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RESUMO

O fungo endofitico P. stromaticum isolado dos frutos maduros da espécie vegetal E.
Jjambolana foi cultivado em escala ampliada no meio liquido de Malte por 28 dias a
25 °C no modo estatico e, no meio sélido de milho tipo canjica por 21 dias a 25 °C no
modo estatico. Apds 28 dias de crescimento no meio liquido, este foi submetido a
sucessivas extracées com acetato de etila (AcOEt), que apds evaporado forneceu o
extrato bruto de Malte AcOEt. O meio sélido, apds 21 dias de cultivo, foi extraido
com metanol, seguido de filtracdo e evaporacdo fornecendo o extrato bruto
metandlico. Este foi submetido a particao liquido/liquido com acetato de etila e agua,
sendo que a fracdo AcOEt foi evaporada fornecendo o extrato bruto AcOEt. Este foi
particionado com acetonitrila e hexano, e apds evaporacao dos solventes forneceu
os extratos acetonitrila (ACN) e hexanico do meio sélido. O extrato ACN do meio
sélido passou por novas particdes com acetonitrila e hexano, por apresentar acidos
graxos ainda, fornecendo o extrato bruto de milho NP (novas parti¢cdes). O extrato
bruto de Malte AcOEt, foi fracionado em coluna de bancada, sendo coletadas 11
fracoes (Fr-1 Ps Ma a Fr-11 Ps Ma). Ja o extrato bruto de milho NP sofreu particao
utilizando-se cartucho de C18, com base em seu cromatograma, resultando em 6
fracées (Fr-1 Ps Milho a Fr-6 Ps Milho). Das 6 fragdes obtidas do extrato de milho
NP, escolheu-se trabalhar com a primeira, a qual sofreu particdo no CLAE-DAD
preparativo, resultando em 8 fraces (Fr-1.1 Ps Milho a Fr-1.8 Ps Milho). O extrato
bruto de Malte AcOEt e suas fragdes, além do extrato bruto de milho NP, foram
submetidos a avaliacdo quimica por RMN de 'H e bidlogica contra o fungo
fitopatogéno Cladosporium sphaerospermum (e no caso do milho ao C.
cladosporioides também) e de inibicado da enzima acetilcolinesterase, apresentando
atividade, enquanto o extrato bruto de milho NP se mostrou inativo. Foram
identificadas duas substancias inéditas, sendo uma da Fr-6 Ps Malte, um ftalato (4,5-
dimetil-3,4,5,6-tetrahidrobenzo[c][1,6]dioxecina-1,8-diona) e outra da Fr-1.3 Ps Milho,
uma cumarina (2-(7-hidroxi-4-metil-2-oxo-2H-cromen-5-il) acido acético) e foram
propostas as estruturas de outras duas substancias.

Palavras-chave: Fungos endofiticos. Pseudofusicoccum stromaticum. Eugenia
Jjambolana.



ABSTRACT

The endophytic fungus P. stromaticum isolated from the ripe fruits of the E.
Jjambolana was cultivated in large scale in the malt liquid medium for 28 days at 25 °C
in the static mode and in the solid medium of hominy corn for 21 days at 25 °C in
static mode. After 28 days of growth in the liquid medium, it was made successive
extractions with ethyl acetate (EtOAc). The organic layer was evaporated affording
the crude extract of Malt EtOAc. The solid medium, after 21 days of cultivation, was
extracted with methanol, followed by filtration and evaporation to give the crude
methanolic extract. This was subjected to the liquid/liquid partition with EtOAc and
H20, being this EtOAc fraction evaporated giving the crude EtOAc extract. After that,
the extract was partitioned with acetonitrile and hexane, and after the evaporation of
the solvents provided the acetonitrile (ACN) and hexane extracts from the solid
medium. The ACN extract of the solid medium was partitioned again with ACN and
hexane, due the remaining fatty acid, providing the corn crude extract NP (new
partitions). The crude extract of Malt EtOAct was fractionated in a chromatographic
column, resulting in11 fractions (Fr-1 Ps Ma to Fr-11 Ps Ma). The crude extract of
corn NP was fractionated by solid phase extraction in reverse phase (C18), based on
its chromatogram, resulting in 6 fractions (Fr-1 Ps Corn to Fr-6 Ps Corn). Among the
corn fractions collected, it was chosen the fraction Fr-1 Ps Corn to the chemical
studies. This fraction was fractionated by preparative HPLC-DAD resulting in 8
fractions. The crude extract of Malt EtOAc and its fraction and the crude extract of
corn NP, were submitted to the chemical evaluation by 'H NMR and biological
against the phytopathogenic fungus Cladosporium sphaerospermum (and in the case
of corn to C. cladosporioides as well). Besides, anticolinesterasic activity was made,
the crude extract of Malt EtOAc and its fractions showed activity. The fractionating of
the crude extracts and then of the fractions gotten afforded the isolation of 2 new
substances, one of the Fr-6 Ps Malt, a phthalate (4,5-dimethyl-3,4,5,6-
tetrahydrobenzo [c] [1,6] dioxecyn-1,8-dione) and another from Fr-1.3 Ps Corn, a
coumarin (2- (7-hydroxy-4-methyl-2-oxo-2H-chromen-5-yl) acetic acid) and was
possible to propose two structures for another two substances.

Keywords: Fungal endophyte. Pseudofusicoccum stromaticum. Eugenia jambolana.
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1 INTRODUCAO

Por mais de 50 anos substancias produzidas por fungos tém revolucionado a
medicina, fornecendo medicamentos de enorme valor terapéutico e de grande
potencial na agricultura. Desde a descoberta da penicilina (1), o primeiro antibiético
B-lactamico, do fungo Penicillium notatum por Alexander Fleming, fungos tém
provido a medicina moderna com importantes antibiéticos para a cura de doencgas
infecciosas fatais. Penicilina, inicialmente ativa contra bactérias Gran positivas deu
origem a uma nova geracao de antibidticos de amplo espectro contra varias
linhagens de bactérias, inclusive Gran negativa. Os B-lactdmicos, principalmente
penicilinas e cefalosporinas (2) estdo entre as drogas mais consumidas, com vendas
que atingiram 15 bilhées de dblares em 2002 e representam aproximadamente 65%
o mercado de antibidéticos no mundo. Estes antibidticos tiveram a producio
aumentada pela manipulagcdo nas técnicas de fermentacdo de Penicillium
chrysogenum e Acremonium chrysogenum, o que resultou na reducdo dos custos
destes medicamentos (ALY et al., 2011).

A ciclosporina (3), obtida de Tolypocladium inflatum, um fungo de solo isolado
por pesquisadores da Sandoz, é outro medicamente campedo mundial de vendas
com uma arrecadacao de 1,4 bilhées de dblares no periodo de 2004-2008. Esta é
um peptideo ciclico formado por 11 aminoacidos sendo que um deles apresenta a
configuragdo D, raramente encontrado na natureza. A ciclosporina deu origem a
nova era em imunologia e transplantes de 6rgaos, a qual comegou em 1971(ALY et
al., 2011).

As estatinas, substancias antilipémicas, representam outro grupo de
importantes drogas obtidas de fungos, sendo os mais potentes redutores de
colesterol disponiveis no mercado. Algumas estatinas sao obtidas por reacao de
biotransformacdo da mevastatina (4), a qual foi primeira estatina isolada de
Penicillium citrinum, como exemplo temos a lovastatina (Mevacord) (5), a qual
também ja foi isolada de Monascus ruber e posteriormente de Asperqgilllus terreus.
Outras estatinas sao derivadas sintéticas, analogas ao produto natural isolado de
fungos, tais como lipitor”, crestor” e livalo”, entre outros. As vendas de todas as
estatinas disponiveis no mercado atingiram o valor de 15,5 bilhGes de délares em
2004 (ALY et al., 2011).
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Griseofulvina (6) (Fulvicin®, Grifulvin®, Grisovin FPUY, Gristatin™), outro
importante metabdlito secundario produzido pelo fungo filamentoso Penicillium
griseofulvum é usado no tratamento de infecgdes fungicas da pele, cabelo e unhas,
com um mercado mundial de 31,1 milhdes de dbélares em 2007 (ALY et al., 2011).

Outras importantes drogas ou produtos para a agricultura, derivados ou
inspirados em produtos naturais, de fungos, incluem as estrobilurinas (7, 8), com
atividade contra varios fungos filamentosos e leveduras; equinocandinas uma

substancia com forte atividade antifungica (ALY et al., 2011).
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Figura 1 — Substancias de uso terapéutico produzidas por fungos.
Fonte: adaptado de Aly et al.( 2011).
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Adicionalmente, a obtencdo de hormdnios esteroidais usados na medicina
como anti-inflamatério, diurético, anabdlico, anti-androgénico, antifungico,
anticancerigeno (mama e prostata), no tratamento de osteoporose, prevencao de
doencas coronarias, prevencao e tratamento de infeccées por HIV, anti-obesidade e
por ultimo e, ndo menos importante como contraceptivo oral, tem sido obtidos por
biotransformagéo de esterdides utilizando fungos. Horménios esteroidais estao entre
os medicamentos mais vendidos no mundo, e € uma das chaves de sucesso na
biotecnologia (MORICCA; RAGAZZI, 2008).

Com base nas colocacdes acima e que entre os 20 medicamentos mais
prescritos no mundo, seis sao originarios de fungos, € que estimativas sugerem a
existéncia de 5,1 milhdes de espécies de fungos, a chance de se encontrar novos
compostos com potencial na medicina e agricultura € enorme, e impulsiona o estudo
neste nicho de micro-organismo praticamente inexplorado (MORICCA; RAGAZZI,
2008).

