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RESUMO

Os micro-organismos constituem uma das mais importantes formas de vida
gue fornecem substancias que podem ser utilizadas em diversas areas, como:
farmacéutica, bioquimica, alimenticia e agropecuaria. A abordagem OSMAC (One
Strain Many Compounds), visa, ha mudanc¢a nos parametros de cultivos de micro-
organismos, diversificar e aumentar a producdo de metabdlitos secundarios de uma
Unica cepa. O fungo endofitico Botryosphaeria parva, oriundo das folhas de Syzygium
cumini (L.) Skeels, foi submetido a abordagem OSMAC variando-se 0os meios de
cultivo: Arroz parboilizado (meio sélido), Extr. de Malte, Nutrient, PDB e YM (meios
liqguidos), e o fungo endofitico Pseudofusicoccum stromaticum, oriundo dos frutos
maduros de S. cumini (L.) Skeels, foi cultivado em meio de Extr. de Malte. ApGs o
periodo de fermentacdo de B. parva em meio solido, iniciou-se uma extracao direta
com CHs3OH, seguida de filtracdo e evaporacdo do solvente. O extrato obtido foi
solubilizado em AcOEt e realizou-se trés particdes lig.-lig. com H20, em que apos a
evaporacao do solvente organico, o extrato obtido foi dissolvido em CHsCN e foi
realizada uma nova particéao lig.-lig. com Hexano, e ap6s evaporacdo da CH3CN, foi
obtido o extrato de interesse. Apoés o periodo de fermentacao dos enddéfitos nos meios
liqguidos, as suspensdes micelares foram filtradas a pressao reduzida, separando 0s
micélios dos meios fermentados. Em seguida, os filtrados aquosos foram submetidos
a trés particdes lig.-lig. com AcOEt, e apds a evaporacao do solvente organico, foram
obtidos os extratos de B. parva e P. stromaticum, nos meios liquidos. Os extratos de
B. parva, em meio de arroz parboilizado e extr. de malte, e o extrato de P. stromaticum
foram fracionados utilizando técnicas cromatogréaficas, como Cromatografia em
Coluna e/ou Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia preparativa, em que apdés 0s
fracionamentos, foram obtidas 33 substancias oriundas de B. parva e 11 substancias
de P. stromaticum, caracterizadas por meio de analises espectrométricas (EM, RMN
1D e 2D) e pertencentes a diversas classes quimicas, como: terpenos, isocumarinas,
dicetopiperazinas, compostos fendlicos, ftaletos, pirazinas, pirrololactonas e
pentapeptideos ciclicos. Dentre as 40 substancias identificadas, 11 sdo inéditas:
botryosftaleto A (04), botryospirazina A (05), botryosarina A (06), botryosphaerina J
(07), botryosarina B (08), botryosphaerina K (09), botryosphaerina L (20), 4-
hidroxiterpestacina (21), botryosbenzofuranona A (26), botryosbenzenodiol A (28),
botryosbenzenodiol B (32). O estudo da co-cultura dos enddfitos foi realizado em meio
de ext. de malte e ao final do periodo de fermentacao o caldo fermentado foi submetido
a trés particdes lig.-lig. com AcOEt, e o extrato foi gerado apds a evaporacédo do
solvente organico. A andlise do extrato via CLAE-EM indicou a producdo de 13
substancias que nao foram detectadas nas monoculturas, e destas, oito nédo
apresentaram registros em quatro bases de dados (massBank, Metlin, GNPS e
Dicionario de Produtos Naturais), sendo consideradas inéditas, mas ainda a serem
identificadas. Os estudos relacionados ao B. parva e P. stromaticum tém como
finalidade verificar suas producdes metabdlicas frente a diferentes estimulos, bem
como avaliar o potencial biolégico dos extratos, nos ensaios antibacteriano,
antiglicante, antioxidante, antifingico, anticolinesterasico e citotoxico, em que 0s
extratos de B. parva apresentaram atividades anticolinesterasica, antifingica e
citotoxica, e o extrato de P. stromaticum apresentou atividades antiglicante
antioxidante e citotoxica.

Palavras Chave: OSMAC; Co-cultura; Botryosphaeria parva; Pseudofusicoccum
stromaticum; Syzygium cumini (L.) Skeels.



ABSTRACT

Microorganisms are one of the most important forms of life that provide
substances that can be used in several areas, such as: pharmaceutical, biochemistry,
food and agriculture. The OSMAC approach (One Strain Many Compounds) aims, in
changing the parameters of microorganism cultures, to diversify and increase the
production of secondary metabolites from a single strain. The endophytic fungus
Botryosphaeria parva, from the leaves of Syzygium cumini (L.) Skeels, was subjected
to the OSMAC approach by varying the culture media: Parboiled rice (solid medium),
Malt Ext., Nutrient, PDB and YM (liquid media); and the endophytic fungus
Pseudofusicoccum stromaticum, from the ripe fruits of S. cumini (L.) Skeels, was grown
in Malt Ext. After the fermentation period of B. parva in solid medium, a direct extraction
with MeOH was started, followed by filtration and evaporation of the solvent. The
obtained extract was solubilized in AcOEt and three lig.-lig. partitions were performed
with H20, where after evaporation of the organic solvent, the extract obtained was
solubilized in CHsCN and a new lig.-lig. partition was performed with Hexane, and after
evaporation of CHsCN, the extract of interest was obtained. After the endophytes
fermentation period in liquid media, the micellar suspensions were filtered under
reduced pressure, separating the mycelia from the fermented media. Then, the
aqueous filtrates were subjected to three lig.-lig. partitions with AcOEt, and after
evaporation of the organic solvent, extracts of B. parva and P. stromaticum were
obtained in liquid media. B. parva extracts in parboiled rice and malt ext., and P.
stromaticum extract were fractionated using chromatographic techniques, such as
Column Chromatography and/or Preparative High Performance Liquid
Chromatography, in which after fractionation, 33 substances of B. parva and 11
substances of P. stromaticum were obtained and characterized by spectrometric
analysis (MS, 1D an 2D NMR), belonging to several chemical classes, such as:
terpenes, isocoumarins, diketopiperazines, phenolic compounds, phthalides,
pyrazines, pyrrololactones and cyclic pentapeptides. Among the 40 substances
identified, 11 are unpublished: botryosphthalide A (04), botryospyrazine A (05),
botryosarin A (06), botryosphaerin J (07), botryosarin B (08), botryosphaerin K (09),
botryosphaerin L (20), 4-hydroxyterpestacin (21), botryosbenzofuranone A (26),
botryosbenzenediol A (28) and botryosbenzenediol B (32). The study of the co-culture
of endophytes was carried out in malt ext. and at the end of fermentation period the
fermented broth was subjected to three lig.-lig. partition with AcOEt, and the extract
was generated after evaporation of the organic solvent. The analysis of the extract via
HPLC-MS indicated the production of 13 substances that were no detected in
monocultures, and of these, eight did not present records in four databases
(massBank, Metlin, GNPS and Dictionary of Natural Products), being considered
unpublished, but still to be identified. The studies related to B. parva and P.
stromaticum aim to verify their metabolic production against different stimuli, as well
as to evaluate the biological potential of the extracts, in the antibacterial, anti-glycation,
antioxidant, antifungal, anticholinesterase and cytotoxic assays, in which the extracts
of B. parva showed anticholinesterase, antifungal and cytotoxic activities, and the P.
stromaticum extract showed antioxidant, cytotoxic and antiglicant activities.

Keywords: OSMAC; Co-culture; Botryosphaeria parva; Pseudofusicoccum
stromaticum; Syzygium cumini (L.) Skeels.
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1 INTRODUGAO

A quimica de produtos naturais originou-se da curiosidade da humanidade em
relacdo a cores, sabores, odores e curas para doencas humanas, de animais e de
vegetais . O termo Produtos Naturais é aplicado a substancias derivadas de
organismos vivos, que sao fabricas bioguimicas para a biossintese de metabdlitos
primarios e secundarios (). Esses produtos naturais podem ser obtidos de diversas
fontes, em que a mais conhecida e utilizada s&o as plantas .

Os produtos naturais, em especial os metabolitos, desempenham papéis
ecoldgicos significativos na maneira como 0S organismos vivos sobrevivem e,
portanto, estdo associados ao bem-estar e aptiddo geral desses organismos em seus
habitats naturais (V. Esses produtos incluem diversas classes de compostos, tais
como: alcaloides, esteroides, terpenos, policetideos, aminoacidos, proteinas,
carboidratos, lipidios, acidos nucleicos, entre outros 42,

Por tentativa e erro, 0 homem primitivo adquiriu conhecimento biolégico que
lhe foi Gtil para determinar quais plantas possuiam valor alimentar e medicinal, e quais
deveriam ser evitadas por causa de sua natureza venenosa e perigosa . Dessa
forma, ao longo da maior parte da historia, a natureza, especialmente as plantas, veem
fornecendo uma gama de produtos naturais, que sdo utilizados em diversas areas 4.
Com isso, durante as Ultimas décadas, as pesquisas sobre produtos naturais
avancaram muito nos campos da quimica, da ciéncia dos alimentos e da ciéncia dos
materiais, em que dentro do contexto industrial, esses produtos sao fontes
insubstituiveis de 6leos, aromas e fragrancias, resinas, gomas, borracha natural,
ceras, saponinas e outros surfactantes, corantes, reguladores de crescimento de
plantas e insetos, e muitos outros produtos especializados. Dessa forma, exceto para
0S minerais e materiais sintéticos, 0 nosso entorno consiste inteiramente de produtos
naturais de origem vegetal, animal e microbiana &2

J& no contexto medicinal, esses avancos cientificos levaram a descoberta de
produtos naturais bioativos, sendo que os primeiros relatos referentes a esses
produtos datam do inicio do século XVII, em que os maiores exemplos sdo: a
estricnina, a morfina, a atropina, a quinina e a colchinina ®. A natureza, com seu
suprimento de plantas e ervas medicinais, pode ser uma grande fonte de

by

medicamentos baratos, que podem ser complementares a medicina moderna,
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aliviando o sofrimento das pessoas adoecidas. Além disso, com o crescente custo dos
cuidados de saude e manifestacdes de sérios efeitos colaterais no uso prolongado de
alguns farmacos sintéticos, ha uma tendéncia crescente da populacdo mundial de
voltar aos medicamentos naturais, ¥ e é por isso, que a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) estima que aproximadamente 80% da populacdo mundial recorre a
medicina tradicional como fonte dos primeiros tratamentos farmacolégicos .

Dessa forma, a maioria dos trabalhos que envolvem produtos naturais esta
voltada para o isolamento e identificagéo de substancias, muitas vezes associadas a
ensaios bioldgicos ©). Esses produtos naturais, sdo produzidos em um estagio
especifico de desenvolvimento dos organismos vivos, e as condi¢cdes do ambiente em
gue esses organismos se encontram, influenciam diretamente a producdo dessas
substancias. Portanto, diferentes estratégias tém sido desenvolvidas para aumentar a
producdo dessas substancias. Essas estratégias incluem, desde a triagem e selecéo
dos organismos a sua produgdo em escala ampliada ).

Com isso, considerando todas as limitacdes associadas com a produtividade
e vulnerabilidade de alguns organismos, como algumas espécies de plantas
medicinais, 0S micro-organismos servem como uma segunda fonte na obtencéo de
substancias com potencial farmacéutico ). Uma prova desse potencial, é a penicilina,
um antibiotico produzido pelo fungo Penicilium notatum.

A descoberta da penicilina em 1928, feita por Alexander Fleming, gerou uma
extensa investigagdo de micro-organismos, principalmente por empresas
farmacéuticas, como fontes de novos antibidticos e outras substancias com atividades
bioldgicas ®. Devido a essas investigacdes no ramo da microbiologia, € que podemos
verificar diversos produtos naturais, de origem microbiana sendo comercializados

atualmente (Figura 01, p. 27) ®10),
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Figura 01 — Substancias de origem microbiana que sdo comercializadas nos dias atuais.
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Os micro-organismos sao estudados como fontes de produtos naturais por
cerca de 60 anos, e constituem uma das mais importantes formas de vida que
fornecem ferramentas biotecnoldgicas que auxiliam na fabricacdo de produtos
quimicos e bioquimicos @19, Uma prova dessa importancia, foi uma pesquisa
realizada pela Empresa de Comunicacdes Comerciais (BCC Research) mostrando
gue o mercado global de produtos de origem microbiana valia, aproximadamente, US$
186.3 bilhdes em 2018, e a previsdo para 2023 é que esse valor chegue a 302.4

bilhdes de ddélares @,



No entanto, mesmo com esses valores, o vasto potencial microbiano
permanece desconhecido, uma vez que a diversidade dos micro-organismos, a
maioria ndo documentada, de longe, excede a dos animais e plantas. Sendo assim,
as pesquisas microbiologicas apresentam grandes oportunidades para novas
descobertas em diferentes areas, como: estudos fisiol6gicos, bioquimicos,

moleculares, controle de doencas, producao de alimentos e medicamentos.

1.1 Fungos: generalidades

A diversidade microbiana e 0s nichos em que 0S micro-organismos vivem sao
enormes e realmente impressionantes, variando desde sedimentos do oceano
profundo as piscinas térmicas da Terra 2. A ciéncia da micologia teve um inicio
modesto no século XVIII, muitas vezes como passatempo de domingo para 0s
médicos. Nos dias atuais, os fungos s&o a preocupacdo dos taxonomistas,
morfologistas, geneticistas, ecologistas, médicos, bioquimicos e microbiologistas
comerciais 3,

Os fungos diferem fundamentalmente das plantas em sua falta de clorofila, o
gue significa que eles ndo sdo capazes de fotossintetizar o seu préprio alimento, e
sdo, portanto, como animais, adquirindo seus nutrientes no meio ambiente ou de
organismos mortos 4, Constituem um grupo de micro-organismos eucariéticos, uni
(leveduriformes) ou pluricelulares (filamentosos), em geral com parede celular e cujas
estruturas reprodutivas apresentam uma variedade de formas (15.16),

Embora frequentemente inconspicuos, os fungos ocorrem em todos o0s
ambientes da Terra e desempenham papéis muito importantes na maioria dos
ecossistemas, tendo, portanto, um papel critico nos ciclos biogeoquimicos (17:18.19),
Contudo, pouco se sabe da verdadeira biodiversidade do Reino Fungi, que se estima
incluir 2,2-3,8 milhGes de espécies, com apenas cerca de 3-8% formalmente
classificadas 9. Dessa forma, tem-se constatado nos Gltimos anos, uma necessidade

em se estudar a quimica dos fungos 1:22),
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1.2 Fungos endofiticos

Toda espécie vegetal suporta um conjunto de micro-organismos conhecidos
como endofitos @, que habitam seus espacos inter- e intracelulares, durante toda ou
parte de sua vida ?123 sem causar danos a planta (24,

Os fungos endofiticos encontram-se em um relacionamento biolégico com a
planta hospedeira, e podem influenciar véarias caracteristicas expressas pelo
hospedeiro e desempenhar relevantes fungdes para a sanidade vegetal, pois podem
atuar como agentes controladores de fitopatdbgenos, no controle de insetos e até na
protecao contra herbivoros ),

Uma caracteristica importante desses organismos é de que eles séo
generalizados e diversificados na sua ocorréncia, e sdo conhecidos por colonizar
plantas que crescem em diferentes regides ambientais, variando desde o Artico e
Antartica a solos geotérmicos, desertos, oceanos, florestas e mangues 9,

Na ultima década, estudos demonstraram que os endofitos séo capazes de
produzir uma variedade de metabdlitos, que podem ser Uteis na industria farmacéutica
como precursores e/ou novos medicamentos ?728), A alta produtividade desses fungos
pode estar relacionada a dois fatores ecoldgicos: o alto nivel de estresse ambiental e
intensas interagcdes com outros organismos 9,

Adicionalmente, os fungos endofiticos apresentam vantagens sobre outras
fontes de produtos naturais, porque S&o recursos renovaveis e a producdo em escala
ampliada dos metabdlitos pode ser realizada utilizando a tecnologia e o conhecimento
sobre as técnicas ja existentes 9,

A possibilidade de obtencdo de novas substancias, com potencial biolégico
oriundas de fungos endofiticos, mostra que esses micro-organismos constituem uma
potencial fonte de metabdlitos secundarios, com possiveis aplicacées em diversas
areas, como por exemplo a industria farmacéutica. Esta observacao justifica a
importancia e o motivo de se realizar o estudo quimico e biolégico desses micro-

organismos.
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1.3 Fungos pertencentes a familia Botryosphaeriaceae

Os primeiros relatos de fungos pertencentes a familia Botryosphaeriaceae
foram feitos em 1820 com espécies de Sphaeria 132, e atualmente, essa familia
abriga 22 géneros com cerca de 110 espécies devidamente caracterizadas, em que

0s géneros que compde a familia sao0(33:34);

Alanphillipsia spp. Endomelanconiopsis spp. Neoscytalidium spp.
Barriopsis spp. Eutiarosporella spp. Phaeobtryon spp.
Botryobambusa spp. Lasiodipodia spp. Pseudofusicoccum spp.

Botryosphaeria spp. Macrophomina spp. Sakireeta spp.
Cophimforma spp. Marasasiomyces spp. Spencermartinsia spp.
Diplodia spp. Mucoharknessia spp. Sphaeropsis spp.
Dothiorella spp. Neodeightonia spp. Tiarosporella spp.

Neofusicoccum spp.

Os fungos pertencentes a essa familia sdo encontrados em quase todas as
areas agricolas do planeta, ocorrendo em grande numero de angiospermas e
gimnospermas, as quais infectam ramos lenhosos, folhas, galhos, inflorescéncias,
frutos, colmos de gramineas e talos de liquens®?),

Estes micro-organismos podem estabelecer infec¢cdes no hospedeiro por meio
de feridas ou aberturas naturais, como lenticelas e estdbmatos®°3%). Uma vez dentro
dos tecidos do hospedeiro, eles podem permanecer latentes, vivendo como endofitos
e podendo se transformar em patégenos quando o hospedeiro estiver sob estresse
de diversas naturezas, como por exemplo: déficit hidrico, desequilibrio microbiano e
ferimentos (3437,

No Brasil, os géneros Botryosphaeria, Lasiodiplodia, Neofusicoccum,
Neoscytalidium, Macrophomina e Pseudofusicoccum foram detectados, em sua

maioria, associados a hospedeiros frutiferos tropicais©®.
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1.3.1 O enddfito Botryosphaeria parva

Fungos do género Botryosphaeria sdo encontrados em regides temperadas,
tropicais e subtropicais ao redor do mundo, no entanto, aparentemente ndo sao
encontrados nas regifes polares. Eles ocorrem em uma ampla faixa de familias de
plantas, podendo ocorrer como patégenos, causando cancros e necrose da madeira,
ou ocorrer como enddfitos, habitando o interior dos tecidos do hospedeiro ©9),

Alguns estudos relacionados ao fungo Botryosphaeria parva, 0 mencionam
como um fungo patogénico, causador de apodrecimento do tronco, morte dos brotos
e necrose de Vitis vinifers (uva utilizada na producéo de vinho) “%41), sendo possivel
observar também estes sintomas em outras plantas, como macieiras e pereiras ao
redor do mundo “?),

Os estudos quimicos descritos para este enddfito foram realizados em minha
pesquisa de mestrado 3, e sua bioprospeccéo, quando cultivado em Milho e em
Czapek, indicou potencial biolégico, como atividade antifingica, anticolinesterasica e
antioxidante, e nos permitiu o isolamento de quatro isocumarinas, uma naftalenona e

cinco diterpenos tetranorlabdanos (Figura 02).

Figura 02 — Substancias produzidas pelo endéfito Botryosphaeria parva.
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1.3.2 O endofito Pseudofusicoccum stromaticum

Os fungos do género Pseudofusicoccum, assim como os fungos do género
Botryosphaeria, sdo encontrados em hospedeiros de regides temperadas, tropicais e
subtropicais ao redor do mundo “#449, O fungo P. stromaticum foi isolado pela primeira
vez em 2005 na Venezuela de ramos e caules de hibridos de Eucalyptus, Eucalyptus
urophylla vs. Eucalyptus grandis, Eucalyptus sp. e Acacia mangium, no entanto, foi
inicialmente atribuido ao género Fusicoccum, sendo denominado Fusicoccum
stromaticum, embora possuia conidios mais cilindricos e envoltos em uma bainha
mucosa resistente do que outras espécies desse género 4647, Apenas em 2006
guando o género Pseudofusicoccum foi introduzido por Crous @V para incluir as
espécies de fungos que sdo morfologicamente similares a Fusicoccum e
Neofusicoccum, mas filogeneticamente distintas de ambos, que passou a ser
chamado de Pseudofusicoccum stromaticum ©3),

Alguns estudos mencionam que o fungo P. stromaticum é causador de
doencas em mangas e ramos de umbu-caju e provoca a gomose em Anacardium
(48.49) além de ser o responsavel pela morte, apodrecimento e podriddo de frutos em
diversos hospedeiros ©9, No entanto, por ser recentemente isolado como enddfito,
existem poucas informacdes a respeito de sua producao metabdlica, em que o Unico
estudo dessa natureza foi realizado por Sobreira®V, indicando a producédo das
substancias mostradas na Figura 03.

Figura 03 — Substancias produzidas pelo endéfito Pseudofusicoccum stromaticum.
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1.4 A abordagem OSMAC

Os métodos tipicos de fermentacdo fangica em meios artificialmente
definidos, em alguns casos, sé&o substitutos pobres para mimetizar o habitat natural
de fungos endofiticos. Como consequéncia apenas um subconjunto de vias
biossintéticas que codificam a producédo de metabdlitos secundarios sdo expressas,
limitando assim as perspectivas para realizar uma completa busca no potencial de
descoberta de novos metabdlitos bioativos em micro-organismos 25354, Essas vias
metabdlicas ‘silenciadas’ deram inicio a muitas abordagens para explorar os fungos
como recursos na obtencdo de compostos novos e/ou maximizar a producdo de
substancias com potencial bioatividade ©2:54),

A abordagem mais simples é referida como OSMAC (One Strain Many
Compounds), uma estratégia que, em vez de modificar geneticamente organismos
(epigenética), simplesmente visa alterar a producdo metabdlica, alterando as
condicdes de cultivo, como: fontes de C, N, P e suas concentracdes; pH; atividade de
agua,; disponibilidade de oxigénio; luz; temperatura, entre outras 255,

Um exemplo da utilizacdo da abordagem OSMAC, é o estudo feito por nosso
grupo de pesquisa, realizado por Martins ¢, onde foi observado os efeitos na
producdo do antifungico griseofulvina pelo endofito Xylaria sp. PR-03, em meio de
Czapek, utilizando trés variaveis (iluminacéo, agitacdo e adicdo de KCI), onde foi
observado que a maior producao de griseofulvina, com base nas trés variaveis, estava
relacionada com a utilizacdo de iluminacdo agitagdo na fermentagdo do endofito. O
estudo complementar relacionado ao periodo de fermentacao do endofito (24-32 dias),
indicou um aumento na producao da substancia alvo no periodo de 24 dias, uma
estagnacédo da producao nos periodos de 26-30 dias e um decaimento da producao
de griseofulvina a partir de 32 dias de fermentacdo. Com isso, foi possivel verificar
gue a utilizacao de iluminacgéo, agitacéo e fermentacao por 24 dias do endofito Xylaria
sp. PR-03, em Czapek, maximizou a producéo de griseofulvina em mais de 150%.

Outro exemplo é o estudo realizado por Ismaiel e colaboradores 7 onde foi
realizado a estudo de dois enddfitos, Aspergillus fumigatus e Alternaria tenuissima,
produtores do antitumoral paclitaxel, frente a diferentes estimulos (meio de cultivo,
agitacao, temperatura e tempo de incubacéo, pH e volume de meio) com o objetivo
de maximizar a producdo desta substancia alvo, em que apos a otimizacdo do

processo de fermentagdo, foi verificado um aumento da producdo de 264% para
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Aspergillus fumigatus e 228% para Alternaria tenuissima, mostrando que a otimizagéo
do processo fermentativo € uma boa abordagem para se aumentar a producédo de
substancias de origem microbiana.

Embora uma alteracdo sistemética dos parametros de cultivo possa ser
aplicada as cepas selecionadas, a abordagem OSMAC é uma abordagem aleatéria
gue nao permite o desenvolvimento de regras comuns a todos 0s micro-organismos.
Mas enquanto nao for compreendida a complexa rede de metabolismo secundario e
sua regulacdo, toda modificacdo é permitida para encontrar novos produtos naturais,
e com isso, resultados inesperados podem ser obtidos em qualquer caso, podendo
entdo, ser possivel a deteccao de varios metabolitos de diferentes classes quimicas a

partir de uma Unica estirpe 62549,

1.5 A abordagem da Co-cultura

E sabido que a biossintese de metabdlitos secundarios é um processo de alto
consumo de energia e, por esse motivo, € bem controlado por sistemas reguladores
moleculares. Os micro-organismos podem adaptar seu metabolismo as mudancas nos
ambientes, e essa adaptacéo requer que esses organismos percebam a multiplicidade
de sinais extracelulares (ou entradas) e respondam controlando a expressédo de um
repertério apropriado de genes (saidas) %9,

Em varios sistemas de co-cultura, os micro-organismos adaptam as
producbes de metabdlitos secundarios para responder as mudancas nas condi¢cfes
ambientais, que envolvem a competicdo inter-microbiana e a comunicagao para a
inducéo de novos metabdlitos por meio da ativacdo de genes silenciosos 9,

Esse procedimento também ¢é crucial para a descoberta de substancias
bioativas, porque permite, muitas vezes em combinacdo com abordagens
metabolomicas 6%61), a obtencdo de novos compostos e/ou substancias alvo, podendo
ser produzidos por meio de co-cultivos projetados racionalmente (58.62),

Uma vez que entendermos completamente as complexas redes de interacdes
bidticas, como as percep¢cbes do ambiente pelos micro-organismos e seus
mecanismos responsivos, as abordagens de co-cultivo serdo cada vez mais aplicadas
com foco na biologia sintética €359 e na obtencdo de substancias para uso em

medicamentos (59:62),
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1.6 Classes de Metabolitos Secundarios

Os metabdlitos secundarios podem ser distribuidos em diversas classes
guimicas, em que essa classificacao é feita de acordo com a rota biossintética utilizada
pelo organismo :2). Neste trabalho, apés a identificacdo das substancias, produzidas
pelos endofitos B. parva e P. stromaticum, foi possivel realizar a distribuicdo das

mesmas em trés grandes classes: Policetideos, Terpenoides e Alcaloides.

1.6.1 Policetideos

Os policetideos sdo metabdlitos secundarios oriundos de organismos vivos, e
sdo normalmente biossintetizados através da condensacdo de unidades acetil ou
malonil, por enzimas especializadas 4. Estruturalmente, trata-se de um grupo muito
diverso de produtos naturais, com diversas atividades biol6gicas e propriedades
farmacologicas. Nessa classe de substancia, pode-se incluir os acidos graxos,
poliacetilenos, prostaglandinas, antibidticos macrolideos e diversos compostos
aromaticos (antraquinonas e tetraciclinas) ¢4).

Os policetideos de origem fangica constituem uma grande classe de
metabolitos secundarios, apresentando uma das maiores diversidades estruturais
entre os produtos naturais ©45%, A maioria dessas substancias é ativa em diversos
sistemas bioldgicos ¢4, Devido a esse fato, a busca por policetideos em micro-
organismos é apontada como uma boa estratégia para pesquisas de substancias

bioativas.

1.6.1.1 Compostos Fendlicos

Entre a grande variedade de substancias bioativas, destacam-se o0s
compostos fendlicos pelas inUmeras quantidades de compostos descritos com grande
potencial bioativo e diversidade estrutural ¢7). Estes compostos sdo metabdlitos
secundarios biossintetizados por diversos organismos e caracterizam-se por
possuirem, pelo menos, um anel aromatico ao qual se encontra ligado uma ou mais
hidroxilas, podendo entdo, variar entre uma simples molécula fendlica a polimeros

complexos de elevado peso molecular 67:68),
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Como mencionado, compostos fendlicos apresentam uma grande variedade
de atividades biolégicas, como: antioxidante, antialérgica, cardioprotetiva, anti-
inflamatdria, antitumoral, entre outras. Devido a diversidade do potencial bioativo dos
compostos fendlicos, esta classe de compostos se tornou objeto de grande interesse

para na comunidade cientifica ©69).

1.6.1.2 Benzofuranonas

Benzofuranonas sdo uma classe bem conhecida de substancias que podem
ser obtidas via fontes naturais, por exemplo de plantas e/ou de micro-organismos, ou
via processos sintéticos utilizando substancias disponiveis comercialmente (/9. A
estrutura basica das benzofuranonas contém um anel de benzeno fundido com uma
furanona (Figura 04). A principal caracteristica estrutural desses compostos € o centro
quiral quaternario (ou terciério) fundido na posi¢éo 3 (ou 2) do nucleo benzofuran-2(ou

3)-ona, com Varios graus de substituicdo ao seu redor /9,

Figura 04 — Classifica¢gfes das benzofuranonas.

0
0 0 R
0 0
R,
R R
R1 2 0 R] 2
2(3H)-benzofuranona 3(2H)-benzofuranona 1(3H)-isobenzofuranona

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Compostos pertencentes a esta classe exibem uma ampla gama de atividades
biolégicas e farmacéuticas, como propriedades citotoxicas, antibacterianas,

antioxidantes e antiamiloides (70.71),

1.6.1.3 Ftaletos

A estrutura basica dos ftaletos é a 1(3H)-isobenzofuranona, que contém um
anel de benzeno fundido com uma y-lactona entre os &tomos de carbono 1 e 3 (Figura
04). Atualmente, todos os compostos de ftaletos naturais conhecidos foram
identificados como derivados da 1(3H)-isobenzofuranona. As estruturas desses

derivados tém a estrutura do ndcleo substituida com um ou mais grupos em posicdes
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diferentes ou contém uma forma reduzida com uma, duas ou nenhuma ligacao dupla
no anel aromatico e varias substituicdes em posicoes diferentes (72.73),

Os ftaletos estdo amplamente presentes em plantas, fungos, liquens e
hepaticas. Muitas plantas contendo ftaletos tém sido usadas em todo o mundo como
remédios fitoterdpicos em medicamentos tradicionais e populares, suplementos
alimentares e aromas alimentares. Essa classe de substancias pode apresentar diversas
atividades bioldgicas, tais como: antioxidante, anti-hiperglicémica, analgésica, inseticida,
antifingica, neurolégica entre outras (7273),

Por serem estruturalmente simples e biologicamente ativos, com diversas
propriedades benéficas, os ftaletos constituem uma classe principal de compostos
para modificacdo quimica, a fim de aprimorar suas atividades farmacolégicas

promissoras (72.73),

1.6.1.4 Isocumarinas

As isocumarinas sao pentacetideos aromaticos que possuem um esqueleto
base de nove carbonos, contendo um anel aromético fundido a uma delta lactona
estruturalmente semelhantes as cumarinas (Figura 05), possuindo como diferenca um
anel lacténico invertido, podendo apresentar diversos tipos de substituicdes no anel
a-piranona e/ou no anel benzénico 4. As isocumarinas podem ser encontradas em
uma grande variedade de organismos, como bactérias, liguens e fungos, sendo

relatadas de diferentes espécies e géneros de fungos endofiticos (7).

Figura 05 — Comparacéo estrutural de uma isocumarina com uma cumarina.

OH 0 OH

3,4-dihidroisocumarina 3,4-dihidrocumarina

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Um numero, sempre crescente, de isocumarinas vém sendo descobertas, em
gue cerca de 400 isocumarinas e dihidroisocumarinas foram isoladas de varias fontes

de produtos naturais. No entanto, este nUmero € pequeno em compara¢do com os de
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cumarinas e flavonoides conhecidos. Apesar da biodiversidade apresentada por esta
classe, o padrdo de substituicdo ndo € tado diversificado, em que a maioria da
isocumarinas isoladas, sdo derivadas de isocumarinas conhecidas anteriormente /),

Essa classe de substancias pode apresentar diversas atividades biolégicas,
como por exemplo: atividade antimicrobiana, antialérgica, antimalarica, antifingica;
reguladores de crescimento de plantas e fitotoxicidade, entre outras atividades (7475),
Devido a inmeras atividades biologicas e ao enorme valor farmacéutico, esfor¢os tém
sido devotados para desenvolver novos métodos para a obtencdo e sintese de
compostos contendo esta estrutura privilegiada (479,

1.6.1.5 Naftalenonas

Da mesma forma que as isocumarinas, as naftalenonas também s&o
pentacetideos aromaticos, no entanto, diferem no esqueleto base, apresentando dez
carbonos e, ao invés da presenca de uma lactona, apresentam uma cetona ciclica.
Esta classe de substancias também pode apresentar diversos tipos de substituicdes
no anel aromatico e/ou no anel ceténico (76.77),

Essas substancias, assim como as isocumarinas, também podem ser
encontradas em uma variedade de organismos, sendo as principais fontes destes
metabolitos as plantas e fungos. A principal atividade biologica relatada para estas
substancias é a atividade fitotoxica ("®, mas também podem apresentar atividade

anticolinesterasica e anti-inflamatéria (/®,

1.6.2 Terpenoides

Os terpenoides, também conhecidos como isoprenoides, sdo os produtos
naturais mais numerosos e estruturalmente diversos. O nome genérico “terpeno” foi
originalmente aplicado aos hidrocarbonetos encontrados na terebintina, em que o
sufixo “eno” indica a presenca de ligacGes olefinicas nestes hidrocarbonetos (7°:80),

Os terpenoides sao classificados com base no numero e organizacao
estrutural dos carbonos formados pelo arranjo linear de unidades de isopreno
(2metilbuta-1,3-dieno), seguidos de ciclizacéo e rearranjos do esqueleto de carbono

com uma caracteristica empirica conhecida como regra do isopreno (79.80),
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Dependendo do numero de unidades isoprénicas, 0s terpenoides sao
classificados como: hemiterpenoides (Cs), monoterpenoides (Cio), sesquiterpenoides
(C1s), diterpenoides (Cz20), sesterterpenoides (Cozs), triterpenoides (Cso) e
tetraterpenoides (Cao) (7?80, Esses compostos tém uma variedade de papéis na
mediacao de intera¢des benéficas ou antagdnicas entre organismos, podendo entdo
apresentar uma diversidade de atividades bioldgicas (7989,

Muitos dos terpenoides conhecidos apresentam um alto valor comercial, nas
areas alimenticias (flavorizantes) e perfumaria, além de apresentarem propriedades
com potencial farmacéutico, como: atividade anticarcinogénica (alcool perol e taxol),
antimalarica (artemisinina), antiulcera, hepaticida, antimicrobiana ou diurética

(glicirrizina) €0,

1.6.2.1 Diterpenos

Os diterpenos compreendem um grupo de compostos quimicamente
heterogéneos, todos com um esqueleto de 20 carbonos oriundos de quatro unidades
de isopreno. Eles podem ser classificados como diterpenos lineares, bi-, tri-, tetra-,
penta- ou macrociclicos, dependendo do nucleo esquelético, e assim serem
distribuidos em diversas subclasses (labdanos, clerodanos, abietanos, kauranos,
taxanos, entre outras) 879,

Sao substancias amplamente distribuidas na natureza (plantas, micro-
organismos, insetos), e tem sido encontradas em diferentes estados de oxidacéo,
desde hidrocarbonetos até compostos altamente oxigenados @179 e pesquisas
aprofundadas sobre bioatividade demonstraram que alguns diterpendides sao
valiosos para o tratamento de doencas graves, pois apresentam diversas atividades,

como: citotoxica, antileucémica, anti-inflamatéria, antibacteriana, entre outras ©b.

