. Espectro de RMN de 'H com PRESAT dos extratos obtidos pela
inoculacao do endéfito Xylaria sp. CSY-03 nos meios de cultivo liquidos (MDB, CZP,
EM, YM e N) e solidos (Arroz e Milho), respectivamente. DMSO-de; 7,1 T
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Figura 16. Espectro de RMN de 'H com PRESAT dos extratos obtidos pela
inoculacao do endoéfito Xylaria sp. CSY-06 nos meios de cultivo liquidos (MDB, CZP,
EM, YM e N) e solidos (Arroz e Milho), respectivamente. DMSO-deg; 7,1 T
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Figura 17. Espectro de RMN de 'H com PRESAT dos extratos obtidos pela
inoculacao do endéfito Xylaria sp. CV-06 nos meios de cultivo liquidos (MDB, CZP,
EM, YM e N) e solidos (Arroz e Milho), respectivamente. DMSO-des; 7,1 T
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Figura 18. Espectro de RMN de 'H com PRESAT dos extratos obtidos pela
inoculacao do endoéfito Xylaria sp. PA-O1 nos meios de cultivo liquidos (MDB, CZP,
EM, YM e N) e solidos (Arroz e Milho), respectivamente. DMSO—da; 7,1 T
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Figura 19. Espectro de RMN de 'H com PRESAT dos extratos obtidos pela
inoculacao do endoéfito Xylaria sp. PM-03 nos meios de cultivo liquidos (MDB, CZP,
EM, YM e N) e sélidos (Arroz e Milho), respectivamente. DMSO-de; 7,1 T
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Figura 20. Espectro de RMN de !H com PRESAT dos extratos obtidos pela
inoculacao do endéfito Xylaria sp. PR-03 nos meios de cultivo liquidos (MDB, CZP,
EM, YM e N) e solidos (Arroz e Milho), respectivamente. DMSO-de; 7,1 T
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Figura 21. Espectro de RMN de !H com PRESAT dos brancos dos meios de cultivo
liquidos (MDB, CZP, EM, YM e N) e solidos (Arroz e Milho), respectivamente. DMSO-
ds; 7,1 T
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5.4 Andlise quantitativa de griseofulvina nos extratos

Com a finalidade de realizar a analise quantitativa da producao de
griseofulvina nas diferentes espécies de Xylaria, foi adquirida a griseofulvina
da SIGMA-ALDRICH® como substancia padrao com grau de pureza de 95%.

Para a quantificacao, foi utilizada a coluna Fenil-Hexil, como sistema
eluente ACN/H20 na proporcao 45:55 com vazao de 0,5 mL min-!, detector
UV em 232 nm, o volume de injecao foi de 20 uL e o tempo de aquisicao para
cada analise foi de 40 min.

A identificacao da griseofulvina nos extratos brutos foi determinada
com base no tempo de retencao nas mesmas condi¢coes cromatograficas em
que os extratos brutos foram analisados e por comparacao dos espectros de
UV (Figura 22, p. 62).

62

Figura 22. (a) Cromatograma da substancia padrao, griseofulvina, na concentracao de
0,1 mg mL-1, e (b) sua absorcdao no UV. Condi¢coes do CLAE-DAD: coluna Phenomenex,
Fenil-Hexil (C-18, 250 x 4,6 mm, 5 um), fase mével ACN:H»0 45:65, vazao 0,5 mL min-1,

detector UV: 232 nm
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Para a analise quantitativa foi preparada uma solucdo estoque da
substancia padrao, a griseofulvina, na concentracao de 1,0 mg mLl, e a
partir desta solucao estoque, diluicées sucessivas foram feitas para preparar
as solucdes nas concentracdes necessarias para a construcao da curva
analitica pelo método do padrao externo. 44

As concentracoes utilizadas para obter a curva analitica foram
determinadas com base nos perfis cromatograficos obtidos anteriormente
onde € possivel relacionar o valor da area do pico que o padrao gerou na

concentracao de 1,0 mg mL-! com o valor da area do pico que o extrato mais
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rico nesta substancia apresentava. A partir deste valor estipulado
encontrou-se o ponto médio da curva analitica, e, portanto os pontos abaixo
e acima deste ponto médio que seriam entre 0,075 a 0,1 mg mL-1, logo, as
concentracoes para as quais foi obtida esta curva foram: 0,0075; 0,005;
0,001; 0,05; 0,02; 0,05; 0,075; 0,1; 0,2 e 0,25 mg mL-1; as solucoes foram
injetadas em triplicatas, com volume de injecao de 20 uL cada, e com tempo
de aquisicao de dados de 40 min.

Posteriormente, também as solucoes dos extratos, numa concentracao
de 1,0 mg mL-1, foram re-injetadas em triplicatas empregando-se a mesma
metodologia, porém com tempo de aquisicado de 60 min. O tratamento
estatistico dos dados para a obtencdo da curva analitica envolveu a
determinacao da equacdo de regressao linear da reta e do coeficiente de
regressao utilizando o software Microsoft Excel®. Assim, obteve-se a curva

analitica (Figura 23 e Tabela 4, p. 63).

Figura 23. Curva analitica da substancia padrao, griseofulvina, obtida com as
seguintes concentracoes: 0,0075; 0,005; 0,001; 0,05; 0,02; 0,05; 0,075; 0,1; 0,2 e
0,25 mg mL~!
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Tabela 4. Dados referentes a curva analitica de griseofulvina (padrao)

Dados da Curva Analitica
Parametro Valor Erro
a -90639,68686 130639,80272 Regressio Linear:
b 1,44336x108 1,09212x106 y=a+hbx
Coefi_cien.te de Desv_io Namero Imprecisio
Regressao Linear (r2) Padrao de pontos
0,9995 292191,9889 10 <0,0001
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Com relacao parametros associados a equacao de regressao linear da
reta, a e b sdo referentes aos coeficientes linear e angular, respectivamente,
0 y € a variavel dependente e x a variavel independente. O coeficiente de
regressao linear € representado pelo r2, e a estimativa do desvio padrao
relativo por DP. 44

A curva analitica construida a partir das injecoes das solucoes em
diferentes concentracoes da substancia padrao apresentou coeficiente de
regressao linear da reta, 0,9995; indicando a linearidade entre as
concentracoes analisadas (0,0075 a 0,25 mg mL'!) esta medida € obtida
matematicamente a partir da curva analitica gerada que relaciona a resposta
do equipamento em funcao das varias concentracoes dos analitos, e quanto
mais proximo de 1,0 indica que o método € linear. Os limites de deteccao e
quantificacdao (LD e LQ) foram calculados matematicamente pela relacao
entre o desvio padrao da curva analitica e sua inclinacao, utilizando o fator
multiplicador sugerido pela literatura, para LD = 3,3x(DP/b) e LQ =
10x(DP/b), 4* resultando nos valores de 0,0067 e 0,02 mg mL1,
respectivamente, uma vez que estes valores indicam o intervalo de trabalho
com maior nivel de confianca.

Com base nos valores dos parametros obtidos pela equacao de
regressao linear da reta (y = a + b.x) foi possivel realizar o calculo das
respectivas concentracoes pelas areas produzidas por cada injecao nos
extratos brutos originados pela incubacao dos endofitos nos meios liquidos e
sb6lidos que produziram griseofulvina, e a partir da concentracdo da
substancia obtida foi possivel calcular a quantidade em mg desta substancia
nestes extratos, bem como inferir a porcentagem desta substancia contida

nestes, conforme pode ser visualizado na Tabela 5 (p. 65).
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Tabela 5. Concentracao de griseofulvina presente nos extratos dos endofitos do género
Xylaria sp. obtida a partir da curva analitica que originou os coeficientes da equacao de
regressao linear da reta

Micro- Meio de | Massa Média da griseofulvina griseofulvina | griseofulvina
organismo | Cultivo (mg) Area do pico (mg mL-1) no extrato no extrato

(mg) (%)
MDB 105,2 41097 0,000913** 0,09 0,08

czp 71,7 2980345 0,021 1,51 2,1

AS-03 EM 37,8 1463155 0,011* 0,42 1,1
YM 40,3 192305 0,002** 0,08 0,2

A 352,7 6172729 0,043 14,11 4,0

M 508,7 2464297 0,02 9,16 1,8

MDB 126,5 498603 0,004** 0,52 0,4

czp 32,6 2975423 0,02 0,65 2,0

CSY.-03 YM 32,6 1472103 0,01* 1,51 1,0
EM 150,7 475418 0,0039** 0,59 0,39
A 913,8 1337133 0,0098** 9,04 0,99

M 555,1 4172330 0,029 16,0979 2,9
CSY-06 CZPp 20,7 406397 0,0029** 0,0609 0,29
PM-03 M 238,5 4762375 0,034 8,11 3,4
MDB 113,1 1261457 0,009** 1,0179 0,9

Czp 130,4 13544249 0,094 12,2576 9,4

PR-03 EM 98,6 1197289 0,008** 0,7888 0,8
YM 22,5 4821190 0,034 0,765 3,4

A 591,8 850939 0,007** 4,1426 0,7

M 418,8 4731135 0,033 13,99 3,3

Legenda: *concentracao fora do limite de quantificacao; e **concentracao fora do limite de
deteccao e quantificacao.

A partir destes resultados podemos inferir que o micro-organismo mais
promissor na producao de griseofulvina foi o Xylaria sp. codificado como PR-
03 quando inoculado em meio liquido de Czapek (9%), meio este que é
considerado “pobre em nutrientes”. Adicionalmente, o espectro de RMN de
lH e o cromatograma deste extrato bruto evidencia,

quase que

exclusivamente, a producao de griseofulvina (Figura 24, p. 66).
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Figura 24. (a) Cromatograma, e comparacao do (b) RMN de 'H e com PRESAT do
extrato bruto obtido pela inoculagcao do endofito Xylaria sp. PR-03 em meio
liquido de Czapek, e do padrao griseofulvina (DMSO-ds, 14,1 T)
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A partir destes dados um estudo adicional foi realizado neste endoéfito
e meio de cultivo visando aumentar a producado desta substancia pela
aplicacao de estimulos simples, tais como agitacao e luminosidade e também

pela adicao de mais KCI ao meio de cultivo (secao 5.4.1).

5.4.1 Andlises quantitativas e quimiométricas aplicadas ao endodfito
Xylaria sp. PR-03 em Czapek

Em vista da alta producao de griseofulvina pelo endofito Xylaria sp.
PR-03 no meio de cultivo Czapek, este foi submetido a estudos adicionais
utilizando o planejamento fatorial completo, objetivando a maximizacao
desta producao

Optou-se pelo planejamento fatorial completo 23 no qual as variaveis
estudadas foram: adicao de mais KCl ao meio de cultivo, Luminosidade e
Agitacao, conforme descrito no Esquema 4 (p. 44, secao 4.2.2, p. 43). O
tempo de cultivo dos endoéfitos foi mantido (28 dias), porém a quantidade de

meio de cultivo utilizada foi modificada de 300 mL para 200 mL, a
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quantidade de material do endofito inoculada foi controlada (circulos com 1
cm de diametro), e apdés a obtencao do caldo fermentado estes foram
particionados com AcOEt, e adicionalmente, foram realizadas lavagem com
agua ultrapura na fase organica com o intuito de remover os agucares
provenientes do meio de cultivo.

O fator resposta adotado para tal procedimento foi a quantificacao de
griseofulvina nos extratos obtidos. Portanto, nas secoes 5.4.1.1 (p. 67) a
5.4.1.6 (p. 70) estao as analises cromatograficas utilizadas para esta etapa
de quantificacao bem como a validacao destes métodos cromatograficos. Na
secao 5.4.1.7 (p. 71) estao os resultados obtidos utilizando o planejamento
fatorial incorporando a quantificacao de griseofulvina, bem como as analises

dos efeitos associados a este estudo.

5.4.1.1 Anadlise quantitativa de griseofulvina

Para as analises quantitativas aplicadas ao planejamento fatorial foi
construida uma nova curva analitica com a substancia padrao griseofulvina,
as etapas neste procedimento foram semelhantes ao da secao 5.4 (p. 62),
mesmas condicoes cromatograficas, exceto pelo tempo de aquisicdo dos
dados da substancia padrao e dos extratos brutos que foram ambos de 40
minutos.

A construcao da curva analitica foi preparada a partir de uma solucao
estoque da substancia padrao, na concentracdo de 1,0 mg mLl, e
subsequentemente, sucessivas diluicoes foram realizadas para preparar as
solucoes nas concentracoes necessarias para a construcdao da curva
analitica pelo método do padrao externo. 44 As concentracdoes para as quais
foi obtida esta nova curva foram: 0,001; 0,02; 0,05; 0,075; 0,1; 0,15; 0,2; e
0,25 mg mL1; as solucoes foram injetadas em triplicatas, com volume de
injecao de 20 uL cada, também as solucoes dos extratos, numa concentracao
de 1,0 mg mL-1, foram injetadas em triplicatas.

A curva analitica e os parametros associados a esta estdo na Figura

25 e Tabela 6 (p. 68).
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Figura 25. Curva analitica da substancia padrao, griseofulvina, obtida com as
seguintes concentracoes: 0,001; 0,02; 0,05; 0,075; 0,1; 0,15; 0,2 e 0,25 mg mL-1;
utilizada para analise do planejamento fatorial

4,0x10"

2,0x10’

Area (uA)

0,0

0,0 01

T
0,2

Concentracao (mg mL1)

Tabela 6. Dados referentes a curva analitica de griseofulvina (padrao) para
analise do planejamento experimental

Dados da Curva Analitica

Parametro Valor Erro
a -191084,37234 300520,43442 Regressio Linear:
b 1,48062 x108 2,26388 x106 y=a+b.x
Coefi.cien.te de De.svio Namero Impreciséo
Regressao Linear (r?) Padrao (DP) de pontos
0,9984 560286,49589 8 <0,0001

5.4.1.2 Valida¢ao do método cromatogrdfico (CLAE-DAD)

Para avaliar o desempenho analitico desta nova etapa de
quantificacdo, foi realizada a validacdo do método analitico com base nos
linearidade, limite de deteccao e

seguintes parametros: seletividade,

quantificacdo, precisdo, robustez e recuperacao.
5.4.1.3 Seletividade, Linearidade e Limites de deteccdo e
quantificacao

Para avaliar a seletividade do método foi utilizado o CLAE-DAD
comparando-se o pico correspondente da substancia em analise do padrao
com o do extrato no mesmo tempo de retencao, e verificado as se possuia as
mesmas bandas de absorcao no UV (Figura 22, p. 62). A linearidade foi
atribuida ao coeficiente de regressao linear da reta (r2), 0,9984; obtida entre

as concentracoes de 0,001 a 0,25 mg mL-! analisadas. 4 Os limites de
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deteccao e quantificacao (LD e LQ) foram calculados matematicamente pela
relacao entre o desvio padrao da curva analitica e sua inclinacao, resultando
nos valores de 0,01 e 0,04 mg mL-!, respectivamente, estes parametros foram

analisados segundo mencionado na secao 5.4 (p. 62).