1.1 Fungos endofiticos

O termo enddfitos originalmente descrito por De Bary em 1866, refere-se a
qualquer micro-organismo que vive nos tecidos das plantas, distinguindo-se dos
epifiticos que vivem na superficie. Sdo encontradas diferentes definicbes de
endofitos na literatura (AZEVEDO; ESPOSITO, 2010), mas a definida por Bacon e
Write amplamente aceita e utilizada, € que enddfitos sdo micro-organismos que
colonizam os tecidos internos das plantas sem causar efeitos negativos imediatos
(KHARWAR et al., 2011).

Os fungos endofiticos sdo um grupo diversificado de ascomicetos definidos
por sua ocorréncia assintomatica dentro dos tecidos vegetais, ocorrem em todo o
territério terrestre, nas comunidades naturais e antrépicas, colonizando plantas no
Artico, Antartica, solos geotérmicos, desertos, oceanos, florestas tropicais, mangues
e florestas costeiras (JALGAONWALA et al.,, 2011; ARNOLD, 2007). Em quase
todas as plantas vasculares, algas marinhas, musgos e samambaias, estudadas até
o momento, foram encontradas bactérias e fungos endofiticos. Normalmente,
centenas de espécies de enddéfitos podem ser isolados de uma Unica planta, sendo
que pelo menos um é especifico ao hospedeiro (TAN; ZOU, 2001).

Esta associacdo sugere que estes micro-organismos co-evoluiram com 0s
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seus hospedeiros, apresentando uma intima relacdo mutualistica, onde os endéfitos
recebem nutrientes e protecao enquanto a planta tem vantagens decorrentes dessa
interacdo, como a maior resisténcia em ambientes com intenso estresse causado
por fatores bibticos (insetos, herbivoros, nematdides parasitas e micro-organismos
fitopatogénicos) ou abibticos (pH, temperatura, estresse hidrico, ventos fortes,
salinidade, etc.) (AZEVEDO; ESPOSITO, 2010; KHARWAR et al., 2011; ARAUJO et
al., 2010; OWNLEY; GWINN 2010).

1.2 Pseudofusicoccum stromaticum

P. stromaticum pertencente a familia Botryosphaeraceae. Micro-organismos
desta familia podem ser sapréfitas, se alimentando de cascas de madeira em
decomposicao, patdégenos primarios em espécies de plantas lenhosas e agricolas e
endofitos. S&o encontrados em uma grande diversidade de plantas. (CASTRO-
MEDINA; CASTILLO, 2009).

A cultura de P. stromaticum forma micélios abundantes na superficie de
coloragdo esbranquicada e, o reverso das colonias torna-se acinzentado escuro

apds o envelhecimento (Figura 2).

Figura 2 — P. stromaticum, superficie do enddfito.
Fonte: Gubiani (2015, p. 150).

1.3 Produtos naturais obtidos de fungos endofiticos
Os micro-organismos endofiticos associados a plantas representam uma

fonte inexplorada de produtos naturais novos e bioativos, com mais de 20.000
substancias descritas (OWNLEY; GWINN 2010), sendo que a grande maioria
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apresenta alguma bioatividade, evidenciando o potencial biolégico e biossintético
(PARANAGAMA et al., 2007; YANG et al., 2012). Isto pode ser explicado pela teoria
ecoldgica, que estabelece que a producdo metabdlica depende do nicho ecolégico
no qual o micro-organismo esta inserido e das conseqlentes interagdes biodticas e
abidticas (STROBEL; DAISY, 2003; CARTER, 2011). Estes relatos sugerem que a
selecdo do enddfito deve se realizada com fungos de diferentes biotas,
principalmente os que enfrentam frequentes e intensas interagbes no ambiente
como plantas de regides aridas, florestas tropicais, entre outras (SCHULZ et al.,
2002; STROBEL et al., 2004).

Os produtos naturais de fungos endofiticos apresentam um amplo espectro de
atividade bioldégica como, antimicrobiana, antiparasita, neuroprotetora, antioxidante,
antidiabética, propriedades imunossupressoras, antiviral, anticolinesterasica,
agentes neoplasicos e citotdxicas, estes metabodlitos podem ser agrupados em
varias classes, incluindo alcaloides, esteroides, terpenos, isocumarinas, quinonas,
fenilpropanoides, lignanas, acidos fendlicos, entre outros (STROBEL; DAISY, 2003;
ALY et al., 2011; WANG et al., 2012).

Outros produtos potencialmente bioativos produzidos por fungos endoéfiticos
merecem destaque, como o0s anticancerigenos derivados de antracenediona
(ZHANG et al., 2010) e 22-oxa-(12)-citocalasinas (PRITI et al., 2009). Pesquisas
ainda relatam outros compostos com atividades promissoras como as antraquinonas
(ZHANG; SONG; TAN, 2006) e a 10-hidroxicamptotecina (SHWETA et al., 2010),
poderosos agentes antineoplasicos, isolado dos fungos endoéfitos Pleospora sp. e
Fusarium solani, respectivamente; e o0 subglutinol A e B, agentes
imunossupressores, produzidos pelo endofito Fusarium subglutinans (GUO et al.,
2008). Kusari (2011) descreveu a producdo de hipericina em cultura do endéfito
Hypericum perforatum, um agente no combate a depressdo e ansiedade. O
metabdlito fomocromona A foi isolado do endéfito Phomopsis sp., demonstrando
uma boa atividade antifingica, antibacteriana e inibidora de crescimento de algas
(AHMED et. al., 2011).

Em 2012, isolou-se do endofito pertencente ao género Phoma associado a
Arisaema erubescens, os metabdlitos tricodermina e cercosporamida, com fortes
atividades antifungicas e antitumorais (WANG et. al., 2012).

Alguns estudos demonstram que os fungos endofiticos sdo capazes de

produzir um grande numero de importantes metabdlitos secundarios bioativos,
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conhecidos apenas em plantas, sugerindo dessa forma que os enddfitos sdo uma
fonte alternativa na produgéo destes metabdlitos (ALY et al., 2011; ALY et al., 2010;
GREVE et al., 2010; JALGAONWALA et al., 2011). Um exemplo bem conhecido é a
producdo do Taxol”, uma importante droga anticancerigena, pelo fungo endofitico
Taxomyces andreanae isolado da planta Taxus brevifolia que também produz esta
substancia. Outro importante anticancerigeno é a vincristina isolada da planta
Catharanthus roseus, e recentemente isolada do fungo endofitico Fusarium
oxysporum obtido da mesma planta (JALGAONWALA et al., 2011). Podofilotoxina
também utilizada no tratamento de cancer é conhecida por ser encontrada em
espécies vegetais do género Podophylum e também relatada dos enddfitos
Trametes hirsuta e Phialocephala fortinii (ALY et al., 2011). Existem outros exemplos
de compostos de origem vegetal que também sdo produzidos por fungos que
habitam os vegetais (ALY et al., 2011; ARNOLD, 2007).

Enddfitos representam uma inesgotavel e sustentavel fonte de recursos de
novos produtos naturais (KUSARI; SPITELLER, 2011). Das 300 mil espécies de
plantas existentes, cada uma é hospedeira de pelo menos um micro-organismo
endofitico e raras destas espécies vegetais tém sido estudadas em relacdo a sua
biologia endofitica. Consequentemente é grande a possibilidade de descoberta de
novos e interessantes micro-organismos endofiticos de plantas de diferentes
ecossistemas (STROBEL et al., 2004; AZEVEDO; ESPOSITO, 2010).

1.4 Escolha da espécie vegetal

Devido ao enorme numero de espécies de vegetais no mundo, algumas
estratégias de selecdo devem ser utilizadas na busca por fungos endofiticos
produtores de substancias bioativas (STROBEL et al., 2004), tais como plantas com
histéria etnobotanica que relata uso e aplicagdo especifica de partes do vegetal;
plantas endémicas que ocupam solos mais antigos, plantas nativas de areas com
grande biodiversidade, plantas de habitats extremos, entre outras. Esta selecéao
pode nos garantir oportunidade de isolamento de novos géneros e espécies de
fungos endofiticos e possivelmente novos metabdlitos secundarios com possivel
aplicacdo na medicina, agricultura e industria alimenticia.

Dentro deste contexto, Eugenia jambolana, uma espécie vegetal muito

utilizada na medicina popular para tratamento de diabetes e que apresenta
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diferentes atividades bioldégicas como adstringente, diurética, antidiabética,
antioxidante, antibiética e anti-inflamatéria (VASI et al., 2009; SANTOS et al, 2012)
foi selecionada para estudo da microbiota associada. Utilizando metodologia
adequada, treze fungos endofiticos foram isolados das folhas, caule, frutos verdes e
maduros. Estes foram cultivados em pequena escala em diversos meios € 0s
extratos obtidos foram submetidos a ensaios para avaliacdo das atividades
antifingica e anticolinesterasica. Dentre os extratos ensaiados, o produzido por
Ejfm-01 (classificado como P. stromaticum) em milho tipo canjica e em extrato de
Malte, apresentou atividade antifungica contra os fungos fitopatogénicos C.
cladosporioides e C. sphaerospermum, e anticolinesterasica. Esta observacao nos
direcionou para o estudo quimico e bioldgico dos extratos brutos produzidos por P.
stromaticum, objetivando o isolamento das substancias responsaveis pelas

atividades observadas nos extratos brutos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliacao do perfil quimico e biolégico e obtencédo de substancias produzidas
pelo fungo endofitico Pseudofusicoccum stromaticum isolado de Eugenia jambolana.
2.2 Objetivos Especificos

. Producdo em escala ampliada dos extratos brutos produzidos pelo fungo
endofitico P. stromaticcum, isolado dos frutos maduros de E. jambolana;

. Isolamento, elucidacdo ou identificacdo estrutural dos metabdlitos
secundarios, utilizando  técnicas  cromatograficas e  espectrométricas,

respectivamente.
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3 MATERIAL E METODOS

Meios para cultivo dos micro-organismos

O micro-organismo foi cultivado em temperatura controlada de 25 °C.