1.6.2.2 Sesterterpenos

Embora pertengam a uma das maiores familias de produtos naturais, 0s
sesterterpenos sdo um grupo relativamente pequeno de metabdlitos, uma vez que
apenas ~1.000 sesterterpenos de origem natural foram reportados, dentre os ~80.000

de terpenoides conhecidos (2:83),
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Estes metabdlitos podem ser obtidos de diversas fontes naturais (como por
exemplo plantas, micro-organismos, insetos, espojas marinha e outros organismos) e
caracterizam-se por possuirem cinco unidades de isopreno, sendo entdo seu
esqueleto compostos por 25 carbonos podendo assumir diversas estruturas, como:
lineares, mono-, bi-, tri-, tetra- ou macrociclicas ©283),

A importancia dos sesterterpenos reside principalmente no fato de que esses
compostos exibem propriedades biolégicas potentes como: atividades anti-

inflamatoria, citotoxica, anticancer, antimicrobiana, antitubercular e anti-biofilme ¢4,

1.6.3 Alcaloides

A primeira definicdo de alcaloides foi introduzida por W. Meissner em 1818 e
foi atribuida a todos os compostos organicos de origem vegetal caracterizados por
carater basico ®). Estudos subsequentes indicaram a presenca do atomo de
nitrogénio em um sistema de anel heterociclico dentro da estrutura dos alcaloides. De
acordo com essa definicdo, eles foram classificados como aminas primarias,
secundarias, terciarias ou quaternarias ©6),

A partir de entdo, apoiados por varias pesquisas cientificas, os parametros
gue enquadram esse grupo de metabdlitos secundarios evoluiram, levando a
introducéo de inUmeras estruturas quimicas nesta classe de compostos. Os alcaloides
foram estabelecidos para estar presentes no reino vegetal e em animais, incluindo
outros organismos, como fungos e organismos marinhos. Além disso, metabdlitos com
um carater neutro contendo grupos amida também foram classificados como
alcaloides, assim como compostos contendo atomo(s) de nitrogénio incluidos na
cadeia lateral, um grupo nitro ou outros grupos funcionais contendo nitrogénio (¢7:88),

A variedade dos tipos de alcaloides confirma a vasta diversidade quimica
deste grupo de metabdlitos. As diferencas entre as estruturas quimicas influenciam a
bioatividade dos compostos, tornando-os alvos para uso clinico na forma de
medicamentos para o tratamento de diversas doencas. Numerosos estudos
descrevem as possiveis bioatividades e aplicagdes clinicas, e mostram que
modificagdes estruturais, via semissintese, pode levar a um aumento da atividade, a

uma melhor farmacocinética e a um maior nivel de seguranca para o uso clinico @9,
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1.6.3.1 Cicolpeptideos

Peptideos sdo cadeias de aminoacidos, unidos por uma ligacao peptidica em
uma sequéncia especifica. Estes podem ser de origem diversa, como plantas,
animais, micro-organismos, organismos marinhos ou mesmo sintéticos. Muitos
podem apresentar um potencial biolégico e podem ser utilizados com sucesso no
tratamento de muitas doencas 9,

Esta classe de substancias pode ser encontrada de duas formas: linear e
ciclizada. No entanto, uma das principais barreiras ao uso terapéutico de peptideos
lineares € sua baixa estabilidade sob condic¢des fisioldgicas, onde podem rapidamente
serem clivados por enzimas in vivo, perdendo sua atividade biolégica. Ja os peptideos
ciclicos, apresentam uma restricdo na liberdade conformacional de cada aminoacido
dentro do anel, forcando uma estrutura ordenada, fornecendo, assim afinidades de
ligagdo superiores as ligantes naturais de um receptor 9,

Nos ultimos anos, observou-se um aumento dos estudos com cilopeptideos
devido a um diversificado potencial biol6gico, em que podem apresentar mecanismo
de acdo em vérias condicdes de doengcas como cancer, imunidade, doencas
cardiovasculares, hipertenséo, inflamacéo, diabetes, infeccdes microbianas etc. (099,

Dicetopiperazinas sdo os menores ciclopeptideos, gerados pela condensacao
de dois aminoacidos, e sua estrutura basica inclui um nucleo de piperazina de seis
membros. O anel pirizinico confere maior rigidez estrutural e estabilidade contra a
protedlise em relacéo aos peptidicos aciclicos (9299,

Os produtos naturais com esqueleto de 2,5-dicetopiperazina sé&o
estruturalmente diversos e produzidos por uma ampla gama de micro-organismos.
Essa diversidade estrutural desses dipeptideos ciclicos se traduz em uma gama
igualmente ampla de atividades bioldgicas, incluindo efeitos imunossupressores,

herbicidas, antibacteriano, antifingico, antiviral e antitumoral, entre outros 2.9,

1.6.3.2 Pirazinas

As pirazinas, também conhecidas como 1,4-diazina, sdo substancias
compostas por pelo menos um heterociclico aromético, de seis membros, simétrico

contendo dois atomos de nitrogénio nas posicoes 1 e 4 (Figura 06, p. 42). A estrutura
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simétrica da 1,4-diazina é refletida nos espectros de RMN de 'H e 13C (em CDCls)

com um sinal em &u 8,59 e um sinal em ¢ 145,9 (9495

Figura 06 — Nucleo base das pirazinas.

R, | N\ R;
=
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Varios produtos naturais contendo esse nucleo ja foram isolados, como por
exemplo, a clavulazina isolada de Clauvlaria viridis (coral mole de Okinawa), a
botrilazina A do ascidiano vermelho Botryllus leachi e a barrenazina de tunicado néo
identificado coletado em Madagascar. Esse nucleo pode ser o responséavel pelo sabor
e pelo aroma agradavel de varios alimentos ©49),

As pirazinas também podem apresentar diversas atividades biolégica, como
atividades anti-HIV, antituberculares e antibacterianas, além de também poderem ser
usadas como intermediarios farmacéuticos, por exemplo, 2-metilpirazina utilizada na
sintese da droga antitubercular pirazinamida. Além da pirazinamida, varios outros
produtos farmacéuticos com nucleo de pirazina demonstraram numerosos efeitos
fisiologicos, como anti-HIV (oltipraz), inibidor de proteassoma (bortezomibe),
dependéncia de narcéticos (varencelina), antibiético fungico (acido aspergilico),
doenca cardiaca pulmonar (ligustrazina), hipnotico (eszopiclona) e colirio para

glaucoma ou hipertensao ocular (brimonidina) 4.

1.6.3.3 Pirrois e seus derivados

O pirrol € um composto aromatico heterociclico de cinco membros contendo
um atomo de nitrogénio em sua estrutura (Figura 07, p. 43), e substancias contendo
este nucleo podem ser encontradas em diversas fontes naturais e/ou serem de origem
sintética. O nucleo pirrélico tem diversas aplicacdes em compostos terapeuticamente
ativos, que incluem fungicidas, antibidticos, drogas anti-inflamatorias, drogas

redutoras de colesterol, agentes antitumorais e muito mais (9697,
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Figura 07 — Representacao estrutural do pirrol e do 2-formilpirrol.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Além disso, podem ser componentes de polimeros e corantes indigoides.
Podem também serem utilizados em reacBes cataliticas em processos de
polimerizacdo, na inibicdo de corrosdo, em processos metallrgicos e na quimica de
luminescéncia. E também podem ser intermediarios na sintese de alcaloides de
origem natural biologicamente importantes (6:97),

O 5-hidroximetilpirrol-2-carbaldeidos (Figura 07), as vezes chamado de 2-
formilpirréis ou pirralinas, foram obtidos de uma grande variedade de fontes naturais,
bem como de medicamentos tradicionais e alimentos cozidos ®®. Sua presenca
também foi observada em varios produtos processados termicamente, revelando sua
provavel origem - a reacdo ndo enzimética de Maillard - e até o momento nenhuma
biossintese enzimatica foi proposta para esses compostos. Independentemente de
sua origem, esses compostos exibem uma série de bioatividades valiosas, incluindo

efeitos hepatoprotetores, imunoestimuladores, antiproliferativos e antioxidantes ©8),

43



2 OBJETIVOS

Estudar quimicamente a producdo metabdlica dos endoéfitos Botryosphaeria
parva, via abordagem OSMAC, e Pseudofusicoccum stromaticum associados a
espécie vegetal Syzygium cumini (L.) Skeels, bem como o estudo da co-cultura de

ambos os endofitos.

2.10bjetivos especificos

Cultivar o fungo endofitico Botryosphaeria parva em escala ampliada em cinco
meios de cultura (Extrato de Malte, PDB, YM, Nutrient e Arroz) para a obtencao dos

respectivos extratos;

Cultivar o fungo endofitico Pseudofusicoccum stromaticum em escala

ampliada no meio de cultura Extrato de Malte para a obtencéo do respectivo extrato;

Realizar a co-cultura dos endoéfitos em meio de cultivo Extrato de Malte em

escala ampliada para a obtenc&o dos respectivos extratos;

Fracionar todos os extratos até o isolamento dos metabdlitos secundarios,
utilizando métodos cromatograficos convencionais, como: Cromatografia em Coluna

(CC) e CLAE-DADgreparativa (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Preparativa);

Determinar ou elucidar as estruturas das substancias isoladas, utilizando
métodos espectrométricos, como: RMN de H, de 13C, 1D e 2D, e Espectrometria de

Massas;

Submeter os extratos brutos e as substancias puras a ensaios bioldgicos para
avaliacdo do potencial antibacteriano, antioxidante, antifingico, antiglicante,

anticolinesterasico e citotéxico.
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3 MATERIAIS, EQUIPAMENTOS E TECNICAS UTILIZADAS

Este item compreende uma descricdo detalhada dos materiais e
equipamentos utilizados na obtencao e fracionamento de cada extrato, bem como as

técnicas utilizadas na preparacédo e analises das amostras.

3.1 Manipulagdo dos Micro-organismos

Todo o procedimento de manipulacéo dos enddfitos Botryosphaeria parva e
Pseudofusicoccum stromaticum foi realizado em Capela de Fluxo Laminar
(Pachame® PA 310-Série 172-99 e SterlGARD® Advance).

3.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para estas analises foram utilizadas cromatoplacas comerciais de silica gel
em fase normal (Macherey-Nagel: DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254) e

a visualizacéo foi feita por irradiacdo ultravioleta (254 e 366 nm).

3.3 Cromatografia em Coluna (CC)

Foram realizadas trés separacdes cromatograficas em coluna a presséo
reduzida, em que foi utilizado adsorvente de fase reversa C18 (Polygroprep® 60-50
A, Macherey-Nagel), em todos os fracionamentos, e coluna de vidro nas seguintes
condicodes:

e Extrato em meio de Arroz (B. parva): Dint = 3,5 cm e preenchimento do adsorvente

de H = 30 cm, empacotamento realizado a seco;

e [Extrato em meio de Ext. de malte (B. parva): Dint = 2,5 cm e preenchimento do

adsorvente de H = 15 cm, empacotamento realizado a seco;

e [Extrato em meio de Ext. de malte (P. stromaticum): Dint = 1,0 cm e preenchimento

do adsorvente de H = 25 cm, empacotamento realizado a seco;
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3.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para as andlises de perfil cromatografico das amostras, foram utilizados

cromatégrafos com detectores diferentes, listados a seguir.

3.4.1 Cromatografos com Detector de Arranjo de Diodos (DAD)

Para as analises em modo analitico, foi utilizado um Cromatégrafo Liquido da
Shimadzu (bombas: LC-20AT; injetor automatico: SIL-20A; detector ultravioleta, em
arranjo de diodos: SPD-M20A; modulo de comunicacdo: CBM-20A; degaseificador:
DGU-20As; software: LC-Solution), e coluna de fase reversa C18 — 2 (Phenomenex
LUNA: 250 mm x 4,60 mm e 5 pm).

Para as purificagdes em modo semipreparativo, foi utilizado um Cromatografo
Liquido da Shimadzu (bombas: LC-6AD; injetor manual; detector ultravioleta, em
arranjo de diodos; SPD-38-M20A; modulo de comunicacdo: CBM-20A;
degaseificador: DGU-2025R; software: LC-Solution), e coluna de fase reversa C18 —

2 semipreparativa (Phenomenex LUNA: 250 mm x 10,0 mm e 5 ym).

3.4.2 Cromatégrafo com Analisador lon Trap (EM)

Para as andlises de CLAE-EM de baixa resolucdo, foi utilizado um
Cromatégrafo Liquido da Shimadzu (bombas: LC-20AD; injetor automatico: SIL-
20AHT; detector ultravioleta, em arranjo de diodos: SPD-M20A; modulo de
comunicacdo: CBM-20A; degaseificador: DGU-20As; software: HighStar), e coluna de
fase reversa C18-2 (Phenomenex LUNA: 250 mm x 4,60 mm e 5 pum). O
Espectrometro de Massas utilizado foi um espectrémetro da Bruker (Amazon SL) com
fonte de ionizacao Eletrospray (ESI); analisador lon Trap e software MassControl. Na

manipulacdo dos dados, utilizou-se o software DataAnalisys da Bruker.

3.4.3 Cromatégrafo com analisador Q-ToF (EM)

Para as andlises de CLAE-EM de alta resolucdo, foi utilizado um

Cromatoégrafo Liquido de Ultra Performance Acquity H-Class da Waters®, composto
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dos médulos: Bomba quaternéria (Quaternary Solvent Manager); Detector de Arranjo
de Diodos (DAD e A Detector); Forno de coluna e Injetor automatico (Sample Manager
— FTN); coluna de fase reversa (Waters Acquity UPLC HSS T3 1,8 um 2,1 x 100 mm)
e pre-coluna (Waters Acquity UPLC HSS T3 1,8 um VanGuard 2,1 x 5 mm).

O Espectrometro de Massas utilizado foi um espectrometro Xevo G2-XS
QToF, com fonte de ionizacdo Eletrospray (ESI); analisador Q-ToF (Quadrupole —
Time of Flight) e software MassLinx. Na manipulacéo dos dados, utilizou-se o software

MassLinx da Waters®.

3.5 Preparo das amostras para andlises de CLAE-DAD e CLAE-EM

Nas analises de CLAE-DADanaittica, 5,0 mg das amostras foram dissolvidos em
pequena quantidade de solu¢ao 90% de MeOH em H20 com auxilio de ultrassom. Em
seguida, as solucdes foram aplicadas em cartuxo de SPE de RP18, previamente
ativado com metanol. As solucfes coletadas foram secas, e as massas obtidas foram
dissolvidas na concentragcédo de 5 mg.mL* em 90% de MeOH em H:0. Estas solucdes
foram filtradas com filtro de membrana Millipore® (0,22 pym) em “vials” de 2 mL. Nas
etapas de purificagdo em CLAE-DADsemiprep., 85 amostras foram submetidas a mesma
etapa de preparacédo, em que a concentracao final das amostras foi de 20 mg.mL™.

Nas andlises de CLAE-EM, as amostras, na concentracdo de 1 mg.mL?* em
90% de MeOH em H20, foram aplicadas a cartuxo de SPE de RP18, previamente
ativado com metanol. As solugdes coletadas foram centrifugadas a 10.000 rpm por

trés minutos, e os sobrenadantes foram separados em “vials” de 2 mL para analise.

3.6 Ressonancia Magnética Nuclear 1D e 2D

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

espectrometros:

o Espectrdmetro de Ressonéancia Magnética Nuclear — Bruker Fourier 300

(7,0 T), usando sonda dual *H/*3C 5 mm.
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o Espectrometro de Ressonéancia Magnética Nuclear — Bruker Advance lll
600 HD (14,1 T), utilizando as sondas BBFO-Z plus SmartProbe Broadband Observe

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

Os espectros foram registrados em CD30D, ou DMSO-ds, como solventes

deuterados.

3.7 Solventes e Reagentes utilizados

e Deuterados: Merck e Sigma-Aldrich;

e N&o deuterados: Merck, J. T. Baker;

e Agua deionizada;

e Proteina Albumina (BSA): Sigma-Aldrich;
e Aminoganidina (AG): Sigma-Aldrich;

¢ Metilglioxal (MGO): Sigma-Aldrich;

¢ Rutina: Sigma-Aldrich;

e DPPHe-: Sigma-Aldrich;

3.8 Outros Equipamentos

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

e Balanca Semi-analitica (Gehaka — BG2000);

e Camara Ultravioleta (CAMAG Reprostar 3);

e Evaporador Rotativo (Heidolph);

e Espectrofotometro (Synergy — BioTek HT);

e Ultrapurificador de agua (Milli-Q, Millipore);
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4 FLUXOGRAMAS

Este item compreende, de forma simplificada, uma representacao
esquematica do processo de obtencdo dos extratos de cada enddfito, bem como a

obtencéo das substancias puras de cada extrato.

4.1 Cultivo de Botryosphaeria parva

Cultivo em PDA do

Botryosphaeria parva
Meios Liquidos | Meio Sélido
Cultivo em Malte Cultivo em Nutrient 2 205u}I<t|v21ecrjr_1 ArrzoszDC
(10 L, 28 dias, 25 °C) (10 L, 28 dias, 25 °C) (2,25 Kg, 21 dias, )

|
|
! Extrag&o com MeOH (~26 L)
|
|

Cultivo em PDB Cultivo em YM Evaporagéo do solvente
(10 L, 28 dias, 25°C) || (10 L, 28 dias, 25 °C) v
L - - - - - - - - - - ———— i Extrato Metanélico
Filtragao (132,43 g)

Solubilizagdo em 1,0 L de H,O
Fase Aquosa Partigéo Lig.-Lig. com AcOEt (3 x 500 mL)

Particao Liq.-Liq. Evaporagéo do Solvente

- = com AcOEt (3 x5 L)
(i Descarte \l; \L

_—— -

Extrato Aquoso Extrato em AcOEt
(78,9998 @) (48,0763 g)
\I/ \l‘ - -‘L -—a Solubilizagdo em
| Fase Aquosa | | Fase Qrganica | (_ Descarte 3 500 mL de ACN
Evaporacédo
A= T T TS do solvente
. ‘Dfs;ciar_t_e— -7 N | Solugdoem ACN |(——)| Precipitado
Extratos Solub. em 500 mL de MeOH
Parti¢sio Lig.-Liq. com Part. Lig.-Lig. com Hexano
___________________________ Hexano (3 x 250 mL) (3x250 mL)
! - | Evaporacéo dos Solventes Evap. dos Solventes
i| Extrato_Malte Extrato_Nutrient
. (687.1 mg) (356,8 mg) - [ I R .
! [ | PRSI . ¥ ! I
! Extrato_PDB Extrato_YM P! Extrato_Arroz |1 Extrato Hex 1 3 Exgrza;iizlgz))(_Z ;
| (806,0 mg) (625,4 mg) ! (5,3881 g) | = 1 i .
. — ! (21,7138 g) i
1
1

''''''''''''' - TUT T ! Ext. metandlico_2
! (2,1019 g)

Analises:
RMN H e =t
CLAE-DAD e CLAE-EM <. Armazenado

Potencial Biolégico | T T====-7"T7




4.1.1 Cultivo de B. parva em meio de Arroz

Extrato_Arroz

50

(5,3881 g)
Fracionamento
5.145,9 mg em CC de C18 m | 22 | | K | | 04 | | 95 |
(a presséo reduzida) | T _______ ’I‘_ —em e m 'T‘_ ....... ’ﬁ —n
D s i| Picoot || Pico02 || Pico03 || Picoos || Picoos || Picoos || Picoo7 |i
ase Movel: HC/Ve 1| 17.2mg) || (1.8 mg) || (0.8 mg) (8,0 mg) 234mg) || 2.2 mg) (24 mg) |;
> 1
.| Pico08 Pico 09 Pico 10 Pico 11 Pico 12 Pico 13 E. Picos
! (1,9 mg) (2,8 mg) (2,7 mg) (4,5 mg) (9,0 mg) (1,7 mg) (125,1 mg) !
=" ¢ ....... ¢ .................................... |
[ os | [or+os | |09 |
60:40%|  Fr 01 10 m
(292.3 mg) S R ue SRy
i Pico 01 Pico 02 Pico 03 Pico 04 Pico 05 Pico 06
55:45%|  Fro2 2° K (20mg) |[ 25mg) || (1.3mg) || (33,7 mg) || (25mg) || (1.3 mg)
(418,6 mg) 'l Picoo7 || Pico0s || Picoos || Pico10 || Picot1 |[ Pico12 || E.Picos
' (60,4 mg) || (23,5 mg) (12,2 mg) (1,1 mg) (2,4 mg) (2,2 mg) (157,6 mg)
45:55% Fr 03 l-_-_\];_-_ ............ ¢ ____________________________________
eesma | x (13| [aa] [25] 16
40:60% Fr 04 3° - | Sobrenadante Precipitado  |. 17
(196,0 mg) 'l (1859 mg) (12,9 mg) ! -
25:75% Fr 05
(507,8 mg)
15:85% Fr 06
(713,6 mg)
0:100% Fr 07
(zezgomg) ;_'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_'_.
> Sobrenadante Precipitado  |!
Fr 08 . (413,4 mg) (94,2 mg) |
r L - - - - - . o - - ——— 1
Limpeza | (73,2 mg) 140

Obs.: as substancias em vermelho ainda estdo em fase de determinagao estrutural.

*%

*
— Processo de Precipitagdao com Acetona de 200 mg da fragao 03.
— Processo de Precipitacdo com Acetona de 500 mg da fragdo 06.

1° Fracionamento — CLAE-DADgemiprep; 241,0 mg (20 mg.mL™"); Isocratico 15% ACN por 50 min.; Vazao de 3 mL.min™; V: 150 pL.
2° Fracionamento — CLAE-DADsepiprep ; 320,2 mg (20 mg.mL™"); Isocratico 35% MeOH por 50 min_; Vazao de 3 mL.min™ Vjyees0 100 pl.
3° Fracionamento — CLAE-DADsepiprep; 120,8 mg (20 mg.mL™); Isocratico 80% MeOH por 35 min_; Vazdo de 3 mL.min™ Vjyees0 200 L.

4° Fracionamento — CLAE-DAD,gniprep ; 51,1 mg (20 mg.mL"); Isocratico 80% MeOH por 45 min_; Vazdo de 3 mL.min™Viyacq0" 2

50 pL.



4.1.2 Cultivo de B. parva em meio de Malte

Extrato_Malte
(687,1 mg)

Fracionamento

590 mg em CC de C18
(a pressao reduzida)
(Dt =25 cmi H = 15 cm) lzs] [2zz] [a] [oo] [u]
Fase Movel: H,O/ACN

1

84:16% Fr 01 |
(173,6 mg) |

o .| Pico0Q7 Pico 08 Pico 09 Pico 10 Pico 11 E. Picos |1

69:31%|  Fro2 ! | " 1.1mg) || ©8mg) || (1.7mg) || (84ma) || (7.6 mg) 447mg) |

(204,1 mg) e j, ______ j, ______ j, ____________ -
60:40%(  Fr 03 |E| |ﬂ| |ﬂ|

(91,4 mg)
20

541460/2 Fr 04

(26.6 mg) e i i e i et ik bt b etk et ik !

'l Pico01 Pico 02 Pico 03 Pico 04 Pico 05 Pico 06 E. Picos |1

45:55% [ Fr o5 1| ©8mg) [| ©9mg) [| (1.5mg) || (78me) || ®6mMY) || B2mg) [[ B79mg) |

(17,9 mg) R [ [ — [ ' J

N y y \
30:70%
N i le2] [a2] [aef [aa] [a2]

(8,4 mg)

0:100% Fr 07
(5,7 mg)

J Fro8
Limpeza | (14,4 mg)
100% MeQOH

Obs.: a substanciaem vermelho ainda esta em fase de determinacéo estrutural.

1° Fracionamento — CLAE-DADgeniprep ; 75,1 Mg (20 mg.mL™"); Isocratico 15% ACN por 22" — isoc. 20% de 23 a 50’;
Vazéo de 3 mL.min™; Viyecao: 200 L.
2° Fracionamento — CLAE-DADggmiprsp ; 85,1 mg (20 mg.mL"); Isocratico 30% ACN; Vazéo de 3 mL.min™; Viyjees0: 400 pL.
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4.2 Cultivo de Pseudofusicoccum stromaticum

Cultivo em PDA do
Pseudofusicoccum stromaticum

Cultivo em Malte

bl v
l: Descarte :t<—| Fase Aquosa |

-

(6,25 L, 28 dias, 25 °C)

I Filtracéo

- - . -_—T T =a ~
| Fase Aquosa | Micélios . Descarte !
~ -

Parti¢éo Lig.-Lig.
comAcOEt (3 x4 L)

-

| Fase Organica |

Analises:
RMN H

| (822.2 mg)

Evaporacéo
do solvente

Extrato

CLAE-DAD e CLAE-EM
Potencial Biologico

Fracionamento

727,0 mg em CC de C18 (a presséo reduzida)
(Dt =1,0 cm; H =25 cm)

Fase Movel: H,O/MeOH

.| Pico03 Pico07 || 1 -
(0,7 mg) (1,4 mg) i Ent. Picos

(27,9 mg)

= = 2 = = 2 g 8
wn wn wn wn o o (=) [
] 5] < [t} o =~ =] o
[te] [te] ) 0 o =] ™ £
e N == L T —— e === _ === _\— === Y = === A= — = =TT - =
Fr 02 Fr 03 Fr 04 Fr 05 Fr 06 Fr Q7 Fr 08 !
'l (163,8 mg) (118,7 mg) (69,2 mg) (70,8 mg) (78,9 mg) (58,7 mg) (46,4 mg) (8,1 mg) !
e s e m m— == [
8
Fracionamento 01 o Fracionamento 03
¥ 2 l
=== Yoo - £
- 2
Pico 01 Pico 08 o joomeme Yoo o !
(3]
0.6 mg) (.1 mo) kS /| Picoot | [ Picooa |
Pico 02 PicoOg |, 0 == I | i (1,4 mg) (0,7mg) |,
1 . -
0,2 0,6 . i .
mo) (0.6 ma) . F(’)'ZO 01 F:“éo 05 | ' Pico02 || Pico0s
; (0.9 mg) (1,6 mg) i ' (1.1 mg) (2,1 mg) :
. : 1
Il Pico02 Pico 06 _!_)- . - - .
. -ﬂ -(_L Pico 03 Pico06 |1
Pico 04 Pico 11 t|_05m9 0.9 mg) : E | (1.3 mg) (06 mg) i
0.5 mg) 0.9 mg) ! i i
1
1

Pico 07 Ent. Picos

Fracionamentos:

01 — CLAE-DADsemiprep - Gradiente de 20 a 40% de 5 a 40 min. de ACN/H,0O; Vazédo de 3 mL.min™; Vinjecgo: 100 pL; Mapiicaga = 50,3 mg.
02 — CLAE-DAD.emiprep ; Isocratico 50% MeQOH/H,O por 25 min. e Isocratico 60% MeOH/H,O de 26 a 45 min. Vazéo de 3 mL.min™;

Vlnje(;éo: 150 pL; Mapucada =76,4mg.

1 I
1| Picoo4 Ent. Picos |!
1| (1.2mg) (60,6 mg) |!
1 |

03 — CLAE-DADsemiprep - Isocratico 60% MeOH/H,O por 25 min. Vazao de 3 mL.min; Vineeso: 200 PL; Mapiicaga = 49,6 mg.



4.3 Cultivo da Co-cultura dos endofitos

Cultivo em PDA do

Cultivo em PDA do

Pseudofusicoccum stromaticum

Botryosphaeria parva
Cocultivo em Malte
(12,5 L, 28 dias, 25 °C)
|Filtragéo

Partigéo Lig.-Lig. com
AcOEt(3x4,5L)

- -~

- ~
{ Descarte
~ -

L —

| Fase Orgéanica |

Evaporacéo
do solvente

Extrato Bruto
(1,9965 g)

N

Andlises:

RMN "H
CLAE-DAD e CLAE-EM
Potencial Biolégico

~
1
-



5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Este item compreende uma descri¢do detalhada da obtencéo de cada extrato

e substancias puras, bem como os bioensaios realizados.

5.1Cultivo de Botryosphaeria parva

O fungo endofitico B. parva, isolado das folhas de Syzygium cumini (L.) Skeels
pela Dr.2 Vanessa Mara Chapla e preservado em agua deionizada, foi inoculado em
placas de Petri (90 x 15 mm) contendo meio de cultura sélido PDA (meio de batata,
dextrose e 4gar) para obtencdo de massa micelar suficiente para cultivo em escala
ampliada. Em cada frasco de Erlenmeyer, preparados de acordo com a Tabela 01,

inoculou-se % da placa de Petri contendo o enddfito.

e 25 frascos de Erlenmeyer (500 mL) com meio de cultivo Arroz (2,250 kg de
arroz parboilizado “Tio Joao”);

e 50 frascos de Erlenmeyer (500 mL) com meio de cultivo Ext. de malte (Kavsi —
Liofilchem, totalizando 10 L de meio de cultivo);

e 50 frascos de Erlenmeyer (500 mL) com meio de cultivo Nutrient (meio de
extrato de carne bovina e digestdo enzimatica de gelatina, Acumedia — Neogen
Corporation, totalizando 10 L de meio de cultivo);

e 50 frascos de Erlenmeyer (500 mL) com meio de PDB (meio de batata e
dextrose, Acumedia — Neogen Corporation, totalizando 10 L de meio de cultivo);

e 50 frascos de Erlenmeyer (500 mL) com meio de YM (meio de ext. de malte
com digestao enzimatica de gelatina, dextrose e ext. de levedura, Acumedia — Neogen
Corporation, totalizando 10 L de meio de cultivo).

Tabela 01 — Massas (g) dos meios de cultivo e o volume (mL) de 4gua desmineralizada
utilizados no preparo de cada meio para um frasco de Erlenmeyer, no cultivo de B. parva.

Arroz Ext. de Malte Nutrient PDB YM
Massa VAgua | Massa VaAgua | Massa Vigua | Massa Vaigua | Massa VAigua
90,0 75 4,0 200 1,6 200 4,8 200 4,2 200

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
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Em seguida, os meios preparados foram esterilizados em autoclave vertical
por um periodo de 15 minutos a uma temperatura de aproximadamente 121 °C. O
meio de arroz foi esterilizado mais duas vezes com uma diferenca de 24 horas entre
as esterilizagoes.

Apés a inoculacdo do endofito nos meios preparados, as culturas foram
mantidas sob temperatura controlada de 25 °C por 21 dias (meio de arroz) e 28 dias
(meios liquidos). A obtencdo e tratamento dos extratos até a obtencdo das

substancias puras podem ser visualizados nos itens a seguir.

5.1.1Cultivo de B. parva no meio Sélido

Apos o periodo de incubacéo, a cultura sdlida foi triturada com auxilio de uma
bagueta e iniciou-se uma extracéo direta com metanol P.A (~26 L), seguida de filtracao
a pressao reduzida. Posteriormente, o solvente foi evaporado em evaporador rotativo,
obtendo-se o respectivo extrato (132,43 g). O extrato metandlico foi dissolvido em 1,0
L de agua desmineralizada, e com a solucéo resultante fez-se trés particdes liquido-
liquido, utilizando em cada particdo 500 mL de AcOEt P.A, totalizando 1,5 L de extrato
organico. Em seguida, o solvente orgéanico foi evaporado, originando o respectivo
extrato (48,0763 g), e parte da fase aquosa foi armazenada para estudos futuros.

O extrato obtido foi dissolvido em 500 mL de acetonitrila P.A, e com a solucéo
fez-se trés particbes liquido-liquido com hexano P.A (3 x 250 mL). O extrato de
interesse (5,3881 g) foi obtido apds a evaporacdo da acetonitrila. O extrato hexanico
foi armazenado para estudos futuros. Parte do extrato em AcOEt nao foi solavel em
acetonitrila, dessa forma, o precipitado foi dissolvido em metanol P.A, e com a solu¢ao
resultante fez-se trés particdes liquido-liquido com hexano P.A. Apés a evaporacao
dos solventes, foram obtidos os extratos metanolico 2 e hexanico 2, ambos
armazenados.

O extrato de interesse (extrato em Acetonitrila) foi submetido as analises de
RMN de 'H, Ensaios Bioldgicos (antibacteriano, anticolinesterasico, antiflingico,
antiglicante, antioxidante e citotoxico) e de CLAE-DAD e CLAE-EM, nas condi¢des:
eluicdo em Gradiente Exploratorio (95-5 a 0-100% de H2O/ACN em 40 minutos);
Coluna C18 (Phenomenex LUNA: 250 mm x 4,60 e 5 um); Vaz&o: 1,0 mL.min%; Vinjeczo:
30 uL (DAD) e 1 pL (EM); A: 200-800 nm; [Amostra]: 5,0 (DAD) e 1,0 mg.mL* (EM).
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O extrato foi submetido a uma nova andlise de CLAE-DADanaiitca COM um
sistema eluente de H.O/MeOH em gradiente exploratorio, e com base nos resultados
obtidos, foi realizado um fracionamento desse extrato por Cromatografia em Coluna,
de acordo com o item 3.3 (p. 45). Utilizou-se metanol P.A para a ativacao da fase
estacionaria. A separacdo foi feita utilizando pressao reduzida, aplicando-se na coluna
5,1459 g do extrato. A Tabela 02 mostra a composi¢cao das fases mdveis utilizadas, e

as respectivas massas obtidas apés o fracionamento.

Tabela 02 — Composicao das fases méveis e a massa obtida de cada fracdo do extrato de B.
parva em meio de arroz.

Fracéo H>O/MeOH Massa (mg)
01 60:40 % 292,3
02 55:45 % 418,6
03 45:55 % 242,3
04 40:60 % 196,0
05 25:75 % 507,8
06 15:85 % 713,6
07 0:100 % 2629,0
08 Limpeza 73,2
Rendimento 98,6%

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

As fracGes coletadas foram submetidas as analises de RMN de 'H, e CLAE-
DADanaiitica Nas condi¢des descritas anteriormente.

Destas, as frac6es 03 e 06 foram submetidas a um processo de precipitacdo
com acetona P.A. A Tabela 03 mostra as massas das subfracfes obtidas apds esse
processo, em que as massas utilizadas das fragdes 03 e 06 foram de 200 e 510 mg,

respectivamente.

Tabela 03 — Massas das subfracdes obtidas e seus respectivos codigos, apos o processo de
precipitacdo das frac6es 03 e 06, oriundas do extrato de B. parva em meio de arroz.

Frac&o 03 Frac&o 06
Sobrenadante Precipitado | Sobrenadante Precipitado
Caddigo FR_3_S FR_3 P FR_6_S FR_6_P
Massa (mg) 185,9 12,9 413,4 94,2

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

As fracbes 01, 02, 04 e 06_P foram submetidas a purificacdo via CLAE-

DADsemiprep., Nas condi¢cdes descritas na Tabela 04 (p. 57), otimizadas anteriormente

no modo analitico.
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Tabela 04 — Condi¢8es cromatogréficas utilizadas para a purificacéo das fracdes 01, 02, 04 e
06 P, oriundas do extrato de B. parva em meio de arroz.

Condicéo Fracdo 01
Eluicao Isocréatico com 15% de ACN em H20 por 50 min.
Coluna C18 (250 mm x 10,0 mm e 5 pym)
Vazéo 3 mL.min*t
Vinjegéo 150 |.J.L
A 210; 254 e 290 nm
[Amostra] 20 mg.mL™*?
Maplicada 241,0 mg
Condicéo Fracdo 02
Eluicéo Isocratico com 35% de MeOH em H20 por 50 min.
Coluna C18 (250 mm x 10,0 mm e 5 ym)
Vazéo 3 mL.min*t
Vinjeao 100 pL
A 210; 254; 290 e 366 nm
[Amostra] 20 mg.mL™?
Mapilicada 320,2 mg
Condicéo Fracdo 04
Eluicao Isocrético com 60% de MeOH em H20 por 35 min.
Coluna C18 (250 mm x 10,0 mm e 5 ym)
Vazao 3 mL.min?
Vinjegéo 200 HL
A 210; 254; 290 e 366 nm
[Amostra] 20 mg.mL™*?
Maplicada 120,8 mg
Condicao Fracdo 06 P
Eluicado Isocratico com 80% de MeOH em H20 por 45 min.
Coluna C18 (250 mm x 10,0 mm e 5 ym)
Vazéo 3 mL.min*t
Vinjegéo 250 |,lL
A 210 nm
[Amostra] 20 mg.mL™*?
Maplicada 51,1 mg

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

As subfracdes coletadas, Tabela 05 (p. 58), foram analisadas por CLAE-

DADanaliica Nas mesmas condigdes utilizadas em suas purificagdes. As subfra¢des que

apresentaram maior pureza cromatografica foram analisadas por RMN 1D e 2D (H,

13C, COSY, HSQC e HMBC) com o intuito de identificar ou elucidar os compostos

presentes em cada subfracao.



Tabela 05 — Massas obtidas de cada subfracdo oriundas das frac6es 01, 02, 04 e 06_P,
oriundas do extrato de B. parva em meio de arroz.

Fracdo 01 Massa (mg) Fracdo 01 Massa (mg)
Fr.01_ 1 14,7 Fr.01_8 2,0
Fr.01_2 10,9 Fr.01_9 2,8
Fr.01_3 1,0 Fr.01_10 2,8
Fr.01_4 7,5 Fr.01_11 2,2
Fr.01 5 21,9 Fr.01_12 9,2
Fr.01 6 2,1 Fr.01_13 1,4
Fr.01 7 25 e e

Frac&o 02 Massa (mg) Frac&o 02 Massa (mg)
Fr.02 1 1,7 Fr.02_7 60,4
Fr.02_2 1,2 Fr.02_8 3,8
Fr.02_3 2,7 Fr.02_9 4,1
Fr.02_4 33,7 Fr. 02_10 2,7
Fr.02_5 6,0 Fr.02_11 2,4
Fr.02_6 3,7 Fr.02_12 2,2

Fracédo 04 Massa (mg) Fracdo 04 Massa (mg)
Fr.04_1 4,0 Fr.04_4 6,2
Fr.04 2 4,1 Fr.04 5 1,6
Fr.04_3 40 e e

Fracdo 06 P Massa (mg) Fracdo 06 P Massa (mg)
Fr.06_P_01 2,0 Fr.06_P_04 1,1
Fr.06_P_02 2,5 Fr.06_P_05 23,5
Fr.06 P 03 1,3 Fr.06 P 06 12,2

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

5.1.2 Cultivo de B. parva nos meios Liquidos

Apés a inoculacdo do endofito nos meios de cultivo liquidos (ext. de malte,
nutrient, PDB e YM), estes foram mantidos sob temperatura controlada de 25 °C por
28 dias, em modo estatico, com agitacdo manual a cada 24 horas.

Terminado o periodo fermentativo, as suspensdes micelares foram filtradas a
pressdo reduzida, separando os micélios dos caldos fermentados. Em seguida, 0s
filtrados foram submetidos a trés particdes liquido-liquido com Acetato de Etila P.A. (3
x 5,0 L, para cada meio de cultivo). Apés a evaporacdo do solvente organico, foram

obtidos os quatro extratos de interesse (Tabela 06, p. 59).
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Tabela 06 — Massas dos extratos de B. parva provenientes do cultivo nos meios liquidos.

Extrato Massa (mg)
Ext. de malte 687,1
Nutrient 356,8
PDB 806,0
YM 625,4

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

Esses extratos foram submetidos as andlises de RMN de 'H, Ensaios
Biolégicos e de CLAE-DAD e CLAE-EM, nas condi¢gbes: eluicdo em Gradiente
Exploratorio (95-5 a 0-100% de H2O/ACN em 40 minutos); Coluna C18 (Phenomenex
LUNA: 250 mm x 4,60 e 5 um); Vazao: 1,0 mL.min%; Vinjecao: 30 UL (DAD) e 1 pyL (EM);
A: 200-800 nm; [Amostra]: 5,0 mg.mL* (DAD) e 1,0 mg.mL* (EM).