5.4.1.4 Precisao

A precisao do método foi avaliada conforme a ANVISA sugere, os
parametros sao verificados a partir de um minimo de nove determinacoes
cobrindo o limite especificado do procedimento (trés niveis, trés repeticoes
cada um), ou a partir de um minimo de seis determinacdées a uma
concentracao similar ao valor esperado, sendo que este foi o procedimento
adotado.

A precisao € subdividida em repetibilidade intra-dia e inter-dia. A precisao
intra-dia foi avaliada utilizando seis determinacoes em um mesmo dia,
compreendendo a analise do padrao na concentracao de 0,1 mg mLl. A
precisao inter-dia foi avaliada verificando a concordancia entre os resultados
em dias diferentes, com a mesma amostra, equipamento e analista e foram
analisados os tempos de retencao e as areas dos picos obtidas. Conforme
pode ser visualizado na Tabela 7 (p. 69), foram obtidos as médias, desvios

padrao e coeficientes de variacao percentual. 44,46

Tabela 7. Precisdo intra e inter-dia. Calculo das médias, desvio padrdo e
coeficientes de variacdo percentual dos picos cromatograficos do padrao
griseofulvina

Precisao Intra-dia Precisao Inter-dia
Tempo de Tempo de
Replicatas | retencio (tr) | Area do pico | retencio (tr) | Area do pico
1 21,365 16747433 21,452 16886517
2 21,313 16754184 21,461 16890886
3 21,296 16764093 21,450 16834864
4 21,319 16814664 21,482 16876586
5 21,294 16840069 21,417 16856291
6 21,261 16796642 21,484 16925260
Média 21,308 16786181 21,458 16878401
DP 0,0315 33758,3 0,0225 28299,4
CV (%) 0,15 0,20 0,10 0,17
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Os resultados indicam baixos valores de coeficientes de variacao
percentual em relacdo ao tempo de retencao dos padroes e das areas
relativas de cada um (valores aceitaveis de CV até 2%), o que demonstra

uma boa repetibilidade da analise e da precisdao do equipamento utilizado.

5.4.1.5 Robustez

A robustez de um método € a medida da sensibilidade que este
apresenta sob pequenas variacoes. Pode ser avaliada variando-se parametros
como: temperatura, pH e porcentagem da fase movel. Se estas mudancas
estiverem dentro dos limites aceitaveis entdao o método € considerado
robusto. 44

Para analisar a robustez do método, avaliamos o comportamento do
padrao, em uma concentracdo de 0,1 mg mL'!, com relacdo ao tempo de
retencdo do pico cromatografico gerado frente a variacoes de temperatura da
coluna cromatografica. Os limites estabelecidos para tais analises foram =*
2°C na temperatura da coluna, 23 e 27°C, respectivamente.

As analises foram realizadas em triplicatas, conforme descrito na
Tabela 8 (p. 70). Conforme observado, ndo houve mudancas significativas
nos tempos de retencdo indicando que o método analitico empregado é

robusto. **

Tabela 8. Avaliacao da robustez do método cromatografico com relacdo aos tr do

adrao analisado em diferentes temperaturas

Robustez 23°C 27°C Média geral DP CV (%)

Tempo de retencao (tg) 23,827 23,149 23,487 0,339 1,44

5.4.1.6 Recuperagdo e exatiddo

Analise de recuperacao e exatidao avalia a eficiéncia do método de
tratamento das amostras, extracdo e/ou analise, e € expressa em
porcentagem da quantidade final em relacao a quantidade inicial conhecida
de um analito. 44 54

Para tal analisou-se a eficiéncia da extracao de griseofulvina a partir
do meio de cultivo Czapek isento do endofito. Foram adicionadas

quantidades conhecidas do padrao em trés niveis de concentracoes: 0,02;
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0,1 e 0,20 mg mL! ao meio de cultivo, os testes foram efetuados em
triplicada e posteriormente analisados por CLAE-DAD.

A recuperacao foi expressa em porcentagem do teor encontrado, apos
quantificacdo das amostras em relacao a quantidade do padrao adicionado
inicialmente ao meio de cultivo.

A exatidao do método foi determinada pela obtencao da porcentagem
de recuperacao média avaliada em todas as amostras. Os valores de

recuperacao da griseofulvina encontram-se na Tabela 9 (p. 71)

Tabela 9. Analise da recuperacao de griseofulvina avaliado pelo método de extracao

com a adicdo de padrao ao meio de cultivo isento do endofito

Concentracao Média areas Meédia das Recuperacao
s . - DP CV (%)
inicial (mg mL-1) dos picos concentracoes (%)
0,02 1440294 0,011 55,1 2852 0,21
0,1 10303515 0,07 70,1 13805 0,13
0,2 19935217 0,15 75,1 86442 0,44

O grau de recuperacao variou de 55 a 75% nas concentracoes
analisadas, que com excecao de 55%, estao dentro das especificacoes
esperadas. Os intervalos aceitaveis de recuperacao geralmente estao entre
70 e 120% com uma margem de erro de + 20% para matrizes complexas
indicando que o valor encontrado, mesmo que seja baixo, ainda é aceitavel.
4 A exatidao do método foi corroborada pelos valores dos coeficientes de
variacao abaixo de 5%.

Os valores encontrados nos experimentos de recuperacao podem estar

associados a baixa solubilidade da griseofulvina em meio aquoso. ¢

5.4.1.7 Otimizacdo da producdao de griseofulvina aplicando
planejamento fatorial

O planejamento fatorial completo 23 utilizado para avaliar as possiveis
interacoes e efeitos na producao de griseofulvina pelo endofito Xylaria sp.
PR-03 em meio liquido de Czapek, quando submetido a aplicacdo das
variaveis: luminosidade, agitacao e adicao de KCl ao cultivo do endoéfito, foi

projetado no Esquema 4 (p. 44).
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Este planejamento € constituido de oito experimentos realizados em
duplicatas (total de dezesseis), que posteriormente foram analisados e
quantificados por CLAE-DAD, conforme descrito na secao 5.4.1.1 (p. 67). A
meédia dos rendimentos dos extratos e a quantidade de griseofulvina

presente nestes, e que foram obtidos em cada experimento encontram-se na
Tabela 10 (p. 72).

Tabela 10. Producao de griseofulvina em funcao dos experimentos realizados a partir
do planejamento fatorial aplicado ao endéfito Xylaria sp. PR-03 em meio de Czapek

Massa do ) Média das g?;:::':::id:ad:o
Experimento extrato (mg) Areas dos picos extrato (mg) Erro
1 5,9 16729787 0,68 + 0,09
2 9,8 21902403 1,46 + 0,37
3 100,4 2845548 2,05 +0,15
4 67,6 3164915 1,56 + 0,42
5 93,4 3629194 2,42 + 0,21
6 95,2 3577392 2,44 + 0,40
7 73,7 15391241 7,60 * 0,45
8 76,4 9251080 4,87 + 0,32

Legenda: Experimento 1: sem adicao de KCIl, auséncia de luz e agitacao;
Experimento 2: adicdo de KCI e auséncia de luz e agitacdo; Experimento 3: sem
adicao de KCI, presenca de luz e auséncia de agitacao; Experimento 4: Adicao de
KCI e luz e auséncia de agitacao; Experimento 5: Sem adicao de KCl e luz e
presenca de agitacao; Experimento 6: Adicao de KCl e auséncia de Luz e agitacao;
Experimento 7: Sem adicao de KCI e presenca de Luz e agitacdo; Experimento 8:
Adicao de KCI e presenca de Luz e agitacao.

Para analisar os resultados obtidos pelo planejamento fatorial foi
utilizado o software MINITAB, que calculou os efeitos envolvidos pela
aplicacao de cada variavel A, B e C (adicdao de KCI, luminosidade e agitacao,
respectivamente) as condi¢coes de cultivo, bem como as interacdoes obtidas
pela combinacao destas, considerando o nivel de confianca de 95% (p > 0,05)

que pode ser melhor visualizado no grafico de pareto obtido na Figura 26 (p.
73).
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F_igura 26. Grafico de pareto indicando os valores dos efeitos padronizados

Rendimento (mg)
2,II’;1
CH 12,60
B 1 9,87
BC - 6,67
AB A 4,35
Legenda:
AC 3,25
A - KC1
A 2,62 B - Luz
ABC 1 1,61 C - Agitacao
0 2 4 6 8 10 12 14
Efeitos padronizados

Neste grafico pode se visualizar que todos os efeitos que ultrapassam a
linha no valor de 2,31 sao significantes na producao de griseofulvina. Desse
modo, observa-se a partir do grafico de Pareto, que os efeitos produzidos por
B e C sao os mais significativos, ou seja, Luminosidade e Agitacao, bem
como a interacao destes. O efeito de A (adicao de KCI) e as interacoes entre A
e B, e entre A e C também sdo significativos mas em menor quantidade,
evidenciado pelo rendimento (Tabela 10), e a unica interacdo nao
significativa para este proposito foi entre as variaveis A+B+C.

Portanto, dentro das variaveis analisadas, um oOtimo é observado
quando combinadas as variaveis B+C, como pode ser visualizado no grafico
de superficie (Figura 27, p. 74). A superficie de resposta gerada a partir do
planejamento fatorial, indica que a maior producdo da substancia de
interesse esta relacionada a regidao de coloracao azul intenso, ou seja, com a

utilizacao da combinacao entre B+C (Figura 27c).
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Figura 27. Superficie de resposta e mapa de contorno gerados a partir dos dados
obtidos no planejamento fatorial da combinacao dos fatores: (a) A+B; (b) A+C; e (c)
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durante o cultivo do endoéfito PR-03 em Czapek (Figura 28, p. 75), mais uma

VEZ

respectivamente) e a variavel A (adicao de KCI, no nivel mais baixo) sao

O grafico dos efeitos principais para maior rendimento de griseofulvina

evidencia, que quando as variaveis B e C

utilizadas ha um maior rendimento na producao desta substancia.

(Luz e Agitacao,
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Figura 28. Grafico dos efeitos principais para o rendimento de griseofulvina

Grafico dos efeitos principais para o rendimento
Valores médios

A B
44
34 h—— /
o
24
' ' 1 1'
C Legenda:

1 / A - KC1
37 B - Luz
21 / C - Agitacao

Média
iR

Apos verificada a significancia das variaveis, luminosidade e agitacao,
na producao de griseofulvina pelo cultivo do endofito PR-03 em Czapek,
efetuou-se um estudo complementar sobre a producao desta substancia
utilizando estas variaveis em diferentes dias (24, 26, 28, 30 e 32 dias). Estes
experimentos foram realizados em duplicata e foi analisada como resposta a
area do pico cromatografico gerado, uma vez que os rendimentos dos
extratos brutos produzidos foram semelhantes (entre 60,0 a 70,0 mg).

Na Figura 29 (p. 75) consta o grafico area do pico vs dias, e pode-se
observar, dentro do intervalo analisado, um ligeiro aumento da producao de
griseofulvina em 24 dias no cultivo do endofito. Entre os dias 26, 28 e 30 ha
uma estagnacao da producao desta substancia, e em 32 dias observa-se um
decaimento desta producao, indicando o catabolismo do endoéfito a partir

deste periodo.

Figura 29. Analise da producao de griseofulvina em diferentes dias (24, 26, 28, 30 e
32 dias) pelo endofito PR-03 em Czapek, com utilizacado de agitacdo e luminosidade
durante o cultivo

Area (uA)

Dias
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5.5 Avaliacao das atividades biolégicas dos extratos

5.5.1 Ensaio citotéxico

O cancer € uma doenca que pode afetar varios orgaos do corpo, e €
caracterizada pelo crescimento descontrolado de células anormais. Essas
células cancerosas podem se espalhar para outras partes do corpo e
produzir novos tumores. Se a propagacao de células se tornar descontrolada,
pode conduzir o individuo a morte. Existe um numero limitado de
tratamento para cancer, com efeitos colaterais graves e um alto custo
associado, tornando o tratamento particularmente desafiador. Além disso,
muitas terapias nao sao eficazes, e certos tipos de tumores apresentam
resisténcia aos medicamentos agravando a complexidade do tratamento. 20

Portanto a descoberta de novos agentes quimioterapicos dentro deste
cenario desafiador seja um dos objetivos dos quimicos de produtos naturais.