. BDA (meio de cultivo sélido) — Batata, dextrose e agar (DIFCO" e
Acumedia®): 39 g/L de agua [fécula de batata (4 g); dextrose (20 g), agar (15 9)];

. Extrato de Malte (meio de cultivo liquido) — Acumedia® 20g/L de agua;

. Milho tipo canjica (Camil”) — 90 g em 80 mL de agua.

Solventes utilizados
Deuterados: Merck, Aldrich e Fluka.
N&o deuterados: Merck, J.T. Baker, Synth, Mallinckrodt P.A. e H20 Milli-Q (Millipore).

Esterilizacao dos materiais e meios de culturas
A esterilizacdo de todo material utilizado na manipulagdo dos micro-
organismos, e dos meios de culturas, foi realizada em autoclave da Quimis”, sendo

mantidos a temperatura de 121 °C por 20 minutos.

Manipulacao do micro-organismo
O procedimento de manipulagdo do micro-organismo foi realizado em capela
de fluxo laminar (Pachame”) PA 310-Série 172-99.

Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)

Foram utilizadas placas pré-prontas de silica gel da marca Sorbent
Technologies (TLC Plates W/UV 254, Aluminium backed, 200 um 20 x 20 cm). As
visualizagdes foram feitas por radiacdo na regiao do ultravioleta nos comprimentos
de onde (A) 254 e 366 nm, e a revelacédo feita por nebulizacdo de anisaldeido

seguida de aquecimento.

Cromatografia em Coluna

Na separagédo cromatografica em coluna sob presséo foi utilizada como fase
estacionaria silica gel C18 da Sorbent Technologies com tamanho de poro de 60A,
40-75 pm.
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Cromatografia em Cartucho de C18 (SPE).
Foram utilizados cartuchos de C18 da Chromabond®” com 1000 mg de fase

estacionaria e capacidade de 6 mL de fase mével.

Preparo das amostras para as analises por CLAE:

Todos os extratos analisados foram previamente submetidos ao Clean-up em
cartucho de SPE de 1000 mg 6 mL" (Strata-X, Phenomenex®) preenchidos com
C18. Os cartuchos foram primeiramente ativados com MeOH (100%, 2,0 mL, 3
vezes) e depois condicionados com o solvente, ou mistura de solventes, no qual o
extrato se encontrava diluido. A seguir o extrato foi aplicado no cartucho de SPE e
eluido com o solvente, ou mistura de solventes, utilizado(s) em sua diluicdo.
Membrana de PTFE de 0,22 um (Millex®, Merck Millipore) acoplada ao cartucho de
SPE foi utilizada durante todo o processo. O eluato foi coletado em vial de 1,5 mL e
analisado por CLAE-DAD.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para as analises do perfil quimico, otimizacao e isolamento das substancias
por CLAE foram utilizados equipamentos Varian ProStar com detector ultravioleta
em arranjo de diodos (DAD), Shimadzu com detector ultravioleta em arranjo de
diodos (DAD) Shimadzu SPD-M20A), com degaiseificador DGU-20As e injetor
automatico Shimadzu SIL-20A, médulo de comunicagdo Shimadzu CBM-20A e
bombas Shimadzu LC-10 AD. O tratamento dos dados foi obtido através de um
microcomputador com processador Intel® Celeron®, utilizando o software Shimadzu
LC solution (versdo 1.23 SP1). As colunas utilizadas foram: coluna analitica Luna
Phenomenex C18 (250,0 x 4,60 mm, 5 uym, 100A) e coluna preparativa Luna
Phenomenex C18 (150,0 x 21,20 mm, 5 ym).

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada ao Espectrometro de
Massas (CLAE-EM)

Para analise da Fr-1.3 Ps Milho foi utilizado o cromatégrafo da Agilent 1200
Series, autosampler 1200 Series, detector DAD 1260, bomba quaternaria 1200,
forno para coluna 1200 Series e como fase estacionaria, utilizou-se coluna analitica
tipo Luna Phenomenex C18 (250,0 x 4,60 mm, 5 ym, 1002) e eluicdo em gradiente
de H20:ACN (88:12—65:35 v/v) em 50 minutos e H20:ACN (65:35—0:100 v/v) de 50
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a 55 minutos permanecendo nesta condicao por mais 10 minutos, com um fluxo de
1,0 mL min-'. O espectrémetro de massas utilizado foi o 3200 QTRAP (quadrupolo —
ion trap linear), AB SCiex. As condicoes de analise foram:

» lonizacgéao por electrospray (Turbo lon Spray) no modo negativo.

» Parametros da fonte de ionizagdo no modo negativo: lon Spray: -4500 V,
Curtain Gas: 20 psi, Temperatura: 650°C, Gas 1: 50 psi, Gas 2: 50 psi,
Interface heater: ON, DP (Declustering Potential) -25.0 V, EP (Entrance
Potential) -10.0 V e CEP (Cell entrance potential) -16.0 V.

* Modo de varredura de ions (EMS — Enhanced Scan): 110 — 600 Da

» EPI (Enhanced product ion) Energia de colisdo: 35.0 V +/- 15.0V

Evaporador Rotativo
As solucdes foram concentradas sob pressao reduzida no evaporador rotativo

do fabricante Heidolph®.

Balanca Analitica
A pesagem de todo o material foi feita em balanga analitica Mettler Toledo AG
245.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H e '3C foram realizados em espectrometros
Bruker Avance 600, usando sonda direta, multinuclear BBO 14,7 T S3 e Bruker
Fourier 300 a 7 Tesla, usando sonda dual 'H/'3C 5 mm. Todos os experimentos
foram realizados a 23 °C.

3.1 Obtencao do extrato ACN bruto cultivado em milho

P. stromaticum foi inoculado em meio sélido de batata, dextrose, agar (BDA),
para obtencdo de massa micelar, para o cultivo em meio sélido de milho tipo canijica.

Foram preparados 20 frascos de Erlenmeyer contendo o meio sélido (milho
tipo canijica), utilizando-se 90 g do meio sélido e 80 mL de agua Milli-Q em cada.
Estes foram autoclavados a 121 °C durante vinte minutos, a cada 24 horas durante 3
dias. Depois de 24 horas passadas desde a Ultima esterilizagcdo, o fungo foi
inoculado no meio de cultivo e permaneceu em modo estatico durante 21 dias a 25
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°C. Ao final deste periodo foi feita a trituragéo, utilizando bastdo de vidro, do meio
sélido juntamente com a massa micelar. O meio de cultura foi extraido com metanol
(MeOH), sendo feitas 3 extracdes por frasco de Erlenmeyer, utilizando 200 mL de
solvente em cada, com um intervalo de 12 horas entre cada extracédo.
Posteriormente, foi realizada filtracdo a pressao reduzida e o solvente organico foi
evaporado em evaporador rotativo obtendo-se o extrato bruto metandlico.

O extrato bruto metandlico foi solubilizado em 400,00 mL de acetato de etila
(AcOEt) e submetido a uma particao liquido/liquido com 3 x 200,00 mL de agua
(H20) afim, de se eliminar os agucares oriundos do meio de cultivo. A fase aquosa
foi descartada e a fase organica evaporada, fornecendo o extrato AcOEt. Este foi
solubilizado em 80,00 mL de acetonitrila (ACN) e submetido a uma nova particao
liquido/liquido 3 x 40,00 mL de hexano (Hex), afim, de se eliminar os acidos graxos
oriundos do meio de cultivo. Tanto a fase hexanica, quanto a fase acetonitrila foram
mantidas sob refrigeracédo, porém a de interesse foi a fase acetonitrila, a qual teve o
solvente evaporado fornecendo o extrato ACN (820,6 mg)

Seguindo a metodologia descrita no Fluxograma 1, preparou-se mais 1 frasco
de Erlenmeyer contendo o meio sélido (milho tipo canjica), porém sem a inoculagcéao

do enddfito, sendo este o branco.



( Crescimento: 20 Frascos de
Erlenmeyer contendo 20,0 g
Crascimento em milho dem”hu;;pggf:;néiacgae LG
fipo canjica (21 dias; 25 :

Pseudofusicoccum = SStalico} i _
stromaticim E_xtran;gn com metanol;
(BDA} Filtracao;
(10 dias: S50 Evaporacio do solvente.

| Extrato MeOH |

-400mL de ACCEL,
-3 x200mbLde HaO;
-Evaporacio do solvents.

| Fase Aquosa I [ Extrato AcCOEL I

-80 mL de ACHN;
- 3x40mL de Hexano,
-Evaporacao do solvente,

|
| FaseHexanica I l Extrato ACN: 820,6 mg I

Fluxograma 1 — Obtengao do extrato bruto do endéfito em milho.
Fonte: elaborada pelo autor'.

Figura 3 — P. stromaticum cultivado no meio sélido de Milho tipo canjica.