5.1.2.1 Meio de Ext. de Malte

O extrato foi submetido a uma nova analise de CLAE-DADanaiitica COM um
sistema eluente de H2O/ACN em gradiente (95-5 a 30-70% de H20O/ACN de 5-40
minutos), e com base nos resultados obtidos, esse extrato foi fracionado por
Cromatografia em Coluna, de acordo com o item 3.3 (p. 45). Utilizou-se acetonitrila
P.A para ativacdo da fase estacionaria. A separacao foi feita utilizando pressao
reduzida, aplicando-se 590 mg do extrato. A Tabela 07 mostra a composicao das fases
moveis utilizadas, e as respectivas massas obtidas apés o fracionamento.

Tabela 07 — Composicdo das fases mdveis e a massa obtida de cada fracdo do extrato
oriundo de B. parva em meio de ext. de malte.

Fracao H>O/ACN Massa (mg)

01 85:15 % 173,6
02 70:30% 204,1
03 60:40 % 91,4
04 54:46 % 26,6
05 45:55 % 17,9
06 30:70 % 8,4

07 0:100 % 5,7

08 Limpeza 14,4

Rendimento 91,9%

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

As fragGes coletadas foram submetidas a andlises de RMN de 'H, e CLAE-

DADanalitica, Na condicdo padronizada. Com base nos resultados obtidos, foram
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escolhidas as fracdes 02 e 03 para purificagdo via CLAE-DADsemiprep., Nas condigdes

mostradas na Tabela 08, otimizadas anteriormente no modo analitico.

Tabela 08 — Condi¢des cromatograficas utilizadas na purificagcao das fragdes 02 e 03 oriundas
do extrato de B. parva em meio de ext. de malte.

Condicao Fracdo 02
Eluicso Isocratico com 15% ACN por 22 min., e isocratico 20% de
ACN de 23 a 50 min.
Coluna C18 (250 mm x 10,0 mm e 5 ym)
Vazao 3 mL.min*t
Vinjegéo 150 UL
A 254; 290; 366 e 210 nm
[Amostra] 20 mg.mL™*
Maplicada 75,1 mg
Condicao Fracao 03
Eluicdo Isocratico com 30% de ACN por
Coluna C18 (250 mm x 10,0 mm e 5 ym)
Vazéo 3 mL.min*t
Vinje(;éo 400 },lL
A 254; 290; 366 e 210 nm
[Amostra] 20 mg.mL?
Maplicada 85,1

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

Destas purificacdes, foram coletadas 11 subfrac6es de 02 e seis de 03, em

gue a Tabela 09 mostra as massas obtidas de cada subfracéo. Estas foram analisadas

por CLAE-DADanaitca, Nas mesmas condicbes de eluicdo utilizadas em suas

purificacdes. As subfragcbes que apresentaram maior pureza cromatogréafica foram

analisadas por RMN 1D e 2D com o intuito de identificar ou elucidar os compostos

presentes em cada fracao.

Tabela 09 — Massas obtidas de cada subfracdo oriundas das fragbes 02 e 03 do extrato de
B. parva em meio de ext. de malte.

Fracédo 02 Massa (mg) Fracédo 02 Massa (mg)
Fr. 02_01 0,4 Fr. 02_07 1,1
Fr. 02_02 2,1 Fr. 02_08 0,6
Fr. 02_03 0,9 Fr. 02_09 1,7
Fr.02_04 0,9 Fr. 02_10 3,0
Fr. 02_05 1,0 Fr.02_11 7,6
Fr. 02_06 o9 e e
Fracédo 03 Massa (mg) Fracdo 03 Massa (mg)
Fr. 03_01 0,8 Fr. 03_04 4,0
Fr. 03_02 0,9 Fr. 03_05 6,6
Fr. 03 03 1,5 Fr. 03 06 3,2

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.



5.2 Cultivo de Pseudofusicoccum stromaticum

O fungo endofitico P. stromaticum, isolado dos frutos maduros de Syzygium
cumini (L.) Skeels pela Dr.2 Vanessa Mara Chapla e preservado em agua deionizada,
foi inoculado em placas de Petri (90 x 15 mm) contendo meio de cultura sélido PDA
(meio de batata, dextrose e agar) para obtencdo de massa micelar suficiente para
cultivo em escala ampliada. O meio de cultivo foi preparado utilizando 5,0 g de ext.
de malte com 250 mL de agua deionizada (totalizando 6,25 L de meio).

Apés a preparagdo do meio, este foi esterilizado em autoclave vertical por um
periodo de 15 minutos a uma temperatura de aproximadamente 121 °C. Apés a
inoculacéo do enddfito no meio preparado, a cultura foi mantida em modo estético sob
temperatura controlada de 25 °C por 28 dias.

Ao final do periodo de fermentacao, a suspencéo micelar foi filtrada separando
o0 micélio do filtrado. O filtrado aquoso foi submetido a particdo liquido-liquido com
AcOEt P.A (3 x 4 L), totalizando 12 L de fase organica. Posteriormente, o solvente
organico foi evaporado em evaporador rotativo, originando o extrato de interesse
(822,2 mg). A fase aquosa foi descartada em lugar apropriado.

O extrato foi submetido as analises de RMN de 'H, ensaios biol6gicos
(antibacteriano, antiglicante, antioxidante e citotéxico) e de CLAE-DADanaiitica € CLAE-
EM, nas condi¢des: eluicdo em Gradiente Exploratério (95-5 a 0-100% de H2O/ACN
em 40 minutos); Coluna C18 (Phenomenex LUNA: 250 mm x 4,60 e 5 um); Vazao: 1,0
mL.min"%; Vinjecao: 30 uL (DAD) e 1 puL (EM) ; A: 200 — 800 nm; [Amostra]: 5,0 mg.mL?
(DAD) e 1,0 mg.mL* (EM).

O extrato foi fracionado por Cromatografia em Coluna, de acordo com o item
3.3 (p. 45). Utilizou-se metanol P.A para ativagcdo da fase estacionéria. A separacao
foi feita utilizando presséo reduzida, aplicando-se 727,0 mg do extrato. A Tabela 10
(p. 62) mostra a composicao das fases madveis utilizadas, e as respectivas massas

obtidas apos o fracionamento.
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Tabela 10 — Composicdo das fases méveis e a massa obtida de cada fracdo do extrato
oriundo de P. stromaticum em meio de ext. de malte.

Fracao H>O/MeOH Massa (mg)
01 75:25 % 163,8
02 65:35 % 118,7
03 55:45 % 69,3
04 45:55 % 70,8
05 40:60 % 58,7
06 30:70 % 78,9
07 0:100 % 46,4
08 Limpeza 8,1
Rendimento 84,5 %

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

As fracdes coletadas foram submetidas a andlises de RMN de *H, e CLAE-

DADanaiiica, Na condi¢do descrita anteriormente. Com base nos resultados obtidos,

foram escolhidas as fragcbes 04-06 para purificacdo via CLAE-DADsemiprep., Nas

condicbes mostradas na Tabela 11, otimizadas anteriormente no modo analitico.

Tabela 11 — Condicdes cromatograficas utilizadas na purificacdo das frac6es 04-06 oriundas
do extrato de P. stromaticum em meio de ext. de malte.

Condicéo Fracdo 04
Eluicao Gradiente de 20-40% ACN de 5-40 min.
Coluna C18 (250 mm x 10,0 mm e 5 um)
Vazao 3 mL.min*!
Vinjecao 100 pL
A 254; 290; 366 e 210 nm
[Amostra] 20 mg.mL?
Maplicada 75,1 mg
Condicéo Fracéo 05
Eluicao Isocratico 50% MeOH por 25 min., e isocratico 60% de 26-45 min.
Coluna C18 (250 mm x 10,0 mm e 5 ym)
Vazéo 3 mL.min?
Vinjegéo 150 |.1|_
A 254; 290; 366 e 210 nm
[Amostra] 20 mg.mL?
Maplicada 85,1
Condicéo Fracéo 06
Eluicao Isocratico de 50% de MeOH por 25 min.
Coluna C18 (250 mm x 10,0 mm e 5 ym)
Vazéo 3 mL.min?
Vinje(;éo 200 |J.L
A 254: 290:; 366 e 210 nm
[Amostra] 20 mg.mL?
Maplicada 49,6

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.



Destas purificagbes, foram coletadas 13 subfracdes de 04, sete de 05 e seis
de 06, em que a Tabela 12 mostra as massas obtidas de cada subfracdo. Estas foram
analisadas por CLAE-DADanaiica, Nas mesmas condi¢cdes de eluigcdo utilizadas em
suas purificacdes. As subfracbes que apresentaram maior pureza cromatografica
foram analisadas por RMN 1D e 2D com o intuito de identificar ou elucidar os

compostos presentes em cada fracao.

Tabela 12 — Massas obtidas de cada subfracdo oriundas das fragdes 04-06 do extrato de P.
stromaticum em meio de ext. de malte.

Fracdo 04 Massa (mg) Fracao 04 Massa (mg)
Fr.04_01 0,6 Fr. 04_08 1,1
Fr. 04_02 0,2 Fr. 04_09 0,6
Fr.04_03 0,3 Fr.04_10 0,4
Fr.04_04 0,5 Fr.04_11 0,9
Fr.04_05 0,5 Fr.04_12 0,9
Fr. 04_06 0,5 Fr.04_13 0,5
Fr. 04_07 o8 e e
Fracéo 05 Massa (mg) Fracdo 05 Massa (mg)
Fr.05_01 0,3 Fr. 05_05 0,6
Fr. 05_02 0,1 Fr. 05_06 0,6
Fr. 05_03 0,4 Fr. 05_07 0,9
Fr.05_04 04 e e
Fracdo 06 Massa (mg) Fracdo 06 Massa (mg)
Fr. 06_01 1,4 Fr. 06_04 0,7
Fr. 06_02 1,1 Fr. 06_05 2,1
Fr. 06 03 1,3 Fr. 06 06 0,6

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

5.3 Cultivo da Co-cultura de B. parva e P. stromaticum

Os fungos endofiticos B. parva e P. stromaticum foram inoculados,
separadamente, em placas de Petri (90 x 15 mm) contendo meio de cultura solido
PDA para obtencdo de massa micelar suficiente para cultivo em escala ampliada.
Deste material, /g da placa de Petri de cada enddfito foi inoculado em cada frasco de
Erlenmeyer, contendo meio de ext. de malte (5,0 g de meio em 250 mL de agua
deionizada, totalizando 12,5 L, previamente esterilizado em autoclave vertical por 15
minutos a uma temperatura de aproximadamente 121 °C).

Apés a inoculacéo dos endofitos no meio preparado, a cultura foi mantida em

modo estatico sob temperatura controlada de 25 °C por 28 dias.
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Ao final do periodo de fermentacao, a suspencéo micelar foi filtrada separando
o0 micélio do filtrado. O filtrado aquoso foi submetido a particdo liquido-liquido com
AcOEt P.A (3x6,25L), totalizando ~19 L de fase organica. Posteriormente, o solvente
organico foi evaporado em evaporador rotativo, originando o extrato de interesse
(1,9965 g). A fase aquosa foi descartada em lugar apropriado.

O extrato foi submetido as analises de RMN de 'H, ensaios biol6gicos
(antibacteriano, antiglicante, antioxidante e citotéxico) e de CLAE-DADanaiitica € CLAE-
EM, nas condi¢des: eluicdo em Gradiente Exploratorio (95-5 a 0-100% de H20O/ACN
em 40 minutos); Coluna C18 (Phenomenex LUNA: 250 mm x 4,60 e 5 um); Vazéo: 1,0
mL.min"%; Vinjecao: 30 uL (DAD) e 1 yL (EM) ; A: 200 — 800 nm; [Amostra]: 5,0 mg.mL?
(DAD) e 1,0 mg.mL1 (EM).

5.4 Ensaios Biologicos e Quimicos

Os extratos foram submetidos a ensaios biolégicos e quimicos para
verificacdo das atividades antibacteriana, anticolinesterasica, antifungica, antiglicante,

antioxidante e citotéxico.

5.4.1 Ensaio Antibacteriano

O ensaio antibacteriano foi realizado no Instituto de Fisica de S&o Carlos —
Laboratorio de Epidemiologia e Microbiologia Molecular (LEMiMo) — USP, pela aluna
de iniciacédo cientifica Ana Flavia S. de Camargo sob orientacdo da Prof.2 Dr.2 llana L.
B. C. Camargo. Os extratos foram submetidos a avaliacdo da inibicdo de crescimento
de bactérias super-resistentes, listadas na Tabela 13.

Tabela 13 — Linhagens bacterianas utilizadas na avaliagdo de atividade antibacteriana dos
extratos obtidos de B. parva, P. stromaticum e da co-cultura de ambos os endéfitos.

Linhagens Bacterianas Tipo
Staphylococcus epidermidis (ATCC 35984) Gram-positiva
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) Gram-positiva
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) Gram-positiva
Enterococcus faecium (ATCC 700221) Gram-positiva
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) Gram-negativa
Escherichia coli (ATCC 25922) Gram-negativa
Acinetobacter baumannii (ATCC 19606) Gram-negativa
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) Gram-negativa

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
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Os extratos foram diluidos em DMSO para a preparacéo da solugédo estoque
100 vezes concentrada. Posteriormente, a solucdo estoque foi diluida em 1:100 em
caldo Mueller-Hinton Cétion Ajustado (MHCA). Em seguida, cada extrato foi testado a
512 ug.mL* a 1% de DMSO, ou na maior concentracdo em que foi possivel dissolver
0 extrato sem que houvesse precipitacdo, de acordo com o preconizado pelo CLS'®9).
A adicdo do inéculo foi realizada de acordo com CLSI 19 para o método de
microdiluicdo em caldo.

Para o controle negativo foi adicionado caldo MHCA 1% DMSO juntamente
com a bactéria sem compostos ativos, para observar o crescimento da mesma. Ja
para o controle positivo, foi utilizado apenas o caldo MHCA 1% DMSO, sem material
bioldgico.

A incubacéo foi realizada a 37 °C e a leitura visual dos resultados foi feita apos
24 horas. Os ensaios foram realizados em duplicata.

5.4.2 Ensaio Anticolinesterasico

O ensaio anticolinesterasico foi realizado no Instituto de Botanica de S&o
Paulo — Sec¢éao de Fisiologia Vegetal — pela Dr.2 Cynthia Murakami, com orientacdo da
Prof.2 Dr.2 Maria Claudia Marx Young.

Os extratos foram submetidos a avaliacdo da enzima acetilcolinesterase
(AChE), de acordo com a literatura 199, utilizando cromatoplacas de silica gel. A
Tabela 14 mostra a quantidade aplicada de cada extrato nas cromatoplacas, bem
como as condi¢gbes de eluicdo para cada extrato. Apos a eluicdo das amostras, as
placas foram secas e em seguida foram nebulizadas com a Solucéo A (Tabela 15, p.
66), e incubadas em camara Umida fechada, a 37 °C por 2 minutos. Posteriormente,
as cromatoplacas foram nebulizada com a Solucéo D (Tabela 15, p. 66). Utilizou-se

0,05 pg do controle positivo Fisostigmina.

Tabela 14 — Condig¢8es de eluicao utilizadas na andlise de potencial anticolinesterasico dos
extratos de B. parva.

Endéfito Extrato Maplicada (1) Condicédo de Eluicado
Arroz 200
Malte 200
: 80:10:10
B. parva Nutrient 200
PDB 200 CHCls/Acetona/MeOH
YM 200

Fonte: tabela elabora pela autora, 2020.
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Tabela 15 — Soluces utilizadas na analise de potencial anticolinesterasico dos extratos de B. parva.

Solugéao A

Acetilcolinesterase dissolvida em 150 mL de Tampé&o Tris-HCI (50 mM,;
pH=7,9), estocada a 4 °C. No momento do uso, adicionou-se 0,1% de BSA.

Solucéo B

250 mg de Acetato de 1-naftalina em 100 mL de etanol P.A.

Solucéo C

400 mg do sal “Fast Blue” B em 160 mL de agua desmineralizada.

Solucéo D

Mistura de 10 mL da Solu¢do B com 40 mL da Solucéo C.

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

5.4.3Ensaio Antifingico

O ensaio antifungico foi realizado no Instituto de Botanica de Sdo Paulo —
Secéao de Fisiologia Vegetal — pela Dr.2 Cynthia Murakami, com orientacdo da Prof.2
Dr.2 Maria Claudia Marx Young.

A atividade fungica dos extratos foi determinada pela técnica de bioautografia
para a deteccdo da atividade fungitéxica, pela nebulizacdo dos fungos Cladosporium
cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum (concentracéo de 5 x 107 esporos.
mL1, em solucdo de glicose e sais) em cromatoplacas de silica gel. A Tabela 16
mostra a quantidade aplicada de cada extrato nas cromatoplacas, bem como as
condi¢cdes de eluicdo para cada extrato. Apos a eluicdo dos extratos, as placas foram
secas e em seguida foram nebulizadas pela solucdo com os esporos dos dois fungos.
Posteriormente, as cromatoplacas foram incubadas a 25 °C por 48 horas, verificando
a presenca de halos de inibicdo do crescimento dos fungos, em comparagcao com o
controle positivo Nistatina (5ug).

Tabela 16 — Condicéo de eluicdo utilizadas na analise de potencial antifingico dos extratos de B. parva.

Endéfito Extrato Maplicada (1) Condicédo de Eluicdo
Arroz 400
Malte 400
: 80:10:10
B. parva Nutrient 400
PDB 400 CHCIs/Acetona/MeOH
YM 400

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

5.4.4Ensaio Antiglicante

O ensaio de avaliacdo de atividade antiglicante foi realizado no Laboratério de
Bioensaios-NuBBE do Departamento de Quimica Organica do Instituto de Quimica —
UNESP — Araraquara/SP.



As atividades antiglicantes dos extratos, frente ao agente glicante metilglioxal
(MGO), foram determinadas pelo sistema de albumina de soro bovino (BSA)/(MGO)
de acordo com o método descrito na literatura (102.103),

No desenvolvimento do método, analisou-se 150 pug.mL* de cada extrato em
um volume total de solucéo de reacéo de glicacédo de 3,0 mL, que incluiu 1,0 mg.mL*
de BSA, 5 mM de MGO e tampéao Fosfato (pH 7,4 e 10 mM, contendo 150 mM de
NacCl). Apos o preparo das solugdes, estas foram incubadas a 37 °C, na auséncia de
luz, por 72 horas com agitacdo constante (150 rpm). Posteriormente, 250 uL das
solugbes foram transferidos para microplaca preta de 96 pocos. A leitura da
fluorescéncia foi feita em triplicata e com um comprimento de onda de excitacédo de
370 nm e comprimento de onda de emissdo de 440 nm, realizada em
espectrofotometro. Utilizou-se controle negativo (auséncia de aminoguanidina) e
controle positivo (10 mM de aminoguanidina) para averiguagao do teste.

A porcentagem de inibicdo da formacdo de AGE’s para cada extrato foi
calculado utilizando a equacao:

Fley — Fl — (Flgye — Fl
%Inibi(;éo AGEs = ( CN bCN) ( Ext bExt) x100% ,

(Fley = Flpen)

em que Flen e Floen, s@o as fluorescéncias do controle negativo e seu branco
respectivamente; e Flext e Floext, S80 as fluorescéncias dos extratos e seus brancos,

respectivamente.

5.4.5Ensaio Antioxidante

O ensaio de avaliacdo de atividade antioxidante foi realizado no Laboratorio
de Bioensaios-NuBBE do Departamento de Quimica Organica do Instituto de Quimica
— UNESP — Araraquara/SP.

O potencial antioxidante dos extratos, fragoes foi avaliado de acordo com a
reducdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPHe), por meio do monitoramento
espectrofotométrico em 517 nm, utilizando rutina como controle positivo. O
procedimento foi realizado em triplicata, pela adicdo de uma aliquota de 200 pL da
solugdo metandlica de DPPHe (0,04 g.L ) a 100 pL das solu¢des das amostras em

placas de 96 pocos. As placas foram mantidas na auséncia de luz por 1 hora.
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Os extratos e fracdes foram testados nas concentracgoes finais de 128, 64, 32,
16, 8, 4 e 2 ug.mL? , e o controle positivo nas concentracdes finais de 64, 32, 16, 8,
4,2,e1pug.mL™

A variagdo na absorbancia da solugdo de DPPHe com o controle e com as
amostras foi medida em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 517 nm. Ao
final do procedimento, a aptidao de redugdo do DPPH?e pelos controles e amostras foi

calculada com base na equacéo:

Abs. Controle Neg.— Abs. Amostra

% Captura DPPH = ( )x 100

Abs. Controle negativo
As concentragdes efetivas (ECso) para observar 50% do efeito de captura do
radical DPPHe, foram obtidas por meio da regressao linear das curvas analiticas das

amostras utilizando o programa EXCEL.

5.4.6 Ensaio Citotoxico

O ensaio de avaliacao citotoxica foi realizado pelo método MTT no Laboratorio
de Farmacologia de Produtos Naturais do Departamento de Farmacologia do Instituto
de Ciéncias Biomédicas - USP — Sao Paulo/SP, pela aluna Helori Vanni Forastieri,
com orientacéo da Prof.2 Dr.2 Leticia V. Costa-Lotufo.

Os extratos foram diluidos em DMSO puro estéril para a concentracao
estoque de 10 mg.mL™L. Foi utilizado controle positivo doxorrubicina.

As células tumorais foram plagueadas na concentragdo de 1,0 x 10 cél.mL
1, em placas de 96 pocgos. Apds 24 horas, os extratos foram adicionados a cada poco
nas concentracdes de 5 e 50 uM, em duplicata, e incubados por 72 horas em estufa
a 5% de CO: a 37 °C. Posteriormente, o sobrenadante foi removido e substituido por
solucdo de sal de tetrazolium-MTT em meio de cultura (0,5 mg.mL?), e as placas
foram incubadas por 3 horas. Apos esse periodo, 0 sobrenadante foi, novamente,
removido e a placa foi seca. Em seguida, o precipitado, contendo azul de formazan
de MTT, foi dissolvido em 150 pL de DMSO puro e a absorbéancia da solucéo obtida

foi lida em espectrofotdbmetro de placa a 570 nm (104,
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este item compreende os resultados obtidos da bioprospeccéo das culturas
isoladas dos enddfitos Botryosphaeria parva e Pseudofusicoccum stromaticum, bem

como os resultados obtidos da bioprospeccao da co-cultura de ambos os endofitos.

6.1Bioprospeccao de Botryosphaeria parva

Os extratos brutos produzidos por B. parva foram obtidos de acordo com a
metodologia descrita anteriormente, e a Tabela 17 mostra o rendimento dos extratos

considerando a massa de cada meio de cultivo utilizado.

Tabela 17 — Rendimento dos extratos de B. parva referentes as massas dos meios de cultivo utilizados.

Extratos Mextrato (g) Mwmeio de cultivo (g) Rendimento (%)
Arroz 5,3881 2250 0,24
Ext. de malte 0,6871 200 0,34
Nutrient 0,3568 80 0,45
YM 0,6254 210 0,30
PDB 0,8060 240 0,34

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

E possivel observar que ocorreu uma pequena variagdo dos rendimentos dos
extratos, em que era esperado um rendimento diferenciado principalmente nos meios
de cultivos considerados ricos em nutrientes.

Com isso, os extratos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA),
realizada por meio da anélise de CLAE-EM de baixa resoluc&o utilizando um sistema
eluente de gradiente exploratorio com H20/ACN (Figura 08, p. 70), com o objetivo de
comparar a média da populacdo amostral, e assim identificar se a média das razdes
massa carga (m/z) desses extratos diferem significativamente entre si. A tabela
ANOVA (Figura 09, p. 70) foi gerada utilizando o programa EXCEL e considerando
um nivel de significancia (a) de 0,05.

Pelos resultados obtidos, verifica-se que as meédias dos valores m/z dos
extratos ndo diferem entre si, uma vez que o valor calculado de F (teste de Fisher) é

menor que o valor de Feritico, € 0 Valor de P é maior que o nivel de significancia aplicado.
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Figura 08 — Comparacao dos cromatogramas de ions totais (TIC) dos extratos de B. parva
nos meios de arroz (verde), ext. de malte (laranja), nutrient (azul); PDB (vermelho) e YM (roxo).
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Condicdo: Coluna de C18 (250 x 4,60 mm; 5 um); gradiente exploratério 5-100% de ACN em H2O de
0-40 min., com limpeza da coluna com 100% ACN de 40-50 min., e fase mével modifica com 0,1 % de
Acido Férmico; Vazdo: 1 mL.min%; Viy. = 1,0 uL; Energia de ionizag&o 4.500 V; [Amostra] = 1,0 mg.mL"
1, Fonte: ilustragéo elaborada pela autora, 2020.

Figura 09 — Tabela ANOVA dos extratos obtidos de B. parva em cinco meios de cultivo.

Anova: fator Unico
RESUMO
Grupo Contagem Soma Média  Variancia
Ext. Arroz 300 152720 509,07 @ 21612,70
Ext. Malte 300 145826 486,09  23152,19
Ext. Nutrient 300 144060 480,20 @ 24187,17
Ext. PDB 300 151174 503,91 @ 23888,96
Ext. YM 300 148649 49550 @ 25109,57
ANOVA
Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 172800,81 4 43200,20 1,83 0,12 2,38
Dentro dos grupos  35267226,10 1495 23590,12
Total 35440026,91 1499

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Tendo em vista que o resultado da tabela ANOVA indica apenas a similaridade
entre as médias das m/z dos extratos de B. parva, foram realizadas analises de CLAE-
DAD e RMN de 'H para verificacdo de diferencas pontuais entre esses extratos, e a
Figura 10 (p. 71) mostra a comparacdo dos cromatogramas de cada extrato de B.

parva, em que € possivel observar que para 0 mesmo sistema eluente os extratos




obtidos nos meios liquidos (ext. de malte, nutrient, PDB e YM) evidenciaram que as
substancias produzidas pelo endofito apresentaram polaridade média a alta, enquanto
gue para 0 extrato obtido em meio solido (arroz) evidenciou-se a producdo de
substancias com diferentes polaridades, abrangendo toda a faixa de polaridade. Essa
analise mostra que a producdo metabdlica de B. parva depende da natureza dos
nutrientes presentes em cada meio de cultivo.

Figura 10 — Comparac¢éo dos cromatogramas dos extratos de B. parva obtidos em diferentes
comprimentos de onda.
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Condig&o: Coluna de C18 (250 x 4,60 mm; 5 ym); gradiente de 5 a 100% de ACN em H20 por 40 min.,
com limpeza da coluna com 100% ACN de 40-50 min.; Vaz&o= 1 mL.min%; Vi, = 30 uL; [amostra] = 5
mg.mL1. Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Os espectros de RMN de 'H desses extratos (Figura 11), apresentaram sinais
caracteristicos de hidrogénios aromaticos (6 6,5-8), vinilicos (6 5-6,5), carbindlicos (&
3-4,5), e hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos (6 0,5-3). A comparacéo
desses espectros sustenta a afirmacao feita anteriormente, de que a natureza do meio
de cultivo influencia a produgdo metabdlica do enddfito, uma vez que € possivel
observar diferencas nos sinais de hidrogénios aromaticos, vinilicos e carbindlicos de

cada extrato.

Figura 11 — Comparacao dos espectros de RMN de 'H dos extratos de B. parva nos cinco
meios de cultivo estudados, em CD30D e 300 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Os cromatogramas dos extratos de B. parva foram comparados com o0s
cromatogramas dos extratos dos Brancos (meios de cultivo sem a inoculacdo do
endofito) (Apéndice 01, p. 196), e verificou-se que trés dos cinco extratos (extratos em
Nutrient, PDB e YM) apresentavam picos com 0 mesmo tempo de retengcédo aos dos
extratos dos Brancos, evidenciando a existéncia de metabdlitos provenientes dos
meios de cultivo nos extratos de interesse. Portanto, devido a essa observacéo, os
extratos obtidos nestes meios foram armazenados e, deu-se continuidade ao estudo

dos extratos obtidos em meio de Arroz Parboilizado e Ext. de malte.



6.1.1 Cultivo de B. parvaem Arroz Parboilizado

O extrato obtido em meio de cultivo de arroz foi submetido a uma nova andlise
cromatografica utilizando um sistema de eluicdo MeOH/H20 e a partir deste, realizou-
se o fracionamento de acordo com o item 5.1.1 (p. 55). As sete fracdes obtidas foram
submetidas a mesma condi¢ao de analise de CLAE-DADanaittica, (Apéndice 02, p. 197).

A comparacdo desses cromatogramas mostra que ocorreu separacado das
substancias do extrato bruto, e, ao observar o cromatograma da Fr. 05, verifica-se que
este contém apenas um pico majoritario. Dessa forma, essa fragédo foi submetida as
andlises de RMN uni- (*H e 3C) e bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC), e nos
permitiu identificar a substancia majoritaria 22.

Os espectros de RMN de *H dessas fraces (Apéndice 03, p. 198), confirmam
a separacao das substancias presentes no extrato. Observa-se também que a Fr. 01-
04 apresentaram sinais de hidrogénios aromaticos, quando comparada as outras trés
fracOes. As fracdes 05 e 07 apresentaram alguns sinais de hidrogénios vinilicos, e a
Fr.06 apresentou, diferentemente das demais, varios sinais de hidrogénios
carbindlicos mesmo sendo uma fracdo de baixa polaridade, considerando que foi a
penultima fracao a ser eluida da CC em fase reversa.

O processo de purificacdo das substancias foi iniciado com as fracdes 03 e
06, que apds o processo de precipitacdo (item 4.1.1, p. 50), as fracdes obtidas foram
submetidas a analises de CLAE-DADanaiiica (Apéndice 04 e Apéndice 05, p. 198 e 199).

Por apresentar maior pureza cromatografica, a subfracdo Fr_03 P foi
submetida a analises de RMN 1D (*H e 3C) e 2D (COSY; HSQC e HMBC) e
Espectrometria de Massas, sendo possivel identificar a substancia 17.

Ja a subfracdo Fr_06_ P, por apresentar duas substancias majoritarias, foi
escolhida para fracionamento em CLAE-DADsemiprep., COletando-se seis subfracoes,
que foram analisados por CLAE-DADanaiiica N@ mesma condi¢éo de purificacéo, e as
subfragcdes que apresentaram maior pureza cromatografica foram analisadas por
RMN 1D e 2D para identificagdo das substancias.

As fragbes 01, 02 e 04, foram purificadas via CLAE-DADsemiprep., Obtendo-se
13, 12 e cinco subfracdes de Fr. 01, 02 e 04, respectivamente. Essas subfracdes foram
analisadas via CLAE-DADanaiica Nas mesmas condi¢cdes de purificagdo, e as que
apresentaram maior pureza cromatografica foram analisadas por RMN 1D e 2D para

identificacdo das substancias.
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A andlise dos dados de RMN 1D e 2D nos permitiu identificar as substancias,
3-(p-hidroxifenil)-1,2-propanodiol (01), tirosol (02), 3-(1-hidroxietil)-7-hidroxiftaleto
(03), botryosftaleto A (04), botryospirazina (05), botryosarina A (06), botryosphaerina
J (07), botryosarina B (08), botryosphaerina K (09), (3S, 4R)-4-hidroximeleina (11),
botryosphaerina F (12), (3S, 4S)-4-hidroximeleina (13), (4S, 5R, 6R, 9R, 10R)-
13,14,15,16-tetranorlabd-7(8)-eno-19,66:12,17-diolideo (14), N-(2-feniletil)acetamida
(15), lumichrome (17), meleina (18), botryosphaerona D (19), botryosphaerina L (20),
4-Hidroxiterpestacina (21), Terpestacina (22), Ciclo (Leu-Leu-Leu-Leu-Val) (23), Ciclo
(lle-Leu-Leu-Leu-Leu) (24) e Ciclo (lle-Leu-lle-Leu-Leu) (25). A determinacao

estrutural destas substancias (Figura 12) esta descrita no item 7 (p. 98).

Figura 12 — Representacado estrutural das substancias isoladas de B. parva em meio de cultivo arroz.
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6.1.2 Cultivo de B. parva em Ext. de malte

O extrato obtido em meio de cultivo de ext. de malte foi submetido a uma nova
andlise cromatogréfica utilizando um sistema de eluicdo ACN/H20 e com base no
cromatograma obtido, realizou-se seu fracionamento em coluna cromatografica com
fase reversa C18 (a presséo reduzida). As sete fracdes de interesse foram submetidas
a mesma condi¢cdo de analise de CLAE-DADanaiica, € 0S cromatogramas obtidos
podem ser observados no Apéndice 06 (p. 200). A comparagdo desses
cromatogramas mostra que ocorreu separacao das substancias do extrato.

Os espectros de RMN de 'H dessas fracdes (Apéndice 07, p. 201), reforcam
0 que foi mencionado anteriormente, que ocorreu a separacdo das substancias
presentes no extrato. Observou-se também que a Fr. 02 e 03 apresentaram sinais de
hidrogénios arométicos, quando comparada as outras cinco frages, tornando-as
interessantes para estudo. Ja a fracdo 05 apresentou alguns sinais de hidrogénios
vinilicos e sinais de hidrogénios carbindlicos mesmo sendo uma fracdo de baixa
polaridade.

Como mencionado no procedimento experimental, foi realizado o
fracionamento por CLAE-DADsemiprep. das fracdes 02 e 03. Essa escolha foi feita com
base nos resultados obtidos da anélise de RMN de 'H, pois ambas apresentaram mais
sinais de hidrogénios aromaticos e vinilicos que as outras fracfes. Dessa forma, foram
obtidas 11 subfracdes da Fr. 02 e seis subfracdes da Fr. 03, que foram submetidas a
andlise de CLAE-DADanaiiica (Apéndice 08 e Apéndice 09, p. 202 e 203), na mesma
condicdo de suas purificacdes, e as subfracbfes que apresentaram maior pureza
cromatografica foram analisadas por RMN 1D e 2D (COSY; HSQC e HMBC) com o
intuito de identificar/elucidar as substancias isoladas.

A analise dos dados obtidos, nos permitiu identificar as substancias
botryosphaerina K (09), (3S, 4R)-4-hidroximeleina (11), hidroximeleina (13), (4S, 5R,
6R, 9R, 10R)-13,14,15,16-tetranorlabd-7(8)-eno-19,68:12,17-diolideo (14),
botryosbenzofuranona A (26), botryosbenzenodiol A (28), botryosphaerina A (29), LL-
Z1271pB (30), oidiolactona E (31), botryosbenzenodiol B (32), e CJ-14445 (33) (Figura
13, p. 76). A determinacédo estrutural destas substancias esta descrita no item 7 (p.
98).
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Figura 13 — Representacao estrutural das substancias identificadas de B. parva em meio de
ext. de malte.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

6.2 Bioprospeccao de Pseudofusicoccum stromaticum

O extrato bruto produzido por P. stromaticum foi obtido de acordo com o
procedimento descrito anteriormente, e a Tabela 18 mostra o rendimento do extrato

considerando a massa do meio de cultivo utilizado.

Tabela 18 — Rendimento do extrato referente a massa do meio de cultivo utilizado para a
monocultura P. stromaticum.

Extrato MExtrato (g) Muweio de Cultivo (g) Rendimento (%)
Ext. de malte 0,8222 100 0,82
Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

E interessante observar que o rendimento obtido na cultura isolada do P.
stromaticum foi aproximadamente 2,5 vezes maior que o rendimento obtido na cultura

isolada do B. parva no mesmo meio de cultivo.
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A Figura 14 mostra o cromatograma do extrato obtido, e é possivel observar
gue para o sistema eluente escolhido (gradiente exploratério com H20/ACN) o extrato
obtido evidenciou que as substancias produzidas pelo enddfito apresentaram

polaridade abrangendo toda a faixa de polaridade (baixa a alta).

Figura 14 — Cromatograma do extrato de P. stromaticum obtido em meio de cultivo ext. de malte.
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Condigéo: Coluna de C18 (250 x 4,60 mm; 5 um); gradiente de 5 a 100% de ACN em H20 por 40 min.,
com limpeza da coluna com 100% ACN de 40-50 min.; Vaz&o= 1 mL.min%; Vi, = 30 uL; [amostra] = 5
mg.mL1. Fonte: ilustragéo elaborada pela autora, 2020.

Vale ressaltar que o cromatograma obtido foi comparado com o
cromatograma do extrato do Branco (Apéndice 10, p. 203), meio de cultivo sem a
inoculacdo do enddfito, e comprovou-se que o extrato bruto ndo apresentou picos com
0 mesmo tempo de retencdo do extrato do Branco, evidenciando que 0s picos
observados nos cromatogramas séo provenientes da producédo metabdlica do fungo.

O perfil quimico desse extrato (Figura 15), apresentou sinais caracteristicos
de hidrogénios aromaticos (6,5-8 ppm), carbindlicos (3-4,5 ppm), e hidrogénios
metinicos, metilénicos e metilicos (0,5-3 ppm).

Figura 15 — Espectro de RMN de 'H, com supressdo do sinal da agua, do extrato do P.
stromaticum em meio de cultivo ext. de malte, DMSO-ds € 300 MHz.
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O extrato obtido em meio de cultivo de ext. de malte foi submetido & uma nova
analise cromatografica utilizando um sistema de eluicio MeOH/H20 (Apéndice 11, p.
204), e com base no cromatograma obtido, foi fracionado em coluna cromatogréafica
com fase reversa C18 (a presséo reduzida) conforme o item 5.2 (p. 61). As sete
fracdes de interesse foram submetidas a mesma condicdo de andlise de CLAE-
DADanalitica, € 0S cromatogramas obtidos podem ser observados no Apéndice 11 (p.
204). A comparacao desses cromatogramas mostra que a separacao das substancias
nao foi muito eficiente, principalmente quando comparamos as trés primeiras fragoes.