A analise de citotoxicidade pelo 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. 57 E um método
rapido, sensivel e barato. Foi descrita primeiramente por Mosman (1983), 58
tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula.
E uma analise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-
tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a
partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas. O estudo citotéxico pelo método do MTT permite
definir facilmente a citotoxicidade, mas nao o mecanismo de acao. >

A atividade citotoxica dos extratos testados esta apresentada na
Tabela 11 (p. 77) com os respectivos percentuais de inibicdo. Somente os
extratos que apresentaram valores de inibicao = 75 % em pelo menos duas
linhagens tumorais sao consideradas ativos, valor esse considerado como

cut-off para o screening de novas substancias com potencial antitumoral.
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Tabela 11. Percentual de inibicdo do crescimento celular (IG%) dos extratos obtidos
pela inoculacao dos endoéfitos Xylaria sp. nos meios liquidos e solidos em trés linhagens
tumorais testadas na dose Unica de 50 pg mL-!, controle positivo doxorrubicina

HCT-116* OVCAR-8** SF-295%+*

Amostra [0 (média) bp I1G% (média) bp I1G% (média) bP
AS-03 MDB 37,19% 4,86% 20,91% 3,26% 74,78% 2,39%
AS-03 CZP 22,68% 9,57% 6,36% 2,04% 25,96% 0,80%
AS-03 EM 40,88% 7,90% 18,39% 1,94% 35,07% 3,65%
AS-03 YM 18,98% 4,35% 17,16% 5,50% 33,21% 0,80%

AS-03 N 73,59% 3,12% 48,64% 3,36% 64,71% 2,73%

AS-03 A 86,00% | 12,98% | 78,61% 1,73% 74,06% | 4,56%

AS-03 M 101,08% | 0,51% 92,08% 1,43% 93,47% 2,16%

CSY-03 MDB | 52,21% 6,53% 42,16% 1,32% 74,70% 2,28%
CSY-03 CZP | 69,44% 6,96% 41,58% 6,83% 80,83% 2,73%
CSY-03 EM 58,83% 1,81% 31,78% 2,75% 77,36% 2,39%
CSY-03 YM 66,88% 5,51% 57,72% 0,71% 52,15% 0,23%

CSY-03 N 39,55% 1,81% 28,69% 0,41% 66,40% 1,25%

CSY-03 A 92,26% 1,23% 80,33% 0,31% 62,86% 1,71%
CSY-03 M 99,13% 0,07% 79,90% 0,71% 63,02% | 12,87%
CSY06 MDB 34,80% 0,56% -17,17% 4,54% 43,71% 3,72%
CSY-06 CZP | 61,15% 10,99% 14,24% 1,95% 41,89% 3,72%
CSY-06 EM 77,81% 0,84% 33,96% 19,78% 50,59% 11,45%
CSY06 YM 34,87% 5,68% 8,63% 9,24% 36,42% 8,88%

CSY-06 N 41,39% 10,43% 10,69% 9,24% 40,57% 6,44%

CSY-06 A 102,37% | 0,19% 91,75% | 12,97% | 87,45% | 21,19%

CSY06 M 97,30% 0,28% 73,86% | 20,43% | 57,18% | 9,59%
CV-06 MDB 32,37% 12,76% 30,07% 4,86% 49,99% 6,59%
CV-06 CZP 29,14% 3,17% 16,77% 3,57% 36,22% 6,01%
CV-03 EM 16,68% 0,80% 2,03% 3,87% 18,71% 1,71%
CV-06 YM 18,68% 9,14% 1,96% 1,73% 25,88% 0,46%

CV-06 N 51,70% 10,15% 22,49% 6,72% 53,60% 3,42%

CV-06 A 92,98% 3,70% 36,47% 14,06% 43,12% 3,19%

CV-06 M 86,00% | 20,67% | 91,07% | 12,84% | 59,15% | 19,71%
PA-01 MDB 83,73% 2,89% 47,95% 2,27% 66,79% 0,29%
PA-01 CZP 90,71% 0,65% 64,92% 3,24% 65,07% 11,31%
PA-01 EM 80,77% 2,61% 48,75% 2,76% 54,24% 3,72%

PA-01 YM 80,05% 0,47% 44,17% 1,13% 62,14% 4,87%

PA-OL N 77,81% 1,21% 47,95% 1,95% 54,64% 2,00%

PA-01 A 90,32% 1,21% 37,63% 9,73% 73,88% | 0,57%

PA-O1 M 87,22% 7,45% 62,74% 4,70% 58,49% 4,30%
PM-03 MDB 13,91% 1,96% 4,20% 1,22% 31,44% 4,90%
PM-03 CZP 15,50% 3,19% ~3,66% 1,12% 17,02% 8,66%
PM-03 EM 9,70% 1,09% 3,84% 0,31% 19,36% 8,09%
PM-03 YM 14,52% 3,84% 7,80% 0,61% 46,42% 4,22%

PM-03 N 34,68% 5,37% 6,36% 2,65% 27,65% 5,70%

PM-03 A 96,72% 5,80% 66,22% 3,16% 28,14% 3,65%

PM-03 M 94,46% 4,64% 45,47% 4,18% 33,45% 5,70%
PR-03 MDB 52,83% 2,32% 35,60% 4,28% 79,30% 1,94%
PR-03 CZP 37,91% 1,09% 42,59% 6,21% 50,78% 2,85%
PR-03 EM 43,90% 1,02% 28,54% 1,43% 38,77% | 30,08%
PR-03 YM 59,70% 0,44% 80,91% 2,34% 71,88% 1,71%

PR-03 N 56,77% 0,65% 61,89% 2,55% 72,85% 0,34%

PR-03 A 100,77% | 6,31% 96,83% 4,07% 95,25% 1,25%

PR-03 M 94,77% 1,60% 97,33% 0,71% 91,38% 1,25%

* HCT-116 (célon); ** OVCAR-8 (carcinoma de ovario); *** SF-295 (glioblastoma).
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A partir da analise da Tabela 11 pode-se observar que cerca de 25%
dos extratos produzidos por espécies Xylaria produziram substancias com

potencial citotoxico.

5.5.2 Ensaio antifungico

Diversas doencas que ocorrem em plantas, animais e até mesmo em
humanos, sao devidas a fungos fitopatogénico e patogénicos. Esse fato tem
incentivado pesquisadores a buscar novas substancias com potencial
antifungico de origem natural. 60

O potencial antifingico dos extratos obtidos em meios liquidos e
solidos pelos fungos endofiticos foi executado por bioautobiografia com a
nebulizacado dos fungos fitopatogénicos C. cladosporioides e C.
sphaerospermum, os resultados estao presentes na Tabela 12 (p. 79).

Estes resultados sdo muito interessantes, pois sugerem que a maioria
dos extratos apresenta atividade antifingica variando de fraca, moderada a
forte, e sugerem estar diretamente relacionados a ecologia quimica, onde
estes micro-organismos produzem substancias bioativas para a defesa do

hospedeiro contra os fitopatéogenos.
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Tabela 12. Resultado da avaliacdo da atividade antifiingica contra os fungos C.
cladosporioides e C. sphaerospermum dos extratos obtidos pela inoculacao dos
endofitos Xylaria sp. nos meios liquidos e soélidos, controle positivo nistatina

C. cladosporioides | C. sphaerospermum
Amostra Atividade Atividade
AS-03 MDB il Hkk
AS-03 CZP il i
As_03 EM *kk dkk
AS_03 YM *kk kkk
As_03 N *kk dkk
AS_03 A *kk dkk
AS-03 M * -
CSY-03 MDB ok i
CSY-03 CZP il Hkk
CSY-03 EM il Hkk
CSY-03 YM il Hkk
CSY_OS N *k* */**
CSY_03 A *kk dkk
CSY-03 M ok i
CSY-06 MDB Fk sl
CSY-06 CZP *kk ol
CSY-06 EM *kk Fkk
CSY-06 YM *kk il
CSY_06 N *kk *kk
CSY_06 A *k% *kk
CSY_06 M *kk *kk
CV-06 MDB sl Fkk
CV-06 CZP - -
CV-06 EM ks **
CV-06 YM - -
Cv_06 N *k% *kk
CV-06 A - -
CV-06 M - -
PA-01 MDB Fk *
PA-01 CZP * *
PA_O]_ EM *k% *kk
PA'O]. YM *k% *kk
PA_O]_ N *k% *kk
PA-O1 A Fk -
PA_O]_ M *kk *kk
PM-03 MDB sl Fkk
PM-03 CZP sl Fkk
PM_03 EM *k% *kk
PM-03 YM - -
PM_03 N *kk *kk
PM-03 A * *
PM-03 M * *
PR-03 MDB Fk *
PR-03 CZP Fk *
PR-03 EM ok *
PR_03 YM *k% *kk
PR_03 N *k% *kk
PR-03 A * *
PR_03 M *kk *%

Atividade fraca (*), moderada (**), e forte (***).
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5.5.3 Ensaio anticolinesterdsico

A importancia deste ensaio reside no fato de que os medicamentos
atualmente utilizados no tratamento contra o mal de Alzheimer sao
principalmente inibidores da enzima acetilcolinesterase. 7 Desta forma, a
busca por substancias que atuam na inibicdo desta enzima se faz
necessario.

Os resultados obtidos na avaliacao da atividade anticolinesterasica dos
extratos podem ser visualizados na Tabela 13 (p. 80), e evidenciam que estes

endofitos podem ser fontes promissoras de substancias para este proposito.

Tabela 13. Resultado da avaliacdo da atividade anticolinesterasica produzidos
pelos endoéfitos frente ao padrao fisostigmina

Amostra Atividade Amostra Atividade
AS-03 MDB wH CV-06 N wH
AS-03 CZP wk CV-06 A wH
AS-03 EM * CV-06 M wH

AS-03 YM w% PA-01 MDB *

AS-03 N wH PA-01 CZP -
AS-03 A w% PA-01 EM *
AS-03 M wH PA-01 YM *
CSY-03 MDB * PA-O1 N *
CSY-03 CZP * PA-O1 A *
CSY-03 EM * PA-O1 M *
CSY-03 YM * PM-03 MDB wk

CSY-03 N * PM-03 CZP *

CSY-03 A * PM-03 EM *

CSY-03 M * PM-03 YM wk

CSY-06 MDB wx PM-03 N *
CSY-06 CZP wk PM-03 A *
CSY-06 EM w* PM-03 M *
CSY-06 YM w* PR-03 MDB wk

CSY-06 N wH PR-03 CZP -

CSY-06 A wH PR-03 EM wH
CSY-06 M wH PR-03 YM wH
CV-06 MDB wH PR-03 N wH
CV-06 CZP * PR-03 A wH
CV-06 EM * PR-03 M wH
CV-06 YM wH

Atividade fraca (*) e moderada (**)
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Considerando os perfis quimicos e cromatograficos (secoes 5.2 e 5.3),
potencial biologico (atividades antitumoral, antifingica e acetilcolinesterase),
e micro-organismos que ainda nao foram estudados quimicamente pelo
nosso grupo de pesquisa, foram selecionados os extratos obtidos pelos
endofitos Xylaria sp. CSY-06 e PR-03 por inoculacao em meio solido de Arroz

para estudos quimico e biolégico mais detalhado.
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5.6 Fracionamento do extrato produzido pelo enddfito CSY-06

O extrato produzido pelo endofito CSY-06 em Arroz apresentou
excelentes atividades biologicas frente aos ensaios testados e boa resolucao
cromatografica (Figura 8f, p. 51), devido a pouca massa disponivel (180 mg),
este foi submetido ao fracionamento por CLAE-DAD no modo preparativo.
Para tal, utilizou-se inicialmente, uma aliquota de 5,0 uL (C = 20,0 mg mL-})
que foi submetida a analise cromatografica, (Figura 30, p. 82) possibilitando
a otimizacado cromatografica em um menor tempo, bem como selecionar o
comprimento de onda necessario para a separacao dos constituintes.

Desta separacao foram isoladas seis substancias que tiveram as
estruturas elucidadas por técnicas espectrométricas de RMN de 1H e
PRESAT, 13C, HSQC, HMBC, COSY, TOCSY 1D, NOESY 1D, Espectrometria
de Massas, e por comparacao dos valores obtidos com a literatura. O

rendimento das substancias isoladas estao descritas na Tabela 14 (p. 82).

Figura 30. Condicoes cromatograficas no modo preparativo: eluicdo em gradiente
ACN/H20 5-100% em 40 min., e 10 min. a 100 % de ACN; C18 preparativa, vazao 4,5
mL min.-1, A de 254 nm
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Tabela 14. Rendimento das substancias obtidas por fracionamento
cromatofrafico do extrato CSY-06 A

Substancias Massa (mg)
le2 2,0
3 6,0

4 3,0
5 2,0
6 2,0
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5.6.1 Determinacdo estrutural de 3

A substancia 3 foi isolada como um soélido de coloracao vermelha e o
espectro de massas no modo positivo apresentou um ion com m/z 205,0837
[M+Na]* indicando a molécula sodiada, e um ion com m/z 183,1019 [M+H]*
(calc.: 183,1016; erro: 1,63 ppm) conforme pode ser visualizado no Apéndice
1 (p. 131). Esta informacao adicionada aos dados obtidos por RMN de 'H
com PRESAT e 13C, permitiram propor para a substancia 3 a formula

molecular C10H1403 e a estrura da Figura 31 (p. 83).

Figura 31. Estrutura atribuida a substancia 3

Tabela 15. Dados de RMN de 'H com PRESAT e 13C da substancia 3 (CDsOD; 14,1 T)

Posicao Oc ou (m; J Hz) HMBC
2 163,0
3 114,3 6,30 (d; 9,7) C-5,C-2,C-6
4 148,2 7,50 (d; 9,7) C-8, C-11, C-5, C-6, C-2
S 117,6 - -
6 158,8 - -
7 27,9 2,46 (t 8,0) -
8 32,3 1,53 (m) C-9, C-10, C-7
9 21,7 1,41 (m) C-7, C-8
10 12,8 0,98 (t 7,5) C-8, C-9
11 57,9 4,41 (s) C-5, C-6, C-2,

O espectro de RMN 13C da substancia 3 (Tabela 15, p. 83; Apéndice
3, p. 133) evidenciou dez sinais, sendo que cinco referentes aos carbonos sp?
6c 148,2 (C-4), 114,3 (C-3), 158,8 (C-6), 117,6 (C-5), e 163,0 (C-2) atribuidos
a dois carbonos metinicos, dois quaternarios e uma carbonila,
respectivamente. Adicionalmente foi observado um carbono metilénico
carbinolico em 6¢ 57,9 (C-11), e quatro carbonos sp3, em 6c 12,8; 27,9; 32,3
e 21,7 (C-7, C-8 e C-9), atribuidos a uma metila terminal (C-10) e trés

carbonos metilénicos, respectivamente.

83



Resultados e discussao

O espectro de RMN de 'H com PRESAT de 3 (Tabela 15; Apéndice 2,
p. 132) apresentou dois dubletos em 6y 7,50 (d, 1H, J = 9,7 Hz, H-4) e 6u
6,30 (d, 1H, J = 9,7 Hz, H-3), a constante de acoplamento observada sugere
uma ligacdao dupla com geometria cis. Observou-se também um singleto em
O0u 4,41 (s, 2H, H-11, 6¢ 57,9) caracteristico de hidrogénios carbindlicos, um
tripleto em 6ux 0,98 atribuido a uma metila (¢, 3H, J = 7,5 Hz, H-10), e trés
unidades metilénicas (Csp®) em 6n 2,46; 1,53 e 1,41. Essas informacoes
adicionadas as correlacoes observadas nos mapas de contorno de HMBC
(Apéndice 6, p. 136) associado ao mapa de contorno do HSQC (Apéndice 5,
p. 135).permitiram visualizar a unidade A (Figura 32, p. 84).

Figura 32. Determinacao da unidade A da substancia 3
)

HO. N

No espectro de TOCSY 1D foi observado um sistema de spin
evidenciando um radical butil (Apéndice 7, p. 137). O experimento de RMN
de 13C em conjunto ao mapa de contorno do HSQC permitiu atribuir todos
os atomos de hidrogénios aos respectivos carbonos.