' Os fluxogramas de 1 a 6 e as figuras de 3 a 41 foram elaboradas pelo autor.
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3.2 Novas particoes do extrato bruto de milho ACN

O extrato bruto de milho ACN (820,6 mg) foi analisado por RMN de 'H, no
qual se constatou a presenca de muitas substancias de carater graxo, provenientes
do meio de cultura (Apéndice A). Sendo assim o extrato bruto de milho ACN passou
por novas particoes com ACN e Hex, fornecendo o extrato bruto de milho ACN NP

(NP=novas particdes), de massa 529,6 mg.

3.3 Fracionamento do extrato bruto de milho NP

Do extrato bruto de milho NP (529,6 mg), foi separado 371,8 mg, que foi
fracionado, utilizando-se como base o cromatograma (obtido utilizando-se coluna
analitica tipo Luna Phenomenex (C18), como fase estacionaria e eluicdo em
gradiente de H20:ACN, contendo 0,1% de acido féormico em ambos os solventes,
(95:05—0:100 v/v) em 60 minutos permanecendo nesta condicdo por mais 5
minutos, com um fluxo de 1,0 mL min'), conforme a Figura 4. Este fracionamento foi
realizado visando eliminar as substancias graxas residuais, as quais por terem
carater apolar acabam por sair nas ultimas fragdes e para simplificacdo do

cromatograma facilitando o isolamento de substancias.
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Figura 4 — Planejamento de particdo do extrato bruto de milho NP com base no

cromatograma em A 254.

As porcentagens de ACN e de 4gua para cada uma das fragcdes € mostrada

no Fluxograma 2. Escolheu-se ndo usar o acido, pois este poderia interagir com as
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substancias presentes no extrato bruto dando origem a artefatos. As fases moveis
de cada fracao foram preparadas de acordo com o Fluxograma 2.

O cartucho de C18 foi previamente ativado com ACN 100% e depois
condicionado com a primeira fase mével. O extrato diluido na primeira fase movel foi
aplicado no cartucho, no qual as fases méveis de cada fracdo foram aplicadas em
ordem, de acordo com o Fluxograma 2, onde é possivel observar as fracoes obtidas

na Figura 5.

Figura 5 — Fragbes obtidas da eluicao no cartucho de C18.

As fracdes foram secas em evaporador rotativo e pesadas, obtendo-se as

massas do Fluxograma 2, a seguir foram analisadas por RMN de 'H.
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Extrato bruto de milho NP

Cartucho de C18 (SPE)
(371,8 mg)

-Previamente ativado com ACN.

wr O e w0 3Oy ooy (=R o]
ST 8T e g 5T =p
Gz S % [Ty % ‘—5 I3 % 8%
0 &< Iz el R °x
Fr-1 Ps Milho Fr-2 Ps Milho Fr-3 Ps Milho Fr-4 Ps Milho Fr-5 Ps Milho Fr-6 Ps Milho
(104,2 mg) (36,3 mg) (28,4 mg) (29,4 mg) (55,1 mg) (96,2 mg)

Fluxograma 2 — Fracionamento cromatografico do extrato bruto de milho NP produzido por

P. stromaticum.

3.4 Fracionamento da Fr-1 Ps Milho

A Fr-1 Ps Milho (escolhida para trabalho pela massa (104,2 mg) e pela
comparacdo de seu espectro de RMN de 'H com o do extrato branco de milho
(Apéndice B), na qual se observa uma vasta diferenca de sinais na regido dos
hidrogénios aromaticos, apresentou como melhor condigcdo cromatografica gradiente
de H20:ACN (88:12—65:35 v/v) em 50 minutos e H20:ACN (65:35—0:100 v/v) de 50
a 55 minutos permanecendo nesta condigdo por mais 10 minutos, com um fluxo de
1,0 mL min' (Apéndice C). Como fase estaciondria, utilizou-se coluna analitica tipo
Luna Phenomenex (C18).

Optou-se por realizar o fracionamento, de 67,4 mg da Fr-1 Ps Milho,
utilizando-se CLAE-DAD preparativo, tendo como base o cromatograma obtido no
mesmo. Como fase estacionaria, utilizou-se coluna preparativa tipo Luna
Phenomenex (C18) e gradiente de H20:ACN (88:12—65:35 v/v) em 50 minutos e
H20:ACN (65:35—0:100 v/v) de 50 a 55 minutos permanecendo nesta condi¢cao por
mais 10 minutos, com um fluxo de 10,0 mL min-'. Este fracionamento foi realizado
visando a simplificagdo do cromatograma, para facilitar o isolamento de substancias.
Os tempos de coleta de cada fracdo podem ser visualizados no Fluxograma 3.

Foram coletadas 8 fracdées da Fr-1 Ps Milho (Fr-1.1 Ps Milho a Fr-1.8 Ps
Milho), as quais foram secas em evaporador rotativo e pesadas, obtendo-se as

massas do Fluxograma 3.
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Fr-1 Ps Milho
(104,2 mg)

-Utilizou-se 67 4 mg no fracionamento.

CLAE-DAD preparativo

I o @, o - i =3 g
W E e S & c S c T c 5 c o
w E o E o & o E JE CE SE o€
L - ~ uy o <o) o r-
o~ 7 o = =
Fr-1.1 Ps Fr-1.2 Ps Fr-1.3 Ps Fr-1.4 Ps Fr-1.5 Ps Fr-1.6 Ps Fr-1.7 Ps Fr-1.8 Ps
Milho Milho Milho Milho Milho Milho Milho Milho
(9,0mg) (7,2mg) (6,6ma) (6,7mg) (3,2mg) (2,4mg) (2,0mg) (5,7mag)
Substancia 1

Fluxograma 3 — Fracionamento da Fr-1 Ps Milho, utilizando-se CLAE-DAD preparativo.

3.5 Obtencao do extrato bruto de Malte AcOEt

O cultivo em escala ampliada em meio de extrato de Malte, foi realizado pela
aluna de iniciagdo cientifica Fernanda Uliana. Foram cultivados 63 frascos de
Erlenmeyer de extrato de Malte, contendo 250 mL em cada, do meio de cultivo,
totalizando 15,75 L. Estes foram autoclavados a 121 °C durante vinte minutos (para
esterilizacdo). Depois 24 horas da esterilizagdo, o fungo foi inoculado no meio de
cultivo e permaneceu em modo estatico durante 28 dias a 25 °C. Apds este periodo,
o meio liquido foi separado do micélio por filtracdo a pressao reduzida e particionado
com AcOEt. Apds a particdo, o solvente foi evaporado em evaporador rotativo
fornecendo o extrato bruto (3,91 g).

Seguindo a metodologia descrita no Fluxograma 4, preparou-se mais 1 frasco
de Erlenmeyer do meio liquido (extrato de Malte), porém sem a inoculacdo do

endoéfito, sendo este o branco.



33

Crescimento: 15,75 L extrato de
i malte — 63 frascos de Erlenmeyer
Crescimento em extrato de contendo 250 mL cada.
malte (28 dias)

Pseudofusicoccum

siromaticum
(BDA) Filtracdo
(10 dias)
[ Micélio l l Filtrado J

Extrator industrial:
AcOEt(3x5L);
Evaporacéo do solvente.

[ Extrato AcOEt: 391g l

Fluxograma 4 — Obtencao do extrato bruto do enddéfito em extrato de Malte.

Figura 6 — Crescimento do endéfito P. stromaticum no meio liquido de Malte.

3.6 Fracionamento, em coluna, do extrato bruto de Malte AcOEt, produzido
por P. stromaticum

O extrato bruto de Malte AcOEt (m=3,91 g) foi submetido a fracionamento em
coluna cromatografica de vidro (raio de 2,5 cm e altura de 12 cm) utilizando como

suporte silica de fase reversa C18 e, um sistema de eluente em gradiente
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MeOH:H20 e MeOH:AcOEt conforme o Fluxograma 5, sendo coletadas 11 fracbes
de 532 mL cada (Fr-1 Ps Ma a Fr-11 Ps Ma).

Extrato bruto de maite

-Sistema de eluente em gradiente MeOH H,O
{20.80—100.0) e MeOH/ACOEL {50:50—0:100).

20:80 MeOH H,O

Fr-1 Ps Ma
(2422,2 mg)

30:70 MeQOHHO
40:60 MeCHH,O

Fr-3 Ps Ma
(205,0 mg)

Fr-2 Ps Ma
(619,8 mg)

AcOEt
(3,91 49)
CCem C18
MeOH:H,0
Q Q, Q @] =
T I T T T
T T T T T
O O O @] O
ar iE} o a o
= = = = =
—r = —r = —r
et = 3 ™~ -
i [ [ [} [
L'y w M- [aa] 0
Fr-5 Ps Ma Fr-7 Ps Ma
(88,1 mg) (21,9 mag)
Fr-4 Ps Ma Fr-6 Ps Ma Fr-8 Ps Ma
(84,4 mg) (16,8 mg) (14,1 mg)
Substancia 2

100:0 MeOH H,0
50:50 MeOH AcOEL

Fr-9 Ps Ma Fr-11 Ps Ma

(42,1 mg)

Fr-10 Ps Ma
(177,6 mg)

0:100 MeOH AcCEL

(83,0 mg)

Fluxograma 5 — Fracionamento cromatografico do extrato bruto AcOEt (3,91¢g) produzido

por P. stromaticum em Malte.