Essas fracdes também foram submetidas a analise de RMN de H (Apéndice
12, p. 205), em que pdde-se observar que as fragdes 02-04 apresentam mais sinais
de hidrogénios aromaticos e carbindlicos que as demais fracfes, enquanto que as
fracBes 05 e 06 apresentaram sinais de hidrogénios de aldeidos mais intensos que as
demais, tornando-as interessantes para estudo.

Mesmo sendo interessantes para estudo, as fracdes 02 e 03 se mostraram
complexas cromatograficamente, demandando um tempo de estudo maior. Dessa
forma, a purificacdo das substancias produzidas por P. stromaticum foi iniciada com
a fracdo 04, por ser menos complexa, obtendo-se 13 subfracdes que foram
submetidas a analise de CLAE-DADanalitica, Nas mesmas condi¢des de purificacéo
(Apéndice 13, p. 206), e as que apresentaram maior pureza cromatografica foram
submetidas a analise de RMN 1D (*H e 3C) e 2D (COSY; HSQC e HMBC) com o
intuito de identificar/elucidar as substancias isoladas.

As fragBes 05 e 06 também foram purificadas, gerando sete e seis subfracoes,
respectivamente. Essas subfracdes foram submetidas a andlise de CLAE-DADanaiitica,
nas mesmas condi¢des de purificacdo (Apéndice 14, p. 207), e as que apresentaram
maior pureza cromatografica foram submetidas a analise de RMN 1D (*H e 13C) e 2D
(COSY; HSQC e HMBC) com o intuito de identificar/elucidar as substancias isoladas.

A andlise dos dados obtidos, nos permitiu identificar as substancias: 3-
(hidroximetil)fenol (34), tirosol (02), ciclo(Pro-lle) (35), ciclo(Pro-Leu) (36), ciclo(Pro-
Phe) (37), Acetato de (3-hidroxibenzil)metil (38), Acetato de 2-(p-hidroxifenil)etil (39),
3,4-dihidro-4-(1-metiletil)-3-oxo-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazina-6-carboxaldeido  (40),
3,4-dihidro-4-(1-metilpropil)-3-oxo-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazina-6-carboxaldeido (41),
3,4-dihidro-4-(2-metilpropil)-3-oxo-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazina-6-carbox-aldeido
(42), 3,4-dihidro-4-(fenilmetil)-3-oxo-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazina-6-carboxaldeido
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(43) (Figura 16). A determinacao estrutural destas substancias esta descrita no item 7
(p. 98).

Figura 16 — Representacdo estrutural das substancias identificadas de P. stromaticum em
meio de ext. de malte.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

6.3 Bioprospecc¢ao da Co-cultura dos endofitos

Inicialmente, foi realizado um teste de crescimento em placa de Petri contendo
meio de cultivo PDA com os dois enddfitos para o conhecimento da interacdo entre
eles, e para verificacdo da velocidade de crescimento de um em relagéo ao outro.

Com o resultado obtido (Figura 17, p. 80), verificou-se que nao ocorria a

inibicdo do crescimento de ambos os enddfitos, indicando que a interacdo entre eles



ndo era antagbnica, no entanto, verificou-se que a interacdo entre os endofitos era do
inibicdo por contato do tipo ‘linha de zona’ (¢2), onde é possivel observar uma linha bem
definida na regido que os dois endofitos estdo em contato. Neste tipo de interacao, a
possibilidade de producdo de substancias “ndo usuais” pelos endoéfitos pode ser

confirmada pela coloracéo da linha e/ou precipitados de coloragéo diferentes (2.

Figura 17 — Interagdo entre os enddfitos B. parva e P. stromaticum, em placa de Petri
contendo meio de cultivo PDA.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Dessa forma, apos a verificacdo de interacdo entre os dois enddfitos, foi
realizada a obtenc&o do extrato da co-cultura de acordo com o procedimento descrito
no item 5.3 (p. 63). Pela comparacéo do espectro de RMN de 'H do extrato da co-
cultura com os extratos das monoculturas (Figura 18, p. 81), verificou-se que a
producdo metabdlica da co-cultura € semelhante a producdo metabdlica da cultura
isolada de B. parva, indicando que pode ter ocorrido uma inibicdo da producao
metabdlica de P. stromaticum.

O espectro de RMN de H (Figura 18, p. 81) apresentou uma variedade de
sinais de hidrogénios aromaticos (6 6,5-8), vinilicos (6 5-6,5) e carbindlicos (6 3-4,5),

além de apresentar sinais de hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos (6 0,5-3).



Figura 18 — Espectro de RMN de *H do extrato da co-cultura entre B. parva e P. stromaticum
em meio de cultivo Ext. de malte, DMSO-ds e 300 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Como mencionado no procedimento experimental, o extrato da co-cultura foi
submetido, juntamente com os extratos das monoculturas, a uma analise de CLAE-
EM, de baixa resolucéo, para verificacdo da producdo de metabdlitos diferentes dos
produzidos nas culturas isoladas. Ao se observar os resultados obtidos (Figura 19, p.
82), verificou-se que a produgdo metabdlica da co-cultura apresentou maior
semelhanca com a producéo de B. parva, como ja observado no espectro de RMN de
'H. No entanto, é incorreto afirmar que a produgédo metabdlica de P. stromaticum na
co-cultura foi totalmente afetada, pois € possivel observar que algumas substancias
produzidas na monocultura também foram produzidas na co-cultura.

Adicionalmente, foi observado a producédo de 13 substéancias na co-cultura
gue ndo estavam presentes nas monoculturas dos enddfitos, verificadas pela

comparacao dos ions moleculares obtidos para cada extrato (Figura 19 - D, p. 82).



Figura 19 — Cromatogramas de ions totais (A), grafico de m/z em funcéo do tempo de retencéo
(B), ampliagdo de 2 a 14 min. dos TIC (C) e ampliacdo 2 a 14 min. do gréfico de m/z em funcéo do
tempo de retencdo (D) dos extratos da co-cultura e das monoculturas dos enddéfitos B. parva e P.
stromaticum em meio de ext. de malte.
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Outro resultado que se destaca, € referente a algumas substancias presentes
nos extratos das monoculturas que nao foram detectadas no extrato da co-cultura,
confirmando que a producdo metabdlica desses endofitos sofre interferéncia na
presenca do outro micro-organismo. A partir destes resultados, os extratos foram
analisados via espectrometria de massas de alta resolu¢cdo, no modo positivo, para a
identificacdo, via desreplicacdo, das substancias produzidas na co-cultura dos
endofitos e, das substancias presentes nos extratos das culturas controle que néo

foram detectadas no extrato da co-cultura (Tabela 19).

Tabela 19 — lons detectados, no modo positivo, nos extratos da co-cultura e das monoculturas
de B. parva e P. stromaticum, e registros obtidos em quatro bases de dados.

lon Trap Q-TOF Registros em Bases de Dados

(ni?n) m/z m/z MassBank Metlin GNPS Prg)(;(fjlg)ga“gtgfais

3,3 466,09 466,0841 - - - -

4,2 310,05 310,1281 - 1 - 7

4,4 189,01 189,0533 - - -

5,0 408,00 408,0041 - - - -
® 61 434,09 434,0875 - - - -
= 74 494,11 494,1073 - - - -
§ 82 574,12 574,3932 - - - -
o 90 548,13 548,3644 - - - -
O 92 489,15 489,1401 - 7 1 25

11,1 139,04 139,0745 - - - -

11,2 262,04 262,1259 2 - 1 -

367,08 367,0823 - 8 - 35

11,7 245,04 245,1302 1 - 2 15

6,7 550,11 550,1337 - 1 - 5

6,8 518,12 518,1081 - - - -

7,7 215,02 215,0921 - - 1 61
s 78 37611 376,0778 - - - -
5 233,05 233,1030 - 2 1 23
@ 84 215,05 215,0921 - 1 61
m 93 215,07 215,0921 - - 1 61

9,5 582,17 582,2455 - - - -

10,7 547,16 547,2009 - - - 4

18,3 418,11 418,0576 - - - -

7,9 306,04 306,0558 - - - -
e 19,7 221,10 221,1532 1 11 1 51
3 20,0 22111 221,1532 1 11 1 51
= 237,09 237,1499 - - 2 87
g 20,2 375,05 375,0707 - 2 - 20
£ 207 23021 230,2475 1 1 1 1
® 20,9 362,35 362,3274 - - - 1
a 229 22112 221,1532 1 11 1 51

24,4 315,06 315,0510 - 6 4 50

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
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A busca por estes ions em quatro bases de dados (MassBank (199, Metlin (106),
GNPS 07 e Dicionario de Produtos Naturais %))(Tabela 19, p. 83), considerando um
erro de 5 ppm, indicou que oito, dos 13 ions detectados apenas na co-cultura, podem
ser inéditos, pois ndo foram encontrados registros em nenhuma das bases utilizadas,
sendo necessario um tempo maior de estudo para a obtencéo e identificagéo destas
oito substancias. Os outros cinco ions, por apresentarem registros em pelo menos
uma base de dados, podem tratar-se de substancias conhecidas (Tabela 20, p. 84),
no entanto, ainda € necessario um estudo da fragmentacdo destes ions para
identificacdo destas substancias.

Dos ions detectados nas monoculturas de B. parva e P. stromaticum que nao
foram produzidos na co-cultura dos endofitos (Tabela 19, p. 83), verificou-se que cinco
também ndo apresentam registros nas bases de dados utilizadas, sugerindo tratar-se
de substancias inéditas. Os outros ions apresentaram registros em pelo menos uma
base de dados, sugerindo tratar-se de substancias que podem ser conhecidas (Tabela
20, p. 84), e assim como para aos ions detectados na co-cultura, € necessario um
estudo da fragmentacdo destes ions para identificacdo dessas substancias que

deixaram de ser produzidas na co-cultura dos endofitos.

Tabela 20 — Propostas estruturais para os ions que apresentam registro nos bancos de
dados MassBank (199 Metlin %9 e GNPS (%7,

m/z : 310,1281 (Co-cultura)

m/z : 489,1401 (Co-cultura)

CHs
D| 0 CH3 CHy
"o Y E[)
0 0
0 0 0
HO | 0 0
HO 0 HO |
D:< HO OH
CH, OH 0
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Cont. Tabela 20 — Propostas estruturais para 0s ions que apresentam registro nos bancos
de dados MassBank %), Metlin 198 ¢ GNPS 107,

m/z : 262,1259 (Co-cultura)

CH
o OH

H
0 N\ﬁ
OH
HO 'OH

m/z : 245,1302 (Co-cultura)

0 /CHE

CHa io\/ma 0 cH, N
\Y
N \% HN
Sae Cose

CH,

m/z : 550,1337 (B. parva)

m/z : 215,0921 (B. parva)

H4C OH

07

CH
o F g

m/z : 233,1030 (B. parva)



Cont. Tabela 20 — Propostas estruturais para os ions que apresentam registro nos bancos
de dados MassBank %) Metlin %) e GNPS (197,

m/z : 221,1532 (P. stromaticum)

N

(CHz)‘,CHa 0
0

0 J— J—
H3C(H,C)s —————CH CH
=

OH HO
HaCal
CH; = (eH

CH, 0

2a
OH

m/z : 237,1499 (P. stromaticum)

HaC CHa
oH OH
0
HO 0 =
HsC oH
OH
HaC
HO

m/z : 375,0707 (P. stromaticum)

Fonte: tabela e ilustracdes adaptadas de MassBank 199, Metlin 1% e GNPS (197, 2020.
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6.4 Avaliacéo das atividades Quimicas e Biologicas dos extratos

Como mencionado no Procedimento Experimental, todos os extratos foram

submetidos a ensaios quimicos e bioldgicos.

6.4.1 Avaliagao da atividade Antibacteriana

As bactérias estdo intrinsecamente ligadas as vidas de organismos e aos
amplos ambientes em que habitam. Muitas delas séo inofensivas, sendo benéficas
para seu hospedeiro, pois podem fornecer nutrientes e protecao contra patbgenos e
doencas, além de limitar a colonizacdo de bactérias nocivas %9, No entanto as
bactérias também estdo associadas a diversas enfermidades em humanos, animais e
plantas. Este fato, juntamente como surgimento de novas doencas infecciosas, como
o reaparecimento de varias infeccdes que aparentemente haviam ter sido controladas,
e 0 aumento da resisténcia bacteriana, trouxe a necessidade de pesquisas dirigidas
ao desenvolvimento de novos farmacos antibacterianos.

Os extratos de B. parva, P. stromaticum e da co-cultura dos endéfitos, foram
testados em oito linhagens de bactérias super-resistentes, sendo quatro gram-
positivas: S. epidermidis, S. aureus, E. Faecalis e E. faecium e quatro gram-negativas:
K. pneumoniae, E. coli, A. baumannii e P. aeruginosa. Os resultados obtidos para cada

uma delas sdo mostrados na Tabela 21.

Tabela 21 — Resultado da atividade antibacteriana dos extratos na concentracdo de 512 pg.mL™2.
Concentracdo inibitéria minima

Linhagens P. stromaticum B. parva Co-cultura
S. epidermidis ATCC 35984 <512 >512 >512
S. aureus ATCC 25923 >512 >512 >512
E. faecalis ATCC 29212 >512 >512 >512
E. faecium ATCC 700221 >512 >512 >512
K. pneumoniae ATCC 700603 >512 >512 >512
E. coli ATCC 25922 >512 >512 >512
A. baumannii ATCC 19606 >512 >512 >512
P. aeruginosa ATCC 27853 >512 >512 >512

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

A triagem é considerada positiva quando nao ocorre o crescimento bacteriano

na concentracao testada, nestes casos, a concentracao inibitoria minima pode ser de
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512 pg.mL* ou menor (<512 ug.mL1). A ocorréncia do crescimento bacteriano, indica
gue a triagem é considerada negativa para a concentracao testada, no entanto, este
resultado ndo exclui a possibilidade do extrato apresentar atividade em maiores
concentracdes, sendo os resultados expressos por > 512 pg.mL™.

Pelos resultados, observa-se que apenas o extrato da monocultura de P.
stromaticum apresentou atividade antibacteriana contra S. epidermidis, visto que os
compostos sdo considerados ativos apenas se apresentarem valor < 512 ug.mL™,
indicando um potencial antibacteriano seletivo para esta linhagem. O resultado obtido
pode estar diretamente relacionado a ecologia quimica do endéfito, uma vez que o0s
micro-organismos endofiticos podem produzir substancias bioativas para autodefesa
contra micro-organismos fitopatégenos, ou para a protecdo do hospedeiro contra

estresse bioticos e abidticos.

6.4.2 Avaliagdo da atividade Anticolinesterasica

Individuos que apresentam deficiéncia de acetilcolina no processo sinaptico
apresentam uma patologia neurodegenerativa progressiva no sistema nervoso
central, chamada de doenca de Alzheimer, que causa um comprometimento da
memoria, dificuldade no raciocinio e alteragdes comportamentais desse individuo 19,
As alternativas presentes no mercado para reverter, ou amenizar, as causas dessa
doenca implicam em inibir a enzima acetilcolinesterase (AChE). Dessa forma, a
possibilidade de obter novas substancias, oriundas de estudos fitoquimicos e
microbioldgicos, que apresentam esse potencial de inibicdo tem animado e muito os
pesquisadores dessa area (119,

O ensaio para avaliagdo qualitativa da atividade anticolinesterasica foi definido
por meio de manchas brancas em contraste com o fundo roxo avermelhado da
cromatoplaca, indicando atividade inibitoria positiva da enzima acetilcolinesterase
(Figura 20, p. 89), em que foi possivel observar que apenas os extratos de B. parva
em meio de Arroz e Nutrient apresentaram manchas brancas, evidenciando que
alguns metabdlitos produzidos pelo enddfito, nestes extratos, apresentam potencial
anticolinesterasico. As manchas brancas s@o proporcionais a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, portanto quanto mais brancas forem essas manchas, maior

potencial inibitorio a substancia ira apresentar.
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Figura 20 — Avaliacdo qualitativa, em cromatoplaca, dos extratos de B. parva para atividade
Anticolinesterésica.

1 — Extrato em Arroz; 2 — Extrato em Extr. de Malte; 3 — Extrato em Nutrient; 4 — Extrato em PDB; 5 —
Extrato em YM e P — Controle positivo Fisostigmina. Condicéo: 8:1:1 CHCIs/Acetona/MeOH (v/v). Fonte:
ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

6.4.3 Avaliacdo da atividade Antifungica

Os fungos fazem parte do ecossistema aerobiolégico e apresentam-se em
grandes quantidades, devido a sua grande capacidade de colonizar diferentes
substratos e crescer em condicdes ambientais extremas (112, Diversas doencas que
ocorrem em plantas, animais e até mesmo em humanos, sdo devidas a fungos
fitopatogénicos e patogénicos (13114 Entre os varios géneros de fungos
fitopatogénicos e patogénicos, destaca-se Cladosporium, que é considerado um dos
mais cosmopolitas e de maior concentragéo na atmosfera, particularmente em regides
temperadas (119,

Os fungos Cladosporium sphaerospermum e Cladosporium cladosporioides
sdo espécies bastante comuns, com ocorréncia registrada em todas as partes do
mundo. Estas espécies estdo associadas a rinite e asma alérgica, infec¢des fungicas
(feo-hifomicoses) cutaneas, subcutaneas e raramente disseminadas (112,

Muitas pesquisas sdo realizadas para a obtencdo de novos agentes
antimicoticos, e a bioautografia € um método Util para a localizacdo de substancias
com acao antifungica encontradas em matrizes complexas, como extratos obtidos de
plantas e de cultivo de micro-organismos. Sendo assim, a bioautografia direta, é um
ensaio que combina a cromatografia em camada delgada (CCD) e o teste biolégico in
situ, e é considerada uma excelente técnica para conduzir a facil localizacédo dos

compostos ativos em matrizes complexas.
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Dessa forma, o potencial antifingico dos extratos brutos, de B. parva, foi
executado por bioautografia com a nebulizacdo dos fungos C. cladosporioides e C.
sphaerospermum. A nebulizacdo da cromatoplaca (Figura 21), ap6s a eluicdo dos
extratos, com as solu¢cbes contendo micélios de cada micro-organismo, permitiu a
observacédo da inibicdo do crescimento dos fungos (manchas brancas) em todos os
extratos brutos, indicando a presenca de metabdlitos secundarios com potencial

antifingico nesses extratos.

Figura 21 — Avaliagao qualitativa, em cromatoplaca, dos extratos de B. parva para atividade Antifungica.

C. cladosporioides C. sphaerospermum
Luz Branca Luz Branca

1 — Extrato em Arroz; 2 — Extrato em Extr. de Malte; 3 — Extrato em Nutrient; 4 — Extrato em PDB; 5 —
Extrato em YM e P — Controle positivo Nistatina. Condi¢do: 8:1:1 CHCIs/Acetona/MeOH (v/v). Fonte:
ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Esses resultados podem estar diretamente relacionados a ecologia quimica
do enddfito, uma vez que o0s micro-organismos endofiticos podem produzir
substancias bioativas para auto defesa contra micro-organismos fitopatdégenos, ou
para a protecdo do hospedeiro contra estresse bidticos e abibticos. Esses dados
confirmam o quao promissores sdo os fungos endofiticos associados a espécies

vegetais na busca por novos metabdlitos secundarios bioativos.

6.4.4 Avaliagdo da atividade Antiglicante

As complicacdes vasculares do diabetes tipo 2 sdo a principal causa de
morbimortalidade nos paises desenvolvidos e constituem uma preocupac¢ao crescente
para as autoridades em todo o mundo. Entre as vertentes que explicam como a

hiperglicemia crénica conduz aos danos celulares e teciduais, a formacdo dos



produtos finais de glicacdo avangada, chamados de AGE’s (Advanced Glycated End-
Products), é considerada a mais importante (116),

Os AGE’s séo os produtos finas de reacdes ndo enzimaticas entre acucares
redutores e grupos aminos em proteinas, lipideos e &cidos nucleicos, gerando
espécies reativas dicarbonilicas, como desoxiglicosonas, glioxal e metilglioxal 103),

Os efeitos patologicos dos AGE’s estdo relacionados a capacidade destes
compostos de modificar as propriedades quimicas e funcionais de diversas estruturas
biol6gicas por meio de interacbes com receptores celulares, promovendo um estresse
oxidativo, alteragdes morfofuncionais e um aumento na expressdo de mediadores
inflamatérios (116), Dessa forma, o acimulo desses produtos no organismo, além de
gerar complicac6es no quadro de diabetes, traz complicacfes a algumas doencas a
ela relacionadas, como: artrite, aterosclerose, insuficiéncia renal cronica, Alzheimer,
neuropatia e catarata (193,

O potencial antiglicante dos extratos brutos de B. parva, P. stromaticum e da
co-cultura dos endofitos foi verificado seguindo o procedimento descrito
anteriormente, e os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 22, que
mostra o percentual de inibicdo dos AGE’s formados para cada extrato.

Tabela 22 — Percentuais de Inibicdo de AGE’s dos extratos de B. parva, P. stromaticum, Co-
cultura dos enddfitos e do controle positivo (aminoguanidina), na concentracéo final de 150 pg. mL™.

Inibicao de AGE’s

Endofito Extrato (%) Desvio (%)
Arroz 47,93 2,89
Malte 51,49 0,68
B. parva Nutrient 39,22 3,28
PDB 52,42 1,26
YM 54,02 2,56
P. stromaticum Malte 79,99 1,79
Co-cultura Malte 40,26 2,34

minoguanidina , ,

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

Com os resultados, observa-se que para concentracao testada, trés dos cinco
extratos de B. parva apresentaram inibicdo na producdo de AGEs superior a 50%,
indicando a producéao de substancias com potencial antiglicante mediano.

Ao observar os resultados para o endofito P. stromaticum, verifica-se que o
extrato apresenta inibicdo de AGE’s de aproximadamente 80% e devido a essa

porcentagem de inibicdo alta, foi realizado o ensaio com as fragdes oriundas desse
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extrato (Tabela 23), e verificou-se que as fracdes de menor polaridade apresentaram
porcentagens de inibicdo superior a 70%, indicando a producéo de substancias com

potencial antiglicante pelo enddfito.

Tabela 23 — Valores de percentagem de Inibicdo de AGE’s das fragbes do extrato de P.
stromaticum, e do controle positivo (aminoguanidina), na concentracéo final de 150 mg. mL™2.

Amostra Inibicdo de AGE’s (%) Desvio (%)
Fr.1 31,33 3,90
Fr.2 59,67 2,73
Fr.3 73,59 1,55
Fr.4 73,14 3,34
Fr.5 74,99 3,26
Fr. 6 72,84 1,95
Fr.7 80,72 2,14
Aminoguanidina 95,12 0,18

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

Quando observamos o potencial antiglicante da co-cultura dos enddfitos
(Tabela 22, p. 91), verifica-se que esse extrato apresentou menor percentual de
inibicdo de AGE’s que as monoculturas, mostrando que ocorreu a interferéncia na
producdo de substancias com potencial antiglicante, principalmente por parte do
endofito P. stromaticum, indicando a ocorréncia da inibicdo de sua producdo
metabdlica na presenca do enddfito B. parva.

Dessa forma, considerando os resultados obtidos para os dois endofitos, e
considerando que a espécie vegetal Syzygium cumini (L.) Skeels, a qual os enddfitos
estdo associados, é utilizada na medicina tradicional brasileira no tratamento de
diabetes, essa potencialidade da planta medicinal pode estar associada as

substancias produzidas pelos enddfitos, principalmente por P. stromaticum.

6.4.5 Avaliacdo da atividade Antioxidante

O desequilibrio entre a producao de radicais livres e antioxidantes em nosso
organismo tém sido associado a diversas doencgas crénicas ndo transmissiveis e
degenerativas, como por exemplo cénceres, doencas cardiacas, Alzheimer,
aterosclerose e até o envelhecimento precoce 117, Por serem altamente reativos, os

radicais livres sdo capazes de causar modificacdes estruturais em moléculas de DNA,



proteinas, carboidratos e/ou lipidios, levando o organismo a um estado de patoldgico
ou a apoptose (118),

Diante disso, a utilizacdo de compostos bioativos antioxidantes 117, tem-se
mostrado uma boa alternativa na protecdo do organismo contra os radicais livres,
atuando na prevencéao e no tratamento de enfermidades (*18). Antioxidantes podem ser
definidos como quaisquer substancias que, presentes em baixas concentracoes,
guando comparados a um substrato oxidavel, retardam ou inibem as reacdes de
degradacéo oxidativa desse substrato de maneira eficaz (119,

Atualmente, diversas técnicas para deteccdo de atividade antioxidante de
substancias tém sido utilizadas e, dentre essas técnicas, a captura de radicais livres,
como o DPPH?e, é a estratégia mais simples e comum para esta avaliagdo. Este ensaio
€ baseado na mudanca de coloragéo do radical livre DPPHe+ (roxo) para o radical
reduzido (amarelo) na presenca de substancias antioxidantes (Figura 22).

Figura 22 — Esquema de reacao envolvida na redugao do radical DPPH- para o ensaio antioxidante.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

O potencial antioxidante dos extratos de B. parva, P. stromaticum e da co-
cultura dos enddfitos foi verificado seguindo o procedimento descrito anteriormente, e
os resultados obtidos podem ser observados na Figura 23 (p. 94), que mostra as
curvas de porcentagem de captura dos radicais livres DPPHe« para cada extrato. Os
valores de ECso (Tabela 24, p. 94) foram calculados a partir da regresséo linear de
cada curva, tendo em vista a faixa linear de cada curva, de cada extrato e do controle

positivo.



Figura 23 - Efeito da captura dos radicais livres DPPHe dos extratos de B. parva, P.

stromaticum e da co-cultura dos endofitos em diferentes concentragdes.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Tabela 24 — Valores de ECso obtidos na avaliagdo antioxidante dos extratos de B. parva, P.
stromaticum e da co-cultura dos endofitos.

Enddéfito Extrato ECso (Ug.mLY) Desvio (ug.mL™Y)
Arroz 198,73 3,78
Malte 151,63 0,85
B. parva Nutrient 496,55 6,14
PDB 194,70 4,05
YM 198,33 1,38
P. stromaticum Malte 32,06 0,33
Co-cultura Malte 188,00 2,52

utina ; ;

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

Pelos resultados apresentados, verifica-se que o extrato mais ativo de B. parva
€ 0 extrato obtido em meio de ext. de malte, no entanto, quando comparado ao
controle positivo Rutina, pode-se aferir que este extrato apresenta um potencial ~20
vezes menor que o controle, indicando uma baixa atividade antioxidante.

O extrato de P. stromaticum apresentou uma atividade antioxidante boa, sendo
aproximadamente 4,5 vezes mais ativo que o extrato de B. parva, em meio de ext. de
malte. Devido a essa atividade antioxidante, o ensaio foi realizado para as fracfes
oriundas deste extrato, e pelos resultados (Tabela 25, p. 95) verificou-se que para este
caso, quanto menor a polaridade da fragdo maior o potencial antioxidante da mesma,

sendo entdo, a Fr. 7 mais ativa.



Tabela 25 — Valores de ECsp obtidos na avaliacdo antioxidante do extrato e fracées de P. stromaticum.

Amostra ECso (ug.mL™?) Desvio (ug.mL™)
Fr.1 145,60 1,43
Fr.2 67,73 2,77
Fr.3 41,65 4,15
Fr.4 41,02 0,15
Fr.5 27,88 0,44
Fr.6 29,93 0,14
Fr.7 16,33 1,07
Rutina 7,78 0,04

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

Levando em consideracéo os resultados obtidos desta analise e os resultados
obtidos no ensaio antiglicante (Tabela 23, p. 92), é possivel verificar a existéncia de
uma correlacdo entre os potenciais apresentados em ambos os ensaios. Sabendo que
um estresse oxidativo apresenta um papel importante no processo de glicacao, a
presenca de substancias com potencial antioxidante no extrato de P. stromaticum
inibiria ndo somente a producgéo de radicais livres no organismo, como também, neste
caso, inibe a producao dos AGE’s, como pode ser observado pelas atividades obtidas
para Fr. 7.

Quando comparamos as atividades dos extratos das monoculturas em ext. de
malte e a co-cultura dos endofitos (Tabela 24, p. 94), verifica-se que o potencial
antioxidante do extrato da cultura mista, € menor que o potencial antioxidante dos
extratos das monoculturas. Este resultado indica a inibicdo da producdo de
substancias potencialmente ativas pelos dois enddfitos, principalmente pelo enddfito
P. stromaticum, mostrando a interferéncia de sua producdo metabdlica na presenca
do enddfito B. parva. Este resultado € corroborado com o resultado do ensaio
antiglicante (Tabela 22, p. 91), em que também verifica-se uma diminuicdo de
atividade, confirmando a correlagcdo de que a inibicdo da producdo de substancias
capazes de impedir o estresse oxidativo influencia ndo somente no potencial

antioxidante do extrato como também no potencial antiglicante do mesmo.

6.4.6 Avaliacdo da atividade Citotoxica

A neoplasia é o termo designado para uma proliferacdo anormal, autbnoma e
descontrolada de células de um determinado tecido corporal, comumente conhecida

como tumor, podendo ser benigna ou maligna (canceres). Essas proliferacfes
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descontroladas podem deixar de ser em um tecido, ou local especifico, e se propagar
para outras partes do corpo produzindo novos tumores 4.

Atualmente, existe um numero limitado de tratamento de tumores, e esses
tratamentos podem apresentar alguns efeitos colaterais no individuo doente, além de
apresentar um alto custo associado, 0 que torna o tratamento particularmente
desafiador. Além disso, muitos tratamentos ndo sdo eficazes, e certos tipos de
tumores apresentam resisténcia aos medicamentos comumente utilizados, agravando
a complexidade do tratamento 4. Dentro deste contexto, os estudos com produtos
naturais desempenham um papel importante na obtencdo de substancias com
potencial citotoxico.

A atividade citotoxica de todos os extratos esta apresentada na Tabela 26 com

seus respectivos percentuais de inibicao.

Tabela 26 — Percentual de inibicdo de crescimento celular (IC%), obtidos nas concentracdes
de 5 e 50 pg.mL™?, dos extratos frente a duas linhagens tumorais (MCF-7: adenocarcinoma de mama e
HCT-116: carcinoma de célon-retal).

e MCF-7 HCT-116
- 5ug.mL? 50 ug.mL™? 5ug.mL? 50 ug.mL*?
Endofito de EPM EPM EPM EPM
Iti 0 0 0 0
Cutivo [1c (%) ‘| 1€06) oot ficen T e T
1 |-1867 780] 848 1356 1382 669 ] 5916 520
2 786 984| 219 341 | 463 0906|3368 379
B. parva 3 |-4946 813| -860 976 | -9.16 1}3’3 4506 1,68
4 |-1314 218| 248 939 | 2161 626 | 4566 3,38
5 |-2654 330| 556 319 | 557 624 | 3567 814
p.stromaticum | 2 | -35.96 1%)’0 2144 264 |-2511 1%’8 3375 14,89
2

Co-cultura -14,04 7,81 | -1765 1529 3,97 6,42 | 37,81 5,93

1 - Arroz; 2 — Ext. de malte; 3 — Nutrient; 4 — PDB e 5 — YM. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

Com os resultados obtidos, verificou-se que nenhum extrato pode ser
considerado muito ativo, em ambas as concentracfes para as duas linhagens
testadas. No entanto, verificou-se que para as células de carcinoma de colon-retal
(HCT-116), os extratos de B. parva na concentracdo de 50 pg.mL? apresentaram
porcentagem de inibicAo mediana, diferente do observado para a linhagem de
adenocarcinoma de mama (MCF-7), indicando a producdo de substancias com
potencial citotdxico seletivo para as células de carcinoma de célon-retal.

Diferentemente do observado para os extratos de B. parva, o extrato de P.

stromaticum em meio de ext. de malte apresentou, na concentragdo de 50 pg.mL7?,



uma baixa atividade para ambas as linhagens testadas. J& para o extrato da co-cultura
dos endéfitos em meio de ext. de malte, na concentracdo de 50 pg.mL™:, verifica-se
gue o potencial de inibicdo para a linhagem HCT-116 € semelhante aos potenciais
das monoculturas para a mesma linhagem, no entanto, é possivel observar uma
grande diminuic&o do potencial citotoxico para a linhagem MCF-7 quando comparado
com o percentual de inibicAo da monocultura de P. stromaticum. Este resultado,
mostra a interferéncia no metabolismo de P. stromaticum na producéo de substancias

com potencial citotoxico para a linhagem MCF-7.
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7 DETERMINAGAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS

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

A determinacdo das substancias produzidas pelos endoéfitos B. parva e P.
stromaticum serdo apresentadas nao na sequéncia em que foram obtidas, ou do meio

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

7.1 Substancia 07

A substancia 07 (Fr. 01_10 do extrato de B. parva em meio de arroz; Figura
24) foi obtida como um sélido amorfo branco, e sua formula molecular, C16H200s, foi

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

Figura 24 — Representacao estrutural da substancia 07.

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

O espectro de RMN de *3C (Apéndice 16, p. 208) e o mapa de contorno HMBC
(Apéndice 19, p. 210) evidenciaram 16 atomos de carbono, sendo: dois carboxilicos
(6c 183,1 e 176,0); dois quaternario (6c 34,0 e 49,6); dois carbonos sp? (6c 120,7 e
138,4); trés carbonos carbindlicos (6c 67,5; 71,2 e 75,3); dois carbonos metinicos sp?
(6c 45,6 e 48,2); quatro carbonos metilénicos (6c 18,6; 24,1; 29,9 e 32,5), e um
carbono metilico (6c 18,4).

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 15, p. 208) apresentou um sinal intenso
em ox 0,85 (s, oc 18,4; 3H, H-20), caracteristico de metila. Observou-se também, um
sinal em 6w 6,10 (s, 6c 120,7; 1H, H-7), atribuido a um hidrogénio vinilico; e sinais em
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On 4,81 (d, 6c 71,2; J = 12,1 Hz; 1H, H-17’) e 61 4,88 (d, 6c 71,2; J = 12,1 Hz; 1H, H-
17”) atribuidos a dois hidrogénios carbindlicos diastereotdpicos. Adicionalmente,
foram observados sinais em on 2,55 (d, 6c 29,9; J = 8,7 Hz; 1H, H-11") e 2,72 (dd, oc
29,9; J = 13,1 e 4,7 Hz; 1H, H-11”), atribuidos a hidrogénios metilénicos a a carbonila,
e um sinal em 2,53 (sl, 6c 45,6; 1H, H-9), caracteristico de hidrogénio metinico de
juncéo de anel.

Estas Ultimas observacfes, juntamente com as correlacdes observadas no
mapa de contorno de HMBC (Apéndice 19, p. 210) entre os hidrogénios H-17 com os
carbonos C-9/C-12, e dos hidrogénios H-11 com o carbono C-8, nos permitiu propor

uma unidade & lactona (Figura 25).

Figura 25 — Estrutura parcial A da substancia 07.

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Adicionalmente, foram observados sinais em éx 5,19 (ddd, éc 75,3; J=5,4; 3,4
e 1,6Hz; 1H, H-6); &n 3,71 (d, 6c 67,5; J = 11,1 Hz; 1H, H-18') e &n 3,66 (d, ¢ 67,5; J
=11,1 Hz; 1H, H-18"), caracteristicos de hidrogénios carbindlicos; e o sinal em én 2,26
(d, oc 48,2; J = 5,4 Hz; 1H, H-5), foi atribuido ao segundo hidrogénio de juncéo de
anel. A visualizacdo dos multipletos em 1,64 e 1,74; 1,94 e 1,62; 1,63 e 1,33 ppm,
correlacionados pelo mapa de contorno COSY (Apéndice 17, p. 209) evidenciaram
uma unidade —CH2CH2CH>—. Os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos
respectivos carbonos pela analise do mapa de contorno do experimento de HSQC
(Apéndice 18, p. 209).

Também foram observadas, no mapa de contorno de COSY, as correlacbes
spin-spin entre os hidrogénios H-5-H-6«<H-7, e pelo mapa de contorno HMBC foram
observadas as correlacbes entre H-18-C-3/C-5/C-19 e H-20-C-1/C-5/C-9. A
observacdo destas correlacbes foram importantes nos permitindo visualizar a

estrutura parcial B (Figura 26, p. 100).
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Figura 26 — Estrutura parcial B da substancia 07.

== COSY
—» HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

As estruturas parciais A e B foram conectadas pelas correlagdes observadas
no mapa de contorno de HMBC entre H-17 com C-7 e de H-11 com C-10 (Figura 27).

Figura 27 — Conexao das estruturas parciais A e B da substancia 07 pelas correlagbes entre
H17-C-7 e H-11-C-10.

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

A configuracéo relativa de 07 foi determinada pelo experimento de NOESY 1D
(Apéndice 20, p. 210), onde foi possivel observar a correlagdo de H-5 com H-6/H-9/H-
18, indicando que estes hidrogénios se encontram na mesma face do anel. A auséncia
da correlacédo entre H-20 com os hidrogénios H-18, H-5 e H-6 sugere que HzC-20

apresenta outra orientacdo (Figura 28).

Figura 28 — Correlacdes observadas no espectro de NOESY 1D de 07.

~<—» NOESY
Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.
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O levantamento bibliogréfico, realizado na Web of Science e SciFinder, ndo

trouxe resultados, indicando tratar-se de uma substancia inédita, a qual foi identificada

como rel.