Analise das correlacoes observadas pelo mapa de contorno HMBC
(Figura 33, p. 84), permitiu posicionar o radical butil em C-5 devido a
correlacdo observada entre H-4-C-7, adicionalmente as correlacoes

observadas entre H-4-C-6/C-3/C-11 e de H-3-C-5/C-6/C-2.

Figura 33. Principais correlacoes observadas por COSY e HMBC da substancia 3
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O sistema de spin observado pelo experimento de TOCSY 1D, e as
correlacoes observadas pelo COSY (Figura 33, p. 84; Apéndice 4, p. 134)
associado aos valores das constantes de acoplamento e dos deslocamentos
quimicos permitiu atribuir para a substancia 3 a estrutura 5-butil-6-

hidroximetil-2H-piran-2-ona, inédita na literatura.

5.6.2 Determinacdo estrutural de 4

A substancia 4 foi isolada como um sélido de coloracdo amarela e o
espectro de massas no modo positivo (Apéndice 8, p. 138) apresentou um
ion com m/z 225,0759 [M+H]* (calc.: 225,0757; erro: 0,8 ppm), e um aduto
de sodio com m/z 247,0581 [M+Na|*. Esta informacao adicionada aos dados
obtidos por RMN de 'H com PRESAT, 13C, e HSQC (Apéndice 9, p. 139;
Apéndice 10, p. 140; e Apéndice 12, p. 142, respectivamente) permitiram
sugerir para a substancia 4 a formula molecular C11H120s5 e a estrutura da

Figura 34 (p. 85).

Figura 34. Estrutura atribuida a substancia 4

Tabela 16. Dados de RMN de 'H com PRESAT e 13C da substancia 4 (CDsOD; 14,1 T)

Posicao o¢c 6u (m, J Hz) HMBC
1 170,6
3 76,2 4,68 (m) C-4a
2,90 (dd; 12,0 e 6,0
4 33,8 2.82 Edd; 12.0 e 6,0; C-3, C-5, C-4a, C-6, C-9
4a 136,1
5 106,4 6,31 (s) C-4, C-6, C-1
6 156,2
7 133,6 C-10
8 157,0
8a 100,7
9 19,4 1,48 (d; 6,3) C-3,C-4
10 59,5 3,84 (s) C-7
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O espectro de RMN de 'H com PRESAT de 4 (Tabela 16, p. 85;
Apéndice 9) apresentou dois singletos, sendo um caracteristico de
hidrogénio aromatico de um anel pentassubstituido em 6u 6,31 (s, 1H, H-5,
O0c 106,4), e um singleto em 6u 3,84 (s, 3H, H-10, 6c 59,5), referente a
metoxila aromatica e um dubleto em 6u 1,48 caracteristico de hidrogénio
metilico (d, J = 6,0 Hz, 3H, H-9, 6c 19,4). Adicionalmente, observam-se dois
duplos dubletos em 6n 2,90 (dd, 1H, J= 12,0 Hz e 6,0 Hz; H-4a’, 6c 33,8) e
2,82 (dd, 1H, J = 12,0 Hz e 6,0 Hz; H-4b’, 6¢c 33,8) caracteristico de um
metileno diastereotopico, e um multipleto em 6y 4,68 (m, 1H, H-3, 6c 76,2).

O espectro de RMN de 13C (Tabela 16; Apéndice 10) evidenciou a
presenca de onze sinais, sendo que seis sao referentes aos carbonos sp? 6c
157,0 (C-8); 156,2 (C-6); 136,1 (C-4a); 133,6 (C-7); 106,4 (C-5); 100,7 (C-8a);
sendo cinco destes atribuidos a carbonos quaternarios, um metinico ambos
do anel aromatico e uma carbonila de lactona em 6c 170,6 (C-1), trés
carbonos sp® sendo uma metila, um metinico carbinodlico e outro metilénico
benzilico. Também foi observada a presenca de uma metoxila aromatica (6c
59,5). Os atomos de hidrogénios foram atribuidos aos respectivos carbonos
pelos experimentos de RMN de 13C em conjunto ao mapa de contorno do
HSQC.

Estas observacoes nos conduziram a sugerir a presenca de uma
isocumarina. O experimento de COSY (Figura 35, p. 86; Apéndice 11, p.
141) foi observada a correlacao entre 1,48-4,68+2,81/2,90; evidenciando a

sub-estrutura parcial A.

Figura 35. Determinacao da estrutura parcial, A, da substancia 4
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Estas observacoes aliadas aos experimentos de HMBC (Tabela 17;
Apéndice 13, p. 143) onde foram visualizadas as correlacoes entre H-4-C-
9/C-5/C-6, H-10-C-7, nos permitiram conectar a sub-estrutura parcial A

no anel aromatico (Figura 36, p. 87).
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Figura 36. Principais correlacoes observadas por COSY e HMBC da substancia 4

A metoxila foi posicionada em C-7 devido a correlacao em HMBC entre
H-10-C-7, e também pela realizacao de experimentos de NOESY 1D
(Apéndice 15, p. 145). As correlacoes observadas pelo experimento de
TOCSY 1D (Apéndice 14, p. 144), associado aos valores das constantes de
acoplamento e dos deslocamentos quimicos permitiu atribuir para a
substancia 4 a estrutura 6,8-dihidroxi-3-metil-7-metoxi-3,4-
dihidroisocumarina. A substancia 4 € denominada demetilkigelina, e ja foi

isolada de Aspergillus terreus. 61, 62

5.6.3 Determinacdo estrutural de 5

A substancia S5 foi isolada como um sélido de coloracdo amarela e a
formula molecular foi atribuida com base nos dados de RMN de 'H com
PRESAT, 13C e HSQC (Apéndice 16, p. 146; Apéndice 17, p. 147; e
Apéndice 19, p. 149, respectivamente) juntamente com os dados
encontrados na literatura permitiram sugerir para a substancia 5 a

estrutura da Figura 37 (p. 87). 63

Figura 37. Estrutura atribuida a substancia 5
OH O
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Tabela 17. Dados de RMN de 'H com PRESAT e 13C da substancia § (CDsOD; 14,1 T)

Posicao 6¢ ou (m; J Hz) HMBC
1 170,0
3 76,4 4,72 (m)
3,0 (dd; 11,4 e 3,0)
4 33,8 2,89 (dd: 11,4 e 3,0) C-5, C-3, C-4a
4a 136,6
5 102,6 6,55 (s) C-4, C-6, C-7,C-3, C-1
6 134,8
7 158,7
8 155,5
8a 102,4
9 19,3 1,50 (d; 6,3) C-4, C-3, C-1
10 55,5 3,93 (s) C-7
11 59,6 3,80 (s) C-6

A substancia S apresentou perfil por RMN de 'H com PRESAT e 13C
(Tabela 17, p. 88; Apéndices 16 ¢ 17, p. 146 e 147, respectivamente) muito
parecido com 4 evidenciando tratar-se de derivados. A unica diferenca
observada foi que em 5 haviam sinais referentes a duas metoxilas
aromaticas em 6ux 3,93 (s, 3H, C-10, 6¢c 55,5) e 6u 3,80 (s, 3H, H-11, &6¢ 59,6)
e em 4 foi observado apenas um metoxila 6u 3,84 (s, 3H, H-10, 6c 59,5). A
posicao das metoxilas foi atribuida com base na comparacao dos dados de
RMN de !H e !3C com a literatura, e pela realizacdo de experimentos de
NOESY 1D (Apéndice 21, p. 151). As correlacoes observadas pelo
experimento de COSY (Apéndice 18, p. 148) e as principais correlacoes
observadas pelo mapa de contorno HMBC (Tabela 17; Apéndice 20, p. 150)

estao ilustradas na Figura 38 (p. 88).

Figura 38. Principais correlacoes observadas por COSY e HMBC da substancia 5
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Estas informacoes alicercadas com a literatura permitiram sugerir que

5 também € wuma isocumarina (8-hidroxi-3-metil-6,7-dimetoxi-3,4-
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dihidroisocumarina) denominada kigelina, % um metabdlito bioativo
encontrado em em Kigelia pinnata (Bignoniaceae).

Segundo a literatura, a substancia kigelina € um ingrediente ativo de
cosmeéticos e locoes para a pele, pois contém propriedades curativas na
remocao de lesoes solares, especialmente quando utilizada na face, pescoco,
maos e bracos. A grande importancia biologica e comercial da kigelina
juntamente com a sua estrutura simples tornou-a um alvo atraente para
estudos sintéticos, 03 sendo que neste trabalho esta substancia também foi
isolada de fontes naturais e a partir de um fungo endofitico do género

Xylaria sp.

5.6.4 Determinacdo estrutural de 1 e 2

Esta amostra foi isolada como um sélido de coloracdo amarela e o
espectro de RMN de !H com PRESAT e !3C (Apéndices 24 e 25, p. 154 ¢
155, respectivamente), evidenciou a presenca de uma mistura, muito
provavelmente de isocumarina e pirona devido as similaridades observadas
entre as substancias 3 a 5. No espectro de RMN de !H com PRESAT
observamos, pela integracdo, que a proporcao das duas substancias era de
1:1.

Analise do Espectro de Massas (Apéndice 23, p. 153) confirmou a
proposta da mistura uma vez que foram observados sinais de ions com m/z
183,1019 [M+H]* (calc.: 183,1016; erro: 1,6 ppm) e o aduto de sodio
correspondente com m/z 205,0839 [M+Na|*; também observou-se um ion
com m/z 239,0919 [M+H]* (calc.: 239,0914; erro: 2,09 ppm) um aduto de
sodio com m/z 261,0741 [M+Na]*, e um dimero sodiado com m/z 499,1582
[2M+Na]* o que contribuiu para a suposicao de duas substancias presentes
com as respectivas estruturas atribuidas na Figura 39 (p. 90).

Esta mistura foi submetida a determinacao estrutural das substancias

presentes devido a pequena massa da mesma.
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Figura 39. Estrutura atribuida as substancias 1 e 2
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Tabela 18. Dados de RMN de 'H com PRESAT e 13C das substancias 1 e 2 (CDs0OD; 14,1 T)
Isocumarina (1) Pirona (2)
Posicao | &c 6u (m; J Hz) HMBC Posicao 6¢c 6u (m; J Hz) HMBC
1 163,9 2 163,4
3 74,6 4,55 (m) 3 112,7 6,26 (d; 9,6) C-5
2,87 (dd; 16,2
e 3,0)
4 34,9 | 2,79 (dd; 16,2 C'9(’:_C5'8a’ 4 144, 6 7,65 (d: 9,6) C-2, C-7
e 1,3)
4a 137,9 S 119,3
5 110,1 6,57 () C'8g’_ 1C'4’ 6 158,5
_ C-8, C-9,
140,6 67,1 4,63 (t; 7,0) ot o5
7 156,4 8 38,8 1,75 (m) 1,55 m) C-9, C-7
8 156,5 9 18,4 1,31 (m) C-7, C-8
8a 109,3 10 12,9 0,97 (t; 7,4) C-8
_ C-5, C-6,
9 19,4 | 1,45 (d; 6,0) C-3 11 15,6 2,30 (s) oa
10 59,9 3,84 (s) Cc-7
11 60,6 3,91 (s) C-8

A isocumarina (1)

identificada nesta amostra mostrou-se muito

parecida com 5, sendo que a Unica diferenca, observada foi o deslocamento

da carbonila em C-1 da lactona. Em 5§ o deslocamento quimico de C-1 foi

observado em 6c¢ 170,0 e em 1 passou para 6c 163,9 (C-1), evidenciando

uma protecao de cerca de 6,0 ppm, que pode ser justificado pela presenca da

metoxila em C-8 6% ao invés de em C-7 quando em S (Figura 40, p. 91), € na

Figura 41 (p. 91) estao as principais correlacoes observadas em 1 pelo mapa

de contorno por COSY e HMBC (Apéndices 26 e 28, p.

respectivamente).
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Figura 40. Estruturas das substancias 1 e §
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Figura 41. Principais correlacoes observadas por COSY e HMBC da substancia 1
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Em posse destes dados podemos atribuir que a substancia 1 presente
em mistura como 6-hidroxi-3-metil-7,8-dimetoxi-3,4-dihidroisocumarina.

Com relacao a substancia 2, esta pertencente a classe das pironas
quando comparada a substancia 3, verificou-se também a presenca de dois
dubletos em 6u 7,65 (d, 1H, H-4, J = 9,6 Hz, 6c 144,6) e 6u 6,26 (d, 1H, H-3,
J=9,6 Hz, 6c 112,7), e a constante de acoplamento observada sugere uma
insaturacao com geometria cis. Observou-se também (Figura 42, p. 91) a
reducao em C-11 de um alcool para uma metila, adicionalmente em 2 ha a
oxidacao no radical butil em 3. As principais correlacoes observadas em 1
pelo mapa de contorno por COSY e HMBC estao ilustradas na Figura 43 (p.
92).

Figura 42. Estruturas das substancias 2 e 3
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Figura 43. Principais correlacoes observadas por COSY e HMBC da substancia 2

A partir dos dados obtidos atribuiu-se para a substancia 2 a estrutura
S-hidroxibutil-6-metil-2H-piran-2-ona. A substancia 2 €& conhecida na
literatura como xylariolideo D, e também ja foi isolado de Xylaria sp. e
possui atividades antimicrobiana e antitumoral. 65

No Apéndice 27 (p. 157) esta o mapa de contorno por HSQC de 1 e 2,
no Apéndice 31 (p. 161) estdo os experimentos de NOESY 1D de 1, e os
Apéndices 29 e 30 (p. 159 e 160) sao referentes aos TOCSY 1D de 1 e 2,

respectivamente.

5.6.5 Proposta biossintética das isocumarinas e pironas isoladas

A proposta biossintética para a formacao das isocumarinas e pironas
se inicia com a condensacdo de uma unidade de acetil-CoA e duas de
malonil-CoA, sendo o intermediario gerado a chave na formacao das duas
classes de compostos (Figura 44, p. 93). 66

Para a formacao de pironas este intermediario sofre uma reacao de
condensacdo e reducao formando o acido triacético (lactona), que
subsequentemente por reacoes de adicao e oxidacao geram as substancias 2
e 3. 66

Para a formacao de isocumarinas, o intermediario condensa mais duas
unidades de malonil-CoA seguida de ciclizagcado, enolizacdao e aromatizacao
formando a 6-hidroximeleina ©® que depois por reacoes de hidroxilacdo e O-
metilacao geram as substancias 1, 4 € 5.