3.7 Fracionamento da Fr-1 Ps Ma

Da Fr-1 Ps Ma foi retirado uma aliquota de 1,2635 g, a qual foi submetida a

fracionamento em coluna cromatografica de vidro (raio de 1,09 cm e altura de 35,5

cm) utilizando como suporte silica de fase reversa C18 e, um sistema de eluente em

gradiente MeOH:H20 e MeOH/AcOEt conforme o Fluxograma 6, sendo coletadas 7
fracdes de 200 mL cada (Fr-1.1 Ps Ma a Fr-1.7 Ps Ma).
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Fr-1 Ps Ma
(2,4222 g)

-Separou-se 12635 g. para o fracionamento em coluna.

CCem C18
MeOH:H,0

-Sistema de eluente em gradiente MeOH:H,0
{30:70—100:0) e MeOH/ACOEt (50:50—0:100).

O O O O O — —
T T T T T S &
I T I I I o <
O O O O O < <
O D T it} i) T I
= = = = = % %
= @ o T S > =
[an] (e (=] (o] [en] [an] [an]
C) =
o L]
Fr-1.1 Ps Ma Fr-1.3 Ps Ma Fr-1.5 Ps Ma Fr-1.7 Ps Ma
(711,6 mg) (72,5 mg) (24,8 mg) (13,4 mg)
Fr-1.2 Ps Ma Fr-1.4 Ps Ma Fr-1.6 Ps Ma
(280,9 mg) (39,6 mg) (22,2 mg)
Substancia 3
Substancia 4

Fluxograma 6 — Fracionamento cromatografico de 1,2635 g da Fr-1 Ps Ma, produzida por

P. stromaticum em malte.

3.8 Bioensaios

Tanto o extrato bruto obtido do milho (NP), quanto o extrato bruto obtido do
Malte e suas fragdes (Fr-1 Ps Ma a Fr-11 Ps Ma), foram encaminhados para ensaios
biol6gicos, para avaliagdo da atividade antifungica e anticolinesterasica. Para o
extrato bruto do milho (NP) foram testadas duas elui¢des diferentes (60:40
Hex/AcOEt e 83:17 CHCIs/MeOH), em CCDC. Para o extrato bruto do Malte e suas

fracOes testou-se apenas uma eluicao (60:40 Hex/AcOEt).



36

Avaliacao da atividade antifungica?

A atividade antifungica foi determinada por bioautografia através da
nebulizacdo dos fungos Cladosporium cladosporioides e  Cladosporium
sphaerospermum (concentracdo de 5x107 esporos mL' em solugcdo de glicose e
sais) em placas do CCDC contendo os extratos e as fracées de interesse,
previamente eluidos com mistura de solventes adequada. As placas foram
incubadas a 25 °C por 48 horas verificando se haviam halos de inibicdo do
crescimento dos fungos, e esses foram determinados. O padrao positivo utilizado
para comparacao foi a nistatina (5 ug) (RAHALISON et al., 1991).

Avaliacao da atividade anticolinesterasica?

A atividade anticolinesterasica foi detectada a partir da eluicdo dos extratos
brutos (20 ug uL'), das fragdes (10 pug uL') em placas de silica gel com eluentes
adequados. Nestas cromatoplacas foram borrifadas uma solugdo da enzima
acetilcolinesterase, em seguida incubadas em camera Umida fechada a 37 °C por 20
minutos e apds este periodo foi borrifada uma solugdo C2. Como padréo positivo foi
utilizado o composto fisostigmina a 0,05 ug mL' (MARSTON; KISSLING;
HOSTETTMANN, 2002)

2 Ensaio biolégico realizado pela Dra. Maria Claudia Marx Young do Instituto Botanico, SP.

3 Solugéo C contém 10 mL da solucao A e 40 mL da solugao B.
Solucado A: 250mg de acetato de 1-naftila em 100 mL de etanol.
Solucao B: 400mg do sal Fast Blue B em 160 mL de 4gua destilada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 1H)
do extrato bruto de milho NP e suas fracées (Fr-1 Ps Milho a Fr-6 Ps

Milho)

O extrato bruto de milho NP e o branco de milho foram analisados por RMN

de 'H, apresentando os resultados mostrados na Figura 7.

Extrato bruto de milho NP

| ' |
|

Extrato branco de milho \

;||| \‘l B - ) ‘_.lll.,__ ..'|.,}| ‘"._.I.ul U Ll‘ |_:|,_' ','\ _.'I I'-\_-I

i T v T ' v T T T T v v v T v T
25 2.0 7L o EE E.0 EE E.0 4.5 4.0 3E 20 25 2.0 1.5 1.0
fL (ppen)

Figura 7 — Espectros de RMN de 'H e expansdes, com pré-saturacdo da agua, em CDs;OD
(300 MHz) do extrato bruto de milho NP e do extrato branco de milho.

Ao se comparar os dois espectros de RMN de 'H mostrados na Figura 7,

observa-se sinais de hidrogénios aromaticos nao existentes no extrato branco de

milho.
As fracdes do extrato bruto de milho NP (Fr-1 Ps Milho a Fr-6 Ps Milho)

também foram analisadas por RMN de 'H, sendo mostradas na Figura 8.
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Figura 8 — Espectros de RMN de 'H, com pré-saturagdo da agua, em CD;OD (300 MHz)
das Fr-1 Ps Milho a Fr-6 Ps Milho.

Na analise dos espectros de RMN de 'H da Figura 8 percebe-se uma vasta
producdo de metabdlitos secundarios pelo enddéfito, com sinais tanto na regidao de
aromaticos quanto de alifaticos para as Fr-1Ps Milho a Fr-3 Ps Milho.

4.2 Analise por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio das fracoes
Fr-1.1 Ps Milho a Fr-1.8 Ps Milho

As fracdes Fr-1.1 Ps Milho a Fr-1.8 Ps Milho foram analisados por RMN de

'H, apresentando os resultados mostrados na Figura 9.
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Figura 9 — Espectros de RMN de 'H em CD3;OD (600 MHz), com pré-saturagéo da agua,
das fragdes Fr-1.1 Ps Milho a Fr-1.8 Ps Milho.

Ao se analisar os espectros de RMN de 'H da Figura 9 observa-se uma vasta

producdo de metabdlitos secundarios com sinais de hidrogénios aromaticos e de

alifaticos para a Fr-1.1 Ps Milho a Fr-1.7 Ps Milho. E possivel observar, também, que

a Fr-1.3 Ps Milho, possui uma substancia majoritaria, a qual foi identificada como

sendo a substancia 1.

4.3 Analise por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio do extrato
bruto de Malte AcOEt e suas fracoes ( Fr-1 Ps Ma a Fr-11 Ps Ma)

O extrato bruto de Malte AcOEt e o branco de Malte foram analisados por

RMN de 'H, apresentando os resultado mostrados nas Figura 10 e 11,

respectivamente.
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Figura 10 — Espectro de RMN de 'H e expansdo, em DMSO-ds (300 MHz), com pré-
saturacao da agua, do extrato bruto de Malte AcOEt.

Extrato branco de Malte

7.4989
\7.4872

6.6067

“6.5950

|

76 74 72 70 68 66 3
o 1 (ppm} Q
= .
m oo
n
@
oo
g M~
= $ ~ o n
g =R g
N % % fxa]
¢ o -
~ i o
N
o
=
i |
T T T T T T : : T T T T T T T : T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2o 20 1.5 1.0 0.5 0o
f1 (ppm )

Figura 11 — Espectro de RMN de 'H e expansdo, em DMSO-ds (600 MHz), com pré-
saturagao da agua, do extrato branco de Malte.

40



41

Avaliacdo do experimento de RMN de 'H do extrato bruto obtido em Malte
evidenciou uma substancia majoritaria com dois dubletos bem resolvidos na regido
de aromaticos sugerindo um sistema para dissubstituido. Interessante observar que
o mesmo perfil foi observado no branco, no entanto com constantes de acoplamento
distintos, indicando tratar-se de substancias diferentes. Adicionalmente foram
observados varios sinais na regido de aromaticos e alifaticos.

As fracdes do extrato bruto de Malte AcOEt (Fr-1 Ps Ma a Fr-11 Ps Ma)
também foram analisadas por RMN de 'H, sendo mostradas na Figura 12.

Fr-6Ps Ma ”

Fr-7Ps Ma “ b‘f
Fr-8Ps Ma |
Fr-0Ps Ma |

1\ |

Fr-10 Ps Ma

Fr-11 Ps Ma ’

T T TR PRSI U Ry = MRS TRSe S S SR - 1 (1 KR 0 |, G T

e S B L ) H B A ] S e e e L
0.0 4.5 4.0 2.k 20 7E 0 EE £.0 EE

L B S e
0 48 40 35 ) 2E 0 LE Lo 05 o0 A5
F1 (ppem]

Figura 12 — Espectros de RMN de 'H em DMSO-ds (300 MHz), com pré-saturagdo da agua,
das Fr-1 Ps Ma a Fr-11 Ps Ma.