(4S, 5R, 6R, 9R, 10R)-18-hidroxi-13,14,15,16-tetranorlabd-7(8)-eno-

19,68:12,17-diolideo, e nomeada botryosphaerina J, um diterpeno das classes dos

tetranorlabdanos. Este nome foi atribuido seguindo o critério adotado para outras

substancias da mesma série, nomeadas como botryosphaerinas A-I.

Tabela 27 — Dados de RMN de H e 13C da substancia 07, em CDsOD e 14,1T.

— 53C  6H
Posicao Mult., J (Hz HMBC
€89 (ppm)  (ppm) (H2)

01 325 133 m C-2/C-5/C-10/C-20
163 m

02 186 164 m C-1/C-3/C-4/C-10
174 m

03 241 1,62 m C-1/C-2/C-4/C-5/C-18
1.94 m

04 496 e

05 482 2,26 d (5.4) C-4/C-9/C-10/C-18/C-19/C-20

06 753 519 ddd(54;34e16) -

07 1207 610 m C-9/C-17

08 1384 e e

09 456 2,53 sl C-12

10 340 e e

11 299 255 d(8.7)
272  dd(131e4,7) C-8/C-10/C-12

12 176.0 e e

17 712 481  dd(137e13)
e i 1a C-7/C-8/C-9/C-12

18 675 366 d (11.1)
5o a1 C-3/C-5/C-19

19 1831

20 184 085 s C-1/C5/C-9/C-10

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
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7.2 Substancia 14

A substancia 14 (Fr. 02_8 do extrato de B. parva em meio de arroz, Fr. 03_5
do extrato de B. parva em meio de ext. de malte; Figura 29) foi obtida como um 6leo
amarelado, e sua foérmula molecular, CisH2004, foi determinada com base nos
experimentos de RMN 1D e 2D e pela comparacdo com dados apresentados na

literatura (120,

Figura 29 — Representacao estrutural da substancia 14.

Fonte: ilustragcdo elaborada pela autora, 2020.

O espectro de RMN de H (Apéndice 21, p. 211) apresentou um perfil
espectroscopico similar a substancia 07, tratando-se de outro derivado
tetranorlabdéanico, em que a diferenca estrutural entre 07 e 14 se encontra na auséncia
dos hidrogénios metilénicos carbindlicos em C-18 em 07 e na presenca de uma
segunda metila em 14.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 24, p. 212). Com essas informacdes,
associadas as correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 30, p. 103; Apéndice 23 e Apéndice 25, p. 212 e 213) nos permitiu visualizar
a estrutura de 14. Assim como para 07, a configuracéo relativa de 14 foi determinada
pelo experimento de NOESY 1D (Apéndice 26, p. 213), onde foi possivel observar a
correlacao de H-5 com H-6/H-9/H-18, indicando que estes hidrogénios se encontram
na mesma face do anel. A auséncia da correlacédo entre H-20 com os hidrogénios H-

18, H-5 e H-6 sugere que H3C-20 apresenta outra orientagéo (Figura 30, p. 103).
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Figura 30 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC, e do espectro

de NOESY 1D de 14.

= COSY
—» HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

-=—> NOESY

A comparacdo com os dados da literatura 2% (Tabela 28) permitiram
identificar a substancia 14 como rel. (4S, 5R, 6R, 9R, 10R)-13,14,15,16-tetranorlabd-

7(8)-eno-19,68:12,17-diolideo, também obtida dos endéfitos Aspergillus terreus 121 e

Botryosphaeria sp. 1?2, e estudos biol6égicos mostraram que esta possui atividade

citotéxica contra células MCF-7 (adenocarcinoma de mama) (122),

Tabela 28 — Comparacédo dos dados espectrométricos obtidos com os dados descritos na
literatura 2%, da substancia 13,14,15,16-tetranorlabd-7-eno-19,63:12,17-diolideo (14).

Experimental*

Literatura**

Posicdo | 813C S H d13C é'H
(opm)  (ppm) Mult., J (Hz) (ppm) (ppm) Mult., J (Hz)
01 33,0 1,35 m 32,3 1,05-1,22 m
1,60 m
02 18,6 1,62 m 17,6 1,45-1,49 m
1,74 m 1,44-1,57 m
03 29,0 1,51 m 27,8 1,81-1,88 m
2,07 m 2,18-2,22 m
04 43,9 425
05 51,7 2,01 d (5,2) 51,2 1,82 dd (5,1)
06 74,5 5,08 ddd (5,2;3,6 e 1,8) 72,2 4,93 m
07 120,5 6,11 m 119,2 6,03 m
08 140,3  ---- 138,4
09 457 2,48 m 449 2,61 m
10 34,7 33,6
11 299 2,52 m 29,2 2,43 m
2,70 dd (14,7 e 6,3) 2,31 m
12 1759 - 172,4
17 71,2 4,80 m 69,9 4,72 dd (14,2e 1,2)
4,87 m 4,80 d (14,2)
18 24,3 1,33 S 24,2 1,32 S
19 184,3  ---- 181,3
20 18,0 0,81 S 17,5 0,85 S

*em CD3OD, 150 e 600 MHz. *em CDCls, 75 e 300 MHz. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
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7.3 Substancia 29

A substancia 29 (Fr. 02_7 do extrato de B. parva em meio de ext. de malte;
Figura 31) foi obtida como um sdélido cristalino incolor, e sua férmula molecular,
C16H200s, foi determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela

comparagdo com dados apresentados na literatura 122

Figura 31 — Representacao estrutural da substancia 29.

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 27, p. 214) apresentou um perfil
espectroscopico similar a substancia 14, tratando-se de outro derivado
tetranorlabdéanico, em que a diferenca estrutural entre 14 e 29 se encontra na auséncia
do um hidrogénio metinico de juncdo de anel em C-9 em 14 e na presenca de um
carbono quaternario carbindlico em 29.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 30, p. 215). Com essas informacdes,
associadas as correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 32, p. 105; Apéndice 29 e Apéndice 31, p. 215 e 216) nos permitiu visualizar
a estrutura de 29. Assim como para as substancias anteriores, a configuracao relativa
de 29 foi determinada pelo experimento de NOESY 1D (Apéndice 32, p. 216), onde
foi possivel observar a correlacdo de H-5 com H-6/H-18, indicando que estes
hidrogénios se encontram na mesma face do anel. A auséncia da correlacdo entre H-
20 com estes hidrogénios sugere que HsC-20 apresenta outra orientacdo, e a
correlagdo de HsC-20 com H-11" indica que a hidroxila em C-9 se encontra na mesma
face do anel que H3C-18/H-5/H-6 (Figura 32, p. 105).
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Figura 32 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC, e do espectro
de NOESY 1D de 29.

20/ SN

H1Cy '
RN LO m— COSY J
19 -« NOESY

0 — HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

A comparacdo com os dados da literatura 1?2 (Tabela 29) permitiram
identificar a substancia 29 como rel. (4S, 5R, 6R, 9S, 10S)-13,14,15,16-tetranorlabd-
7(8)-en0-19,6(6:12,17-diolideo, nomeada botryosphaerina A, obtida também do

endofito Botryosphaeria sp. (122),

Tabela 29 — Comparacédo dos dados espectrométricos obtidos com os dados descritos na
literatura *?? da substancia botryosphaerina A (29).

Experimental* Literatura**
Posicdo | &BC  &1H 513C 5 H Mult., J
(ppm) (pm) MUt IHD) | oom)  ppm)  (H)
01 271 1,29 m 265  1,21-1,25 m
1,85 m 2,09-2,11 m
02 18,9 1,60 m 18,2  1,50-1,53 m
1,75 m 1,60-1,64 m
03 200 1,50 m 283  1,44-1,49 m
2,06 m 2,18-2,22 m
04 44,0 42,8
05 446 2,54 d (5,1) 43,8 2,90 d (5,1)
06 740 5,04 m 725  5,01-5,02 m
07 121,0 6,09 m 119,3 6,05 sl
08 140,8 - 140,9
09 73,4 72,6
10 39,0 38,2
11 382 2,62 d (15,2) 38,0 3,01 sl
2,85 d (15,2)
12 1745 - 171,8
17 70,1 4,99 dd(14,7e1,1) 69,2 5,04 s
4,94 d (14,7)
18 246 1,35 s 24,3 1,28 s
19 184,8 - 182,2
20 226 0,89 s 221 1,03 s

*em CD3OD, 150 e 600 MHz. **em CsDsN, 100 e 400 MHz. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
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7.4 Substancia 33

A substancia 33 (Fr. 03_6 do extrato de B. parva em meio de ext. de malte;
Figura 33) foi obtida como um sdélido cristalino incolor, e sua férmula molecular,
C16H1804, foi determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela

comparagdo com dados apresentados na literatura 123,

Figura 33 — Representacao estrutural da substancia 33.

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

O espectro de RMN de H (Apéndice 33, p. 217) apresentou um perfil
espectroscopico similar a substancia 29, tratando-se de outro derivado
tetranorlabdéanico, em que a diferenca estrutural entre 29 e 33 se encontra na auséncia
do carbono quaternario carbinélico em C-9 em 29 e na presenca de dois carbonos sp?
em 33. Estas observacdes, associadas a blindagem sofrida no carbono da carbonila
em C-12, que passou de oc 174,5 para 166,4, evidencia a perda de agua, sugerindo
gue a carbonila em C-12 passou a ser conjugada com uma insaturagao.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 36, p. 218). Com essas informacdes,
associadas as correlagbes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 34, p. 107; Apéndice 35 e Apéndice 37, p. 218 e 219) nos permitiu visualizar
a estrutura de 33. Assim como para as substancias anteriores, a configuracéo relativa
de 33 foi determinada pelo experimento de NOESY 1D (Apéndice 38, p. 219), onde
foi possivel observar a correlacdo de H-5 com H-6/H-18, indicando que estes
hidrogénios se encontram na mesma face do anel. A auséncia da correlagao entre H-
20 com estes hidrogénios sugere que H3C-20 apresenta orientacao trans a H-6/H-18
e H-5 (Figura 34, p. 107).
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Figura 34 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC, e do espectro
de NOESY 1D de 33.

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

A comparagdo com os dados da literatura (2% (Tabela 30) permitiram
identificar a substancia 33 como rel. (4S, 5R, 6R, 10S)-13,14,15,16-tetranorlabd-
7(8),9(11)-dieno-19,66:12,17-diolideo,
variedades de fungos, tais como: Sclerotinia homoeocarpa 2?4, Penicilium sp. e

nomeada CJ-14445, distribuida em uma

Botryosphaeria sp. *?2 | Estudos biolégicos mostraram que esta possui atividade

antileveduriforme 129, antifingica 122, citotdxica e fitotoxica (124,

Tabela 30 — Comparacédo dos dados espectrométricos obtidos com os dados descritos na
literatura *?®, da substancia CJ-14445 (33).

Experimental*

Literatura**

Posicdo | &63C  &'H 513C SH  Mult,Jd
(pm) _(pm) MUtIMHD ) ppm)  (HZ)
01 30,5 1,70 m 29,6 1,67 m
1,77 m 1,74 m
02 18,4 1,73 m 17,3 1,70 m
1,84 m 1,87 m
03 28,9 1,55 m 27,7 1,56 m
2,20 m 2,27 m
04 44 3 -— -— 42.8 -— -—
05 48,7 2,10 d (4,7) 47,9 1,94 d (5,0)
06 73,3 5,18 td (4,7 e 1,5) 71,3 5,04 m
o7 123,4 6,32 m 121,8 6,22 m
08 133,6 -— -— 132,3 -— -—
09 161,2 -_— -— 158,7 -—— -——
10 36,2 -— -— 35,0 -— -—
11 112,2 5,78 d (1,7) 111,8 5,78 d (2,0)
12 166,4 -— -— 163,6 -— -—
17 709 4,97 d (13,6) 69,6 489  d(14,0)
504  dt(13,6 e 1,9) 4,99 m
18 24,3 1,33 S 24,1 1,35 S
19 183,7 -— -— 180,9 -— -—
20 25,2 1,17 S 24,7 1,19 S

*em CDsOD, 150 e 600 MHz.** em CDCls, 125 e 500 MHz. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
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7.5 Substancia 09

A substancia 09 (Fr. 01_11 do extrato de B. parva em meio de arroz, e Fr.
02_5 do extrato de B. parva em meio de ext. de malte; Figura 35) foi obtida como um
Oleo amarelado, e sua formula molecular, Cis6H200s, foi determinada com base nos
experimentos de RMN 1D e 2D.

Figura 35 — Representacao estrutural da substancia 09.

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

O espectro de RMN de H (Apéndice 39, p. 220) apresentou um perfil
espectroscopico similar a substancia 33, tratando-se de outro derivado
tetranorlabdanico, em que as diferencas estruturais entre 09 e 33 se encontram na
auséncia de dois carbonos sp? em C-7/C-8 em 33 e na presenca de dois carbonos
carbinélicos sp® em C-7/C-8 em 09.

Todos os &tomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 42, p. 221). Com essas informacdes,
associadas as correlagcdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 36, p. 109; Apéndice 41 e Apéndice 43, p. 221 e 222) nos permitiu visualizar
a estrutura de 09. A configuracao relativa de 09 foi determinada pelo experimento de
NOESY 1D (Apéndice 44, p. 222), onde foi possivel observar a correlagdo de H-5 com
H-6/H-18, indicando que estes hidrogénios se encontram na mesma face do anel.

A auséncia da correlacdo entre H-20 com estes hidrogénios sugere que HsC-
20 apresenta outra orientacao (Figura 36, p. 109). Também foi observado a correlacao
de H3C-20 com H-7, indicando que a hidroxila em C-7 se encontra na mesma face do
anel que H3C-18/H-5/H-6.



Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Figura 36 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC, e do espectro
de NOESY 1D de 09.
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— HMBC
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O levantamento bibliografico, realizado na Web of Science e SciFinder, ndo

trouxe resultados, indicando tratar-se de uma substancia inédita, a qual foi identificada
como rel. (4S, 5R, 6S, 7R, 8, 10S)-7,8-dihidroxi-13,14,15,16-tetranorlabd-9(11)-eno-

19,6(6:12,17-diolideo, e nomeada botryosphaerina K, este nome foi atribuido seguindo

o critério adotado para outras substancias da mesma série, nomeadas como

botryosphaerinas A-I.

Tabela 30 — Dados de RMN de 'H e 3C da substancia 09, em CDsOD e 14,1T.

Posicdo &'3C (ppm) &*H (ppm)  Mult., J (H2) HMBC

01 34,3 1,93 m C-2/C-5/C-10/C-20
1,58 m

02 18,1 1,78 m C-1/C-3/C-4/C-10
1,67 m

03 28,1 2,12 m C-1/C-2/C-4/C-5/C-18
1,50 m

04 424 e

05 47,6 2,53 d (5,5) C-4/C-10/C-18/C-19/C-20

06 84,3 4,82 t (5,5) C-7/C-10

07 71,9 4,21 d (5,5) C-6/C-17

08 68,3 e e

09 166,4 e e

10 359 e e

11 1153 5,87 s C-8/C-9/C-10/C-12/C-20

12 168,2 e e

17 76,0 4,58 d (12,1)
pipos d (12 C-8/C-9/C-12

18 24,6 1,34 s C-3/C-4/C-5/C-19

19 183,9 e e

20 27,6 1,16 s C-1/C5//C-9/C-10

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
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7.6 Substancia 12

A substancia 12 (Fr. 02_5 do extrato de B. parva em meio arroz; Figura 37) foi
identificada em mistura, e sua féormula molecular C16H200s foi determinada com base
nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela comparacdo com dados apresentados na
literatura 29,

Figura 37 — Representacgéo estrutural da substancia 12.

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

O espectro de RMN de H (Apéndice 45, p. 223) apresentou um perfil
espectroscopico similar a substancia 09, tratando-se de outro derivado
tetranorlabdéanico, em que as diferencas estruturais entre 09 e 12 se encontram na
auséncia de um carbono carbindlico em C-8 em 09 e na presenca de um carbono
metinico sp® em C-8 em 12.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 48, p. 224). Com essas informacdes,
associadas as correlagbes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 38; Apéndice 47 e Apéndice 49, p. 224 e 225) nos permitiu visualizar a
estrutura de 12.

Figura 38 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC, e do espectro
de NOESY 1D de 12.

== COSY
0 —» HMBC

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Assim como para as substancias anteriores, a configuracao relativa de 12 foi
determinada pelo experimento de NOESY 1D (Apéndice 50, p. 225), onde foi possivel
observar a correlagdo de H-5 com H-6/H-8/H-18, indicando que estes hidrogénios se
encontram na mesma face do anel. A auséncia da correlagéo entre H-20 com estes
hidrogénios sugere que HsC-20 apresenta outra orientagdo (Figura 38, p. 110).
Também foi observado a correlagcdo de HzC-20 com H-7, indicando que a hidroxila em
C-7 se encontra na mesma face do anel que H3C-18/H-5/H-6/H-8.

A comparacdo com os dados da literatura 29 (Tabela 31) permitiram
identificar a substancia 12 como rel. (4S, 5R, 6S, 7S, 8S, 10S)-7-hidroxi-13,14,15,16-
tetranorlabd-9(11)-eno-19,68:12,17-diolideo, nomeada botryosphaerina F, obtida
também de Aspergillus terreus, e estudos biol6gicos mostraram que esta substancia
possui atividade citotéxica contra células MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e HL-60

(leucemia promieldtica humana) (21,

Tabela 31 — Comparacédo dos dados espectrométricos obtidos com os dados descritos na
literatura *2V, da substancia botryosphaerina F (12).

Experimental* Literatura**
.| 88Cc &H 553C &
Posicao | omy  (pm)  Mult,J (Hz) | (opm) (pp))m Mult., J (Hz)
01 342 152 m 342 153 m
1,89 m 1,90 m
02 18,5 1,63 m 18,4 1,67 m
1,72 m 1,73 m
03 200 1,47 m 289 1,50 m
2,12 m 2,15 m
04 433 - 433
05 483 225 d (5,4) 480 2,27 d (5,4)
06 854 4,78 t (5,4) 853 4,79 dd (54 e 5,4)
07 69,8 4,18 dd(118e54)| 693 418 dd(l1l,4e5,4)
08 387 2091 m 386 2,03 m
09 1673 - 167,2 -
10 372 - 37,1
11 1131 582 d (2,7) 1131 5,83 d (2,7)
12 1712 - 1711 -
17 71,2 415 dd(129e108)| 71,2 415  dd(128e
4,65 dd (10,8 e 5,4) 4,65 10,8)
dd (10,8 e 5,4)
18 250 1,32 s 249 1,33 s
19 1839 - 183,7 -
20 26,6 1,10 s 26,6 1,12 s

* em CDsOD, 150 e 600 MHz.** em CDClI3, 100 e 400 MHz. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
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7.7 Substancia 31

A substancia 31 (Fr. 02_11 do extrato de B. parva em meio ext. de malte;
Figura 39) foi identificada em mistura, e sua formula molecular CisH220s foi
determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela comparagdo com

dados apresentados na literatura (26):

Figura 39 — Representacao estrutural da substancia 31.

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 51, p. 226) apresentou um perfil
espectroscopico similar a substancia 12, tratando-se de outro derivado
tetranorlabdanico, em que a principal diferenca observada entre 12 e 31 se encontra
na auséncia de dois carbonos metinicos carbindlicos em 12, e na presenca de dois
carbonos metinicos sp? em 31.

Esta observacgao, evidencia a abertura da y lactona em C-6 e a isomerizacao
da ligacdo dupla de A% para A®’. A isomerizacéo da ligacéo dupla é verificada pela
presenca em 31 de hidrogénios metilénicos a a carbonila em C-11.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 54, p. 227). Com essas informacdes,
associadas as correlagcdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 40, p. 113; Apéndice 53 e Apéndice 55, p. 227 e 228) nos permitiu visualizar
a estrutura de 31. A configuracao relativa de 31 foi determinada pelo experimento de
NOESY 1D (Apéndice 56, p. 228), em que foi possivel observar a interacdo/correlacao
entre H-5/H-9/H-18, colocando-os no mesmo plano do anel. A auséncia da correlacéo
entre H-20 com estes hidrogénios sugere que H3C-20 apresenta outra orientacéo
(Figura 40, p. 113).
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Figura 40 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC, e do espectro

de NOESY 1D de 31.

= COSY
—» HMBC

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

A comparagdo dos dados com os dados apresentados na literatura (126
(Tabela 32) nos permitiu identificar 31 como rel. acido (4S, 5R, 8, 9R, 10S)-8-hidroxi-

13,14,15,16-tetranorlabd-6(7)-eno-12,17-olideo-19-0ico,

nomeada oidiolactona E,

obtida também dos endofitos Oidioedron truncata 2% e Sclerotinia homoeocarpa (124,

e estudos bioldgicos mostraram que esta possui atividade citotdxica e fitotoxica (124

Tabela 32 — Comparacdo dos dados espectrométricos obtidos com os dados descritos na
literatura *29), da substancia oidiolactona E (31).

Experimental*

Literatura**

Posicdo | &13C éH d13C éH
(opm)  (ppm) Mult., J (Hz) (ppm) (ppm) Mult., J (Hz)
01 38,6 1,75 m 37,7 1,05-1,22 m
1,10 m
02 20,0 1,52 m 19,2 1,45-1,49 m
1,85 m 1,44-1,57 m
03 38,3 1,73 m 37,5 1,81-1,88 m
2,23 m 2,18-2,22 m
04 44,0 42,9
05 52,7 1,96 dd (1,7 e 3,0) 51,7 2,04 dd (1,7 e 3,0)
06 136,0 6,66 dd (10,4 e 3,0) | 134,4 6,65 dd (3,0 e 10,4)
07 122,7 5,71 dd (10,4e 1,7) | 122,7 5,73 dd (1,7 e 10,4)
08 86,4 84,2
09 50,8 2,25 d (9,5) 49,7 2,29 d(9,1)
10 37,3 36,5
11 32,8 2,41 d (18,2) 31,7 2,35 d (17,8)
2,96 dd (18,2 € 9,5) 2,95 dd (9,1 e 17,8)
12 179,9 176,4
17 69,5 3,40 d(11,8) 69,0 3,46 d(11,4)
3,60 d (11,8) 3,66 d (11,4)
18 28,6 1,29 S 28,0 1,30 S
19 180,5 177,9
20 12,7 0,73 S 12,1 0,76 S

*em CDsOD, 150 e 600 MHz. **em CDCls. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
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7.8 Substancia 30

A substancia 30 (Fr. 02_10 do extrato de B. parva em meio de ext. de malte;
Figura 41) foi obtida como um éleo amarelado, e sua formula molecular C16H240s foi
determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela comparagdo com

dados apresentados na literatura 22,

Figura 41 — Representacao estrutural da substancia 30.

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

O espectro de RMN de H (Apéndice 57, p. 229) apresentou um perfil
espectroscopico similar a substancia 31, tratando-se de outro derivado
tetranorlabdéanico, em que a principal diferenca observada entre 30 e 31 se encontra
na auséncia dos carbonos metinicos sp? em 31, e na presenca de um carbono
metilénico sp?, em 30. Esta observacgéo, evidencia a abertura da & lactona em C-17 e
a isomerizacédo da ligacdo dupla de A%’ para A%!’. Adicionalmente, verificou-se a
presenca de hidrogénios metilénicos sp® em C-6 e a presenca de hidrogénio metinico
carbindlico em C-7 em 30, confirmando a isomerizacédo da dupla ligacdo, juntamente
com a abertura da & lactona em C-17.

Todos os &tomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 59, 230). Com essas informacdes,
associadas as correlagcdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 42, p. 115; Apéndice 58 e Apéndice 60, p. 229 e 230) nos permitiu visualizar
a estrutura de 30. A configuracao relativa de 30 foi determinada pelo experimento de
NOESY 1D (Apéndice 61, p. 231), em que foi possivel observar a correlacao entre H-
5/H-9/H-7/H-18, colocando-os no mesmo plano do anel. A auséncia da correlagdo
entre H-20 com estes hidrogénios sugere que H3C-20 apresenta outra orientacdo
(Figura 42, p. 115).
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Figura 42 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC, e do espectro

—» HMBC

Fonte: ilustracédo elaborada pela autora, 2020.

e

A comparagdo dos dados com os dados apresentados na literatura (122

~—>NOESY

(Tabela 33) nos permitiu identificar a 30 como rel. acido (4S, 5R, 7S, 9R, 10R)-7-

hidroxi-13,14,15,16-tetranorlabd-8(17)-eno-12,19-dibico,

nomeada LL-Z1271(,

distribuida em diversos fungos, tais como: Botryosphaeria sp. 1?2, Sclerotinia

homoeocarpa 124, Aspergillus wentii e Aspergillus terreus 21, Estudos bioldgicos

mostraram que esta possui atividade citotéxica contra células HL-60 (leucemia

promielética humana) (*21),

literatura 22, da substancia LL-Z12718 (30).

Tabela 33 — Comparacgdo dos dados espectrométricos obtidos com os dados descritos na

Experimental*

Literatura**

Posicdo | &6'3C S H é13C 6 H
(opm)  (ppm) Mult., J (Hz) (ppm) (opm) Mult., J (Hz)
01 39,8 1,71 d (13,2) 40,1 1,71 t(12,6)
1,19 dt (13,2 € 3,9) 1,18 d (12,5)
02 20,7 1,90 m 21,0 1,47-1,52 m
1,53 m 1,86-1,91 m
03 38,9 2,15 d (13,5) 39,1 2,16 d (13,0)
1,10 dt (13,5 € 4,0) 1,09 t (13,2)
04 445 - e 448 - -
05 54,3 1,50 dd (13,0 e 2,7) 54,5 1,47-1,50 m
06 35,8 2,28 ddd (12,8; 5,1 e 2,8) 36,0 2,27 d (12,4)
1,88 m 1,86-1,89 m
07 74,0 3,93 dd (11,7 e 5,0) 74,3 3,94 dd (11,5e 4,9)
08 152,2 - e 1523 - e
09 51,4 2,25 dd (10,9 e 3,6) 51,5 2,23 d (10,4)
10 40,3 - e 40,1 - e
11 31,4 2,54 dd (15,9 e 3,6) 31,5 2,55 d (15,5)
2,41 dd (15,9 e 10,9) 2,40-2,44 m
12 1776 - e 1774 e
17 103,4 5,15 S 103,6 5,14 S
4,72 S 4,70 S
18 29,1 1,25 S 29,3 1,23 S
19 180,7 - e 1808 - - e
20 13,0 0,64 S 13,3 0,63 S

*em CD30D, 150 e 600 MHz. **em CDz0OD, 100 e 400MHz.

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.



116

7.9Comparacdo dos espectros de RMN de H dos diterpenos tetranorlabdanos

Como foi mostrado nos itens anteriores, as elucidagcOes estruturais das
substancias pertencentes a classe dos diterpenos tetranorlabdanos, foram realizadas
com base nos experimentos de RMN uni- e bidimensionais, e portanto, este item
compreende uma comparagédo dos dados de RMN H das substancias 07, 09, 12, 14,
29, 30, 31 e 33 (Figura 43; Esquema 01, p. 119 e 120) para melhor compreenséo de

suas diferencas estruturais.

Figura 43 — Diterpenos tetranorlabdanos obtidos de B. parva, em meio de arroz e ext. de malte.

0

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Diante desta comparacédo, a diferenca estrutural de 07 e 14 trata-se da
presenca/auséncia de uma hidroxila em C-18, visto que em 07 os hidrogénios
metilénicos diastereotopicos (H-18) se apresentaram com dois dubletos com
deslocamento em &1 3,70 e 3,65, ambos com acoplamento geminal de 11,1 Hz e em
14 os H-18 se apresentaram com um singleto em on 1,34, integrando para trés
hidrogénios, indicando a reducao de C-18 de 07 para 14.

A diferenca de 14 e 29 também trata-se da auséncia/presenca de uma
hidroxila na estrutura, porém em diferente localidade da apresentada em 07, em que
para 29 nao existe sinal de hidrogénio em C-9, tratando-se de um carbono quaternério
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oxigenado, e em 14 observa-se o sinal do hidrogénio metinico de juncdo de anel (H-
9) em Ox 2,52, indicando a oxidagéo de C-9 de 14 para 29.

A diferenca de 29 e 33 foi verificada pela presenca de um dubleto em 61 5,77
(H-11), com acoplamento de 1,7 HZ em 33, ao invés dos dubletos referentes aos
hidrogénios metilénicos diastereotépicos em 29 (én 2,83 e 2,63; H-11), indicando que
a carbonila em C-12 passou a ser conjugada com uma insaturacédo, formando um
sistema a:f:y:0 insaturado em 33.

Diferentemente do sistema insaturado observado em 33, a auséncia de uma
dupla ligacdo em 09, é verificada por um dubleto em &x 4,21 (H-7), com acoplamento
de 5,5 HZ, indicando que o hidrogénio vinilico H-7 em 33 passou a hidrogénio metinico
carbindlico em 09. Essa diferenca é corroborada pela diferenca na multiplicidade dos
hidrogénios metilénicos carbindlicos H-17, que em 33, devido a insaturacdo entre C-7
e C-8, se apresentavam como um dubleto em on 4,96 (13,6 Hz) e um duplo tripleto
em On 5,04 (13,6 e 1,9 Hz), indicando um acoplamento geminal e acoplamento a 4J
com H-7, e em 09 os hidrogénios H-17 se apresentam apenas como dois dubletos,
em Ox 4,58 e 4,35, ambos com acoplamento geminal (12,0 Hz).

A comparacao de 09 e 12, indica a presenca de um segundo hidrogénio
metinico de juncdo de anel (H-8) em 12, em que é observado no espectro de RMN de
'H um multipleto em on 2,91. Essa diferenca também é verificada pela mudanca na
multiplicidade dos hidrogénios metilénicos carbindlicos H-17, que em Q9, se
apresentam como dois dubletos, em 6x 4,58 e 4,35, ambos com acoplamento geminal
(12,0 Hz), e em 12 se apresentam como dois duplos dubletos em on 4,65 e 4,15,
ambos com acoplamento geminal (10,9 Hz) e acoplamento a 3J com H-8 de 5,4 e
12,9Hz, respectivamente.

Quando comparamos 12 e 31, é possivel observar a abertura da y lactona,
verificada pela presenca de uma dupla ligacdo entre os carbonos C-6 e C-7 em 31,
indicada pelos duplos dubletos em 61 6,67 (10,4 e 3,0 Hz) e 5,71 (10,4 e 1,7 Hz). A
presenca, em 31, de um duplo dubleto em 6x 2,96 (18,2 € 9,5 Hz) e um dubleto em n
2,40 (18,2 Hz) (H-11’ e 11”), corroboram com a isomerizacdo da dupla ligacdo de C-9
e C-11, observada em 12, para C-6 e C-7 em 31. Os dubletos observados para os
hidrogénios metilénicos H-17 em én 3,60 e 3,40, ambos com acoplamento geminal
(11,8 Hz), em 31, mostram auséncia do hidrogénio metinico de juncéo de anel H-8
observado em 12, que se apresentavam como dois duplos dubletos em éx 4,65 (10,9
e 5,4 Hz) e 4,15 (10,9 e 12,9 Hz).
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A diferenca de 30 e 31, se encontra na abertura da & lactona, verificada pelos
singletos observados para os hidrogénios vinilicos H-17 em 61 5,15 e 4,71 em 30, ao
invés dos dubletos em 61 3,60 e 3,40, de acoplamento geminal (11,8 Hz), observado
em 31. Em 30, a auséncia da dupla ligacdo, localizada nos carbonos C-6 e C-7, &
verificada pelos sinais em 6y 1,88 (m) e 2,28 (ddd, J = 12,8; 5,1 e 2,8 Hz), indicando
gue H-6, antes vinilico em 31, passou a hidrogénios metilénicos diastereotopicos em
30, e o sinal em 6n 3,93 (dd, J = 11,7 e 5,0 Hz), indica que H-7, que também era

vinilico em 31, passou a ser um hidrogénio metinico carbinélico em 30.
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7.10 Substéancia 20

As substancias 20a (Fr. 4-4, 6leo amarelado) e 20b (Fr. 4-5, identificada em
mistura), ambas do extrato de B. parva em meio arroz (Figura 44), tiveram suas
formulas moleculares, Ci1sH3004, determinadas com base nos experimentos de RMN
1D e 2D.

Figura 44 — Representagéo estrutural da substancia 20.

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Os espectros de RMN de *H e 13C (Apéndice 62 - Apéndice 65, p. 231 - 233),
apresentaram deslocamentos quimicos caracteristicos de diterpenos dinorlabdanicos,
em que o espectro de RMN de *H mostrou a presenca de trés metilas, dois hidrogénios
metinicos carbindlicos, um hidrogénio metinico de jungcdo de anel, um hidrogénio
metinico, dois hidrogénios sob dupla ligacéo e doze hidrogénios metilénicos.

O espectro de RMN de *3C mostrou um total de 18 carbonos, correspondentes
a uma carbonila, a uma ligacdo C=C, a dois carbonos quaternarios, a dois carbonos
carbindlicos, a dois carbonos metinicos, a seis CHz e a trés CHs.

A comparacao dos dados espectroscopicos (Tabela 34, p. 122) mostrou que
estas substancias ndo apresentavam diferencas estruturais, mas sim diferencas de
deslocamento quimico dos hidrogénios H-11’, H-11” e H-17" em 20a e 20b, em que foi
possivel verificar o efeito de blindagem de H-11’e H-17" em 20a e desblindagem em
de H-11" em 20b.
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Tabela 34 — Dados de RMN de *H (600 MHz) e de *3C (150 MHz) das substancias 20a e 20b (CDsOD).

Substancia 20a

Substancias 20b

N°| &13C ®&'H Multiplicidade, 5B & Multiplicidade,
(epm) (ppm) J (Hz) (epm) (ppm) J (Hz)
01| 491 0,99 m 49.1 1.00 m
2,15 m 2.16 m
02| 656 4,11 tt (11,5 e4,3) 65.6  4.11 tt (11,5 e 4,3)
03 | 47.7 1,00 m 47.7 1.00 m
2,38 m 2.38 m
04| 461 - - 46.1  ----- e
05| 56.8 1,33 dd (12,6 e 2,9) 56.8 1.33 dd (12,6 e 2,9)
06| 271 1,81 dd (13,0 e 3,9) 271 181 dd (13,0 e 3,9)
2,01 m 2.01 m
07 | 39.6 1,93 td (12,7 e 4,3) 39.7 1.94 m
2,41 m 2.42 m
08 | 1490  ----- - 149.2  -—-—-
09| 575 1,67 d (10,6) 577 1.67 m
10| 425  -—-— - 425 - -
11| 21.2 1,50 m 21.4 1.35 m
1,58 m 1.71 m
12 | 39.3 1,20 m 39.4 1.24 m
1,61 m 1.58 m
13| 68.9 3,69 m 69.2 3.69 dt (12,8 € 6,2)
16 | 23.7 1,14 d (6,2) 234 1.15 d (6,2)
17 | 107.8 4,61 S 107.6 4.55 S
4,88 £ 4.88 £
18 | 29.5 1,26 S 29.5 1.26 S
19| 180.7 - - 180.7 -—-
20| 141 0,64 S 14.1 0.64 S

£ - sinal de hidrogénio sobreposto com sinal da 4gua. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos

com base no experimento de HSQC (Apéndice 67, p. 234). Com essas informacdes,

associadas as correlacbes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC

(Figura 45, p. 123; Apéndice 66 e Apéndice 68, p. 233 e 234) nos permitiu visualizar

a estrutura de 20. A configuracéo relativa de 20 foi deduzida pelo experimento de

NOESY (Apéndice 69, p. 235), onde observou-se os sinais cruzados dos hidrogénios

H-5/H-9 e H-5/H-18, em que foi possivel os colocar no mesmo plano do anel. As

interacées entre H-20/Hp-1/H-2/Hg-3 sugerem que a HszC-20 apresenta outra

orientacao (Figura 45, p. 123).
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Figura 45 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC, e no espectro
de NOESY de 20.

m— COSY J

—» HMBC

- NOESY

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

O levantamento bibliogréfico, realizado na Web of Science e SciFinder, ndo
trouxe resultados, indicando tratar-se de substancias inéditas, dessa forma, a
substancia 20 foi identificada como sendo, rel. (2R, 4S, 5R, 9S, 10R, 13)-acido-2,13-
dihidroxi-14,15-dinorlabd-8-en-19-0ico, nomeada botryosphaerina L.

7.11 Substéancia 22

A substancia 22 (Fr. 05 do cultivo de B. parva em arroz; Figura 46) foi obtida
como um Oleo amarelado, e sua formula molecular, C2sHzgO4, foi determinada com
base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela comparagédo com dados apresentados
na literatura 27,

Figura 46 — Representacao estrutural da substancia 22.

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.
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O espectro de RMN de 'H (Apéndice 70, p. 235) apresentou sinais
caracteristicos de um sesterterpeno, derivado de cinco unidades isoprénicas. Foram
observados quatro sinais de hidrogénios metilicos én 0,96 (s, 3H; H-23); én 1,27 (d, J
= 7,1 Hz; 3H; H-25); dn 1,56 (s, 3H; H-22) e o1 1,65 (s, 6H; H-20 e H-21); trés
hidrogénios vinilicos én 5,18 (m, 1H; H-6), én 5,32 (dd, J = 10,7 e 4,9 Hz; 1H; H-2) e
OH 5,40 (m, 1H; H-12), e sinais de hidrogénios metilénicos entre én 1,50 e &1 2,50.
Adicionalmente, foram observados sinais de hidrogénios metinicos em éx 2,75 (dd, J
=11,3e 2,3 Hz; 1H; H-14) e &1 2,61 (sext, J = 6,9 Hz; 1H; H-19).