E importante ressaltar que na literatura encontra-se também o relato
da formacao de pironas pelas mesmas enzimas envolvidas na biossintese dos

flavonoides. 67
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Figura 44. Proposta biossintética para as isocumarinas e pironas isoladas
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FONTE: Adaptado de DEWICK, P. M. (2008). 66

5.6.6 Determinacdo estrutural de 6

A substancia 6 foi isolada como um solido de coloracdo amarela e sua
estrutura foi atribuida com base nos Espectros de RMN de !H com PRESAT,

13C, HSQC juntamente com os dados encontrados na literatura, foi atribuida
a estrutura da Figura 45 (p. 94). 68
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Figura 45. Estrutura atribuida a substancia 6
28

Tabela 19. Dados de RMN de 'H com PRESAT e 13C da substancia 6 (CDsOD; 14,1 T)

Posicao 6c Ou (m; J Hz) HMBC
1 37,6 2,12 (m)
2 33,8 2,42*
3 200,3
4 1252 6,19 (3) C-2; C-3; C-5; C-10
S 157,9
6 201,0
7 40,0 2,63* C-6
8 62,7
9 49,5 2,89*
10 36,0
11 24.6 2,14 (m) C-14
12 37,6 2,12 (m)
13 54,4
14 216,3
15 37,2 2,51 (m) C-14
16 22,7 1,99 (m)
17 48,2 1,72*
18 15,9 0,97 (s) C-8; C-13; C-17, C-20
19 23,3 1,30 (s) C-5; C-9, C-10, C-12
20 36,0 2,40 (m)
21 22,8 1,15 (d; 7,2 Hz) C-17; C-20; C-23
22 132,9 5,35 (dd; 7,8 e 14,5 Hz) C-20; C-21; C-23
23 134,6 5,37 (dd; 14,5 e 7,8 Hz) C-22
24 43,3 1,91 (m)
25 33,0 1,49 (m)
26 18,7 0,81 (d, 6,6 Hz)
27 19,2 0,84 (d, 6,6 Hz) C-24; C25
28 16,7 0,91 (d; 7,2 Hz) C-22; C-23; C-24; C-25

*Sinal sobreposto.

O espectro de RMN de 'H com PRESAT de 6 (Tabela 19, p. 94,
Apéndice 32, p. 162), apresentou sinais em: éu 6,19 (s, 1H, H-4, 6c 125,2);
6u 5,35 (dd, 1H, J= 14,5 e 7,8 Hz; H-22, 6c 132,9); 6u 5,37 (dd, 1H, J=7,8 ¢
14,5 Hz; H-23, 6c 134,6), caracteristicos de hidrogénios olefinicos. Observa-

se uma complexa regido de sinais entre 6y 0,81 a 6u 2,90; referentes a
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hidrogénios metilicos, metilénicos, e metinicos e possibilitando sugerir que 6
€ da classe dos esteroides.

O espectro de RMN de 13C associado as analises por HSQC, (Tabela
19; Apéndices 33 e 35, p. 163 e 165, respectivamente) permitiu atribuir os
seguintes grupos funcionais: seis grupos metilicos, incluindo duas metilas
ligadas a carbono tetrassubstituido: C-18 (s, 3H, 6u 0,97; 6c 15,9) e C-19 (s,
3H, 6u 1,30; 6¢c 23,3) e quatro metilas ligadas a carbonos metinicos C-21 (d,
3H, 6u 1,15; J= 7,2 Hz; 6¢c 22,8), C-26 (d, 3H, 61 0,81; J= 6,6 Hz; 6c 18,7),
C-27 (d, 3H, 6u 0,84; J= 6,6 Hz ; 6¢c 19,2), e C-28 (d, 3H, 61 0,91; J= 7,1 Hz;
Oc 16,7).

Verficou-se a presenca de sete grupos metilénicos: C-1 (m, 2H, 6u 2,12;
6c 37,6), C-2 (2H, 6u 2,42; 6c 33,8), C-7 (2H, 6u 2,63; 6c 40,0), C-11 (m, 2H,
on 2,14; 6¢c 24,6), C-12 (m, 2H, éu 2,12; 6¢ 37,6), C-15 (m, 2H, 6u 2,51; 6c
37,2), e C-16 (m, 2H, 6n 1,99; 6c 22,7); duas ligacoes com hibridizacao sp=,
C-22 (dd, 1H, 6n 5,35; J= 7,8 e 14,5 Hz; 6c 132,9), C-23 (dd, 1H, 6u 5,37; J
= 14,5 e 7,8 Hz; 6c 134,6) e C-4 (s, 1H, 6u 6,19; 6¢c 125,2), e C-5 (gC, 6&¢
157,9). Cinco grupos metinicos caracteristicos de Csp?® (C- 9, 6¢ 49,5; C-17,
O0c 48,2; C-20, 6¢ 36,0; C-24, 6¢ 43,3; e C-25, 6¢ 33,0), dois carbonos
quaternarios sp3 (C-10, 6¢c 36,0; e C-13, 6¢c 54,4); e por fim, trés carbonos
caracteristicos de cetonas (C-3, 6¢c 200,3; C-6, 6c 201,0; e C-14, 6c 216,3).

A analise do experimento de COSY (Apéndice 34, p. 164), juntamente
com as correlacoes obtidas pelo mapa de contorno HMBC (Apéndice 36,
p.166), Figura 46 (p. 96), permitiram identificar 6 como o esteroide

dankasterona A. 68
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Figura 46. Principais correlacoes observadas por COSY e HMBC da substancia 6

O relato na literatura do isolamento de dankasterona A foi obtido a
partir da cultura do fungo Gymnascella dankaliensis associado a esponja
marinha Halichondria japonica. Os estudos biologicos efetuados indicaram
que essa substancia apresenta acao citotoxica significativa contra células
tumorais, 8 e este € o primeiro relato da sua producado por um endofito do

género Xylaria.
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5.7 Fracionamento do extrato produzido pelo enddfito PR-03

O endofito Xylaria sp. PR-03 foi submetido a cultivo em Arroz em
escala ampliada (total de nove Erlenmeyers; 810,0 g de Arroz), que apos
periodo de incubacao, conforme descrito na secao 4.1.2.2 (p. 41); Esquema
3 (p. 42), foi submetido a particoes com os solventes apropriados. No
entanto, o numero de particoes utilizadas para obtencao do extrato final foi
maior, ou seja, cinco particoes com agua e cinco com hexano, visando obter
um extrato com menos interferentes oriundos do meio de cultivo.

O rendimento do extrato PR-03 A foi de 932,0 mg; pode-se notar a
eficacia da realizacdo de um numero maior de particoes pela observacao da
cristalizacao de substancias puras no proprio frasco contendo o extrato,
Figura 47 (p. 97), também foi observada essa cristalizacao no funil de

separacao durante a execucao das particoes.

Figura 47. Extrato produzido pelo endéfito Xylaria sp. PR-03 em Arroz; a) imagem
do frasco contendo o extrato, e b) fundo do frasco

Os perfis quimico e cromatografico obtidos para este extrato constam
na Figura 48 (p. 98). Foram adotadas as mesmas condicoes descritas na
secao 5.2, ou seja, para analise por RMN de 'H foi utilizado 3,0 mg do
extrato solubilizado em DMSO-ds; € para analise cromatografica: gradiente
exploratorio ACN/H.O (05:95 v/v), C-18, vazao de 1,0 mL min,
concentracao do extrato de 1,0 mg mL-1.

Este extrato foi submetido a separacao por cromatografia em coluna
utilizando como fase estacionaria Sephadex LH-20 e fase moével MeOH.
Foram coletadas 49 fracoes que depois de analisadas por CCD foram
reunidas em onze fracoes, conforme pode ser visualizado no Esquema 5 (p.

99), onde consta o rendimento obtido destas.
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Figura 48. Perfil do extrato produzido em escala ampliada obtido por inoculacdo do endoéfito Xylaria sp. PR-03 em

meio solido de Arroz (a) cromatografico; e b) por RMN de !H (DMSO-ds, 14,1 T), respectivamente
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Esquema 5. Fracionamento em coluna cromatografica do extrato produzido pelo
endofito PR-03 em Arroz

PR-03 A
~450,0 m

CC Sephadex LH-20
MeOH

49 Fracgoes

Analise CCD (254 e 366 nm)
Fracoes reunidas

[ 11 Fragodes ]—

Analisadas cromatograficamente
Gradiente exploratorio
ACN:H,0 (05:95 = 100 % ACN)

=== Submetido a otimizacao e separacao

7 e 8 em processo de determinacao estrutural

Posteriormente foram obtidos os perfis cromatograficos destas fracoes
reunidas, fracoes Fr_1-3 a Fr_41-49 (Figura 49, p. 100), em gradiente
exploratorio utilizando ACN:H20 (mesmo gradiente utilizado para analisar o
perfil do extrato bruto PR-03 A, e mesmos comprimentos de onda analisados).
As analises destas fracoes por CLAE-DAD evidenciaram perfis com diversas
bandas cromatograficas, sendo que algumas destas apresentaram boa
resolucao e foram submetidas a otimizacao para fracionamento cromatografico.

O fracionamento cromatografico por CLAE-DADypreparativo das fracoes Fr_4-
9, Fr_15, Fr_16-21, e Fr_31-34, resultou no isolamento de dez substancias, das
quais oito foram elucidadas utilizando as técnicas uni e bidimensionais de
RMN, e por comparacao dos valores obtidos com a literatura. O rendimento

obtido das substancias 7 a 16 estao descritas na Tabela 20 (p.99).

Tabela 20. Rendimento das substancias 7 a 16 obtidas pela separacao cromatografica
em CLAEp eparativo das fracoes de PR-03 A

Substancias | 7 8 9 |9+10| 11 12 13 | 14 | 15 | 16
Massa(mg) | 04 | 0,5 | 0,3 | 3,6 |16,8| 4,0 | 1,8 | 1,2 | 0,3 | 0,7
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Figura 49. Perfil cromatografico das fracoes: (a) Fr_1-3 a (k) Fr_47-49,
respectivamente, obtidas pelo fracionamento em coluna de PR-03 A

(b) Fr_4-9
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Legenda: gradiente exploratério ACN/H>O (05:95 v/v), C-18, vazao de 1,0 mL min-!; C = 1,0
mg mL-1; A=220, 254, 280 e 330 nm, respectivamente.
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5.7.1 Determinacdo estrutural de 12

A substancia 12 foi isolada como um soélido de coloracdo amarela e sua
estrutura foi determinada pelos dados espectroscopicos obtidos por RMN de 'H
com PRESAT, HSQC, HMBC, COSY e por comparacdao com os dados da

literatura permitiram atribuir a estrutura da Figura 50 (p. 101). 35,36

Figura 50. Estrutura atribuida a substancia 12
N /
O

Y 0
8'E
\O 7a O
Cl

Tabela 21. Dados de RMN de 'H com PRESAT e HSQC da substancia 12 (CD3OD; 14,1 T)

2
o

Posicao &¢ 6u (m; J Hz) HMBC
) 165,4*
5 89,9 6,42 (3 C-3, C-3a;, C-6, C-7, C-7a
6 158,0%
7 94,8
3a 103,3*
7a 165,8*
4-OCH; | 56,5 4,06 (3) c-4
6-0CH; | 556 3,97 (s) C-6
2-OCHs; | 56,2 3,69 (3) c2
3 192,4%
2 90,4*
> 172,2
3 106,8 5,62 () C-2; C-2,, C-45 C5
g 108,0*
5o’ 2,43 (dd; 15,6 ¢ 3,6) o
5b° 39,2 [ 72,87 (dd; 15,6 ¢ 13,2) C-2;C-45C-6
6 35,7 2,82 (m)
6"-CH, 12,9 0,91 (d; 6,4) C2,C4,C5

*Valores obtidos por HMBC.

O espectro de RMN de 'H com PRESAT de 12 (Tabela 21, p. 101;
Apéndice 37, p. 167) apresentou trés singletos tipicos de metoxilas em: 6u
4,06 (s, 3H, 6¢c 56,5); 3,97 (s, 3H, 6c 55,6), e 3,69 (s, 3H, 6c 56,2); sendo duas
aromaticas e uma sobre sistema insaturado, respectivamente. Um singleto em
0u 5,62 (s, 1H, H-3", 6¢c 106,8) atribuido a hidrogénio olefinico e um singleto na
regiao de hidrogénio aromatico em 6uy 6,45 (s, 1H, H-5, 6c 89,9) indicando um

anel aromatico pentassubstituido. Observou-se também um dubleto em 6x 0,94
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(d; 3H, J = 6,6 Hz; 6c 12,9) atribuido a uma metila ligada a um carbono
metinico. O espectro de RMN de 'H também apresentou dois duplos dubletos
em 6u 2,43 (dd, 2H, J= 15,6 e 3,6 Hz; H-5a") e 6u 2,87 (dd, 2H, J= 15,6 € 13,2
Hz; H-5b") ambos com 6¢ 39,7; caracteristico de um metileno diastereotopico, e
um multipleto em 6y 2,76 (m, 1H, H-6", 6¢ 35,7).

Os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos atomos de
carbono apos analise do mapa de contorno HSQC (Apéndice 39, p. 169). Pelo
experimento de COSY (Apéndice 38, p. 168) foi possivel verificar as correlacoes
ilustradas na Figura 51 (p. 102), e no mapa de contorno HMBC (Figura 51;
Apéndice 40, p. 170) foram observadas as seguintes correlacoes H-5-C-6/C-
4/C-7/C-7a/C-3/C-3a; 4-OCH3~C-4; 6-OCH3-C-6; 2°-OCH3+-C-2"; H-3'-C-
2/C-47/C-2°/C-57; 6'-CHz~ C-2/C-57; 5-H~C-4"/ C-6"/C-2/C-3.

Figura 51. Principais correlacbdes observadas por COSY e HMBC da substancia 12

oY

3a3

Cl

A partir da analise dos dados espectrais e por comparacao destes com a

literatura identificamos a substancia 12 como sendo a griseofulvina.