Analise detalhada de todos os espectros de RMN de 'H mostrados na Figura
12, mais uma vez reafirmam a potencialidade metabdlica de P. stromaticum
indicando a producdo de substancias aromaticas e alifaticas, que possivelmente
estdo atuando como protetoras da espécie vegetal contra fitopatdégenos, o que é
corroborado pelo resultado positivo da atividade antifingica. E possivel observar,
também, que a Fr-6 Ps Ma, esta pura e foi identificada como sendo a substancia 2.
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4.4 Anadlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de
Arranjo de Diodos (CLAE-DAD)

Tanto o extrato bruto de milho NP, quanto o branco de milho foram analisados
por CLAE-DAD em gradiente exploratério. Como fase estacionaria, utilizou-se coluna
analitica tipo Luna Phenomenex (C18) e eluicdo em gradiente de H20:ACN,
contendo 0,1% de acido formico em ambos os solventes, (95:05—0:100 v/v) em 60
minutos, permanecendo nesta condicdo por mais 5 minutos, com um fluxo de 1,0 mL

min-'. Os resultados podem ser visto na Figura 13.
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Figura 13 — Cromatograma do extrato bruto de milho NP (a, b, ¢, d, e, f, g) e do branco de
milho (h, i, j, I, m, n, 0), em A 203, 210, 230, 254, 267, 290 e 366 nm, respectivamente.
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Ao se analisar a Figura 13 é possivel observar que o extrato bruto de milho
NP e o branco de milho, apresentam varias diferencas, evidenciando a rica producao
metabdlica do fungo endofitico. E observado que o fungo endofitico produz
substancias de alta e média polaridade, ja no branco é observado substancias de

alta, média e baixa polaridade.
4.5 Bioensaios do extrato bruto de milho NP
Avaliacao da atividade antifungica
O extrato bruto de milho NP, quando testado frente aos fungos fitopatégenos
Cladosporium cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum apresenta 0s

resultados evidenciados na Tabela 1.

Tabela 1 — Resultado do ensaio antifungico para o extrato bruto de milho NP.

Hex:AcOEt (60:40) CHCI3:MeOH (83:17)

C. C. C. C.
cladosporioides | sphaerospermum | cladosporioides | sphaerospermum
(Rf) (Rf) (Rf) (Rf)

Extrato
bruto de
milho NP

Padrao

*kk *kk *kk

origem origem *** origem origem

nistatina

Legenda: atividade fraca *, atividade média **, atividade forte ***, inativo = -
Fonte: elaborada pelo autor®.

Segundo a Tabela 1, o extrato bruto de milho NP é inativo contra os fungos

fitopatogénicos C. cladosporioides e C. sphaerospermum.

4 As tabelas de 1 a 8 foram elaboradas pelo autor.
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Avaliacao da atividade anticolinesterasica

O extrato bruto de milho NP, quando testado frente a enzima

acetilcolinesterase apresenta o resultado mostrado na Tabela 2.

Tabela 2 — Resultado do ensaio anticolinesterasico para o extrato bruto de milho NP.

Hex:AcOEt (60:40) | CHCI3:MeOH (83:17)
Extrato bruto de milho NP - )

Legenda: atividade fraca *, atividade média **, atividade forte ***, inativo = -

Segundo a Tabela 2, o extrato bruto de milho NP € inativo na inibicdo da enzima

acetilcolinesterase.

4.6 Bioensaios do extrato bruto de Malte AcOEt e suas fracoes (Fr-1 Ps Ma a
Fr-11 Ps Ma)

Avaliacao da atividade antifungica

O extrato bruto de Malte AcOEt e suas fracbes (Fr-1 Ps Ma a Fr-11 Ps Ma),
quando testados frente ao fungo fitopatégeno Cladosporium sphaerospermum

apresentam os resultados evidenciados na Figura 14.
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Cladosporium sphaerospermum

254 nm 366 nm Luz Branca

1 2 3 45 6 7 8 9101112P 1 2 3 4 5 6 7 8 91 1112P 123 456738 9101M12P
Legenda:
1-Fr-1Ps Ma 8-Fr-8 Ps Ma
2-Fi-2 Ps Ma 9-Fr-9 Ps Ma
3-Fr-3Ps Ma 10- Fr-10 Ps Ma
4-Fr-4 Ps Ma 11-Fr-11Ps Ma
5-Fi-5 Ps Ma 12- Extrate bruto de malte AcOEt
6-Fr-6 Ps Ma P- Padrio nistatina
7-Fi-7 Ps Ma

Figura 14 — Resultado da atividade antifungica do extrato bruto de Malte AcOEt e suas
fragdes (Fr-1 Ps Ma a Fr-11 Ps Ma) ao serem testados frente ao fungo fitopatégeno C.

sphaerospermum.

Os resultados para o extrato bruto de Malte AcOEt e suas fracdes (Fr-1 Ps Ma
a Fr-11 Ps Ma), podem ser vistos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Resultado do ensaio antifungico para o extrato bruto de Malte AcOEt e suas
fracoes (Fr-1 Ps Ma a Fr-11 Ps Ma).

Amostra Atividade Rf
Fr-1 Ps Ma I 0,18/0,25
Fr-2 Ps Ma [ Base/0,58
Fr-3 Ps Ma - -
Fr-4 Ps Ma - -
Fr-5 Ps Ma - -
Fr-6 Ps Ma e 0,27
Fr-7 Ps Ma - -
Fr-8 Ps Ma - -
Fr-9 Ps Ma - -
Fr-10 Ps Ma - -
Fr-11 Ps Ma - -

Extrato bruto de Malte AcOEt [ 0,18/0,25

Legenda: atividade fraca *, atividade média **, atividade forte ***, inativo = -

Segundo a Tabela 3, o extrato bruto de Malte AcOEt, a Fr-1 Ps Ma, a Fr-2 Ps
Ma e a Fr-6 Ps Ma mostraram-se ativos contra o fungo fitopatogeno C.
sphaerospermum, apresentado atividade fraca a forte.

Avaliacao da atividade anticolinesterasica
O extrato bruto de Malte AcOEt e as fracées (Fr-1 Ps Ma a Fr-11 Ps Ma),

quando testados frente a enzima acetilcolinesterase apresentam os resultados
mostrados na Figura 15.
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Anticolinesterasico

254 nm 366 nm Luz Branca

1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 P 12 3 4 56 78 90 1 1112P 123 4 5 67 8 9101112P
Legenda:
1-Fi-1Ps Ma 8- Fr-82 Ps Ma
2-Fr-2Ps Ma 9- Fr-2 Ps Ma
3-H-3PsMa 10-Fi-10 Ps Ma
4-F-4PsMa 11-Fr-11Ps Ma
5-F-5Ps Ma 12- Extrato bruto de malte AcOEt
6- Fr-6 Ps Ma P- Padrio fisostigmina
7-F-7Ps Ma

Figura 15 — Atividade anticolinesterasica, do extrato bruto de Malte AcOEt e suas fragdes
(Fr-1 Ps Ma a Fr-11 Ps Ma).

Os resultados para o extrato bruto de Malte AcOEt e as fragdes (Fr-1 Ps Ma a
Fr-11 Ps Ma), podem ser vistos na Tabela 4.
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Tabela 4 — Resultado do ensaio anticolinesterasico para o extrato bruto de Malte AcOEt e as
fracoes (Fr-1 Ps Ma a Fr-11 Ps Ma).

Amostra Atividade Rf
Fr-1 Ps Ma * Base
Fr-2 Ps Ma * Base
Fr-3 Ps Ma * Base
Fr-4 Ps Ma - -
Fr-5 Ps Ma - -
Fr-6 Ps Ma ** Base/0,86
Fr-7 Ps Ma e 0,6/0,85
Fr-8 Ps Ma ** 0,59
Fr-9 Ps Ma * 0,66
Fr-10 Ps Ma - -
Fr-11 Ps Ma - -

Extrato bruto de Malte AcOEt * Base

Legenda: atividade fraca *, atividade média **, atividade forte ***, inativo = -

De acordo com a Tabela 4, o extrato bruto de Malte AcOEt, a Fr-1 Ps Ma, a
Fr-2 Ps Ma, a Fr-3 Ps Ma, a Fr-6 Ps Ma, a Fr-7 Ps Ma, a Fr-8 Ps Ma e a Fr-9 Ps Ma
sdo ativos na inibicdo da enzima acetilcolinesterase, apresentado atividade fraca a
média, evidenciando P. stromaticum como um importante fungo produtor de

substancias com atividade anticolinesterasica.
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4.7 Determinacao Estrutural da Substéancia 1

Figura 16 — Estrutura do 2-(7-hidroxi-4-metil-2-oxo-2H-cromen-5-il) acido acético.

A substancia 1 foi identificada da Fr-1.3 Ps Milho como um 6leo de coloragéo
amarelada (6,6 mg). A férmula molecular C12H100s foi estabelecida utilizando os
dados obtidos no espectrometro de massas de baixa resolu¢do, por ionizagdo em
electrospray no modo negativo (CLAE-EM) (Figura 17), no qual foi possivel observar
o sinal de m/z 233,2; referente ao aduto [M-H]. Tal formula molecular (C12H100s) é
corroborada pelos dados de RMN de 'H e pelos espectros de RMN uni e

bidimensionais.
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Figura 17 — Espectro de massas de baixa resolucao da substancia 1 (CLAE-EM).

O espectro de RMN de 'H (Figura 18) apresentou sinais de hidrogénios
aromaticos em o+ 6,78 (d, J = 2,34 Hz, 1H, H-8) e &1 6,71 (d, J = 2,34 Hz, 1H, H-6),
evidenciando um anel aromatico tetrassubstituido. Também foram observados sinais
em O+ 6,04 (s, 1H, H-3) e em dH 4,11 (s, 2H, H-9) evidenciando um hidrogénios
olefinico e metilénicos benzilicos a carboxila, € um sinal em &1 2,36 (s, 3H, H-11)

sugerindo a presenca de metila ligada a um carbono sp?.
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Todos os hidrogénios foram atribuidos aos respectivos atomos de carbono
com base no experimento de HSQC (Figura 19), no qual podemos observar 6+ 6,78
com &c 102,5; 61 6,71 com dc 119,1; &1 6,04 com d¢c 110,7; dH 4,11 com dc 41,7 e dH
2,36 com &6¢ 19,6.
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Figura 18 — Espectro de RMN de 'H e expansdes, com pré-saturagdo da agua, em CD;OD
(600 MHz) da substancia 1.
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Figura 19 — Ampliacdo do mapa de contorno 'H-'*C a uma ligagdo em CDsOD (14,7 T) da
substancia 1.