O espectro de RMN de 13C (Apéndice 71, p. 236) apresentou 25 carbonos, e
foi possivel observar um sinal em &c 210,3, caracteristico de cetona. Distinguiu-se
também oito carbonos sp? (de dc 123,3 a 152,3), dois carbonos carbinélicos (oc 77,1
e 65,8), os demais sinais foram atribuidos a carbonos metinico sp3, metilénicos e
metilicos. Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 73, p. 237). Com essas informacdes,
associadas as correlagcdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 47; Apéndice 72 e Apéndice 74, p. 236 e 237) foi possivel visualizar a estrutura
de 22.

Figura 47 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC de 22.

—» HMBC 25

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Dessa forma, a comparac&o com os dados presentes na literatura 127 (Tabela
35, p. 125) permitiram identificar a substancia como sendo a terpestacina, distribuida
em diversos fungos endofiticos, tais como: Simplicillium sp., Alternaria alternata,
Fusarium proliferatum e Phomopsis sp.. Estudos biolégicos mostraram que esta,

possui atividade atividade alelopatica *2”) e antibacteriana (129),
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Tabela 35 — Comparacédo dos dados espectrométricos obtidos com os dados descritos na
literatura 2, da substancia terpestacina (22).

Experimental*

Literatura**

Posicdo | 8C ®&'H  Multiplicidade, | & *3C S H Multiplicidade,
(ppm) (ppm) J (Hz) (ppm)  (ppm) J (Hz)
01 40,4 2,35 dd (13,5e 10,7) | 39,5 1,68-1,80 m
1,73 m 2,40  dd (10,4 e 13,7)
02 123,3 5,32 dd (10,7 e 4,9) | 121,7 5,25 dd (5,2 e 10,1)
03 13866  ---—--- - 1383 - -
04 41,4 2,30 m 40,5 1,90-2,04 m
2,04 m 2,22-2,30 m
05 24,8 2,32 m 24,0
212 m 2,22-2,30 m
06 125,4 5,18 m 1245 5,14 m
07 133,7 - e 133,1 - e
08 35,9 2,08 m 35,1 1,68-1,80 m
1,78 m 2,09-2,12 m
09 30,8 1,77 m 30,0
164 m 1,68-1,80 m
10 77,1 3,98 dd (9,9e 4,1) 76,7 4,07 dd (4,0 e 10,1)
11 137,3 - e 136,7 - e
12 130,4 5,40 m 129,1 5,41 m
13 30,1 1,93 m 29,0 1,90-2,04 m
2,46 d (17,1) 245 d (17,4)
14 509 2,75 dd(11,3e23) | 49,8 2,72 dd (2,1 e 11,3)
15 50,2 - - 49,1 - -
16 210,3 - - 2080 - e
17 149,1 - e 146,8 - -
18 152,3 - e 1490 - e
19 38,8 2,61 sext (6,9) 37,3 2,68 m
20 15,6 1,65 S 15,5 1,64 S
21 15,4 1,65 S 15,8 1,65 S
22 10,4 1,56 S 10,7 1,58 S
23 17,0 0,96 S 16,4 1,01 S
24 65,8 3,84 dd(10,4e6,9) | 66,3 3,83 dd (5,5 e 10,4)
3,70  dd (10,4 e 6,9) 3,90 dd (7,0 e 10,4)
25 147 1,27 d (6,9) 14,6 1,30 d (7,3)

*em CD3z0OD, 150 e 600 MHz. **em CDClIs, 125 e 500 MHz.

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
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7.12 Substéancia2l
A substancia 21 (Fr. 04_5 do cultivo de B. parva em arroz; Figura 48) foi
identificada em mistura, e sua formula molecular, C2sH3s0s, foi determinada com base

nos experimentos de RMN 1D e 2D.

Figura 48 — Representacgéo estrutural da substancia 21.

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2018.

O espectro de RMN de H (Apéndice 75, p. 238) apresentou um perfil
espectroscopico similar a substancia 22, tratando-se de outro derivado
sesterterpénico, em que a diferenca estrutural entre 21 e 22 se encontra na auséncia
dos hidrogénios metilénicos em C-4 em 22 e na presenca de um hidrogénio metinico
carbindlico em C-4 em 21, evidenciando a oxidacéo do carbono C-4 em 21.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 77, p. 239). Com essas informacdes,
associadas as correlacbes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 49; Apéndice 78 e Apéndice 79, p. 239 e 240) nos permitiu visualizar a
estrutura de 21.

Figura 49 — Correla¢des observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC de 21.

50 Hr\ 23 g

—» HMBC 25

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.



127

O levantamento bibliogréfico, realizado na Web of Science e SciFinder, ndo

trouxe resultados, indicando tratar-se de uma substancia inédita, a qual foi identificada

como 4-hidroxiterpestacina.

Tabela 36 — Dados de RMN de 'H e 3C da substancia 21, em CDsOD e 14,1T.

Posicéo é13C éH Mult., J (Hz) HMBC
(ppm) (ppm)

01 40,0 1,75 m

2 42 m C-2/C-3/C-15
02 125,6 5,51 dd (11,4 e 3,5) C-4/C-20
03 117 5
04 80,2 3,92 dd (7,4 e 4,3) C-2
05 33,3 2,16 m

2,49 m
06 122,3 4,93 £ C-4/C-8/C-21
07 1570 —
08 35,9 1,78 m

2,09 m
09 30,7 1,76 m

1,78 m
10 76,9 3,93 dd (7,5e3,7) C-12
11 17—
12 130,3 5,37 d (5,7) C-10/C-14/C-22
13 30,2 1,64 m

1,91 m
14 50,7 2,77 dd (11,7 e 1,9) C-1/C-15/C-16/C-17/C-18/C-19
15 T 7 < T —
16 10 o —
17 1 T —
18 1125 T —
19 38,9 2,61 sext (6,8) C-14/C-17/C-18
20 10,43 1,65 S C-1/C-2/C-3/C-4
21 15,6 1,70 S C-6/C-7/C-8
22 10,41 1,55 S C-10/C-11/C-12
23 17,0 0,91 S C-1/C-15/C-16
24 65,8 3,70 dd (10,4 e 6,2)

384  dd(104e7.1) C-18/C-19/C-25
25 14,7 1,26 d (6,8) C-18/C-19/C-24

£ - sinal suprimido com o sinal da agua. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
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7.13 Substéancia 06

A substancia 06 (Fr. 01_09, oriunda do extrato de B. parva em meio de arroz;
Figura 50) foi obtida como um soélido incolor cristalino, e sua férmula molecular

C11H1206, foi determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D.

Figura 50 — Representacao estrutural da substancia 06.

m?Hg, OH 0

Fonte: ilustracéo elabora pela autora, 2020.

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 80, p. 240) apresentou um singleto,
integrando para um hidrogénio aromatico, em 61 6,50 (s, 1H, H-5), caracteristico um
sistema aroméatico pentassubstituido. Também foi possivel observar um sinal de
hidrogénio metinico oxibenzilico que apresentou deslocamento quimico em 61 4,42
(d, J=2,0 Hz, 1H, H-4), e um sinal de hidrogénio metinico carbindlico em éx 4,64 (qd,
J =6,6 e 2,0 Hz, 1H, H-3).

Adicionalmente foram observados dois sinais intensos, o primeiro em éx 1,49
(d, J = 6,6 Hz, 3H, H-9), caracteristico de hidrogénios metilicos, atribuido ao grupo
metila ligado ao carbono C-3, e o segundo em &x 3,84 (s, 3H, H-10), caracteristico de
hidrogénios de metoxila do anel aromatico.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 82, p. 241). Com 0 experimento de
COSY (Apéndice 83, p. 242), verificou-se as interacbes 'H-'H do hidrogénio
carbindlico (H-3) com os hidrogénios metinico oxibenzilicos (H-4) e hidrogénios
metilicos (H-9). Pelo experimento de HMBC (Apéndice 84, p. 242), foi possivel
observar as correlagdes de H-5 com C-4/C-8a/C-7 e H-4 com C-4a/C-5/C-8a, além da
correlacdo dos hidrogénios H-10 com C-7. Dessa forma, confirmou-se as posi¢cdes
dos carbonos C-4a e C-8a com os deslocamentos caracteristicos de isocumarinas
(Figura 51, p. 129).
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A posicdo da metoxila em C-7 foi atribuida a partir dos experimentos de
NOESY (Apéndice 85, p. 243) que mostraram uma interacdo espacial entre o
hidrogénio oxibenzilico H-4 e o hidrogénio aromatico H-5, além de uma baixa

interacdo espacial entre H-5 e H3CO- (Figura 51).

Figura 51 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno de COSY e HMBC, e no espectro
de NOESY 1D da substancia 06.

= COSY
—>» HMBC - NOESY

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

A configuragéo relativa de 06 foi atribuida pelo valor da constante de
acoplamento entre os hidrogénios H-3 e H-4 comparada com substancias similares
presentes na literatura 129, O levantamento bibliogréafico, realizado na Web of Science
e SciFinder, mostrou tratar-se de uma substancia inédita, dessa forma, 06 trata-se de
uma substancia inédita, a qual foi identificada como rel. (3S, 4R)-4,6-dihidroxi-7-

metoximeleina, nomeada botryosarina A.

Tabela 37 — Dados de RMN de 'H e 13C da substancia 06, em CD3Ode 14,1 T.

Cx 13 Ho Multiplicidade,J
Posicéao C & (ppm) (ppm) (H2) HMBC
01 1712,3 - e s
03 79,8 4,64 dg (6,6 e 2,0) C-4/C-9
04 67,7 4,42 d (2,0) C-3/C-4a/C-5/C-8a/C-9
O4a 1391 - e e
05 108,7 6,50 S C-1/C-4/C-6/C-7/C-8a
06 1581 @ - e e
07 136,2 - e e
08 £ e
08a 101,38 - e e
09 16,3 1,49 d (6,6) C-3/C-4
MeO- 60,9 3,84 S C-6

£ - valor de carbono ndo observado. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
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7.14 Substéancia 08

A substancia 08 (Fr. 01_10, oriunda do extrato de B. parva em meio de arroz;
Figura 52) foi obtida como um soélido incolor cristalino, e sua férmula molecular

C11H120s, foi determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D.

Figura 52 — Representacao estrutural da substancia 08.

m?Hg OH 0O

ha™y CH,
9

Fonte: ilustracdo elabora pela autora, 2020.

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 86, p. 243) apresentou um perfil
espectroscépico similar a substancia 06, tratando-se entdo de uma isocumarina, em
gue a diferenca estrutural entre 06 e 08 se encontra no padrao de substituicdo do anel
aromatico, passando de pentassubstituido em 06 para tetrassubstituido em 08,
comprovado pela presenca de dois sinais em o1 7,25 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-6) e 61 6,95
(dd, J =8,2 e 0,2 Hz, 1H, H-5). Essa observacéo, quando comparado a 06, evidencia
a reducgdo do carbono aromético C-6 em 08.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 88, p. 244). Com 0 experimento de
COSY (Apéndice 89, p. 245), verificou-se as interagdes 'H-'H dos hidrogénios
aromaticos H-5 e H-6, e do hidrogénio carbinélico (H-3) com o hidrogénio metinico
oxibenzilico (H-4) e hidrogénios metilicos (H-9).

Pelo experimento de HMBC (Apéndice 90, p. 245), foi possivel observar as
correlagdes mostradas na Figura 53 (p. 131), confirmando-se as posi¢cdes dos
carbonos C-4a e C-8a com os deslocamentos caracteristicos de isocumarinas. A
posicdo da metoxila no C-7 foi atribuida a partir dos experimentos de NOESY
(Apéndice 91, p. 246) que indicaram uma interacdo espacial entre os hidrogénios da
metoxila com o hidrogénio aromatico H-6, e também mostraram a interacdo do

hidrogénio oxibenzilico H-4 com o hidrogénio aromatico H-5 (Figura 53, p. 131).
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Figura 53 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno de COSY e HMBC, e no espectro
de NOESY 1D da substancia 08.

10(|:H3 OH 0

= COSY OH
—» HMBC

-=——>» NOESY

Fonte: ilustracédo elaborada pela autora, 2020.

A configuracdo relativa de 08 foi atribuida pelo valor da constante de
acoplamento entre os hidrogénios H-3 e H-4 comparada com substancias similares
presentes na literatura 29, O levantamento bibliogréafico, realizado na Web of Science
e SciFinder, ndo trouxe resultados, indicando tratar-se de uma substéncia inédita, a
qgual foi identificada como rel. (3S, 4R)-4-hidroxi-7-metoximeleina, nomeada

botryosarina B.

Tabela 38 — Dados de RMN de 'H e 3C da substancia 08, em CDsOD e 14,1T.

Posicdo '*C & (ppm) *H S (ppm) Mult., J (Hz) HMBC
01 e .
03 80,6 4,70 dq(6,6€20) -
04 67,5 4,51 d (2,0) C-3/C-4a/C-5/C-8a
Oda 1342 - e e
05 119,5 6,95 dd (8,2 e 0,2) C-4/C-7/C-8a
06 119,0 7,25 d (8,2) C-4a/C-8
07 17 < ——
08 1532 e
08a 108,1 e e
09 16,5 1,52 d (6,6) C-3/C-4
MeO- 56,8 3,89 S C-7

£ - valor de carbono nado observado. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

7.15 Substanciall

A substancia 11 (Fr. 02_4, oriunda do extrato de B. parva em meio de arroz,
e Fr. 02_6, oriunda do extrato de B. parva em meio de malte; Figura 54, p. 132) foi
obtida como um sdélido cristalino incolor, e sua férmula molecular Ci0H1004, foi
determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela comparagdo com
dados apresentados na literatura 129,
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Figura 54 — Representacao estrutural da substancia 11.
OH 0

Fonte: ilustracéo elabora pela autora, 2020.

O espectro de RMN de H (Apéndice 92, p. 246) apresentou um perfil
espectroscépico similar a substancia 08, tratando-se entdo de uma isocumarina, em
gue a diferenca estrutural entre 08 e 11 se encontra no padrao de substituicdo do anel
aromatico, passando de tetrassubstituido em Q08 para trissubstituido em 11,
comprovado pela presenca de trés sinais em o4 7,56 (dd, J = 8,2 e 7,6 Hz, 1H, H-6),
&1 6,98 (M, 1H, H-7) e 61 6,97 (s, Hz, 1H, H-5).

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 94, p. 247). Com essas informacdes,
associadas as correlagbes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 55; Apéndice 95 e Apéndice 96, p. 248 e 248) nos permitiu visualizar a

estrutura de 11.

Figura 55 — Correla¢des observadas nos mapas de contorno de COSY e HMBC da substancia 11.
OH 0

= COSY
—» HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

A configuracdo relativa de 11 foi atribuida pelo valor da constante de
acoplamento entre os hidrogénios H-3 e H-4 comparada com substancias similares
presentes na literatura (2%, A comparacgdo dos dados com os dados apresentados na
literatura 129 (Tabela 39, p. 133) nos permitiu identificar a 11 como sendo a rel. (3S,
4R)-4-hidroximeleina, obtida também das plantas Melanorrhoea usitata e Ficus
auriculata, como do endofito Xylaria feejeensis. Estudos bioldégicos mostraram que

esta possui atividade anti-hiperglicémica e inibicdo da enzima aGHY (129,
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Tabela 39 — Comparacédo dos dados espectrométricos obtidos com os dados descritos na
literatura 2%, da substancia rel. (3S, 4R)-4-hidroximeleina (11).

Experimental* Literatura**
Posicdo | 13C & 'H& Multiplicidade, | *C& 'H& Multiplicidade,
(ppm)  (Ppm) J (Hz) (ppm) (ppm) J (Hz)
01 E - e 1710 - -
03 80,0 4,71 qd (6,6 e 2,0) 79,9 4,72 qd (6,6 e 2,1)
04 67,5 4,55 d (2,0 67,6 4,55 d(2,1)
04a 1432 - e 1431 - e
05 119,7 6,97 sl 119,8 6,96 d (8,4)
06 137,6 7,55 dd (8,2e7,6) | 137,7 7,56 dd (8,5e 7,4)
07 118,5 6,98 m 118,5 6,99 d(7,4)
08 1626 - - 162,9 - e
08a 1085 - - 1084 - -
09 16,4 d (6,8) 16,4 1,52 d (6,6)

£ - valor de carbono nao observado. *em CD30D, 150 e 600 MHz. **em CDsOD, 100 e 400 MHz. Fonte:
tabela elaborada pela autora, 2020.

7.16 Substancial3

A substancia 13 (Fr. 02_7, oriunda do extrato de B. parva em meio de arroz,
e Fr. 03_3, oriunda do extrato de B. parva em meio de malte; Figura 56) foi obtida
como um solido cristalino amarelado, e sua férmula molecular Cio0H1004, foi
determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela comparagédo com
dados apresentados na literatura (129,

Figura 56 — Representacao estrutural da substancia 13.

Fonte: ilustracdo elabora pela autora, 2020.

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 97, p. 249) apresentou um perfil
espectroscopico similar a substancia 11, em que foi observado uma diferenca de
deslocamento quimico e multiplicidade dos hidrogénios carbindlicos H-3 e H-4, que

em 11 se mostravam como um quarteto de dubletos (H-3) e dubleto (H-4) e em 13 se
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mostram como um multipleto integrando para dois hidrogénios. Essa observacéo,
evidencia que 13 trata-se de um estereoisdmero de 11.

Os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos com
base no experimento de HSQC (Apéndice 99, p. 250). Essas informacdes, associadas
as correlagcdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC (Figura 57;

Apéndice 100 e Apéndice 101, p. 250 e 251) nos permitiu visualizar a estrutura de 13.

Figura 57 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno de COSY e HMBC da substéncia 13.

= COSY
— HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

A configuracéo relativa de 13 foi atribuida pela comparacao dos dados obtidos
com os dados apresentados na literatura (129 (Tabela 40) nos permitindo identificar 13
como sendo a rel. (3S, 4S)-4-hidroximeleina, obtida também dos endofitos Lachnum
palmae, Xylaria feejeensis e Botryosphaeria obtusa. Estudos biolégicos mostraram

que esta possui atividade anti-hiperglicémica e inibicdo da enzima aGHY (129),

Tabela 40 — Comparacédo dos dados espectrométricos obtidos com os dados descritos na
literatura 29, da substancia rel. (3S, 4S)-4-hidroximeleina (13).

Experimental* Literatura**
Posicao | 13C & 'H&  Multiplicidade, | 3C& H & Multiplicidade,
(ppm) _ (ppm) J (Hz) (ppm) (ppm) J (Hz)
01 170,2 - e 170,0 - -
03 81,6 4,55 m 81,6 4,56 m
04 69,5 4,55 m 69,5 4,56 m
04a 1441 - e 144,7 e e
05 117,8 708 dd(75e0,7) | 1185 7,10 d (7,4)
06 137,8 7,57 dd (8,4e75) | 1376 7,55 dd(8,5e7,4)
07 117,7 6,94 dd(8,4e0,7) | 1185 6,95 d (8,5)
08 1629 - - 163,2 - -
08a 108,0 - e 108,4  ---- e
09 18,2 1,46 d (6,2) 179 1,48 d (6,6)

*em CD3OD, 150 e 600 MHz. **em CD30D, 125 e 500 MHz. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
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7.17 Substéancial8

A substancia 18 (Fr. 04_1, oriunda do extrato de B. parva em meio de arroz;
Figura 58) foi obtida como um sdlido cristalino amarelado, e sua formula molecular
C10H1003, foi determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela

comparagdo com dados apresentados na literatura 39,

Figura 58 — Representacao estrutural da substancia 18.
OH 0

Fonte: ilustracdo elabora pela autora, 2020.

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 102, p. 251) apresentou um perfil
espectroscopico similar & substancia 13, em que a diferenca entre estas substancias
se deve reducao de C-4, onde em 18 é observado os sinais em én 3,02 (dd, J = 16,4
e 3,3Hz) e 6n 2,91 (dd, J = 16,4 e 11,3 Hz), caracteristicos de hidrogénios metilénicos
diastereotopicos.

Todos os &tomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 103, p. 252). Com essas informacdes,
associadas as correlagcdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 59; Apéndice 104 e Apéndice 105, p. 252 e 253) nos permitiu visualizar a
estrutura de 18.

Figura 59 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno de COSY e HMBC da substancia 18.
OH 0

m—— COSY
—» HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

A comparacéo dos dados obtidos com os dados apresentados na literatura (430

(Tabela 41, p. 136) nos permitiu identificar a 18 como sendo a meleina, obtida também
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dos endéfitos Lachnum palmae, Cladosporium sp. e Xylaria sp.. Estudos bioldgicos
mostraram que esta substancia possui atividade antibacteriana, fitotoxica, larvicidas,

fungicida e neurotdxica (',

Tabela 41 — Comparacgido dos dados de RMN de *H obtidos com os dados descritos na
literatura 39, da substancia meleina (18).

Posicéao Experimental* Literatura**
BCo 'H&  Multiplicidade, | 3C& H& Multiplicidade,
(ppm)  (ppm) J (Hz) (ppm) (ppm) J (Hz)
01 I 1699 - -
03 77,6 4,74 m 76,1 4,73 m
04 35,0 2,91 dd (16,4; 11,3) | 34,6 2,93 d(7,3)
3,02 dd (16,4 e 3,3)
04a 1416 - e 1393 - -
05 116,5 6,84 dt (8,4 e 0,8) 116,2 6,89 d (8,3)
06 137,2 7,44 dd (8,4e7,4) | 136,1 7,41 m
07 119,2 6,77 dd(7,4e0,8) | 117,9 6,69 d (7,3)
08 1632 - - 1621 - -
08a 109,3 - e 108,2 - e
09 20,6 1,48 d (6,3) 20,8 1,53 d (6,3)

£ - valor de carbono néo observado. *em CD30D, 150 e 600 MHz. **em CDCls, 300 MHz. Fonte: tabela
elaborada pela autora, 2020.

7.18 Comparagéo dos espectros de RMN de H das isocumarinas

Este item compreende uma comparacdo dos dados de RMN 'H das
substancias 06, 08, 11, 13 e 18 para melhor compreenséao das diferencas estruturais
mostradas nos itens anteriores.

Diante da comparacao estrutural das isocumarinas (Figura 60), verifica-se que
as diferencas entre as substancias se encontram na variacdo do padrdo de
substituicdo do anel aroméatico e na oxidacao do carbono C-4 (Esquema 02, p. 138 e
139).

Figura 60 — Isocumarinas obtidas de B. parva, em meio de arroz e ext. de malte.

CHs  OH O CHs  OH 0 OH 0 OH o OH o
0 0
0 0 0 0 0
HO CHs - CHy CHs s CHs CHs
E 08 E n = 13
06 OH - OH OH OH 18

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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O padrao de substituicdo de 06 foi verificado pelo singleto em 6n 6,49 (H-5),
tratando-se, portanto, de um anel aromatico pentassubstituido. Ja para 08, verifica-se
a presencga de um dubleto em én 7,25 (8,1 Hz; H-6) e um duplo dubleto em 61 6,94
(8,1 e 0,24 Hz, H-5), tratando-se entao de um anel aromatico tetrassubstituido.

A diferenca entre as substancias 08 e 11, se encontra no padrdo de
substituicdo do anel aromatico, que em 08 é tetrassubstituido, e em 11 é
trissubstituido, comprovado pela presenca de trés sinais em 6+ 7,56 (dd, J =8,2e 7,6
Hz, 1H, H-6), o1 6,98 (m, 1H, H-7) e &n 6,97 (s, Hz, 1H, H-5).

As substancias 11 e 13 apresentam mesma estrutura, no entanto, verifica-se
a diferenca no centro estereogénico em C-4, verificada pela multiplicidades dos sinais
em on 4,72 (qd, J=6,6 e 2,0 Hz) e 61 4,55 (d, J = 2,0 Hz) para 11, e 6+ 4,56 (M) e OH
4,57 (m) em 13.

A comparacgdo de 13 e 18, mostra a reducao de C-4, que em 13 € observado
um sinal em én 4,55 (m, H-4), caracteristico de hidrogénio metinico oxibenzilico, e em
18 é observado os sinais em 6x 3,02 (dd, J =16,4e 3,3 Hz) e 612,91 (dd, J=16,4 e
11,3 Hz), caracteristicos de hidrogénios metilénicos diastereotdpicos.
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7.19 Substancia 19

A substancia 19 (Fr. 04_4, oriunda do extrato de B. parva em meio arroz;
Figura 61) foi identificada em mistura, e sua féormula molecular Ci3H1604, foi
determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela comparagao com

dados presentes na literatura (*31),

Figura 61 — Representacao estrutural da substancia 19.
OH 0

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 106, p. 253) apresentou um singleto,
integrando para um hidrogénio aromatico, em on 6,83 (s, 1H, H-5), sugerindo um anel
aromatico pentassubstituido. Observou-se também, um sinal em &+ 3,99 (ddd, J = 8,8;
7,5 e 4,3 Hz, 1H, H-3), e um dubleto em &+ 4,55 (d, J = 7,5 Hz, 1H, H-4) caracteristicos
de hidrogénios metinicos carbindlicos. Outras informagdes obtidas foram sinais em &1
2,99 (dd, J =17,1 e 4,3 Hz, 1H, H-2’) e em ®n 2,65 (dd, J = 17,1 e 8,8 Hz, 1H, H-2"),
evidenciando estarem posicionados vizinhos a um centro estereogénico; um singleto
em On 3,94 (s, 3H, H-11), caracteristico de uma metoxila aromatica; um quadrupleto
em on 2,63 (q, J = 7,4 Hz, 2H, H-9) caracteristico de hidrogénios metilénicos
benzilicos, e um tripleto em &1 1,05 (t, J = 7,4 Hz, 3H, H-10), caracteristico de
hidrogénios metilicos atribuidos ao grupo metila ligado ao carbono C-9.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 107, p. 254). Com o mapa de contorno
de COSY (Apéndice 108, p. 254), verificou-se os acoplamentos *H-'H dos hidrogénios
metilénicos H-2’ e H-2” com os hidrogénios carbindlicos H-3 e H-4. O radical etil
também foi confirmado em COSY pelas interagdes entre H-9—H-10. Pelo mapa de
contorno de HMBC (Apéndice 109, p. 255), foi observado os principais acoplamentos
a 3J que contribuiram para a determinacéo estrutural da substancia 19 (Figura 62, p.
141).
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Figura 62 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno de COSY e HMBC da substancia 19.

= COSY

—» HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

A configuracdo relativa dos carbonos C-3 e C-4 foi determinada pela

constante de acoplamento, em que o valor de J igual a 7,5 Hz indica que os

hidrogénios H-3 e H-4 se encontram em uma relagéo trans. A comparagao dos dados

acima com os dados da literatura 3% (Tabela 42), foi possivel determinar a substancia
19 como sendo a rel. (3S, 4S)-3,4-dihidro-3,4,8-trihidroxi-6-methoxinaftalen-1(2H)-

ona, nomeada botryosphaerona D, obtida também dos fungos endofiticos Aspergillus

terreus 121 e Botryosphaeria australis 139,

Tabela 42 — Comparacado dos dados espectrométricos obtidos com os dados descritos na
literatura @3V, da substancia botryosphaerona D (19).

Experimental*

Literatura**

Posicdo | 613C & H Multiplicidade, dBC &8'H Multiplicidade,
(ppm) (ppm) J (Hz) (ppm) (ppm) J (Hz)
01 202,7 - - 20,2 - -
02 444 2,65 dd (17,1 e 8,8) 43,7 2,70  dd (9,5 e 17,0)
299  dd(17,1e 4,3) 2,98  dd (4,4 e 17,0)
03 71,5 3,99 ddd(8,8;7,5e4,3) | 70,8 4,01- m
4,06
04 73,8 4,55 d (7,5) 729 461 d (overlap)
O4a £ - e 1451 - -
05 102,5 6,83 S 101,2 6,88 S
06 165,7 --—-—- - 163,7 - -
07 1195 - e 1172 - -
08 1629 - - 161,2 - -
08a 1113 - - 110, - -
09 156 2,63 q(7,5) 15,1 2,63 q(7,4)
10 13,1 1,05 t (7,5) 12,6 1,06 t (7,4)
11 56,0 3,94 S 55,3 3,94 S

£ - valor de carbono ndo observado. *em CDz0OD, 150 e 600 MHz. **em C3Ds0O, 150 e 600 MHz. Fonte:
tabela elaborada pela autora, 2020.
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7.20 Substéancia 28

A substancia 28 (Fr. 02_4, oriunda do extrato de B. parva em meio de ext. de
malte; Figura 63) foi obtida como 6leo amarelado, e sua féormula molecular C11H120s,

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

Figura 63 — Representacao estrutural da substancia 28.

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

O espectro de RMN de *H (Apéndice 110, p. 255) apresentou dois dubletos
em on 6,77 (d, J = 2,2; 1H, H-2) e 6n 6,69 (d, J = 2,2; 1H, H-6), integrando para um
hidrogénio aromatico cada, caracteristico de um sistema aromatico tetrassubstituido
com acoplamento entre os hidrogénios em meta. Também foi possivel observar um
singleto em éx 6,02 (s, 1H, H-7), integrando para um hidrogénio olefinico.

Adicionalmente foram observados dois sinais intensos, o primeiro em ou 2,34
(s, 3H, H-9), caracteristico de hidrogénios metilicos, atribuido ao grupo -CHs ligado a
C-sp? (C-8), e o segundo em &+ 4,09 (s, 2H, H-10), caracteristico a um -CHz- (C-10)
a-carboxi-benzilico.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no mapa de contorno de HSQC (Apéndice 111, p. 256). Pelo experimento
de HMBC (Apéndice 112, p. 256), foi possivel observar as correlacées mostradas na
(Figura 64, p. 143).

A estereoquimica da dupla ligacdo de 28 foi determinada pela a interacao
espacial dos hidrogénios H-7 e H-9 (Figura 64, p. 143) observada no espectro de

NOESY 1D (Apéndice 113, p. 257), colocando os em uma relagéo Z.
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Figura 64 — Correlagbes observadas nos mapas de contorno de HMBC, e no espectro de
NOESY 1D da substancia 28.

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

A busca bibliogréfica, realizada na Web of Science e SciFinder, indicou tratar-
se de uma substancia inédita, a qual foi identificada como rel. Acido (1,3-dihidroxi-4-

((2)-2-hidroxiprop-1-enil)fenil)-5-acético, nomeada botryosbenzenodiol A.

Tabela 43 — Dados de RMN de 'H e °C da substancia 28, em CDsOD e 14,1T.

Posicdo ¥C & (ppm) 'H & (ppm) Mult., J (Hz) HMBC
01 162,3 e e
02 102,3 6,77 d (2,2) C-1/C-3/C-4/C-6
03 162,3 e e e
04 30—
05 (112 172 —
06 119,3 6,69 d (2,2) C-2/C-4/C-10
07 110,9 6,02 S C-4/C-8/C-9
08 167,17 - e s
09 19,6 2,34 S C-7/C-8
10 41,1 4,09 S C-5/C-11
11 1750  eeeee e e

Fonte: tabela elaborada peala autora, 2020.

7.21 Substancia 32

A substancia 32 (Fr. 03_2, oriunda do extrato de B. parva em meio de ext. de
malte; Figura 65) foi obtida como 6leo amarelado, e sua férmula molecular C11H120s3,

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

Figura 65 — Representagéo estrutural da substéancia 32.
OH

5
HO 2% TiCH,

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.
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O espectro de RMN de 'H (Apéndice 114, p. 257) apresentou um perfil
espectroscopico similar a substancia 28, sendo que as diferenca observadas foram a
auséncia do carbono carboxilico (C-11) e a auséncia do carbono metilénico, verificada
pela presenca de uma metila em én 2,23 (s, 3H, H-10), quando comparada a 28.

Todos os &tomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 115, p. 258). Pelo mapa de contorno
de HMBC (Apéndice 116, p. 258), foi possivel observar as correla¢cées mostradas na

Figura 66.

Figura 66 — Correlacbes observadas nos mapas de contorno de HMBC, e no espectro de
NOESY 1D da substancia 32.

—> HMBC ~<—» NOESY

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

A estereoquimica da dupla ligacdo de 32 foi determinada pela a interacao
espacial dos hidrogénios H-7 e H-9 (Figura 66) observada no espectro de NOESY 1D
(Apéndice 117, p. 259), colocando os em uma relagéo Z. O levantamento bibliografico,
realizado na Web of Science e SciFinder, ndo trouxe resultados, indicando tratar-se
de uma substancia inédita, a qual foi identificada como 4-((Z)-2-hidroxiprop-1-enil)-5-

metil-1,3-benzenodiol, nomeada botryosbenzenodiol B.

Tabela 44 — Dados de RMN de 'H e '3C da substancia 32, em CDsOD e 14,1T.

Posicdo 3C & (ppm) H S (ppm) Mult., J (Hz) HMBC
01 162,2 - e e
02 101,4 6,65 d (2,3) C-1/C-3/C-4/C-6
03 162,2 - e e
04 1157 e e e
05 1436 - e e
06 117,7 6,64 dd (2,3 € 0,8) C-2/C-4/C-10
07 111,2 6,01 d (0,6) C-4/C-8/C-9
08 1666 - e
09 19,5 2,32 d (0,6) C-7/C-8
10 22,9 2,72 S C-4/C-5/C-6

Fonte: tabela elaborada peala autora, 2020.
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7.22 Substancia 03

A substancia 03 (Fr. 01_5, oriunda do extrato de B. parva em meio de arroz;
Figura 67) foi obtida como uma mistura de isbmeros, e sua formula molecular

C10H1004, foi determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D.

Figura 67 — Representacgéo estrutural da substéncia 03.

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 118 e Apéndice 119, p. 259 e 260) de
03 apresentou dois conjuntos de sinais na razédo de 3:1, onde foi possivel observar a
presenca de uma metila, dois hidrogénios metinicos sendo um carbindlico e o outro
oxibenzilico, e trés hidrogénios arométicos para cada conjunto de sinais.

A comparacdo dos dados obtidos (Tabela 45, p. 146) mostrou que estas
substancias ndo apresentavam diferencas estruturais, mas sim diferencas de
deslocamento quimico dos hidrogénios H-8 e H-9, em que foi possivel verificar o efeito
de blindagem em 03a e desblindagem em 03b. Observou-se também uma diferenca
nas constantes de acoplamento de H-3 e H-8, mostrando que a diferenca entre as
substancias reside na configuracédo de C-8.

Todos os &tomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 120, p. 260). Com essas informacdes,
associadas as correlagcdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 68, p. 146; Apéndice 121 e Apéndice 122, p. 261 e 261) nos permitiu atribuir

a estrutura de planar de 03.
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Tabela 45 — Dados de RMN de *H (600 MHz) e de *3C (150 MHz) das substancias 03a e 03b (CDsOD).

Substancia 03a Substancias 03b
N° | & 13C 6'H Multiplicidade, | & 13C é'H Multiplicidade,
(Ppm) (Ppm) J (Hz) (ppm) (ppm) J (Hz)
1 1719 - 1720 -
3 85,6 5,35 d (4,4) 85,2 5,36 d (3,1)
3a| 1506 - - 1509 -
4 | 1150 7,06 d (7,7) 114,6 7,05 d (7,5)
5| 1375 7,54 dd (8,0 e 7,7) 137,4 7,54 dd (8,0 e 7,5)
6 | 116,9 6,90 d (8,0) 116,7 6,90 d (8,0)
7 158,3 - - 158,171 @ - -
7a 1131 - - 1135 - -
8 69,7 4,06 qd (6,5 e 4,4) 68,7 4,20 gd (6,5 e 3,1)
9 17,9 1,27 d (6,5) 18,9 1,27 d (6,5)

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

Figura 68 — Correlagdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC de 03.

—» HMBC HO

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

As configuragfes relativas de C-3 e C-8 foram, arbitrariamente, atribuidas,
sendo 03a identificada como rel. 3(R)-((S)-1-hidroxietil)-7-hidroxiftaleto e 03b
identificada como rel. 3(R)-((R)-1-hidroxietil)-7-hidroxiftaleto, ou seus respectivos
enantiomeros. O levantamento bibliografico de 03, realizado na Web of Science e
SciFinder, indicou tratar-se de uma substancia conhecida, no entanto, ndo ha relatos
sobre a configuragcdo absoluta ou relativa de C-3 e C-8. Os dados da rotacdo

especifica descritos sdo: [a]*°p = -50,0°; CHCls, ¢ 0,08 132),

7.23 Substancia 04

A substancia 04 (Fr. 01_6, oriunda do extrato de B. parva em meio de arroz;
Figura 69, p. 147) foi obtida como 6leo amarelado, e sua formula molecular C11H120s,

foi determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D.
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Figura 69 — Representacao estrutural da substancia 04.

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

A similaridade entre os espectros de RMN de 'H (Tabela 46, p. 147, Apéndice
123, p. 262) de 04 com a substancia 03, evidenciou que 04 se tratava de um analogo,
sendo que a diferenca observada, foi a presenca de uma metoxila em C-6 em 04. A
oxidacdo em C-6 ao invés de C-4 foi proposta com base nos valores de deslocamentos
quimicos de RMN de '3C de C-6 e C-7.

Todos os &tomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Tabela 46; Apéndice 124, p. 262). Com essas
informacdes, associadas as correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e
HMBC (Figura 70, p. 148; Apéndice 125 e Apéndice 126, p. 263 e 263) foi possivel
propor a estrutura de 04.

Tabela 46 — Dados de RMN de H e *3C da substancia 04, em CDs0D e 14,1T.