5.7.2 Determinacdo estrutural de 9

A substancia 9 foi isolada como um sélido de coloracao amarela claro e a
elucidacao estrutural foi realizada por analise dos dados de RMN de 'H com
PRESAT, HSQC, HMBC, COSY e comparacao com a literatura foi possivel

atribuir a estrutura da Figura 52 (p. 103). 3536
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Figura 52. Estrutura atribuida a substancia 9

Tabela 22. Dados de RMN de 'H com PRESAT e HSQC da substancia 9 (CD30D; 14,1 T)

Posicao 6¢ 8u (m; J Hz) HMBC
4 159,2*
5 88,4 6,34 (d; 1,8) C-3a; C-7
6 171,0*
7 92,8 6,19 (d; 1,8) C-3a; C-5
3a 103,0*
7a 176,0*
4-OCHs3 55,6 3,91 (s) C-4
6-OCH3 55,5 3,87 (s) C-6
2°-OCHj3; 56,3 3,67 (s) C-27
3 198,0*
2 89,7*
2" 172,0
3 103,6 5,59 (s) C-2; C-27; C-47; C-5°
4 198,7*
5a’ 2,40 (dd; 16,8 € 4,8) C-2; C-4;C-6
5b° 39,2 2,89 (dd; 16,8 e 13,4)
6 36,2 2,76 (m)
6" -CHs3 12,9 0,91 C-2; C-57; C-6°

*Valores obtidos por HMBC.

O espectro de RMN de 'H com PRESAT de 9 (Tabela 22, p. 103;
Apéndice 41, p. 171) apresentou perfil semelhante ao da griseofulvina (12)
sendo a principal diferenca observada, a presenca de dois dubletos em 6u: 6,34
(d; 1H, J = 1,8 Hz; H-5, 6¢ 88,4) e 6u 6,19 (d; 1H, J= 1,8 Hz; H-7, 6c 92,8) ao
invés de um singleto em 6n 6,45 (s, 1H, H-5, 6c 89,9) como observado para 12.
Esta observacao evidenciou um padrao de substituicao meta, em um anel
aromatico tetrassubstituido. Tal suposicao foi confirmada pelos valores de &c-6
que passou de 158,2 em 12 para 6c6 171,0 em 9, evidenciando a protecao de
C-6 pela ressonancia do par de elétrons do cloro.

Também foram observados singletos em 6un 5,59 (s, 1H, H-3", 6¢ 103,6);
6u 3,91 (s, 3H, 6¢ 55,6); 6u 3,87 (s, 3H, 6¢ 55,5) e du 3,67 (s, 3H, 6c 56,3)
indicando a presenca de um hidrogénio olefinico e trés metoxilas, sendo duas

aromaticas e uma sobre um Csp? de um sistema a,B-insaturado,
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respectivamente. Também observou-se, um dubleto em 6u 0,91 (d; 3H, J= 6,6
Hz, 6c 12,9), um multipleto em 6u 2,76 (m, 1H, H-6", 6c 36,2); e dois duplos
dubletos em 6 2,40 (dd, 2H, J = 16,8 e 4,8 Hz; H-5a") e 6u 2,89 (dd, 2H, J =
16,8 e 13,4 Hz; H-5b") ambos com 6¢ 39,7; caracteristico de um grupo metileno
diastereotopico.

O mapa de contorno HSQC (Apéndice 43, p. 173) permitiu atribuir os
hidrogénios aos respectivos carbonos, o espectro de COSY (Apéndice 42, p.
172) e o mapa de contorno por HMBC (Apéndice 44, p. 174), ambos ilustrados

na Figura 53 (p. 104) mostrou-se muito similar ao da griseofulvina 12.

Figura 53. Principais correlacoes observadas por COSY e HMBC da substancia 9

Esses dados comparados com a literatura evidenciaram a substancia 9

como a 7-declorogriseofulvina.

5.7.3 Biossintese da griseofulvina

A biossintese da griseofulvina foi primeiramente estudada por Barton e
Cohen em 1957, no qual demonstrou que a formacao do heptacetideo €
iniciada por uma unidade de acetil-CoA e seis condensacoes sequenciais de
malonil-CoA, e sugeriram um mecanismo de ciclizacao do radical fenoxi para a
formacao do anel espiro da griseofulvina. Rhodes et al. em 1961, por sua vez,
inferiram que benzofenonas metiladas seriam os intermediarios na biossintese
da griseofulvina, estas suposicoes foram posteriormente esclarecidas em 1976
por Harris e colaboradores, pelo estudo com is6topos marcados, que
determinaram que a O-metilacao dos dois grupos fenois ocorre imediatamente
apos a formacao do intermediario benzofenona resultando na griseofenona C,

ao passo que a ultima O-metilacdo ocorre mais tarde na via biossintética. 66, 70
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O estudo do sequenciamento de genes envolvidos na biossintese da
griseofulvina conduzido por Yi Tang e colaboradores em 2013 confirmou o
estudo de Harris e indicou as enzimas envolvidas neste processo. Estes
estudos foram realizados a partir dos genes encontrados em Penicillium
aeothipicum no qual foi indicado serem necessarias pelo menos sete enzimas
durante as etapas. As etapas acima descritas até a formacao da griseofenona C
foram confirmadas, a etapa subsequente foi determinada pela halogenacao do
anel aromatico gerando a griseofenona B, que passa por uma oxidacao
radicalar fenodlica promovido pelo citocromo P450 e sua forma de ressonancia
origina o esqueleto com centro espiro. A acao de uma nova O-metilacao do
grupo fenol restante e, finalmente, a reducao estereoespecifica da ligacao dupla
levam a griseofulvina, como ilustrado na Figura 54 (p. 105), a

declorogriseofulvina € obtida pela nao halogenacao do anel. 37

Figura 54. Biossintese proposta para a substancia 12
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FONTE: Adaptado de PETERSEN, A. B. et al (2014). 37
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Esta amostra foi isolada em mistura e o espectro de RMN !H com

PRESAT (Apéndice 45, p. 175) evidenciou a presenca desta com proporcao

aproximada de 1:1, indicada pela integracao dos sinais. Nesta mistura foi

identificada a declorogriseofulvina (9) e uma outra substancia. Assim, a

identificacado desta substancia foi realizada pela subtracdo dos sinais da

declorogriseofulvina e pela analise dos dados de RMN de 'H com PRESAT,
HSQC, HMBC, COSY, principalmente por TOCSY 1D (Apéndice 46, p. 176), e

comparacao com a literatura permitiram atribuir a estrutura da Figura S5 (p.

106). 35, 42

Figura 55. Estrutura atribuida a substancia 10

1COOH

2

e N
5

4 COOH

10

Tabela 23. Dados de RMN de 'H com PRESAT e HSQC da substancia 10 (CD30D; 14,1 T)

Posicao 6c 8u (m; J Hz) HMBC
1 171,4*
2 133,0*
3 37,3 3,66%* C-1; C-2; C-4; C-5; C-11
4 176,9*
S 143,7 0,79 (t, 7,6) C-1; C-2; C-3; C-6; C-11
6 28,7 2,25 (m) C-2; C-5; C-7; C-8
7 27,3 1,47 (m) C-8; C-9; C-10
8 30,5 1,33 (m) C-7; C-9; C-10
9 21,2 1,33 (m) C-7; C-8
10 12,7 0,91 (t;, 6,6) C-9; C-8
11 14,4 1,29 (t; 6,6) C-2; C-3; C-4

*Valores obtidos por HMBC; ** sinal sobreposto.

Os dados de RMN de !H com PRESAT (Tabela 23, p. 106; Apéndice 45,
p. 175) apresentou sinais em 6u 1,29 (d; 3H, J = 6,6 Hz; H-11, 6¢c 14,4), em 6u
0,91 (¢, 3H, J = 7,2 Hz; H-10, 6u 12,7) e em 6u 3,66 (m, 1H, H-3, 6c 37,3),
atribuidos a H-11, H10 e H-3, respectivamente. Observou-se também, um
tripleto em 6n 6,79 (t, 1H, J = 7,6 Hz; H-5, 6¢c 143,7), atribuido ao hidrogénio
olefinico de H-5, A%5, além de multipletos em 6n 2,25 (m, 2H, H-6, 6c 28,7), 6n
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1,47 (m, 2H, H-7, 6¢c 27,3), 6u 1,33 (m, 2H, H-8, 6¢ 30,5), e 6u 1,33 (m, 2H, H-9,
O0c 21,2), referentes a quatro grupos metilénicos de H-6, H-7, H-8 e HO,
respectivamente.

Analise detalhada dos espectros de HSQC (Apéndice 48, p. 178)
permitiu a atribuicao de todos os atomos de hidrogénios aos respectivos
atomos de carbono.

Pela analise do experimento de COSY (Apéndice 47, p. 177) e pelo mapa
de contorno HMBC (Apéndice 49, p. 179) foi possivel verificar as principais
correlacoes de: H-11-C-2/C-4; H-10-C-8/C-9; H-6-C-5/C-2/C-7; H-3-C-
1/C-5/C-11; H-5-C-1/C-3/C-11. A conexao do hepteno foi visualizada pela
correlacao observada entre H-5-C-3/C-1 e de H-11-C-2, ilustrada na Figura

56 (p. 107).

Figura 56. Principais correlacoes observadas por COSY e HMBC da substancia 10

COSY HMBC

A comparacao com dados da literatura permitiu identificar a substancia
10 como sendo o acido 2-hexilideno-3-metilbutanodioico, estudos
demonstraram que esta substancia apresentou forte atividade antifingica

contra os fitopatogenos C. cladosporioides e C. sphaerospermum. 35, 42

5.7.5 Determinacdo estrutural de 11

A substancia 11 foi isolada como um sélido de coloracao branca e sua
elucidacao estrutural foi realizada por analise dos dados fornecidos por RMN
de 'H com PRESAT, RMN de !3C, HSQC, HMBC, COSY e comparacao com a

literatura permitiram inferir a estrutura da Figura 57 (p. 108). 35:36



Tabela 24. Dados de RMN de 'H com PRESATe 13C da substancia 11 (CDsOD; 14,1 T)

Figura 57. Estrutura atribuida a substancia 11

Posicao &¢ 6u (m; J Hz) HMBC COSY 'H-'H
1 172,6
3 53,4 3,41 (m) C-1; C-17; C-5; C-7; C-9 H-10
4 47,2 2,87 (dd; 5,1 e 2,5) C-5; C-6; C-9; C-10 H-5
5 31,4 3,22 (m) H-4; H-11
6 149,9
7 70,1 3,82 (d; 10,7) C6; C-12; C-13 H-8
8 48,0 3,23* C-3; C-4; C-6
9 84,0
. C-17; C-27; C-3; H-3
10 42,7 2,82 C-4: C.9
11 12,8 0,87 (d; 6,6) C-4; C-5; C-6 H-5
12 112,9 5,30 (s) e 5,11 (s) C-5; C-6; C-7; C-8
13 127,0 | 5,85 (ddd; 15,0; 9,7 e 1,8) C-15 H-8
14 136,7 5,25 (m) H-13; H-15
15 41,8 2,11 (m e 1,66 (m) H-14
16 33,1 1,26 (m) H-15
17 35,2 0,61 me 1,71 (m) C-14; C-19; C-24 H-18; H-20
18 20,0 1,47 (m) e 1,29 (m) C-20
C-17; C-18;
19 34,0 1,93 (m) e 1,58 (m) C-20: C-21
20 69,7 4,47 (m) H-19; H-21
21 153,5 6,95 (dd; 15,0 e 4,4) C-20; C-23 H-20; H-22
22 117,3 5,80 (dd; 15,0 e 1,8) C-20, C-23 H-21
23 165,0
24 19,3 0,89 (d; 6,6) C-15; C-16 H-16
1 135,3
2°eb 129,5 7,15 (d; 7,0) C-37; C-10
3’ es 128,2 7,29 (t;, 7,5) C-15; C-27; C-6°
4 126,5 7,21 (t; 7,5) C-27; C-6°

*Sinal sobreposto.
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O espectro de RMN de 'H com PRESAT (Tabela 24, p. 108; Apéndice 50,

p. 180) apresentou sinais caracteristicos de grupos metilicos em 6u 0,87 (d, 3H,
J = 6,6 Hz; H-11, 6c 12,8) e 0,89 (d, 3H, J = 6,6 Hz; H-24,6c 19,3) e de
hidrogénios carbinolicos em 6u 3,82 (d, 1H, J= 10,7 Hz; H-7, 6c 70,1) e 6u 4,47
(m, 1H, H-20, 6c 69,7).
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Observou-se um anel aromatico monossubstituido evidenciado pelos
sinais em 6u 7,15 (d, 2H, J= 7,0 Hz; H-2" e H-6", 6c 129,5), éu 7,21 (¢, 1H, J =
7,5 Hz; H-4, 6¢c 126,5) e 6u 7,29 (t, 2H, J= 7,5 Hz; H-3" e C-57, 6¢c 128,2).

Sinais em 6u 5,83 (ddd, 1H, J = 15,0; 9,7 e 1,8 Hz; H-13, 6c 127,0) e 6n
5,05 (m, 1H, H-14, 6c 136,7) e em 6u 6,95 (dd, 1H, J= 4,4 e 15,0 Hz; H-21, 6c
153,5) e éu 5,80 (dd, 1H, J = 1,8 e 15,0 Hz; H-22, 6¢c 117,3) referentes as
duplas ligacoes entre C-13/C-14, e C-21/C-22, respectivamente, indicando
geometria trans, para os dois casos, devido ao valor da constante de
acoplamento, J = 15,0 Hz. Também foi observada uma ligacao dupla exociclica
entre C-6/C-12 devido a presenca do metileno (H2C-12) observado no HSQC
(Apéndice 53, p. 183). O espectro de RMN de !H (PRESAT) também apresentou
sinais em 6n 2,82 (m, 2H, H-10, &6c 42,7) atribuido aos hidrogénios benzilicos
H-10, que acoplam com 6u 3,41 (m, 1H, H-3, 6c 53,4) conforme pode ser
visualizado na Figura 58 (p. 110).

O espectro de RMN de 13C (Tabela 24; Apéndice 51, p. 181) apresentou
29 atomos de carbono, sendo os sinais em: 6c 126,5 (C-47), 6¢c 128,2 (C-3" e C-
57), 6c 129,5 (C-2" e C-67) e 6¢c 135,3 (C-17) atribuidos aos carbonos aromaticos.
Os sinais em: 6¢ 127,0 (C-13), 6¢c 136,7(C-14), 6¢c 153,5(C-21), 6c 117,3 (C-22)
foram atribuidos as ligacoes duplas. Os deslocamentos quimicos em 6c 165,0
(C-23) e 6c 172,6 (C-1) foram atribuidos as carbonilas caracteristicas de
lactona e lactama, respectivamente.

Analise do espectro de COSY (Apéndice 52, p. 182) nos evidenciou
correlacobes de H-10-H-3-H-4-H-5H-11-H-7-H-8-H-13-H-14-H-
15-»H-16-H-17/H-17-H-18H-19-H-205H-21-H-22 que podem ser
visualizadas na Figura 58 (p. 110).