No experimento de HMBC (Figura 20) foram observadas varias correlagoes a

longa distancia dos hidrogénios com os carbonos, mostradas na Tabela 5.
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Figura 20 — Ampliacdo do mapa de contorno 'H-'3C a longa distancia em CD;OD (14,7 T)

da substancia 1.
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Tabela 5 — Dados de RMN de 'H e '*C em CD;0D? (600 MHz) da substancia 1.

Posicao H (8) HSQC* HMBC
2 - 167,0* )
3 6,04 (s) 110,9 C-11: C-4a; C-2
4 - - )
4 - 115,4* )
5 - 139,4* )
6 6,71 (d, J = 2,34) 119,1 C-9: C-8: C-4a: C-8a
7 - 161,9* )
8 6,78 (d, J = 2,34) 102,5 C-4a: C-6; C-7
82 - 162,8* )
9 4,11 (s) 41,7 C-4a; C-6; C-5; C-10
10 - 175,6* -
11 2,36 (s) 19,6 C-3;C-2

aDeslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (5) em ppm e J em Hz.
*Valores retirados pelo HMBC.

Na Figura 21 é possivel observar o espectro de massas (Ms/Ms) da
substancia 1, mostrando a quebra sofrida pela mesma.
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Figura 21 — Espectro de massas (Ms/Ms) da substancia 1, mostrando a quebra sofrida pela

mesma.
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E possivel observar na Figura 21 uma quebra de 233,2 Da para 189,2 Da,
sendo esta de 44 Da referente a perda de CO: e referente a carbonila em C-10, tal
quebra pode ser observada na Figura 22.

— + o=—c=—o0

m/z 44,0 Da
CHy

m/z 233,2 Da m/z 189,2 Da

Figura 22 — Fragmentacao por EM da substancia 1

Analise detalhada de todos os dados associado com a auséncia destes na
literatura, permitiram atribuir para a substancia 1 a estrutura da cumarina inédita
nomeada 2-(7-hidroxi-4-metil-2-oxo-2H-cromen-5-il) &cido acético.

Cumarinas sao compostos naturais, constituidos por um anel benzénico
fundido com uma a-pirona, tendo sido isoladas de plantas, bactérias e fungos
(COSTA, TAVARES, OLIVEIRA, 2016). O primeiro relato de isolamento e
determinacdo estrutural de cumarina ocorreu em 1820 (SOUZA, RENNO,
FIGUEROA-VILLAR, 2016). Ja o primeiro relato de sintese, ocorreu em 1868 e foi,
posteriormente, utilizado na industria farmacéutica como precursor de
anticoagulantes (COSTA, TAVARES, OLIVEIRA, 2016).

Cumarinas ja foram identificadas e isoladas em extratos de fungos
endofiticos, estas possuem diferentes atividades bioldgicas importantes, como por
exemplo: antioxidante, antifingica, antimicrobiana, anticancer, antidiabetes e anti-
HIV (UMASHANKAR, GOVINDAPPA, RAMACHANDRA, 2014). Além dessas
atividades bioldgicas, podemos destacar a sua atividade anticolinesterasica, a qual
permite ser utilizada no tratamento de doencas como o Alzheimer e o Parkinson
(SOUZA, RENNO, FIGUEROA-VILLAR, 2016).

As cumarinas apresentam aplicagdes, ndo s6 na industria farmacéutica, mas
também em indulstrias agroquimicas, alimenticias e cosméticas. Na industria

cosmética, por exemplo, cumarinas podem ser usadas como fixador ou para
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destacar a fragrancia (COSTA, TAVARES, OLIVEIRA, 2016).

Pouca informagcdo estd disponivel sobre a biossintese microbiana de
cumarina, apesar de sua importancia industrial, com destague a industria
farmacéutica (COSTA, TAVARES, OLIVEIRA, 2016). Para a substancia 1 propomos

gue a biossintese ocorre via &cido cindmico conforme a Figura 23.

o 2 i
o oxidagéo WOH oxidagéo /Of\)‘\OH
HO HO OH

acido cinamico 4- acido cumarico

acido 2,4-dihidroxi cinamico

isomerizagao
oxidagao N ciclizagao X
- -
metilagao HO 0O 0]
HO O
umbeliferona OHHO

OPP

prenilagao

HO @) (0] HO @ o HO e) 0
oxidagéo redugéo
HO Z —_— HO Z — G
| 5 !

substancia 1

Figura 23 — Proposta de biossintese para a substancia 1.

A prenilacdo poderia ocorrer em C-5 assim como em C-8 devido ao efeito
doador de elétrons das hidroxilas, porém em C-8 observamos o efeito retirador de
elétrons por inducdo de O-1. Neste caso, o par de elétrons de O-1 esta em
ressonancia com a carbonila (C-2), tornando o efeito de inducdo mais importante do
que o efeito de ressonéncia em C-8. Deste modo C-5 apresenta maior densidade

eletrénica tornando-se nucleofilico e favorecendo a prenilagdo nele.
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4.8 Determinacao Estrutural da substancia 2

Figura 24 — Estrutura do 4,5-dimetil-3,4,5,6-tetrahidrobenzo|c][1,6]dioxecina-1,8-diona.

A substancia 2 foi identificada da Fr-6 Ps Ma, a qual ap6s ter o solvente
evaporado, forneceu um pd de coloragdo marrom (16,8 mg). A férmula molecular
C14H1604 foi determinada utilizando os dados obtidos através das analises dos
espectros de RMN de 'H e 3C uni e bidimensionais.

O espectro de RMN de 'H (Figura 25) apresentou sinais de hidrogénios
aromaticos em &1 7,74 (dd, J = 3,3 e 5,7 Hz, 2H, H-2 e H-2') e 1 7,63 (dd, J = 3,3 e
5,7 Hz, 2H, H-1 e H-1’), evidenciando um anel aromatico dissubstituido e simétrico.
Também foi observado, um sinal em én 4,07 (d, J = 6,7 Hz, 4H, H-5 e H-5)
evidenciando hidrogénios metilénicos carbindlicos, um sinal em &1 2,03 (hep, J = 6,7
Hz, 2H, H-6 e H-6’) indicou hidrogénios metinicos e um sinal em &1 1,00 (d, J = 6,7
Hz, 6H, H-7 e H-7’) atribuido a metilas.
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Figura 25 — Espectro de RMN de 'H, com pré-saturagao da agua, em CD3;OD (600 MHz) da
substancia 2.
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Figura 26 — Espectro de COSY em CD3OD (600 MHz) da substancia 2.
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Ao se analisar o experimento de COSY (Figura 26) foi observado interacoes
'H-"H entre os hidrogénios aromaticos em H-1/H-1'—H-2/H-2’, e dos hidrogénios
metinicos em H-5/H-5<—H-6/H-6'—H-7/H-7’ permitindo estabelecer a estrutura de
um anel aromatico dissubstituido e simétrico para a substancia 2.

O espectro de RMN de '3C (Figura 27) apresentou sinal de carbonila de éster
em oc 169,3 (C-4 e C-4’), de carbonos aromaticos em &¢c 133,6 (C-3 e C-3’), &c
132,4 (C-1 e C-1’) e &¢c 129,9 (C-2 e C-2)) evidenciando a presenca de um anel
aromatico. Adicionalmente, foram observados sinais de carbonos metilénicos
carbindlicos em 6¢ 72,9 (C-5 e C-5’), carbonos metinicos em &¢ 29,0 (C-6 e C-6’) e
carbonos metilicos em 6¢ 19,5 (C-7 e C-7°). Dessa forma tem-se 14 carbonos para a
substancia 2 e apenas 7 sinais no espectro de RMN de '3C, confirmando que essa
substancia é simétrica. E possivel observar, também, apenas 3 sinais de carbonos
aromaticos (6c 133,6; 6¢c 132,4 e d¢c 129,9) 0 que novamente confirma um anel

benzénico simetricamente dissubstituido em orto.

19.5

~133.6
~1324
129.9
72,9
29.0

—169.3

* -

80 70 60 50 40 30 20

170 160 150 140 130 120 110 100 90
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Figura 27 — Espectro de RMN de *C em CD3;OD (150 MHz) da substancia 2.
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Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos,

com base nas observagdes no mapa de contorno do espectro de HSQC (Figura 28).
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Figura 28 — Ampliacdo do mapa de contorno 'H-'3C a uma ligagdo em CDsOD (14,7 T) da
substancia 2.

No espectro de HMBC (Figura 29) foram observadas correlacbes a longa

distancia dos hidrogénios com os carbonos, as quais sao mostradas na Figura 30.
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Figura 29 — Ampliacdo do mapa de contorno 'H-'3C a longa distancia em CD;OD (14,7 T)
da substancia 2.

)

Figura 30 — Principais correlacdes observadas no experimento de HMBC (seta preta) e de
COSY (seta duplo sentido verde), da substancia 2.

Todos os dados mostrados, associados aos presentes na literatura,
possibilitaram dizer que a substancia 2 é um ftalato, sendo 0 mesmo inédito de
nome 4,5-dimetil-3,4,5,6-tetrahidrobenzo|c][1,6]dioxecina-1,8-diona.