Posicéo BC & (ppm) H & (ppm) Mult., J (Hz) HMBC
1 £ .. s
3 85,0 5,26 d@4e6 -
3a (7% 1< e —
4 119,5 7,19 d (8,1) C-4/C-7
5 124.,6 7,22 d (8,1) C-3a/C-6
6 1y S —
7 (-3 1 J e —
7a 119,3 e e
8 69,8 4,01 21—
9 18,0 1,17 d (6,5) C-3/C-8
CH30- 62,6 4,01 s C-6

£ - valor de carbono nao observado. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

Adicionalmente, a posi¢céo da metoxila em C-6, foi verificada pelo experimento
de NOESY, em que foi possivel verificar no espectro os sinais cruzados de H-4 e H-3
(Figura 70, p. 148).
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Figura 70 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC, e no espectro
de NOESY de 04.

= COSY 9
—» HMBC HO

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

A busca bibliografica desta substancia, realizada na Web of Science e
SciFinder, ndo trouxe resultados, indicando tratar-se de uma substancia inédita, a qual
foi identificada com sendo 3-(1-hidroxietil)-7-hidroxi-6-metoxiftaleto, nomeada

botryosftaleto A.

7.24 Substancia 26

A substancia 26 (Fr. 02_2, oriunda do extrato de B. parva em meio de ext. de
malte; Figura 71) foi obtida como um soélido amorfo amarelado, e sua férmula

molecular C11H120s, foi determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D.

Figura 71 — Representacgéo estrutural da substancia 26.

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

O espectro de RMN de *H (Apéndice 127, p. 264) apresentou quatro sinais,
integrando para um hidrogénio aromatico cada, em éx 7,38 (d, J = 7,5 Hz, 1H, H-4),
&n 7,24 (dd, J = 7,5 e 1,1 Hz, 1H, H-6), &x 7,02 (t, J = 7,5 Hz, 1H, H-5) e &1 6,87 (d, J
= 7,5 Hz, 1H, H-7) caracterizando um sistema aromatico dissubstituido em orto.
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Adicionalmente foi observado um singleto, integrando para dois hidrogénios em o&n
2,99 (s, 2H, H-8), caracteristicos de hidrogénios metilénicos a a carboxila.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Tabela 47; Apéndice 128, p. 264).

Tabela 47 — Dados de RMN de 'H e 3C da substancia 26, em CDsOD e 14,1T.

Cx 3C & HS
Posicéo (ppm) (ppm) Mult., J (Hz) HMBC
2 1809 - e e
3 743 - e e
3a 1318 - e e
4 125,0 7,38 d (7,5) C-3/C-6/C-7a
5 1234 7,02 d (7,5) C-3a/C-7
6 130,6 7,24 dd (7,5e1,1) C-4/C-7a
7 110,9 6,87 d (7,5) C_3a/C-5
7a 1433 - e e
8 42,3 2,99 S C-2/C-3/C-3a/C-9
9 1732 e e e

Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

Com essas informacgdes, associadas as correlagcdes observadas nos mapas
de contorno COSY e HMBC (Figura 72, p. 149; Apéndice 129 e Apéndice 130, p. 265
e 265) foi possivel propor a estrutura de 26.

Figura 72 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC de 26.

= COSY
—» HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

A busca bibliografica desta substancia, realizada na Web of Science e
SciFinder, ndo trouxe resultados, indicando tratar-se de uma substancia inédita, a qual
foi determinada como sendo o Acido 2,3-dihidro-3-hidroxi-2-oxo-3-benzofuran-

acético, nomeada botryosbenzofuranona A.
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7.25 Substancia 0l

A substancia 01 (Fr. 01_2, oriunda do extrato de B. parva em meio de arroz;
Figura 73) foi identificada em mistura, e sua formula molecular CoHi1203, foi
determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela comparagdo com

dados apresentados na literatura 133),

Figura 73 — Representacao estrutural da substancia 01.

HO AL
1 3 OH

2 4567OH

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 131, p. 266) apresentou dois multipletos,
integrando para dois hidrogénios arométicos cada, em én 7,05 (m, 2H, H-3 e 3’) e em
On 6,71 (m, 2H, H-2 e 2’), caracterizando um sistema aromético dissubstituido em
para. Adicionalmente, foram observados sinais em o1 2,71 (dd, J = 13,8 e 5,9 Hz, 1H,
H-5) e 6n 2,59 (dd, J = 13,8 e 7,4 Hz, 1H, H-5") caracteristico de hidrogénios
metilénicos benzilicos diastereotdpicos. Também foi possivel observar um multipleto
em ox 3,75 (m, 1H, H-6), caracteristico de hidrogénio metinico carbinélico, e sinais em
On 3,48 (dd, J = 11,2 e 4,3 Hz, 1H, H-7’) e én 3,42 (dd, J = 11,2 e 6,3 Hz, 1H, H-7")
caracteristico de hidrogénios metilénicos carbindlicos diastereotépicos.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 133, p. 267). Com essas informacdes,
associadas as correlagbes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 74; Apéndice 134 e Apéndice 135, p. 267 e 268) foi possivel propor a estrutura
de 01.

Figura 74 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC de 01.

= COSY
—» HMBC

Fonte: ilustragdo elaborada pela autora, 2020.
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Com a comparacao dos dados acima com os dados presentes na literatura
(133 (Tabela 48) foi possivel identificar a substancia 01 como 3-(p-hidroxifenil)-1,2-
propanodiol, obtida também dos organismos Abies delavayi e Nidula niveo-tomentosa,
e estudos de potencial biolégico mostraram que esta substancia possui atividade

antioxidante (133,

Tabela 48 — Comparacgdo dos dados de RMN de *H obtidos com os dados descritos na
literatura 33, da substancia 3-(p-hidroxifenil)-1,2-propanodiol (01).

Experimental* Literatura**
Posicdo | *C & 'H& Multiplicidade, | 3C & 1H& Multiplicidade,
(ppm)  (ppm) J (Hz) (ppm)  (ppm) J (Hz)

1 156,7 - - 1552 - e
2e?2 116,1 6,71 m 114,6 6,75 m
3e3d 1314 7,05 m 130,0 7,07 m

4 1308 - e 1293 - e

5 40,1 259 dd(13,8e7,4) | 38,6 2,67 d (15,0; 2H)

2,71 dd(13,8e5,9)
6 74,7 3,75 m 73,3 3,78 m
7 66,5 3,42 dd(11,2e6,3) | 65,0 3,47 d (12,5; 2H)

3,48 dd (11,2 e 4,3)
*em CDsOD, 150 e 600 MHz. **em CDCls. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

7.26 Substancia 02

A substancia 02 (Fr. 01_4, oriunda do extrato de B. parva em meio de arroz,
e Fr. 04_4 do cultivo de P. stromaticum em meio de ext. de malte; Figura 75) foi obtida
como um 6leo amarelado, e sua formula molecular CsH1002, foi determinada com base
nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela comparacdo com dados apresentados na

literatura (134,

Figura 75 — Representacéo estrutural da substancia 02.

HO

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 136, p. 268) apresentou um perfil

espectroscopico similar a substancia 01, em que a diferenca estrutural dessas
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substancias se deve a auséncia do hidrogénio metinico carbindlico em 01 e a
presenca de dois tripletos, integrando para dois hidrogénios cada, caracteristicos de
-CH2-CHz-

evidenciaram a cadeia lateral 1-etanol em 02, ao invés de 1,2-propanodiol.

unidade em 02. Estas informacdes, quando comparadas a 01,

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 137, p. 269). Com essas informacdes,
associadas as correlagcbes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 76; Apéndice 138 e Apéndice 139, p. 269 e 270) foi possivel propor a estrutura

de 02.

Figura 76 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC de 02.
o
Qg )

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

OH

= COSY
—» HMBC

Com a comparacéo dos dados acima com os dados presentes na literatura (134
(Tabela 49) foi possivel identificar a substancia 02 como 2-(p-hidroxifenil)etanol,
nomeada tirosol, amplamente distribuido em diversos organismos, como a planta
Orobanche crenata e o enddfito Diaporthe eucalyptorum. Estudos de potencial
biolégico mostraram que esta substancia é “quorum-sensing” e possui atividade
antioxidante (134,

Tabela 49 — Comparacdo dos dados de RMN de H obtidos com os dados descritos na
literatura **%, da substancia tirosol (02).

Experimental* Literatura**
Posicdo | °C & IH& Multiplicidade, | *C & 'H& Multiplicidade,

(ppm)  (ppm) J (Hz) (ppm)  (ppm) J (Hz)

1 1555 - e 1555 - e
2e?2 1147 6,65 m 1149 6,65 d (8,5)
3ed 129,6 6,98 m 129,7 7,98 d (8,5)

4 1294 - e 1294 - -
5 37,7 2,59 t(7,3) 38,3 2,59 t (6,5)
6 62,4 3,51 t(7,3) 62,6 3,51 t (6,5)

*em DMSO-ds, 150 e 600 MHz. **em DMSO-ds, 125 e 500 MHz. Fonte: tabela elaborada pela autora,

2020.
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7.27 Substancia 39

A substéncia 39 (Fr. 04_11 do cultivo de P. stromaticum em meio de ext. de
malte; Figura 77) foi obtida como um 6leo amarronzado, e sua férmula molecular
C10H1203, foi determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela

comparagdo com dados apresentados na literatura 3%

Figura 77 — Representacao estrutural da substancia 39.

HO

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

A substancia 39 apresentou dados espectroscopicos (Apéndice 140, p. 270)
similares aos da substancia 02, em que as diferencas observadas foram a presenca
de um sinal intenso em on 1,97 (s, 3H, H-8) e um carbono em 6c 170,5. Estas
observacdes permitiram aferir a acetilagcdo da hidroxila alifatica de 02.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 141, p. 271). Com essas informacdes,
associadas as correlagdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 78; Apéndice 142 e Apéndice 143, p. 271 e 272) foi possivel propor a estrutura
de 39.

Figura 78 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC de 39.

= COSY
—» HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Com a comparacéo dos dados acima com os dados presentes na literatura (135
(Tabela 50, p. 154) foi possivel identificar a substancia 39 como Acetato de 2-(p-

hidroxifenil)etil, amplamente distribuia nos endéfitos, tais como: Hypocrea koningii,
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Arthrinium sp. e Mucor sp.. Estudos de potencial biolégico mostraram que esta

substancia possui atividade antioxidante.

Tabela 50 — Comparacgdo dos dados de RMN de !H obtidos com os dados descritos na
literatura 3%, da substancia Acetato de 2-(p-hidroxifenil)etil (39).

Experimental* Literatura**
Posicao | *C & 'H& Multiplicidade, | *C & 'H& Multiplicidade,
(ppm)  (ppm) J (Hz) (ppm)  (ppm) J (Hz)

1 1559 - - 155,12 - -
2e?2 115,0 6,68 m 115,8 6,70 m
3ed 129,6 7,02 m 130,0 7,05 m

4 1298 - - 1298 - -

5 33,4 2,75 t(7,1) 34,3 2,87

6 64,4 4,12 t(7,1) 65,7 4,21

7 1705 - - 1724 - e

8 20,5 1,97 S 21,2 1,99 S

*em DMSO-ds, 150 e 600 MHz. **em CDCls, 25 e 100 MHz. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
7.28 Substancia 34

A substancia 34 (Fr. 04_3 do cultivo de P. stromaticum em meio de ext. de
malte; Figura 79) foi obtida como um 6leo amarronzado, e sua férmula molecular
C7HsO2, foi determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela

comparacgdo com dados apresentados na literatura (136,

Figura 79 — Representacao estrutural da substancia 34.

HO Z 5
1 5 OH

4
5

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 144, p. 272) e de HSQC (Apéndice 145,
p. 273) de 34 evidenciaram a presencga de um anel aromético meta-dissubstituido e
de um carbono metilénicos carbinalico.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 145, p. 273). Com essas informacoes,
associadas as correlagdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 80, p. 155; Apéndice 146 e Apéndice 147, p. 273 e 274) foi possivel propor a

estrutura de 34.
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Figura 80 — Correla¢des observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC de 34.

= COSY
—>» HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

A comparacéo dos dados acima com os da literatura 3¢) (Tabela 51) permitiu
identificar a substancia 34 como 3-(hidroximetil)fenol, obtida também dos endofitos
Phoma sp. e Aspergillus sp., e estudos de potencial bioldgico mostraram que esta
substancia possui atividade antioxidante (136),

Tabela 51 — Comparacio dos dados de RMN de *H obtidos com os dados descritos na
literatura *3%, da substancia 3-(hidroximetil)fenol (34).

Experimental* Literatura**
Posicdo | °C & 'H& Multiplicidade, | °C & 'H& Multiplicidade,
(ppm)  (ppm) J (Hz) (ppm)  (ppm) J (Hz)
1 1572 - - 158,7  --—-- -
2 113,0 6,73 sl 114,6 6,89 sl
3 1442 - - 1455 - -
4 116,7 6,70 d (7,7) 1188 6,82 d (7,8)
5 128,8 7,08 t(7,7) 1304 7,15 t (7,8)
6 1135 6,60 dd(7,7e22) | 1149 6,72  dd (7,8 e 3,0)
I 62,7 4,40 S 65,0 4,58 S

*em DMSO-ds, 150 e 600 MHz. *em Acetona-ds, 75 e 300 MHz. Fonte: tabela elaborada pela autora,
2020.

7.29 Substéancia 38

A substéancia 38 (Fr. 04 _10 do cultivo de P. stromaticum em meio de ext. de
malte; Figura 81) foi obtida como um 6leo amarronzado, e sua formula molecular
CoH1003, foi determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela

comparacéo com dados apresentados na literatura (37,

Figura 81 — Representacao estrutural da substancia 38.

HO 4

N
6 L g

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.
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A substancia 38 apresentou dados espectroscopicos parecidos com os da
substancia 34 (Apéndice 148, p. 274), em que a Unica diferenca observada foi a
presenca de um sinal intenso em 6n 2,06 (s, 3H, H-9). Devido ao valor desse
deslocamento quimico, esse sinal foi atribuido a uma metila ligada a carbono sp?. Esta
observacéo, evidencia a acetilagdo de 34 dando origem ao produto acetilado 38.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 149, p. 274). Com essas informacdes,
associadas as correlagbes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 82; Apéndice 150 e Apéndice 151, p. 275 e 276) foi possivel propor a estrutura
de 38.

Figura 82 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC de 38.

1 ‘ 7 0
6 4 )8\ 9
5 0 CH, = COSY
—» HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Com a comparacéo dos dados acima com os dados presentes na literatura (137
(Tabela 52) foi possivel identificar a substancia 38 como Acetato de (3-
hidroxibenzil)metil, e estudos de potencial biolégico mostraram que esta substancia

possui atividade antioxidante (137,

Tabela 52 — Comparacio dos dados de RMN de H obtidos com os dados descritos na
literatura 39, da substancia Acetato de (3-hidroxibenzil)metil (38).

Experimental* Literatura**
Posicéo BCé H& Multiplicidade, H& Multiplicidade,
(ppm)  (ppm) J (Hz) (ppm) J (Hz)
1 576 - e | e e
2 114,6 6,74 m 6,82 d(2,1)
3 1375 - e - e
4 118,4 6,76 d (7,8) 6,89 d(7,7)
5 129,2 7,15 t (7,8) 7,19 dd (7,7 e 7,7)
6 114,5 6,70 ddd (7,8; 2,5 e 0,9) 6,78 dd (7,7e 2,1)
7 62,7 4,98 S 5,04 S
8 1704 - e e e
9 20,4 2,06 S 2,09 S

*em DMSO-ds, 150 e 600 MHz. **em CDCls, 500 MHz. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
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7.30 Substancia 15

A substancia 15 (Fr. 02_9 do cultivo de B. parva em meio de arroz; Figura 83)
foi obtida como um 6leo amarelado, e sua férmula molecular Ci0H13NO, foi
determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela comparagdo com

dados apresentados na literatura (138),

Figura 83 — Representacao estrutural da substancia 15.
5
6 4 0

5 3 1 )J\

N EH
4 H 3
Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 152, p. 276) apresentou dois multipletos,
integrando para dois hidrogénios aromaticos cada, em 6n 7,21 (m, 2H, H-4 e 4’) e em
On 7,28 (m, 2H, H-5 e 5’), e um multipleto em én 7,18 (m, 1H, H-6) integrando para um
hidrogénio, caracterizando um sistema aromatico monossubstituido.

Adicionalmente, foram observados sinal em én 2,78 (t, J = 7,5 Hz, 2H, H-2)
caracteristico de hidrogénios metilénicos benzilicos. Também foi possivel observar
um tripleto em 6w 3,38 (t, J = 7,5 Hz, 2H, H-1), caracteristico de hidrogénios metilénicos
vizinhos a heteroatomo de N, e sinal em éu 1,90 (s, 3H, H-5’) caracteristico de
hidrogénios metilicos a a carbonila.

Todos os &tomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 153, p. 277). Com essas informacdes,
associadas as correlagcdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 84; Apéndice 154 e Apéndice 155, p. 277 e 278) foi possivel propor a estrutura
de 15.

Figura 84 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC de 15.

SCH3
= COSY
—>» HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.
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A comparacéo dos dados obtidos com os dados da literatura 138 (Tabela 53)
possibilitou a identificacdo de 15 como sendo N-(2-feniletil)acetamida, substancia
presente também no peixe Ctenopharyngodon idellus e na planta Moringa oleifera

Lam..

Tabela 53 — Comparacéo dos dados de RMN obtidos com os dados descritos na literatura
(138 da substancia N-(2-feniletil)acetamida (15).

Experimental* Literatura**
Posicao | 3C & 'H& Multiplicidade,| **C & H& Multiplicidade,
(ppm)  (ppm) J (Hz) (ppm)  (ppm) J (Hz)
1 41,4 3,38 t (7,5) 40,6 3,51 q
2 36,2 2,78 t (7,5) 35,6 2,81 t (6,6)
3 140,7 - e 1388 - e
4ed 129,3 7,21 m 128,6 7,24 m
5e5 129,6 7,28 m 128,7 7,31 m
6 126,6 7,18 m 126,5 7,18 m
7 1734 - e 1700 - e
8 22,2 1,90 s 23,3 1,95 S
NH | ----- Troca com solvente | ———-- 5,39 IS

*em CD3OD, 150 e 600 MHz. **em CDCls, 150 e 600 MHz. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

7.31 Substancia 05

A substancia 05 (Fr. 01_7 do cultivo de B. parva em meio de arroz; Figura 85)
foi obtida como um Oleo amarronzado, e sua formula molecular Cio0H16N202, foi
determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e de Espectrometria de
Massas ESI-Qg-TOF, no modo positivo ((M+H] em m/z 197,1299; cal. 197,1290; Erro
= 4,5 ppm; Apéndice 156, p. 278).

Figura 85 — Representacéo estrutural da substancia 05.
OH

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 157, p. 279) exibiu um singleto em ox
8,65 atribuido a hidrogénio aromatico (H-3/6); um duplo dubleto em én 4,70 (dd, J =

7,6 e 52 Hz, 1H, H-1/1") atribuido a um hidrogénio metinico carbindlico; dois
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multipletos, integrando para um hidrogénio cada, em én 1,90 e 6+ 1,79 (H-2'/2")
atribuidos a hidrogénios metilénicos diastereotdpicos, e um tripleto em én 0,95 (t, J =
7,4 Hz, 3H, H-3'/3”) atribuido a hidrogénios metilicos.

O espectro de RMN de 3C (Apéndice 158, p. 279) mostrou cinco carbonos
gue foram atribuidos a: dois carbonos aromaticos (6c 158,9 e 142,3), um carbono
carbindlico (6c 75,0), um carbono metilénico sp® (6c 31,5) e um carbono metilico (dc
10,1). Os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos, pela
andlise dos mapas de contorno do experimento de HSQC (Apéndice 159, p. 280).

As correlagdes correspondentes de *H—'H e H-13C foram feitas com base
nos mapas de contorno COSY e HMBC (Apéndice 160 e Apéndice 161, p. 280 e 281),

€ nos permitiu propor a estrutura parcial A de 05 (Figura 86).

Figura 86 — Estrutura parcial A de 05.

== COSY
— HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Com a andlise do espectro de massas (Apéndice 156, p. 278), associado
com os dados obtidos dos espectros de RMN da substancia 05 (Tabela 54), verificou-
se que a substancia era simétrica, contendo um anel pirazinico, oriundo de duas
unidades da estrutura parcial A. O levantamento bibliografico, realizado na Web of
Science e SciFinder, ndo trouxe resultados, indicando tratar-se de uma substancia
inédita, a qual foi identificada como 2,5-(bis-propan-1-ol)-pirazina, nomeada

botryospirazina A.

Tabela 54 — Dados de RMN de H e 13C da substancia 05, em CDsOD e 14,1T..

. 13C & HS
Posicao Mult., J (Hz HMBC
¢ (ppm) (ppm) (Hz)
2e5 1589 —— e e
3eb6 142,3 8,65 S C-2(5)
17e1” 75,0 470 dd (7,6 e 5,2) C-2(5)/C-3(6)/C-2'(2")/C-3'(3")
22e?2 31,5 1,90 m A -
179 m C-2(5)/IC-1'(1")/C-3'(3")

3ed 10,1 0,95 t (7,4) C-1'(1")/C-2'(2")
Fonte: tabela elaborada peala autora, 2020.
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7.32 Substancia 17

A substéancia 17 (Fr. 03_P do extrato de B. parva em meio arroz; Figura 87)
foi obtida como um soélido amorfo amarelado, com solubilidade reduzida na maioria
dos solventes, e sua formula molecular Ci12H10N4O2 foi determinada com base nos
experimentos de RMN 1D e 2D, Espectrometria de Massas ESI-Qqg-TOF, no modo
negativo ([M-H] em m/z 241,0738; cal. 241,0731; Erro = 2,9 ppm; Apéndice 162, p.

282) e pela comparagdo com os dados presentes na literatura (139.140),

Figura 87 — Representacgéo estrutural da substéancia 17.

H
HsC2 - 9a_-N.i0aN 0
Y
HsC 7 5a N/Aa 4 NH
1 6

0

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

O espectro de RMN de 3C (Apéndice 164, p. 283) mostrou 12 sinais de
carbono, que foram atribuidos a duas carbonilas de imida (éc 160,8 e 150,2), seis
carbonos aromaticos quaternarios (6c 146,5; 144,8; 141,7; 139,0; 138,4 e 130,3), dois
carbonos metinicos sp? (dc 128,8 e 125,9) e dois carbonos de metilas (dc 20,3 e 19,7).

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 164, p. 283) exibiu seis singletos, dois
sinais em on 11,85 (s, NH-3) e on 11,68 (s, NH-1) atribuidos aos hidrogénios das
imidas, dois sinais em 6n 7,92 (s, H-6) e on 7,71 (s, H-9) atribuidos aos hidrogénios
aromaticos e dois sinais em on 2,49 (s, H-12) e 61 2,46 (s, H-11) atribuidos aos
hidrogénios metilicos.

Os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos, pela
analise dos mapas de contorno do experimento de HSQC (Apéndice 165, p. 284). As
correlacdes correspondentes de 'H e 13C foram feitas com base no mapa de contorno
HMBC (Apéndice 166, p. 284), em que foi possivel verificar a interacdo de H-6 com
C-7, C-9a e C-12, e de H-9 com C-5a, C-8 e C-11, confirmando a presenca de um
anel aromatico tetrassubstituido.

Com a anélise da fragmentacdo de 17 (Apéndice 162, p. 282), no modo
positivo e negativo, ficou evidente que a fragmentagéo tem inicio com a saida do grupo

HNCO do anel tautomérico de pirimidina, seguido da saida do grupo CO, em ambos
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0s modos de analise, como mostrado na Figura 88. Adicionalmente, no modo positivo,
verifica-se que do fragmento m/z 172 gerado, é possivel observar a eliminacdo de um
CHgs, verificada pelo sinal de m/z 157, e também da espécie m/z 172 verifica-se a
eliminacdo de HCN verificada pelo sinal de m/z 145.

Dessa forma, a comparacdo com os dados presentes na literatura (139.140)
(Tabela 55, p. 162) permitiram identificar a substdncia como 7,8-
dimetilbenzo[g]pteridina-2,4(1H, 3H)-diona, nomeada Lumichrome, presente em
alguns fungos, como: Beauveria bassiana, Aspergillus sydowii, Neosartorya fennelliae
e Neosartorya tsunodae. Estudos de potencial biolégico mostraram que esta

substancia possui atividade citotdxica 141

Figura 88 — Esquema de fragmentacéo da substancia 17, obtidas no modo negativo (A) e no
modo positivo (B).

(A)
HsC N N 0 HaC NN
o’ , o’
|® (Y ~HCNO
N ¥ _NH > ~
HsC N H,;C N C~
~0
s
H,C N
3 N —
N
~
HsC N
mfz170
(B)
H H
\ / +0
HsC /N N 0 HsC /N NH
|j’ Q -HCNO
N C N H4C \N c
HsC N 3 ~
3 \0
]2 243 0 mfz198
-CO
HsC N N
[CoHgN,]™  <=HEN h NH, _-CHs A NH
= - =
H N N
ml 2145 3C
m/z172 m/2157

Fonte: ilustracdo adaptada de Brown 40, 2020.
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Tabela 55 — Comparacdo dos dados espectrométricos obtidos com os dados descritos na
literatura 39, da substancia Lumichrome (17).

Experimental* Literatura**
Posicdo | 3C & 'H& Multiplicidade,| *C & 'H& Multiplicidade,
(epm)  (ppm) J (Hz) (ppm)  (ppm) J (Hz)
oL | ----- 11,68 s | - 11,69 S
02 150,2 @ - - 150,0 - e
03 | - 11,85 s | - 11,86 S
04 160,8  ---—-—- - 160,6 - e
04a 130,3 - e 130,6 - -
05a 1384 - - 1384 - e
06 128,8 7,92 S 128,7 7,91 S
07 1448  ---—-—- = - 1446 - e
08 1390 - e 138,9 - e
09 125,9 7,71 S 125,8 7,70 S
09a 141,7 - - 1416 - e
10a 1465  -——-—- - 146,4 - e
11 20,3 2,49 S 20,2 2,48 S
12 19,7 2,46 S 19,5 2,46 S

*em DMSO-ds, 150 e 600 MHz. **em DMSO-ds, 125 e 500MHz. Fonte: tabela elaborada pela autora,
2020.

7.33 Substancia 40

A substancia 40 (Fr. 05_3 do cultivo de P. stromaticum em meio de ext. de
malte; Figura 89) foi obtida como um 6leo amarronzado, e sua férmula molecular
C11H13NOg, foi determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela

comparagdo com dados apresentados na literatura 142,

Figura 89 — Representacao estrutural da substancia 40.

HsCZ  12CH,

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

O espectro de RMN de *H (Apéndice 167, p. 285) apresentou dois dubletos
em on 7,17 (d, J = 4,0; 1H, H-6) e on 6,34 (d, J = 4,0; 1H, H-7), integrando para um
hidrogénio olefinico cada, caracterizando uma subestrutura de dieno com

conformacéao s-cis. Também foi possivel observar um singleto em én 9,50 (s, 1H, H-
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10), que apresentou correlacdo no mapa de contorno HSQC (Apéndice 169, p. 286)
com um carbono em 6c 179,9, indicando a presenga de um grupo aldeido.

Adicionalmente, foram observados sinais em én 5,64 (d, J = 15,5 Hz, 1H, H-
9) e 61 5,52 (d, J =15,5Hz, 1H, H-9”), caracteristico de hidrogénios hidroximetilénicos
geminais, e em 61 5,36 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-3) caracteristico de hidrogénio metinico
a a carbonila. Por fim, foi observado um multipleto em 6 2,32 (m, 1H, H-11) e dois
dubletos em 6+ 0,96 (d, J = 6,8 Hz, 1H, H-12) e 6n 0,91 (d, J = 6,8 Hz, 1H, H-12"),
caracterizando um grupo isopropila.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 169, p. 286). Com o mapa de contorno
de COSY (Apéndice 170, p. 286), comprovou-se as intera¢des 'H-'H dos hidrogénios
H-6 e H-7, bem como dos hidrogénios H-3/H-11 e H-11 com H-12 e 12’ (Figura 90, p.
163). Pelo mapa de contorno de HMBC (Apéndice 171, p. 287) foi possivel observar
a correlacdo de H-10 com C-5, de H-9 com C-2 e C-7 e de H-11 com C-2 (Figura 90).
Com essas informacdes, foi possivel propor a estrutura base de 40 como sendo uma

lactona pirrélica.

Figura 90 — Correlac¢des observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC de 40.

= COSY
—» HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Com a comparacao dos dados obtidos com os dados presentes na literatura (142)
(Tabela 56, p. 164) foi possivel identificar a substancia 40 como 3,4-dihidro-4-(1-
metiletil)-3-oxo-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazina-6-carboxaldeido, presente também nos

fungos Xylaria nigripes e Jishengella endophytica, e nos frutos de Morus alba.
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Tabela 56 — Comparacio dos dados de RMN de *H obtidos com os dados descritos na literatura 42,
da substancia 3,4-dihidro-4-(1-metiletil)-3-ox0-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]Joxazina-6-carboxaldeido (40).

Experimental* Literatura**
Posicdo | *°C & 'H& Multiplicidade,| 3C & 'H& Multiplicidade,
(ppm)  (ppm) J (Hz) (ppm)  (ppm) J (Hz)
2 166,5 - = - 166,7 - -
3 62,5 5,36 d (8,0) 63,1 5,36 d (8,0)
5 1316 - e 1314 - -
6 125,2 7,17 d (4,0) 125,4 7,17 d (4,0)
7 106,7 6,34 d (4,0) 107,2 6,34 d (4,0)
8 1324 - e 132,7 - e
9 63,8 5,64 d (15,5) 64,2 5,64 d (15,5)
5,52 d (15,5) 5,53 d (15,5)
10 179,7 9,50 S 180,2 9,51 S
11 32,0 2,32 m 32,4 2,33 m
12 18,7 0,96 d (6,8) 19,3 0,97 d (6,8)
12’ 18,3 0,91 d (6,8) 18,8 0,92 d (6,8)

* e ** em DMSO-ds, 150 e 600 MHz. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

7.34 Substancia4l

A substancia 41 (Fr. 05_6 do cultivo de P. stromaticum em meio de ext. de
malte; Figura 91) foi identificada em mistura, e sua formula molecular C12H1sNOs3, foi
determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela comparagdo com

dados apresentados na literatura 142,

Figura 91 — Representacao estrutural da substancia 41.

14CH
13 3
HsC” 12

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

A substancia 41 apresentou dados espectroscopicos parecidos com os da
substancia 40 (Apéndice 172, p. 287), em que as diferencas observadas foram a
presenca de hidrogénios metilénicos diastereotdpicos én 1,38 (m, 1H, H-12) e 61 1,22
(m, 1H, H-12") e a diferenca da multiplicidade das metilas, que em 40 se apresentaram

como dois dubletos e em 41 se apresentam como um dubleto e um tripleto
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(coalescendo). Estas observacoes, evidenciam que o aminoacido de 41 trata-se da
Isoleucina ao invés da Valina, observada em 40.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 174, p. 288). Com essas informacdes,
associadas as correlagbes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 92; Apéndice 175 e Apéndice 176, p. 289 e 289) foi possivel propor a estrutura
de 41.

Figura 92 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC de 41.

= COSY
— HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Com a comparacgao dos dados obtidos com os dados presentes na literatura
(142) (Tabela 57) foi possivel identificar a substancia 41 como 3,4-dihidro-4-(1-
metilpropil)-3-oxo-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazina-6-carboxaldeido, presente também no

fungo Jishengella endophytica, e nos frutos de Morus alba.

Tabela 57 — Comparac&o dos dados de RMN de *H obtidos com os dados descritos na literatura 42),
da substéncia 3,4-dihidro-4-(1-metilpropil)-3-oxo-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazina-6-carboxaldeido (41).

Experimental* Literatura**
Posicdo | °C & 'H& Multiplicidade,| 3C & 'H& Multiplicidade,
(ppm)  (ppm) J (Hz) (ppm)  (ppm) J (Hz)
2 166,5 - - 166,5 - -
3 61,5 5,45 d (7,0) 62,0 5,46 d (6,9)
5 1316 - e 131,2 - -
6 125,5 7,18 d (4,0) 125,6 7,20 d (3,8)
7 106,5 6,33 d (4,0) 107,1 6,34 d (3,8)
8 1324 - 1328 - -
9 63,8 5,63 d (15,6) 64,4 5,64 d (15,6)
5,53 d (15,6) 5,54 d (15,6)
10 179,7 9,48 s 180,0 9,50 s
11 38,7 2,07 m 39,3 2,08 m
12 25,2 1,38 m 25,8 1,39 m
1,22 m 1,25 m
13 11,3 0,89 d (7,3) 11,8 0,91 t(7,1)
14 14,9 0,88 d(7,1) 15,5 0,90 d (7,0)

* e ** em DMSO-ds, 150 e 600 MHz. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
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7.35 Substancia 42

A substancia 42 (Fr. 05_7 e Fr. 06_3 do cultivo de P. stromaticum em meio de
ext. de malte; Figura 93) foi identificada em mistura, e sua formula molecular
C12H1sNOs, foi determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela

comparagdo com dados apresentados na literatura 142,

Figura 93 — Representacao estrutural da substancia 42.
13'CH;

13
HsC” 12

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

A substancia 42 apresentou dados espectroscopicos parecidos com os da
substancia 41 (Apéndice 177, p. 290), em que a diferenca observada se encontra na
multiplicidade das metilas, que em 41 se apresentavam como um dubleto e um tripleto
e em 42 se apresentaram como dois dubletos. Esta observacéo, evidencia que o
aminoacido de 42 trata-se da Leucina ao invés da Isoleucina, observada em 41.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos com
base no experimento de HSQC (Apéndice 179, p. 291). Com essas informacdes,
associadas as correlagbes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 94; Apéndice 180 e Apéndice 181, p. 291 e 292) foi possivel propor a estrutura
de 42.

Figura 94 — Correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC de 42.

13'CH31

13
HsC* 12 2y

A = COSY
—» HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.
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Com a comparacao dos dados obtidos com os dados presentes na literatura
(142) (Tabela 58) foi possivel identificar a substancia 42 como 3,4-dihidro-4-(2-
metilpropil)-3-oxo-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazina-6-carboxaldeido, presente também no
fungo Jishengella endophytica, e nos frutos de Morus alba.

Tabela 58 — Comparacdo dos dados de RMN de 'H obtidos com os dados descritos na literatura 142,
da substancia 3,4-dihidro-4-(2-metilpropil)-3-oxo-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazina-6-carboxaldeido (42).

Experimental* Literatura**
Posicao | 3C & W& Multiplicidade, | 3C & Hé Multiplicidade,
(ppm) (ppm) J (Hz) (ppm)  (ppm) J (Hz)
2 167,1 - - 1675 - -
3 46,0 5,65 dd(10,0e5,6) | 56,4 5,65 dd (10,2 e 5,7)
5 1305 - - 130,7 - e
6 124,7 7,14 d (3,8) 1252 7,14 d (4,0)
7 106,7 6,32 d (3,8) 107,2 6,31 d (4,0)
8 1320 - - 1325 - -
9 63,3 571 d (15,2) 63,7 5,70 d (15,2)
5,52 d (15,2) 551 d (15,2)
10 179,6 9,49 s 180,1 9,49 s
11 40,9 2,00 m 41,3 2,00 ddd (13,4; 10,2 e
1,60 m 1,60 4,3)
ddd (13,4; 9,3 e
5,7)
12 24,3 1,65 m 24,7 1,66 m
13 21,2 1,00 d (6,3) 21,6 1,00 d (6,4)
13 229 0,90 d (6,3) 23,3 0,89 d (6,4)

* e ** em DMSO-ds, 150 e 600 MHz. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

7.36 Substancia 43

A substancia 43 (Fr. 06_5 do cultivo de P. stromaticum em meio de ext. de
malte; Figura 95) foi identificada em mistura, e sua férmula molecular C15H13NOg3, foi
determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela comparagdo com

dados apresentados na literatura 142,

Figura 95 — Representacao estrutural da substancia 43.
2

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.
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A substancia 43 apresentou dados espectroscopicos parecidos com os da
substancia 42 (Apéndice 182, p. 292), em que a diferenca observada se encontra na
auséncia de hidrogénios metilicos e na presenca de hidrogénios aromaticos em 43.
Estas observacdes, evidenciam que o aminoacido de 43 trata-se da Fenilalanina ao
invés da Leucina, observada em 42.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos com
base no experimento de HSQC (Apéndice 184, p. 293). Com essas informacdes,
associadas as correlagbes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 96; Apéndice 185 e Apéndice 186, p. 294 e 294) foi possivel propor a estrutura
de 43.

Figura 96 — Correla¢des observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC de 43.

= COSY
—» HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

< A

Tabela 59 — Comparacdo dos dados de RMN de 'H obtidos com os dados descritos na literatura 42,
da substancia 3,4-dihidro-4-(fenilmetil)-3-oxo-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazina-6-carboxaldeido (43).

Experimental* Literatura**
Posicdo | *C& W& Multiplicidade,| *C & HS Multiplicidade,
(ppm) (ppm) J (Hz) (ppm)  (ppm) J (Hz)
2 1668 -~ - 1672  -— -
3 58,6 5,84 t (5,1) 59,0 5,84 t (5,6)
5 130,3 - - 130,7 - -
6 124,8 7,19 d (3,7) 125,4 7,19 d (4,0)
7 105,9 6,16 d (3,7) 106,4 6,17 d (4,0)
8 1319 - e 1324 - eeee-
9 63,2 5,24 d (15,1) 63,6 524 d (15,1)
4,05 d (15,1) 4,06 d (15,1)
10 179,5 9,51 S 179,9 9,51 S
11 38,9 3,34 @ - 39,5 3,33 m
12 134,7 - - 1351 - -
1'e1” | 1294 6,84 d (7,0) 129,8 6,85 d (7,3)
2e2” | 128,7 7,24 m 129,1 7,25 t(7,3)
3 127,7 7,29 m 128,2 7,29 t (7,3)

£ - sinal sobreposto com o sinal da &gua. * e ** em DMSO-ds, 150 e 600 MHz. Fonte: tabela elaborada
pela autora, 2020.
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Com a comparacao dos dados obtidos com os dados presentes na literatura
(142) (Tabela 59, p. 168) foi possivel identificar a substancia 43 como 3,4-dihidro-4-
(fenilmetil)-3-oxo-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazina-6-carboxaldeido, presente também no

fungo Jishengella endophytica, e nos frutos de Morus alba.