Com os dados descritos pudemos confirmar a presenca de um anel
aromatico monossubstituido, trés ligacoes duplas sendo duas dissubstituidas e
uma exociclica. Também constatamos a presenca de uma y-lactama e uma
lactona, e dois carbonos metinicos carbinodlicos. Estas informacdes nos
sugeriram a presenca de uma citocalasina.

Comparando os dados obtidos com a literatura foi possivel atribuir a

substancia 11 a estrutura da citocalasina B. 35.36
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Figura 58. Principais correlacoes observadas por COSY e HMBC da substancia 11
12 "

A configuracao absoluta sugerida a substancia 11 foi realizada a partir
dos dados espectroscopicos (tais como: deslocamento quimico e constante de
acoplamento) que sao coincidentes com os da literatura e baseando-se na
biossintese. A citocalasina B (Figura 57, p. 106) ja foi isolada anteriormente
em estudos com outras espécies de Xylaria, esta substancia é comercializada
como Phomin®, e utilizada como agente antineoplasico, porém esta substancia
também possui propriedades antibiotica e fitopatogena. 35, 36

As substancias 13, 14, 15 e 16 evidenciaram perfil por RMN de !'H (com
PRESAT) muito semelhantes ao de 11, como pode ser observado na Figura 59
(p- 111), deste modo sugerimos pertencerem a classe das citocalasinas e

tiveram suas estruturas elucidadas utilizando a mesma metodologia.
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Figura 59. Comparacao dos espectros obtidos por RMN de !H com PRESAT das substancias: (a) 11; (b) 13, (c) 14,
(d) 15, e (e) 16 (CD3OD; 14,1 T)
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5.7.6 Determinacdo estrutural de 13

A substancia 13 foi isolada como um sélido de coloracao branca e sua
elucidacao estrutural foi realizada por analise dos dados de RMN de 'H com
PRESAT e 13C, HSQC, HMBC, COSY, comparacao com a substancia 11 e

com a literatura permitiram atribuir a estrutura da Figura 60 (p. 112). 71

Figura 60. Estrutura atribuida a substancia 13

Tabela 25. Dados de RMN de 'H com PRESAT e 13C da substancia 13 (CD3;0OD; 14,1 T

Posicdo | &c 6u (m; J Hz) HMBC COSY !H-'H

1 172,8
3 55,8 3,43 (m) C-4; C-5 H-10
4 49,5 2,73* C-5; C-6; C-9; C-10
5 33,5 2,94 (m) C-4; C-6; C-7 H-11
6 143,7
7 125,3 5,56 (s) C-5; C-6; C-7
8 45,2 3,40 (m) C-9 H-13
9 87,2
10 42,8 2,85 (m) C-3 H-3
11 11,7 1,07 (d; 7,2) C-4; C-5; C-6 H-5
12 61,7 4,06 (3) H-8
13 1282 | 5,90 (ddd; 15,0; 10,2 € 1,7) C-15 H-8; H-14
14 134,2 5,25 (m) H-15; H-16
15 41,2 2,10 (m) C-13; C-14 H-14
16 33,0 1,32 (m)
17 34,8 0,61 (m) e 1,73 (m) C-18
18 20,2 1,43 (m)
19 34,1 1,88 (m) e 1,55 (m) C-17; C-18; C-20; C-21
20 70,3 4,38 (m) H-19; H-21
21 152,9 6,98 (dd; 15,6 € 5,7) C-14; C-22; C-23 H-20; H-21
22 118,6 5,75 (dd; 15,6 € 1,5) C-20, C-23 H-21
23 165,1
24 19,2 0,87 (d; 6,6) C-15; C-16
1 137,2

2e6 | 1295 7,18 (m) C-37; C-10

3e5 | 1282 7,26 (t; 7,5) C-1;C2;C6
4 126,5 7,17 (m) C-27; C-6"

*Sinal sobreposto.
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As Unicas diferencas observadas entre as substancias 11 e 13 foram:
» Isomerizacao de A%12 para A%7, confirmada pela presenca de um
carbono metinico sp? em 6u 5,56 (s, 1H, H-7, 6c 125,3); e
* Oxidacao de C-12 pela presenca de um carbono carbindlico
metilénico alilico em 6u 4,06 (s, 2H, H-12, 6¢ 61,6).
Estas observacoes aliadas as correlacoes obtidas por HSQC (Apéndice
58, p. 188), HMBC (Figura 61, p. 113; Apéndice 59, p. 189) e COSY (Figura
61; Apéndice 57, p. 187) alicercados aos dados da literatura permitiram

atribuir a substancia 13 a estrutura da citocalasina Z,. 7!

Figura 61. Principais correlacoes observadas por COSY e HMBC da substancia 13

A citocalasina Z; foi primeiramente isolada da cultura de Pyrenophora
semeniperda, um fungo que controla biologicamente o crescimento de ervas
daninhas na grama. Nestes estudos, a citocalasina Z; mostrou uma notavel
capacidade em inibir o alongamento da raiz destas ervas, auxiliando no

controle biolégico desta praga. 71

5.7.7 Determinacdo estrutural de 14

A substancia 14 foi isolada como um soélido de coloracao branca e sua
elucidacao estrutural foi realizada por analise dos dados obtidos por RMN de
IH com PRESAT e 13C, HSQC, HMBC, COSY, por comparacdao com a
substancia 11 e com a literatura permitiram atribuir a estrutura da Figura

62 (p. 114). 72
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Tabela 26. Dados de RMN de 'H com PRESAT e 13C da substancia 14 (CD3;0D; 14,1 T)
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Figura 62. Estrutura atribuida a substancia 14

Posicdo | &¢c 6u (m; J Hz) HMBC COSY 1H-'H
1 173,2
3 59,2 3,51 (dd; 9,9 e 5,3)
4 49,0 3,57* C-1; C-5; C-6; C-9
5 125,3
6 133,7
7 70,3 3,86 (d; 10,0) H-8
8 48,2 3,23 (£ 10,0) C-1; C-7; C-9; C-13; H-7: H-13
C14
9 84,4
3,00 (dd; 13,0 € 5,3) .

10 42,8 268 (dd 13.0 & 9.9) C-3; C-17; C-2 H-3
11 16,2 1,24 (s) C-4; C-5; C-6
12 13,3 1,63 (3) C-5; C-6; C-7
13 127,7 | ©9? (ddd’l’g’o’ 10,0e C-15 H-8, H-14
14 1350 | 221 (dddé}s?’o’ 10,0e H-13; H-15
15 41,6 2,08 (m) e 1,67 (m H-14
16 33,1 1,17 (m)
17 35,5 0,61 (m) e 1,74 (m)
18 19,9 1,49 (m) e 1,21 (m)
19 33,3 1,96 (m) e 1,56 (m) C-17; C-20; C-21 H-20
20 69,2 4,56 (m) H-19; H-20
21 153,9 7,15% C-22; C-23 H-20; H-21
22 118,1 | 5,97 (dd; 15,7 € 2,0) C-20, C-23 H-21
23 165,1
24 19,4 0,89 (d; 6,6) C-15; C-16
1 137,4

2 e6 | 1292 7,12 (m) C-33;C-10

3e5 | 1284 7,31 (t 7,5) C-1;C6
4 126,5 7,23 (m) C2:C6

*Sinal sobreposto.

A substancia 14 apresentou isomerizacao da ligacao dupla exociclica

de A12.6 para AS6 pelas seguintes observacoes:

presenca de uma ligacao dupla tetrassubstituida entre C-5 (6c

125,

3) e C-6 (6c 133,7); e
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® presenca de duas metilas em H-11 e H-12 como um singleto em
6u 1,24 (s, 3H, H-11, &6c 16,3) e em 6u 1,63 (s, 3H, H-12, &c

13,3), respectivamente.
As correlacoes obtidas por HSQC (Apéndice 63, p. 193), HMBC
(Figura 63, p. 115; Apéndice 64, p. 194) e COSY (Figura 63; Apéndice 62,
p. 192) alicercados aos dados da literatura permitiram atribuir a substancia

14 a estrutura da citocalasina Bs. 72

Figura 63. Principais correlacoes observadas por COSY e HMBC da substancia 14

A citocalasina B; foi primeiramente isolada a partir do cultivo do fungo
Phoma sp., € o seu primeiro relato ocorreu em 2012. Na literatura essa
substancia apresenta atividade citotoxica significativa contra linhagens de

células tumorais. 72

5.7.8 Determinacdo estrutural de 15

A substancia 15 foi isolada como um soélido de coloracao branco e sua
elucidacao estrutural foi obtida por analise dos dados obtidos por RMN de 'H
com PRESAT e 13C, HSQC, HMBC, COSY, comparacao com a substancia 11
e os dados da literatura permitiram atribuir a estrutura da Figura 64 (p.
116). 72



Figura 64. Estrutura atribuida a substancia 15
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Tabela 27. Dados de RMN de 'H com PRESAT e 13C da substancia 15 (CD3;0D; 14,1 T)
Posicao oc 6u (m; J Hz) HMBC COSY H-'H
1 173,1
3 53,6 3,81 (m) H-4; H10
4 47,1 2,82 (dd; 5,0 e 1,6) C-1; C-5; C-6; C-9; C-10 H-5
S 35,9 2,14 (dt; 14,3 e 7,3) C-4; C-6; C-11 H-11
6 57,7
7 61,1 2,68*
8 48,2 3,04 (dd; 10,1 e 5,4) C-1; C-7; C-9; C-13 H-7; H-13
9 85,1
10 43,5 2,88 (d‘;”ég’;s ¢ 50) C-3; C-1° H-3
11 11,4 0,81 (d; 7,3) C-4; C-5; C-6
12 18,1 1,21 (s) C-5; C-6; C-7
13 127,7 | 6,09 (ddd; 15,0; 10,0 € 1,6) C-15 H-8; H-14
14 1350 | 5,21 (ddd; 15,0; 10,0 € 3,8) H-14; H-15
15 41,8 2,07 (d; 13,4) e 1,65* H-14
16 33,2 1,17 (m)
17 35,2 0,58 (m) e 1,64 (m)
18 19,9 1,46 (m) e 1,18 (m) C-20
19 33,9 1,90 (m) e 1,53 (m) C-17; C-20; C-21
20 69,4 4,49 (m) H-19; H-21
21 153,9 0,95 (dd; 15,7 e 3,6) C-20 H-20; H-22
22 117,6 5,79 (dd; 15,7 e 2,0) C-20, C-23 H-21
23 165,0
24 19,3 0,88 (d; 7,0) C-15; C-16
1" 136,5
2°eb6 129,6 7,12 (m) C-37; C-10
3 ed 128,3 7,27 (t, 7,9) C-17; C-27
4 126,6 7,19 (t; 7,5) C-2; C-6

*Sinal sobreposto.

Os dados de RMN de 'H com PRESAT e !3C em comparacao com a

substancia 11 evidenciaram ao invés da ligacao dupla em A56 a presenca de

dois carbonos carbinolicos em 6¢c 57,7 e 6c 61,1. Estes valores indicaram a

epoxidacao de A56. Esta hipotese foi confirmada pelo deslocamento quimico

da metila em 6n 1,21 (s, 3H, H-12, 6¢ 18,1) ligada a um carbono sp3

carbinoélico.



Resultados e discussao

As correlacoes obtidas por HSQC (Apéndice 68, p. 198), HMBC
(Figura 65, p. 117; Apéndice 69, p. 199) e COSY (Figura 65; Apéndice 67,
p. 197) alicercados aos dados da literatura 72 permitiram atribuir a
substancia 15 a estrutura da citocalasina F. Existem relatos na literatura

que a citocalasina F possui propriedade algicida. 73

Figura 65. Principais correlacoes observadas por COSY e HMBC da substancia 15

5.7.9 Determinacdo estrutural de 16

A substancia 16 foi isolada como um sélido de coloracao branca e sua
elucidacao estrutural foi realizada por analise dos dados obtidos por RMN de
IH com PRESAT e 13C, HSQC, HMBC, COSY, por comparacao com a
substancia 13 e com os dados da literatura permitiram atribuir a estrutura

da Figura 66 (p. 117). 7!

Figura 66. Estrutura atribuida a substancia 16

A principal diferenca observada entre as citocalasinas 13 e 16 foi a
reducao de C-12 da substancia 13. Foi observado um sinal referente a uma

metila em 6u 1,74 (s, 3H, H-12, 6c 18,6) na substancia 16, ao invés do sinal
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referente a um grupo metilénico alilico carbinélico em 6u 4,06 (s, 2H, H-12,

O0c 61,6) da substancia 13.
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Tabela 28. Dados de RMN de 'H com PRESAT e 13C da substancia 16 (CD3;0D; 14,1 T)

Posicao &¢ 6u (m; J Hz) HMBC COSY 'H-'H

1 173,0
3 55,6 3,29*
4 49,6 2,72% c-L C'59’ C-6; C-
S 34,1 2,85*
6 140,7
7 123,5 5,32 (sl)
8 45,4 3,35* H-13
9 87,2
10 42,8 2,86 (dd; 13,5 ¢ 6,1) Caer el
11 12,7 0,98 (d) C-4; C-5; C-6 H-5
12 18,6 1,74 (s) C-5; C-6; C-7
13 127,7 | 6,09 (ddd; 15,0; 10,0 e 1,6) C-15
14 135,0 | 5,21 (ddd; 15,0; 10,0 e 3,8) H-13
15 41,2 2,07 (m) e 1,67 (m H-14
16 32,8 1,31 (m)
17 34,8 0,60 (m) e 1,75 (m)
18 20,2 1,42 (m)
19 34,0 1,87(m) C-17; C-20; C-22
20 70,3 4,38 (m) H-19; H-21
21 152,9 6,97 (dd; 15,6 e 5,8) C-20; C-23 H-20; H-22
22 118,6 5,77 (dd; 15,6 e 1,5) C-20, C-23 H-21
23 165,2
24 19,2 0,87 (d; 6,6) C-15; C-16 H-16
1 137,2

2°e6 129.,6 7,16 (m) C-37; C-10

3e5 128,2 7,27 (t, 6,6) C-1; C-6°
4 126,4 7,18 (m) C-27; C-6

*Sinal sobreposto.