Ftalatos ja foram identificados e isolados em extratos de fungos dos géneros:
Engyodontium (HENG-CHAO et al., 2013), Pestalotiopsis (LI, YANG, 2014),
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Penicillium (SHEN et al., 2012), Alternaria (ZHENG, LIU, FAN, 2012), Curvularia

(LUCAS et al., 2008), entre outros.

Tabela 6 — Dados de RMN de 'H e '®C em CDs0D? (14,7 T) da substancia 2.

Posicao H (d) 13C (8) HMBC

1e? 7,63 (dd, J =3,3e5,7) 132,4; CH C-2,C-2,C-3eC-3
2e2 7,74 (dd, J = 3,3 e 5,7) 129,9; CH C-1,C-1,C-3,C-3,C-4e C-4
3e3 - 133,6; C =

4e & - 169,3; C =

5e5 4.07 (d,J =6,7) 72,9; CH» C-4,C-4,C-6,C-6°,C-7e C-7
6e6 2,03 (hep, J = 6,7) 29,0; CH C-5,C-5,C-7eC-7
7e7T 1,00 (d, d = 6,7) 19,5; CHs C-5,C-5,C-6,C-6’,C-7e C-7

aDeslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (5) em ppm e J em Hz.

4.9 Determinacao Estrutural da substancia 3

Figura 31 — Estrutura do Pseudofusicato.

A substéancia 3 foi identificada da Fr-1.1 Ps Ma como um éleo de coloragao

marrom escuro (711,6 mg).

O espectro de RMN de 'H (Figura 32) apresentou para a substancia 3 dois
dubletos em &+ 7,03 (d, J = 3,36 Hz, 2H, H-3 e H-3’) e &1 6,41 (d, J= 3,36 Hz, 2H, H-
4 e H-4’). Também foi observado um singleto em &u 4,55 (s, 4H, H-7 e H-7’) atribuido
a um metileno oxivinilico e um singleto em &n 2,56 (s, 4H, H-9 e H-9’) evidenciando

hidrogénios metilénicos. O sinal de hidrogénio em &n 2,70 foi descartado como

fazendo parte da substancia, pois ele apresenta uma integral de 2H, porém no
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HSQC ele é observado como um CH ou CHs e no HMBC ele nao se correlaciona
com nenhum outro sinal da substancia.
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Figura 32 — Espectro de RMN de 'H e expansdes, com pré-saturagdo da agua, em CD;0OD

(600 MHz) das substéancias 3.

O espectro de RMN de 3C (Figura 33) apresentou para a substancia 3 sinais
de carbonila em d&¢c 176,6 (C-8 e C-8) e em &¢c 164,3 (C-6 e C-6’), de carbonos do
anel furanico em &¢c 159,0 (C-5 e C-5’), 6¢c 148,5 (C-2 e C-2’), 6¢c 117,9 (C-3e C-3) e
oc 110,1 (C-4 e C-4’). Adicionalmente, foi observado sinal de carbono metilénico
carbindlico em &¢ 57,5 (C-7 e C-7’) e de carbono metilénico em &¢ 30,1 (C-9 e C-9’).
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Figura 33 — Espectro de RMN de *C em CDs;OD (150 MHz) das substancias 3.

Todos os hidrogénios foram atribuidos aos respectivos atomos de carbono

com base no experimento de HSQC (Figura 34).
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Figura 34 — Ampliacdo do mapa de contorno 'H-'3C a uma ligagdo em CDsOD (14,7 T) da
substancia 3.

No experimento de HMBC (Figura 35) foram observadas varias correlacoes a

longa distancia dos hidrogénios com os carbonos, mostradas na Tabela 7.
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Figura 35 — Ampliacdo do mapa de contorno 'H-'3C a longa distancia em CD;OD (14,7 T)

da substancia 3.

Tabela 7 — Dados de RMN de 'H e '*C em CD;0D? (14,7 T) da substancia 3.

Posicao H (d) 13C (8) HMBC

2e2 - 148,5 -

3e3 7,03 (d, J = 3,36 Hz) 117,9 C-4, C-4’, C-2, C-2’, C-5, C-5’
4ed 6,41 (d, J = 3,36 Hz) 110,1 C-3, C-3, C-2,C-2,, C-5, C-5
5e% - 159,0 -

6eb - 164,3 -

7e7 4,55 (s) 37,5 C-4,C-4,C-5,C-5
8e¥ - 176,6 -

9e9 2,56 (s) 30,1 C-9, C-9, C-8, C-8

aDeslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (5) em ppm e J em Hz.

Todos os dados mostrados e discutidos acima, associados aos presentes na

literatura, possibilitaram sugerir que 3 seja produto de transformacgéo formado pela

decomposicdo da maltose (presente no extrato de malte) a 5-hidroximetilfurfural
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(HMF) no processo de esterilizagdo. Na sequencia a fungéo aldeidica do HMF seria
oxidado a &cido carboxilico por P. stromaticum e a seguir a duas unidades de HMF,
agora na forma de acido e nao aldeido, seria esterificado com acido succinico,

provavelmente, produzido pelo fungo, como mostrado na Figura 36.

OH

HO

&

Hoy/@\/owo \/@\(o

Figura 36 — Formagéao do Pseudofusicato.

4.10 Determinacao Estrutural da substancia 4

Figura 37 — Estrutura do 5-(hidroximetil)furano-2-acido carboxilico.

A substéancia 4 foi identificada da Fr-1.2 Ps Ma como um éleo de coloragao

amarelada.
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O espectro de RMN de 'H (Figura 38) apresentou para a substancia 4 dois
dubletos em &+ 7,13 (d, J = 3,36 Hz, 1H, H-3) e &1 6,46 (d, J = 3,36 Hz, 1H, H-4).
Também foi observado um singleto em 61 4,57 (s, 2H, H-7) atribuido a um metileno

oxivinilico.
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Figura 38 — Espectro de RMN de 'H e expansdes, com pré-saturagédo da agua, em CD;0OD
(600 MHz) das substancias 4.

O espectro de RMN de 3C (Figura 39) apresentou para a substancia 4 sinais
de carbonos tipicos de anel de furano em &¢ 160,3 (C-5), 6¢c 119,6 (C-3) e ¢ 110,2
(C-4). Adicionalmente, foi observado sinal de carbono metilénico carbindlico em &c¢

57,5 (C-7).
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Figura 39 — Espectro de RMN de '*C em CD3OD (150 MHz) das substancias 4.

Todos os hidrogénios foram atribuidos aos respectivos atomos de carbono
com base no experimento de HSQC (Figura 40).
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Figura 40 — Ampliagdo do mapa de contorno 'H-'C a uma ligagdo em CDzOD (14,7 T) da

substancia 4.

No experimento de HMBC (Figura 41) foram observadas varias correlacdes a

longa distancia dos hidrogénios com os carbonos, mostradas na Tabela 8.
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Figura 41 — Ampliagdo do mapa de contorno 'H-3C a longa distancia em CD3;OD (14,7 T)

da substancia 4.

Tabela 8 — Dados de RMN de 'H e '*C em CD;0D? (14,7 T) da substancia 4.

Posicao H (d) 13C (8) HMBC
2 - 145,9* -
3 7,13 (d, J = 3,36 Hz) 119,6 C-4. C-2, C-5
4 6,46 (d, J = 3,36 Hz) 110,2 C-3.C-2, C-5
5 - 160,3 -
6 - = -
7 4,57 (s) 57,5 C-4,C-5

aDeslocamentos quimicos relativos ao TMS como referéncia interna, (5) em ppm e J em Hz.
*Valor obtido do HMBC.

Todos os dados mostrados, associados aos presentes na

literatura,

possibilitaram sugerir que a substancia 4 seja, possivelmente, um produto de

transformacao da maltose, como discutido para a substancia 3 no processo de

esterilizacdo em autoclave em hidroximetilfurfural, seqguido de oxidagdo da funcéo




71

aldeido para acido carboxilico, sugerindo assim a presenca de enzimas oxidases
sendo excretadas para o meio de cultivo do fungo.
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5 CONCLUSAO

A triagem quimica e bioldgica realizada com os extratos brutos de milho NP e
de Malte AcOEt, produzidos por P. stromaticum, confirmaram que a producdo
metabdlica é dependente do meio de cultivo e que o extrato bruto de Malte AcOEt
produzido por P. stromaticum apresenta substédncias com atividade
anticolinesterasica e antifungica, sugerindo que os fungos endofiticos podem estar
exercendo fungéo ecoldgica, protegendo as espécies hospedeiras contra possiveis
fitopatdégenos.

O isolamento e determinacéao estrutural de duas substancias inéditas, o ftalato
(4,5-dimetil-3,4,5,6-tetrahidrobenzolc][1,6]dioxecina-1,8-diona) 2 e a cumarina (2-(7-
hidroxi-4-metil-2-oxo-2H-cromen-5-il) acido acético) 1 , sendo que a substancia 2
apresenta atividade antifungica contra C. sphaerospermum e anticonesterasica,
evidenciam P. stromaticum como um prolifico produtor de substancias inéditas

bioativas.
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APENDICE A — Espectros de RMN de 'H em CDCls (300 MHz) do extrato bruto de
milho e do extrato branco de milho.
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APENDICE B - Espectros de RMN de 'H em CDsOD (300 MHz) da Fr-1 Ps Milho e
do extrato branco de milho.
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APENDICE C — Cromatograma da Fr-1 Ps Milho em A 254 (preto) e 290 (azul) nm.
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