As correlacoes obtidas por HSQC (Apéndice 73, p.
(Figura 67, p. 119; Apéndice 74, p. 204) e COSY (Figura 67; Apéndice 72,
p. 202) alicercados aos dados da literatura permitiram atribuir a substancia
16 a estrutura da citocalasina T. 72 Esta substancia foi primeiramente
isolada a partir da producdo metabédlica do fungo endofitico Phoma sp., que
em seus estudos mostrou ter significante toxicidade nos experimentos
realizados com mudas de tomate e em larvas de camarao de agua salgada

(Artemia salina). 7

203), HMBC



Resultados e discussao

Figura 67. Principais correlacoes observadas por COSY e HMBC da substancia 16

De modo geral, as citocalasinas constituem um grande grupo de
metabolitos produzidos por diversas espécies de fungos, e, embora o
primeiro metabolito desta classe tenha sido descoberto ha mais de 40 anos
atras, estas substancias ainda sao amplamente estudadas devido as suas
importantes propriedades biologicas e possiveis aplicacoes como produtos
farmacéuticos, como antibioticos, e como herbicidas. 75

Finalmente, € importante salientar que a comparacao do espectro
obtido por RMN de 'H da substancia 11 com o espectro da substancia que
cristalizava no funil de separacao durante as particoes para obtencao do
extrato bruto, e o espectro do proprio extrato bruto de PR-03 A
apresentaram perfis muito semelhantes, como pode ser notado na Figura 68

(p- 120), indicando a presenca dessa classe de substancias.
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Figura 68. Comparacao dos espectros obtidos por RMN de !H e com PRESAT de: (a) subst
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ancia 11; (b)

substancia observada no funil de separacao; e (c) extrato bruto PR-03 A. Os espectros de (a) e (b) obtidos em
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5.7.10 Biossintese proposta para as citocalasinas isoladas

A proposta biossintética para a citocalasina B é que a mesma é
formada de uma unidade de fenilalanina, duas de metionina e nove de
acetato. Caracterizando uma via biossintética mista acetato/chikimato. Na
proposta abaixo, o derivado policetidico (nonacetideo) se liga a fenilalanina
através de uma conexao com a amida para formar o intermediario (I), que
por processo de reducao, dehidrogenacao e condensacao resulta no
intermediario (II). O intermediario (II) pode sofrer uma reacao de cicloadicao
para formar (III). A epoxidacao da ligacao dupla no intermediario (III) resulta
no sistema de anel presente na citocalasina F (substancia 15). Em condicoes
levemente acidas, o epoxido € transformado em alcool alilico (V), que pode
sofrer isomerizacao ou desidratacao resultando no tipo de anel presente nas
citocalasinas (13, 14 e 16). Sugere-se que a insercao do oxigénio entre os
carbonos C-9 e C-23 ocorra por uma via enzimatica do tipo Baeyer-Villiger e
que o deoxafomina (V) seja um precursor direto uma vez que este possui o
mesmo esqueleto carbonico e mesma configuracao absoluta que a
citocalasina B. 36,76,77

A proposta da rota biossintética para a citocalasina B esta ilustrada na

Figura 69 (p. 122), onde R corresponde ao benzeno.
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I'Eura 69. Biossintese proposta para as citocalasinas isoladas: 11, 13, 14, 15¢ 16
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho realizado com os endofitos do género Xylaria sp. isolados de
diferentes espécies vegetais do Cerrado, permitiu uma avaliacado da
potencialidade dos extratos obtidos em escala reduzida na producado de
metabolitos secundarios. Os cinco meios de cultivo liquidos comerciais
(MDB, Czapek, EM, YM, e Nutrient) e os dois meios solidos (arroz e milho)
apresentaram uma producao metabolica muito rica e com um perfil quimico
promissor quando analisado por CLAE-DAD e RMN de !H (com PRESAT),
podendo-se concluir que a producao metabodlica dos endoéfitos em estudo
depende da composicao nutritiva de cada meio de cultivo. Embora os meios
de cultivo liquido evidenciassem uma rica producao metabodlica, os meios de
cultura solidos renderam massa de extrato bem maior que os demais meios.

A potencialidade destes extratos frente aos ensaios anticolinesterasico,
citotoxico e antifungico contra os fungos fitopatogénicos Cladosporium
cladosporioides e C. sphaerospermum foram surpreendentes, principalmente
frente aos ensaios antifungicos, considerando que a maioria, dos extratos
apresentaram uma ou mais substancias com potencial atividade. Esta
triagem inicial permitiu selecionar os endofitos isolados de Casearia
sylvestris (Flacourtiaceae) CSY-06, e Prunus myrtifolia (Rosaceae) PR-03 para
estudo mais detalhado sobre os constituintes quimicos presentes nos
extratos obtidos em meio sé6lido de arroz.

O fracionamento do extrato produzido pelo endofito CSY-06 em arroz
por CLAE-DADpreparativo forneceu o isolamento de seis substancias
pertencentes a diferentes classes: duas substancias da classe das pironas,
trés isocumarinas, € um esteroide, e duas destas substancias sao inéditas.
Todas as substancias isoladas e com relatos na literatura possuem
interesse, tanto pelas atividades apresentadas, como para utilizacao
comercial.

O fracionamento do extrato produzido pelo endofito PR-03 em arroz
primeiramente em coluna e posteriormente por CLAE-DADpreparativo conduziu
ao isolamento e identificacao de oito substancias, como a griseofulvina e

declorogriseofulvina, um diacido, e cinco citocalasinas. Metabolitos estes
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com renomado potencial bioativo relatado na literatura, e com alto valor
agregado, sugerindo que o micro-organismo em associacao com a espécie
vegetal deva produzir estas substancias como forma de protecao quanto a
possiveis patogenos.

A potencialidade da producao de griseofulvina pelos endofitos Xylaria
sp., quando submetidos a diferentes meios de cultivo, liquidos e sélidos,
permitiu inferir o endéfito e meio de cultivo onde essa producao foi mais
acentuada (PR-03 em Czapek). O planejamento fatorial realizado para este
endofito neste meio de cultivo apresentou uma maximizacao desta producao
em mais de 150% com o valor obtido inicialmente, e a validacao do método
cromatografico permitiu assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos,
colaborando para uma possivel utilizacao deste endofito na obtencao desta
substancia para fins comerciais.

Também foi possivel verificar, mais uma vez, que o meio de cultivo
utilizado favorece a formacao de certas classes de metabdlitos secundarios.
Quando o meio de cultivo utilizado foi Czapek (liquido) para o endoéfito
Xylaria sp. codificado PR-03, a principal substancia produzida foi a
griseofulvina, no entanto quando o meio de cultivo utilizado foi o de arroz
(sé6lido) houve maior producao de citocalasinas. Esta observacao sugere que
as vias biossintéticas sdo dependentes dos nutrientes oferecidos ao micro-
organismo, o que tém sido amplamente discutido na técnica de OSMAC (One
Strain Many Compounds).

Os resultados encontrados até o momento reforcam a suposicao das
interacoes ecologicas existentes entre estes micro-organismos e suas plantas
hospedeiras, e a importancia em se estudar, quimica e biologicamente, estes
micro-organismos como pode ser verificado pela admiravel producao de
metabolitos secundarios potencialmente bioativos e muitos possivelmente

com estruturas inéditas.
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Apéndice

APENDICE

Apéndice 1. Espectro de Massas por ESI no modo positivo da substancia 3
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Apéndice

Apéndice 2. Espectro de RMN de 'H com PRESAT da substancia 3 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice 3. Espectro de RMN de 13C da substancia 3 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice 4. Espectro de COSY da substancia 3 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 5. Mapa de contorno HSQC da substancia 3 (CD:OD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 6. Mapa de contorno HMBC da substancia 3 (CD30OD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 7. Espectro de TOCSY-1D da substancia 3 (CD3OD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 8. Espectro de Massas por ESI no moso positivo da substancia 4
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Apéndice
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Apéndice 9. Espectro de RMN de 'H com PRESAT da substancia 4 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice 10. Espectro de RMN de 13C da substancia 4 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice 11. Espectro de COSY da substancia 4 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice 12. Mapa de contorno HSQC da substancia 4 (CD3;0D; 14,1 T)
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Apéndice 13. Mapa de contorno HMBC da substancia 4 (CDs0OD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 14. Espectro de TOCSY-1D da substancia 4 (CD3:0OD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 15. Espectros de NOESY 1D da substancia 4 (CDCls; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 16. Espectro de RMN de 'H com PRESAT da substancia 5 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 17. Espectro de RMN de 13C da substancia 5 (CDs;0D; 14,1 T)
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Apéndice 18. Espectro de COSY da substancia 5 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice 19. Mapa de contorno HSQC da substancia 5 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice 20. Mapa de contorno HMBC da substancia 5 (CDz;0D; 14,1 T)
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Apéndice 21. Espectros de NOESY-1D da substancia 5 (CD;OD; 14,1 T
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Apéndice

Apéndice 22. Espectro de TOCSY-1D da substancia 5 (CD;OD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 23. Espectro de Massas por ESI no modo positivo das substancias 1 e 2
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Apéndice

Apéndice 24. Espectro de RMN de !H com PRESAT das substancias 1 e 2 (CD3OD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 25. Espectro de RMN de 13C das substancias 1 e 2 (CD3OD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 26. Espectro de COSY das substancias 1 e 2 (CD3;0D; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 27. Mapa de contorno HSQC das substancias 1 e 2 (CD;0D; 14,1 T)
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Apéndice 28. Mapa de contorno HMBC das substancias 1 e 2 (CD;0D; 14,1 T)
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Apéndice 29. Espectro de TOCSY 1D da substancia 1 (CD3;0D; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 30. Espectro de TOCSY-1D da substancia 2 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice 31. Espectros de NOESY-1D da substancia 1 (CDCls; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 32. Espectro de RMN de !H com PRESAT da substancia 6 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 33. Espectro de RMN de 13C da substancia 6 ((CDsOD; 14,1 T))
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Apéndice

Apéndice 34. Espectro de COSY da substancia 6 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice 35. Mapa de contorno HSQC da substancia 6 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 36. Mapa de contorno HMBC da substancia 6 (CDCls; 14,1 T)
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Apéndice 37. Espectro de RMN de 'H com PRESAT da substancia 12 (CD3OD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 38. Espectro de COSY da substancia 12 (CD3;0D; 14,1 T)
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Apéndice 39. Mapa de contorno HSQC da substancia 12 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 40. Mapa de contorno HMBC da substancia 12 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 41. Espectro de RMN de 'H com PRESAT da substancia 9 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 42. Espectro de COSY da substancia 9 (CD3OD; 14,1 T)
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Apéndice 43. Mapa de contorno HSQC da substancia 9 (CDs;0OD; 14,1 T)
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Apéndice 44. Mapa de contorno HMBC da substancia 9 (CDs;0OD; 14,1 T)
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Apéndice

OOH
~

Apéndice 45. Espectro de RMN de 'H com PRESAT da mistura 9+10 (CDz:0D; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 46. Espectros de RMN de !H (a) da mistura 9+10, (b) a (d) TOCSY-1D das substancia 9 e 10 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice 47. Espectro de COSY das substancias 9+10 (CDs;OD; 14,1 T)
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Apéndice 48. Mapa de contorno HSQC das substancias 9+10 (CDs:OD; 14,1 T)
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Apéndice 49. Mapa de contorno HMBC das substancias 9+10 (CD3:OD; 14,1 T)

Apéndice

~ /

ul

Ll

i

A

O
09
(LX)
\O fe)

OOH

A _l'L\ . JAJ_.‘_JL' W)

= L Y, L _
L -] L
L - . .
™ R ° 8
L2 ] .
L]
e @
L]
.
. L
L] | (]
T T T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 3.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
2 (ppm)

20

-40

60

-80

100

120

140

160

180

200

f1 (ppm)

179



Apéndice

Apéndice 50. Espectro de RMN de 'H com PRESAT da substancia 11 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 51. Espectro de RMN de 13C da substancia 11 (CDsOD; 14,1 T)

OH
(0]
o = L Oy Py O
o~ Ly oM O goLnCh%l“*«\.DOON = =1 = = » 0O O = M oo
—i — 1 i i ryrd = v~ v v~ ~—1 v oo o [T ] = M0 [ B T |
| | 1. o —s e | | S~ ey e e Vi 1
1
I
[ I 1y
| |
T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 S0 8o 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm)

181



Apéndice 52. Espectro de COSY da substancia 11 (CD3;0D; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 53. Mapa de contorno HSQC da substancia 11 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice 54. Mapa de contorno HMBC da substancia 11 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice
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Apéndice 55. Espectro de RMN de 'H com PRESAT da substancia 13 (CDs0OD
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Apéndice

Apéndice 56. Espectro de RMN de 13C da substancia 13 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 57. Espectro de COSY da substancia 13 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice 58. Mapa de contorno HSQC da substancia 13 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 59. Mapa de contorno HMBC da substancia 13 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 60. Espectro de RMN de !H com PRESAT da substancia 14 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice

Espectro de RMN de 13C da substancia 14 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice 62. Espectro de COSY da substancia 14 (CD3;0D; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 63. Mapa de contorno HSQC da substancia 14 (CDs;OD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 64. Mapa de contorno HMBC da substancia 14 (CDs;OD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 65. Espectro de RMN de 'H com PRESAT da substancia 15 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 66. Espectro de RMN de 13C da substancia 15 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice

Apéndice 67. Espectro de COSY da substancia 15 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice 68. Mapa de contorno HSQC da substancia 15 (CDsOD; 14,1 T)
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Apéndice 69. Mapa de contorno HMBC da substancia 15 (CDsOD; 14,1 T)

Apéndice

O
///, 1,
HN. O
O

0]

OH

. 'LLWLFLJ_J_J Nl ulthﬁw’hu W

j oo

10
20
30
=40
30
60
=70
80
90
=100
~110
-120
—130
140
150
160
~170
~180

4.0
£2 (ppm)

-
» - e &
. L]
0 v 8 ® L]
- a
- o ’ L
-
U
C I -
L (-]
L]
[
| L. T T T T T T T T T T T T T
8.0 75 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

ft ppm)

199



Apéndice
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Espectro de RMN de 13C da substancia 16 (CDsOD; 14,1 T)

éndice 71.

Ap

77 1,

"//// /

HN

OH

[

9811
GEeT|
b 9TT|
4an!
§eL1;
9621,
6EETY
TLET]
£ 0pT

6¢8T—

¢ 83—

OELT—

160

140 130 120 110 100 a0 80 70
f1 (ppm)

150

170

180

201



Apéndice

Apéndice 72. Espectro de COSY da substancia 16 (CD3;0OD; 14,1 T)
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Apéndice 73. Mapa de contorno HSQC da substancia 16 (CDs;OD; 14,1 T)
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Apéndice 74. Mapa de contorno HMBC da substancia 16 (CDs;OD; 14,1 T)
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