7.37 Substancia 35

A substancia 35 (Fr. 04_5, oriunda do extrato de P. stromaticum em meio de
extr. de malte; Figura 97) foi obtida como um 6leo amarelado, e sua formula molecular
C11H18N202, foi determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela
comparacgdo com dados apresentados na literatura 143),

Figura 97 — Representacao estrutural da substancia 35.
0 13CH3

CH
10\l 2 3

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 187, p. 295) apresentou dois sinais
intensos em 6x 0,98 (d, J = 7,1 Hz, 3H, H-13) e 61 0,82 (t, J = 7,5 Hz, 3H, H-12),
integrando para trés hidrogénios cada, que foram atribuidos a duas metilas. Observou-
se também, um sinal em én 3,95 (sl, 1H, H-9) e én 4,10 (t, J = 7,7 Hz,1H, H-6).
Adicionalmente, foram visualizados multipletos em éx 2,13 (m, 1H); on 1,88-1,75 (m,
3H) e 6w 1,37-1,22 (m, 2H) atribuidos a trés metilenos.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 188, p. 295). As correlacdes
observadas no mapa de contorno HMBC (Apéndice 190, p. 296) entre H-6-C-5 e H-
9+-C-1 (Figura 98, p. 170), nos permitiu identificar essa substancia como sendo da
classe das dicetopiperazinas. Dessa forma, as correlacfes observadas no mapa de
contorno de COSY (Apéndice 189, p. 296) dos H-3<H-4-H-5-H-6 foi possivel

atribuir a unidade -CH2CH2CH2CH-, atribuida a uma unidade do aminoacido Prolina.



Figura 98 — Correla¢des observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC de 35.
0

= COSY
—» HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.
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A presenca de duas metilas, uma na forma de dupleto e a segunda como um

tripleto, associado a correlacdo observada no mapa de contorno HMBC entre H-

13-C-9, permitiu definir o segundo aminoécido como sendo a Isoleucina. Com a

comparacéo dos dados acima com os dados presentes na literatura 143 (Tabela 60)

foi possivel identificar a substancia 35 como sendo a Ciclo(Pro-lle), presente também

nos organismos Aspergillus sp., Bacillus sp. e Sarcodon aspratus. Estudos de

potencial biolégico mostraram que esta substancia possui atividade antibidtica 144,

Tabela 60 — Comparacdo dos dados espectrométricos obtidos com os dados descritos na
literatura **®), da substancia Ciclo(Pro-lle) (35).

Posicéao Experimental* Literatura**
3C& HSE(ppm) Multip., BC& HSE(ppm) Multip.,
(ppm) J (Hz) (ppm) J (Hz)
01 165,2 ———- ———- 170,1 ———- ———-
03 44 3 Sobreposto com sinal da agua | 45,4 3,61-3,48 m
04 21,8 1,88-1,75 m 22,7 2,01-1,90 m
1,90-1,81
05 28,1 2,14 m 28,3 2,31-2,22 m
1,84 m 2,11-2,02
06 58,0 4,10 t(7,7) 58,9 4,07 t
07 165,3 -—-- -—-- 165,0 -—-- -—--
09 59,0 3,95 sl 60,4 3,96 brs
10 34,5 2,02 m 35,3 2,42-2,31 m
11 23,7 1,37-1,22 m 24,5 1,52-1,39 m
1,32-1,11 m
12 11,9 0,82 t (7,5) 12,0 0,92 t
13 14,8 0,98 d(7,1) 15,7 1,05 d
N-H ——-- 7,95 S it 5,99 brs

*em DMSO-ds, 150 e 600 MHz. **em CDCls, 75 e 300 MHz. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
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7.38 Substancia 36

A substéncia 36 (Fr. 04_6, oriunda do extrato de P. stromaticum em meio de
extr. de malte; Figura 99) foi obtida como um 6leo amarelado, e sua formula molecular
C11H18N202, foi determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela
comparagdo com dados apresentados na literatura 143,

Figura 99 — Representacao estrutural da substancia 36.
0

CH
N)W12 3

NH CH
12' 3

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

A substancia 36, apresentou espectro de RMN de 'H (Apéndice 191, p. 297)
semelhante a substancia 35, em que a diferenca se encontra na presenca de um sinal
como duplo dubleto integrando para seis hidrogénios em 36, diferentemente do
observado para 35, em que as metilas se apresentavam com um dubleto e como um
tripleto. Dessa forma, o segundo aminoacido em 36 trata-se da Leucina ao invés de
Isoleucina, observada em 35.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 193, p. 298). Com essas informacdes,
associadas as correlagbes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Figura 100; Apéndice 194 e Apéndice 195, p. 298 e 299) foi possivel propor a

estrutura de 36.

Figura 100 — CorrelacBes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC de 36.

== COSY
—» HMBC

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Com a comparacao dos dados acima com os dados presentes na literatura

(143) (Tabela 61, p. 172) foi possivel identificar a substancia 36 como sendo a Ciclo(Pro-
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Leu), presente também nos organismos Sordariomycetes sp., Chryseobacterium sp.,
Streptomyces cirratus, entre outros. Estudos de potencial biolégico mostraram que

esta substancia possui atividade antibidtica (44 e antifiingica (4%,

Tabela 61 — Comparacdo dos dados espectrométricos obtidos com os dados descritos na
literatura **®, da substancia Ciclo(Pro-Leu) (36).

Experimental* Literatura**
Posicdo | °C & Hé Multip., BCoé H& Multip.,
(ppm) _ (ppm) J (Hz) (ppm) (ppm) J (Hz)
01 170,4 -—-- ---- 170,3 == -—--
03 449 3,39 m 45,0  3,59-3,49 m
3,33 m
04 225 1,95-1,71 m 22,6 2,02-1,99 m
1,94-1,86 m
05 27,4 2,12 m 28,0 2,13 m
1,90 m
06 58,3 4,18 t(8,1) 59,1 4,12 t
07 166,6 -—-- -—-- 166,4 ---- -—--
09 52,4 4,00 t (6,1) 53,2 4,01 brs
10 37,8 1,35 ddd (13,7; 7,5e6,1) | 38,2 2,01 ddd
1,75 m 1,76-1,71 m
11 24,1 1,87 m 244  1,70-1,69 m
12 21,9 0,86 d (6,1) 23,1 0,94 d
12’ 21,9 0,86 d (6,1) 21,1 1,00 d
N-H -—- 8,00 S 5,91 brs

*em DMSO-ds, 150 e 600 MHz. **em CDCls, 75 e 300 MHz. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.

7.39 Substancia 37

A substéncia 37 (Fr. 04_8, oriunda do extrato de P. stromaticum em meio de
extr. de malte, Figura 101) foi obtida como um Oleo amarelado, e sua férmula
molecular C14H16N202, foi determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D

e pela comparac&do com dados presentes na literatura (143,

Figura 101 — Representacao estrutural da substancia 37.

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.
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A substancia 37, apresentou espectro de RMN de 'H (Apéndice 196, p. 299)

semelhante a substancia 36, em que a diferenca se encontra na auséncia do sinal em

on 0,86 (d, J = 5,1 Hz; 6H; H-12 e 12’), referentes a metilas em 36 e na presenca de
hidrogénios arométicos em 6 7,19 (m, 1H; H-4’) e em 61 7,26 (m; 4H; H-2' e 2”/3’ e

3”) em 37, evidenciando um sistema aromatico monossubstituido. Diante dessas

observacdes, pode-se aferir que o segundo aminoacido em 37 trata-se da Fenilalanina

ao invés de Leucina, observada em 36.

Todos os &tomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos

com base no experimento de HSQC (Apéndice 197, p. 300). Com essas informacdes,

associadas as correlagcdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC

(Figura 102; Apéndice 198 e Apéndice 199, p. 300 e 301) foi possivel propor a

estrutura de 37.

Figura 102 — CorrelacBes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC de 37.

= COSY
— HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Tabela 62 — Comparacdo dos dados espectrométricos obtidos com os dados descritos na
literatura **Y, da substancia Ciclo(Pro-Phe) (37).

Experimental*

Literatura**

Posicdo | ’°C & Hé Multiplicidade, | *C & HS Multiplicidade,
(ppm) (ppm) J (Hz) (ppm) (ppm) J (Hz)
01 169,2 - - 169,4 e -
03 44,3 3,39 m 45,2  3,69-3,61 m
3,27 m 3,61-3,50 m
04 21,5 1,72 m 22,2 1,92-1,81 m
05 27,4 2,00 dt(11,8e4,8) | 28,3 2,38-2,28 m
1,41 m 2,10-2,00 m
06 58,2 4,07 m 58,9 4,08 t

07 165,2 ---- ---- 164,9 - ----
09 55,5 4,35 t (4,9) 56,1 4,27 dd
10 35,1 3,04 dq(14,2e49) | 36,6 3,59-3,45 m
2,77 dd
01 137,5 ---- ---- 135,8 - ----
02’e02” | 1295 7,26 m 128,9 7,41-7,18 m
03e 03" | 128,1 7,26 m 127,3 7,41-7,18 m
04’ 126,3 7,19 m 129,1 7,41-7,18 m
N-H 7,98 S 5,62 brs

*em DMSO-ds, 150 e 600 MHz. **em CDCls, 75 e 300 MHz. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
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Com a comparacéo dos dados acima com os dados presentes na literatura (143
(Tabela 62, p. 173) foi possivel identificar a substancia 37 como sendo a Ciclo(Pro-
Phe), presente em diversos organismos, como: Sargassum wightii, Sordariomycetes
sp., Burkholderia vietnamiensis, Nigrospora sphaerica, entre outros. Estudos de
potencial biol6gico mostraram que esta substancia possui atividade antibidtica 144,

antifingica 4% e antitumoral (146),

7.40 Substancia 23

A substancia 23 (Fr. 06_P_1, oriunda do extrato de B. parva em meio de arroz;
Figura 103) foi obtida como um sélido incolor amorfo, e sua formula molecular
C29Hs3NsOs, foi determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela

comparac&o com dados presentes na literatura (47,

Figura 103 — Representacao estrutural da substancia 23.
H;C Leu®

CH;
0
CH3
0 4
Leu? CH3 NH HN Leu
CH,
HsC 0
NH HN
H CHs
N
0 Val
CH
HaC 0 3
Leu'
CH,

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020,

O espectro de RMN de 13C (Apéndice 201, p. 302) evidenciou 29 atomos de
carbono, sendo: cinco carboxilicos (6c 172,5; 172,3; 171,9; 171,1 e 170,5); cinco
carbonos ligados a atomos de N (6c 59,0; 55,1; 51,9; 51,5 e 50,5); quatro carbonos
metilénicos (6c 41,4; 40,1; 39,9 e 38,8); cinco carbonos metinico sp® (6c 29,2; 24,7;
24,7; 24,6 e 24,3), e os outros dez sinais foram atribuidos a carbonos metilicos.

O espectro de RMN de 'H (Apéndice 200, p. 301) evidenciou cinco sinais de
hidrogénios desblindados na regido de 6n 7,50-9,00, integrando para um hidrogénio
cada, que foram atribuidos a hidrogénios de amida. Adicionalmente, foram
observados quatro sinais na regiao de on 3,70-4,50, trés integrando para um
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hidrogénio cada e um integrando para dois hidrogénios, que foram atribuidos a
hidrogénios a a carbonila. Por fim, foi observado varios multipletos da regido de alto
campo, atribuidos a hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos.

Todos os &tomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 202, p. 302). Com essas informacdes,
associadas as correlacdes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC
(Apéndice 203 e Apéndice 204, p. 303 e 303) e do espectro de TOCSY 1D (Apéndice
205, p. 304), foi possivel observar cinco sistemas de spin, verificando a presenca de
um residuo de valina (Val) e quatro residuos de leucina (Leu), sendo possivel propor
a estrutura de 23 (Figura 104).

Figura 104 — Correlagbes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC, e nos
espectros de TOCSY 1D de 23.

=== COSY e TOCSY 1D
—>» HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Com a comparacdo dos dados obtidos (Tabela 63) com os da literatura (147,
foi possivel identificar a substancia 23 como sendo a Ciclo(Leu-Leu-Leu-Leu-Val),

presente também no endéfito Fusarium decemcellulare.

Tabela 63 — Comparacdo dos dados espectrométricos obtidos com os dados descritos na
literatura 4% da substancia Ciclo(Leu-Leu-Leu-Leu-Val) (23).

Experimental* Literatura**
Unidade | N° [ (@ oH Multipl.; 6 3C 5 H Multipl.;
(ppm) _ (ppm) J (Hz) (Ppm) (Ppm) J (Hz)

Leu! 1 171,1 - e 1715 - e
2 51,9 4,29 td (9,2 e 6,1) 52,2 4,32 m

3 40,1 1,63 m 40,6 1,44 m

1,49 m 1,55 m

4 24,6 1,51 m 25,1 1,44 m

5 22,8 0,91 d (6,0) 22,6 0,90 m

5 22,3 0,86 d (6,0) 23,1 0,86 m

NH | - 7,80 sl | - 7,21 brs
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Cont. Tabela 63 — Compara¢do dos dados espectrométricos obtidos com os dados
descritos na literatura 4", da substancia Ciclo(Leu-Leu-Leu-Leu-Val) (23).

Leu? 1 1723 ——— - 1720 - e
2 55,1 3,88 dd (13,9 e 8,1) 52,6 4,07 m
3 39,8 1,76 m 40,4 1,51 m
1,52 m
4 24,7 1,49 m 24,8 1,59 m
5 22,8 0,88 d (6,3) 211 0,78 d (6,5)
5 21,8 0,83 d (6,3) 23,5 0,87 m
NH |  ----- 8,35 sl ] - 8,59 d (8,0)
Leu® 1 1720 - - 1721 - -
2 51,5 4,35 m 52,5 4,17 m
3 38,8 1,53 m 39,2 1,48 m
1,38 m 1,37 m
4 24,7 1,46 m 24,8 1,45 m
5 22,2 0,90 d (6,5) 22,9 0,88 d (6,0)
5 22,6 0,83 d (6,5) 22,5 0,83 m
NH |  ----- 8,65 d64) | ---- 8,71 d (6,5)
Leu* 1 1725 - e 173,3 - -
2 50,5 4,33 m 50,7 4,43 m
3 41,4 1,41 m 42,2 1,37 m
1,34 m
4 24,3 1,48 m 251 1,51 m
5 22,9 0,86 d (6,5) 23,3 0,88 m
5 22,5 0,86 d (6,5) 22,3 0,88 m
NH |  ----- 7,74 sl | - 7,86 d (8,5)
Val 1 1705  -— - 171,7 - e
2 59,0 4,07 dd (9,2 € 6,0) 65,6 3,20 t (8,5)
3 29,2 2,16 dg (13,5 € 6,8) 28,2 2,50 m
4 19,3 0,82 m 20,1 0,83 d (6,0)
4 17,6 0,82 m 19,8 0,83 d (6,0)
NH | - 8,27 d92 | --- 8,42 brs

* em DMSO-de, 150 e 600 MHz, ** em DMSO-ds, 125 e 500 MHz, Fonte: tabela elaborada pela autora,
2020.

741 Substancia 24

A substancia 24 (Fr. 06_P_5, oriunda do extrato de B. parva em meio de arroz,
Figura 105, p. 177) foi obtida como um sdlido incolor amorfo, e sua férmula molecular
C30Hs5NsOs, foi determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela

comparagdo com dados presentes na literatura 47,
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Figura 105 — Representacao estrutural da substancia 24.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

A substancia 24, apresentou dados espectroscéopicos (Apéndice 206 e
Apéndice 207, p. 304 e 305) semelhante a substancia 23, em que a diferenca €
referente a quantidade de carbonos, em que 24 apresentou uma unidade -CHz- a mais
gue 23. Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 208, p. 305).

Com essas informacdes, associadas as correlagdes observadas nos mapas
de contorno COSY e HMBC (Apéndice 209 e Apéndice 210, p. 306 e 306) e do
espectro de TOCSY 1D (Apéndice 211, p. 307), foi possivel observar cinco sistemas
de spin, verificando a presenca de um residuo de isoleucina (lle) e quatro residuos de

leucina (Leu), sendo possivel propor a estrutura de 24 (Figura 106).

Figura 106 — Correlagbes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC, e nos
espectros de TOCSY 1D de 24.

=== COSY e TOCSY 1D
—» HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.
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Com a comparacdo dos dados obtidos (Tabela 64) com os da literatura (147,
foi possivel identificar a substancia 24 como sendo a Ciclo(Leu-Leu-Leu-Leu-lle),
presente também no endofito Fusarium decemcellulare.

Tabela 64 — Comparacédo dos dados espectrométricos obtidos com os dados descritos na
literatura 47 da substancia Ciclo (Leu-Leu-Leu-Leu-lle) (24).

Experimental* Literatura**
Unidade | N° | & 13C &H Multipl.; 8 13C &H Multipl.;
(ppm) (ppm) J (Hz) (ppm) (ppm) J (H2)
Leu! 1 1741 - e 171,33 - e
2 54,1 4,31 dd (8,9 € 6,3) 52,2 4,32 m
3 40,6 1,76 m 40,5 1,44 m
1,64 m 1,54 m
4 26,3 1,61 m 24,8 1,44 m
5 23,2 0,99 d (6,3) 22,9 0,88 m
5 22,6 0,95 d (6,3) 22,7 0,90 m
NH | - 785 e e 7,20 d (6,5)
Leu? 1 1747 - e 171,7 - -
2 57,8 3,92 dd (10,1 e 5,8) 52,5 4,07 m
3 39,7 1,94 m 40,2 1,50 m
1,63 m
4 26,4 1,68 m 24,7 1,59 m
5 22,4 0,97 d(6,1) 21,0 0,77 d (6,0)
5 21,9 0,95 d(6,1) 23,4 0,86 m
NH | --—--- 8,34t | 8,60 d (8,0)
Leu® 1 1750 - 1720 - -
2 52,8 4,44 dd (8,5e6,2) 52,4 4,15 m
3 42,6 1,56 m 39,0 1,37 m
1,51 m 1,49 m
4 26,3 1,68 m 25,1 1,49 m
5 23,1 0,97 d(6,2) 22,9 0,83 d (6,5)
5 22,7 0,95 d (6,2) 22,5 0,88 m
NH | - 863 | - 8,73 d (6,0)
Leu* 1 1748 - e 173,1 - e
2 53,4 4,40 t(7,4) 50,6 4,44 m
3 40,2 1,61 m 42,1 1,36 m
1,52 m
4 26,0 1,60 m 25,0 1,52 m
5 23,1 0,98 d (6,2) 23,6 0,88 m
5 22,8 0,92 d (6,2) 22,2 0,88 m
NH | --—--- 8,006 | e 7,86 d (8,5)
lle 1 1735 - e 1716 - -
2 60,2 4,22 d (6,2) 63,5 3,30 m
3 37,5 1,94 m 33,6 2,30 m
4 25,8 1,48 m 25,7 1,03 m
1,24 m 1,41 m
5 11,8 0,93 t(7,5) 10,3 0,79 t(6,5)
6 16,2 0,95 d (6,9) 15,92 0,80 d (6,5)
NH | - 8,18¢ | - 8,38 brs

* em CDsOD, 150 e 600 MHz, * em DMSO-ds, 125 e 500 MHz. £ - deslocamento de hidrogénio
atribuido via sinais cruzados no mapa de contorno COSY. Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
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7.42 Substéancia 25

A substéancia 25 (Fr. 06_P_6, oriunda do extrato de B. parva em meio de arroz,
Figura 107) foi obtida como um sélido incolor amorfo, e sua formula molecular
C30HssNsO0s, foi determinada com base nos experimentos de RMN 1D e 2D e pela

comparacgdo com dados presentes na literatura 48),

Figura 107 — Representacao estrutural da substancia 25.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

A substancia 25, apresentou dados espectroscépicos (Apéndice 212 e
Apéndice 213, p. 307 e 308) semelhante a substancia 24, em que a diferenca é
referente ao deslocamento quimico do hidrogénio a a carbonila de deslocamento on
3,92 (dd, J = 10,1 e 5,8 Hz), em 24, que se apresentou como um dubleto de
deslocamento de 6+ 3,37 (d, J =11,0 Hz), em 25, indicando prote¢ao deste hidrogénio.

Adicionalmente, observou-se a presenca de um sinal em én 2,45 (ddd, J =
14,1; 11,0 e 3,2 Hz), integrando para um hidrogénio. Estas observacdes, evidenciam
a mudanca de um residuo de aminoacido de leucina para isoleucina.

Todos os atomos de hidrogénio foram atribuidos aos respectivos carbonos
com base no experimento de HSQC (Apéndice 214, p. 308). A interpretacdo dos dados
obtidos do mapa de contorno COSY (Apéndice 215, p. 309) e do espectro de TOCSY
1D (Apéndice 217, p. 310) revelou cinco sistemas de spin, em que foi possivel verificar
a presenca de dois residuos de isoleucina (lle) e trés residuos de leucina (Leu). Essas
informagdes, associadas as correlagdes observadas no mapa de contorno HMBC
(Apéndice 216, p. 309) foi possivel propor a estrutura base de 25 como sendo outro

derivado pentapeptideo ciclico (Figura 108, p. 180).
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Figura 108 — Correlagbes observadas nos mapas de contorno COSY e HMBC, e nos
espectros de TOCSY 1D de 25.

=== COSY e TOCSY 1D
—» HMBC

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Com a comparacgédo dos dados obtidos (Tabela 65) com os da literatura (148,
foi possivel identificar a substancia 25 como sendo a Ciclo(Leu-lle-Leu-Leu-lle),
presente também nos endofitos Botryosphaeria mamane, Fusarium decemcellulare e

na planta Viscum album.

Tabela 65 — Dados espectrométricos obtidos da substéncia Ciclo (Leu-lle-Leu-Leu-lle) (25).

, o Experimental*
Unidade N & 13C (ppm) S H (ppm) Multipl.;J (Hz)
Leut 1 1749 e e
2 53,6 4,38 t(7,7)
3 40,0 1,61e1,52 m
4 26,0 1,59 m
5 23,3 0,97 d (6,3)
5 22,3 0,92 d (6,3)
NH | - 7,628 e
llet 1 1741 - e
2 65,7 3,37 d (11,0)
3 34,9 2,45 ddd (14,1; 11,0 e 3,2)
4 26,8 155e1,14 m
5 10,4 0,89 t (7,5)
6 15,9 0,01 d (6,8)
NH |  --—--- v
Leu? 1 1748 - e
2 52,6 4,49 dd (9,1 e 6,1)
3 42,7 1,55e1,51 m
4 26,3 1,59 m
5 23,0 0,96 d (6,6)
5 22,7 0,96 d (6,6)
NH | - 863¢




Cont. Tabela 65 — Dados espectrométricos obtidos da substéancia Ciclo (Leu-lle-Leu-Leu-lle) (25).
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Leu® 1 1739 e e
2 54,1 4,44 dd (7,6 € 7,2)
3 41,5 1,69 e 1,59 m
4 26,3 1,57 m
5 22,8 0,95 d (6,2)
5 22,6 0,98 d (6,2)
NH | - 83x*
lle? 1 1732 - e
2 60,5 4,18 d (6,1)
3 37,3 1,97 m
4 25,9 1,47 e 1,27 m
5 11,8 0,93 t (7,6)
6 16,2 0,95 d (6,9)
NH | - 832t -

* em CD3OD, 150 e 600 MHz. £ - deslocamento de hidrogénio atribuido via sinais cruzados no mapa

de contorno COSY (%- sinal cruzado ndo observado). Fonte: tabela elaborada pela autora, 2020.
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8 DISTRIBUIGAO DAS SUBSTANCIAS

Em resumo, a distribuicdo das substancias identificadas de Botryosphaeria
parva e Pseudofusicoccum stromaticum pode ser observada no esquema mostrado

na Figura 109.

Figura 109 — Distribuicdo das substancias identificadas de B. parva e P. stromaticum.
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m— . parva em Malte
=== P stromaticum em Malte

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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9 CONSIDERAGOES FINAIS

Em virtude dos resultados apresentados, constata-se que o estudo quimico
de B. parva via abordagem OSMAC, em cinco meios de cultivo (Arroz, Ext. de malte,
Nutrient, PDB e YM), apresentou uma producdo metabdlica diversificada, verificada
pelos sinais e picos observados nos experimentos de RMN 'H e CLAE-DAD,
evidenciando que variagbes dos microcomponentes/nutrientes presentes nos meios
de cultivo influenciaram a ativacdo de diferentes rotas biossintéticas e, portanto,
aumentaram a diversidade de metabdlitos produzidos pelos micro-organismos.

Os estudos dos extratos obtidos em meio de arroz e ext. de malte, nos permitiu
a identificacdo de 30 metabolitos secundarios pertencentes a classes distintas de
substancias, que podem apresentar diversos potenciais biologicos.

Destaca-se ainda que dos metabdlitos identificados, ~37% sao inéditos:
botryosftaleto A (04), botryospirazina A (05), botryosarina A (06), botryosphaerina J
(07), botryosarina B (08), botryosphaerina K (09), botryosphaerina L (20), 4-
hidroxiterpestacina (21), botryosbenzofuranona A (26), botryosbenzenodiol A (28) e
botryosbenzenodiol B (32), mostrando que a utilizacdo da abordagem OSMAC no
cultivo de fungos endofiticos pode ser um bom procedimento para a obtencdo de
substancias novas. Esses resultados fortalecem a necessidade de mais estudos
guimicos destes micro-organismos, pois podem ser uma fonte promissora de
metabdlitos secundarios novos e/ou bioativos.

Levando-se em consideracdo que o enddfito B. parva foi isolado das folhas
de um espécime vegetal saudavel de S. cumini (L.) Skeels, e que 0s extratos
apresentaram potencial biolégico para a maioria dos ensaios estudados, a vertente de
uma simbiose enddfito-planta ndo pode ser descartada. Esses dados de potencial
biolégico sdo preliminares, no entanto, mostram que fungos endofiticos apresentam
um grande potencial na produ¢é@o de metabdlitos secundarios bioativos.

O estudo quimico de P. stromaticum, em meio de ext. de malte, nos permitiu
a obtencdo e identificacdo de 11 substancias, sendo quatro compostos fendlicos, trés
dicetopiperazinas e quatro pirrololactonas. Destaca-se ainda, que o0 extrato obtido
apresentou potencial antioxidante e antiglicante elevado em compara¢cdo com o0s

controles positivos, em que estas potencialidades podem estar relacionadas aos
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compostos fendlicos, substancias reconhecidas pela ag¢do contra estresses
oxidativos.

Além disso, levando-se em consideracdo que este endofito foi isolado dos
frutos maduros de S. cumini (L.) Skeels, e que os frutos tém atividade antioxidante
reconhecida, sugere-se que o enddfito P. stromaticum possa ser o responsavel pela
atividade apresentada por estes frutos.

Os resultados obtidos do co-cultivo dos enddéfitos demonstraram uma
producdo metabdlica diferenciada quando comparada a produgcdo das monoculturas,
observando a producdo de oito substancias que n&o apresentaram registros nas
bases de dados pesquisadas sendo, portanto, consideradas inéditas, ainda a serem
identificadas. Esta producdo metabdlica constata que estes micro-organismos Sao
influenciados na presenca do outro micro-organismo, e comprova que a pratica de co-
cultura de micro-organismos pode ser uma boa abordagem para a obtencéo de
substancias novas.

Espera-se que os resultados apresentados neste trabalho contribuam para a
compreensao da quimiodiversidade dos endofitos B. parva e P. stromaticum,
considerando-se 0s poucos estudos a eles relacionados.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo muito encorajadores, pois reforcam
0 conhecimento da grande diversidade quimica e potencialidade biolégica dos
metabolitos secundarios produzidos por micro-organismos associados a espeécies
vegetais, principalmente quando considera-se a taxa de extingdo da biodiversidade
gue abriga inumeros endoéfitos que nem sequer foram descritos e consequentemente

explorados do ponto de vista quimico e biolégico.
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Apéndice 01 - Cromatogramas dos
fermentacéo de B. parva.
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APENDICE

extratos dos brancos* dos meios de cultivo utilizados na

1000000]

750000]

500000

250000

v
22500001 11V o )
H“'\ (W Branco _Arroz
2000000 w‘ ‘ “
1750000] ”‘ | | ‘ ‘ 2 H 29\0 366 nm
| L I
00 W I {HM | ‘\ 1
)
1250000] \vw, MY \ \‘ \ ‘ |
+o00000, . I | L,
) i iy I |
7500009 ! \‘ ) \‘VL\’\N\V\’"V”MN,\V\M\/“\A‘M\ I \ ’w\ \/ vﬂ\“‘ ‘f‘\
500000 W,V ““‘ Y U LNV
1 W |
oo slo 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 min
1500000]
Branco_Malte
1250000]

210; 254; 290; 366 nm

1250000]

1000000]

750000

500000]

250000]

e Branco_Nutrient
1500000] | 210; 254; 290; 366 nm

o
[

min

750000

500000+

250000

150000A}v I
1250000] Branco_PDB
| 210; 254; 290; 366 nm

o

o

1500000

1250000]

1000000

750000

‘r‘ w4 \‘v'\ J‘w/ f\

[y o/
Y

500000

250000

[ \ \
W
W’ iU k\wx,\k«_‘ "

Branco_YM
210; 254; 290; 366 nm

ol

slo

0.0 a5.0 min

*Extratos dos meios sem a inoculacao

do endofito. Condigéo: Coluna de C18 (250 x 4,60 mm; 5 pm);
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min.; Vazdo= 1 mL.min"; Vin, = 30 uL;
2020.

[amostra] = 5 mg.mL™. Fonte: ilustrac&o elaborada pela autora,
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Apéndice 02 — Comparacao dos cromatogramas das frag6es oriundas do extrato de B. parva em meio

de Arroz.
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Condicéo: Coluna de C18 (250 x 4,60 mm; 5 ym); gradiente de 5 a 100% de MeOH em H20 por 40
min., com limpeza da coluna com 100% MeOH de 40-50 min.; Vazdo = 1 mL.min; Viy = 30 pL;

[amostra] = 5 mg.mL™L. Fonte: ilustrac&o elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 03 — Comparac&o dos espectros de RMN de *H, com supress&o do sinal da 4gua, das fragdes
oriundas do extrato de B. parva em meio de cultivo Arroz, em CD30D e 300 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 04 — Comparacdo dos cromatogramas das subfracdes oriundas da fracdo 03 do extrato de
B. parva em meio de cultivo arroz.
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Condicéo: Coluna de C18 (250 x 4.60 mm; 5 ym); gradiente de 30 a 65% de ACN em H20 de 5 a 40
min; Vazdo = 1 mL.min%; Vi, = 30 pL; [amostra] = 5 mg.mL*.Fonte: ilustrac&o elaborada pela autora.
2018.
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Apéndice 05 — Comparacédo dos cromatogramas das subfracdes oriundas da fracdo 06 do extrato de

B. parva em meio de cultivo arroz.
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Condigéo: Coluna de C18 (250 x 4.60 mm; 5 uym); gradiente de

65

a 100% de ACN em H2O de 5a 35

min; Vazao = 1 mL.min; Vi, = 30 pL; [amostra] = 5 mg.mL.Fonte: ilustracdo elaborada pela autora.

2018.
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Apéndice 06 — Comparacao dos cromatogramas das fra¢g6es oriundas do extrato de B. parva em meio

de Ext. de malte.
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Condicéo: Coluna de C18 (250 x 4,60 mm; 5 um); gradiente de 5 a 100% de ACN em H20 por 40 min.,
com limpeza da coluna com 100% ACN de 40-50 min.; Vaz&o= 1 mL.min%; Vi, = 30 uL; [amostra] = 5

mg.mL1. Fonte: ilustragdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 07 — Comparac&o dos espectros de RMN de *H, com supress&o do sinal da agua, das fracbes

oriundas do extrato de B. parva em meio de cultivo de Ext. de malte, em CDsOD e 300 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 08 — Cromatogramas das subfra¢des oriundas da Fr. 02 do extrato de B. parva em meio de
ext. de malte.
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Condigao: Coluna de C18 (250 x 4,60 mm; 5 um); isocratico de 15% de ACN de 0-22 min—22-23 min
de 15-20% de ACN—isocratico de 20% de ACN de 23-50 min..; Vazdo= 1 mL.min%; Viy. = 5 uL;
[amostra] = 1 mg.mL™. Fonte: ilustragdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 09 — Cromatogramas das subfrac6es oriundas de Fr. 03 do extrato de B. parva em meio de
ext. de malte.
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Condicao: Coluna dé C18 {250 x 4,60"mm; 5un); isocratico de 30% de ACN por 40 min.; Vazao=

mL.min™~; Vin. = 5 PL; [amostra] = 1 mg.mL™. Fonte: llustracao elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 10 — Cromatogramas do extrato do branco* do meio de ext. de malte utilizado na fermentagéo

de P. stromaticum.
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*Extrato do meio sem a inocula¢do do enddfito. Condi¢do: Coluna de C18 (250 x 4,60 mm; 5 um);
gradiente de 5 a 100% de ACN em H20 por 40 min., com limpeza da coluna com 100% ACN de 40-50
min.; Vazdo= 1 mL.min%; Vin. = 30 pL; [amostra] = 5 mg.mL™. Fonte: ilustrac&o elaborada pela autora,
2020.
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Apéndice 11 — Comparac¢do dos cromatogramas das fracdes oriundas do extrato de P. stromaticum em

meio de Ext. de malte.
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Condicdo: Coluna de C18 (250 x 4,60 mm; 5 uym); gradiente de 5 a 100% de MeOH em H2O por 40

min., com limpeza da coluna com 100% MeOH de 40-50 min.; Vazdo = 1 mL.min; Viy = 30 pL;

[amostra] = 5 mg.mL™. Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 12 — Comparagido dos espectros de RMN de 'H das fragbes oriundas do extrato de P.

stromaticum em meio de Ext. de malte, em DMSO-ds € 300 MHz.

Fernanda_Ej_FM1_Malie_FR_1

Fernanda_Ej_FM1_Malie_FR_2

Fernanda_Ej_FM1_Malie_FR_3

Fernanda_Ej_FM1_Malie_FR_2&

e

Fernanda_Ej_FM1_Malie_FR_5

Fernanda_Ej_FM1_Malie_FR_6

Fernanda_Ej_FM1_Malie_FR_7

s

iR w

T T T T T T T T T

10.5 9.5 8.5 75 7.0 6.5 5.5 4.5
f1 (ppm)

T T T

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 13 — Cromatogramas das subfracdes da Fr. 04 oriunda do extrato de P. stromaticum em meio

de ext. de malte.
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Condig&o: Coluna de C18 (250 x 4,60 mm; 5 ym); Gradiente de 20-40% ACN de 5-40 min.; Vazdo = 1
mL.mint; Vi, = 5 pL; [amostra] = 1 mg.mL™. Fonte: ilustragéo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 14 — Cromatogramas das subfracdes da Fr. 04 oriunda do extrato de P. stromaticum em meio
de ext. de malte.
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Condigéo: Coluna de C18 (250 x 4,60 mm; 5 ym); Isocratico de 50% de MeOH por 25 min., e isocratico
de 60% de 26-45 min.; Vazdo = 1 mL.min; Viy. = 5 yL; [amostra] = 1 mg.mL. Fonte: ilustracio
elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 15 — Espectro de RMN de 'H, com supress&o do sinal da agua, da substéncia 07, em CDsOD

e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 16 — Espectro de RMN de *2C da substéncia 07, em CDsOD e 150MHz.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 17 — Mapa de contorno COSY da substancia 07, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 18 — Mapa de contorno HSQC da substancia 07, em CDsOD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 19 — Mapa de contorno HMBC da substancia 07, em CDz0D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 20 — Espectro de NOESY 1D da substancia 07, em CD3OD e 600MHz.
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Fonte: ilustracao elaborada pela autora, 2020
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Apéndice 21 — Espectro de RMN de 'H, com supress&o do sinal da 4gua, da substancia 14, em CDsOD

e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 22 — Espectro de RMN de *3C da substancia 14, em CDsOD e 150MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 23 — Mapa de contorno COSY da substancia 14, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 24 — Mapa de contorno HSQC da substancia 14, em CDsOD e 14,1T.
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Fonte: ilustragdo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 25 — Mapa de contorno HMBC da substancia 14, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 26 — Espectro de NOESY 1D da substancia 14, em CDsOD e 600MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 27 — Espectro de RMN de 'H, com supress&o do sinal da 4gua, da substéncia 29, em CDsOD
e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 28 — Espectro de RMN de *3C da substancia 29, em CDsOD e 150MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 29 — Mapa de contorno COSY da substancia 29, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 30 — Mapa de contorno HSQC da substancia 29, em CDs0OD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 31 — Mapa de contorno HMBC da substancia 29, em CDz0D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 32 — Espectro de NOESY 1D da substancia 29, em CDsOD e 600MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 33 — Espectro de RMN de 'H, com supress&o do sinal da 4gua, da substéncia 33, em CDsOD
e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 34 — Espectro de RMN de *3C da substancia 33, em CDsOD e 150MHz.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 35 — Mapa de contorno COSY da substancia 33, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 36 — Mapa de contorno HSQC da substancia 33, em CDsOD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.




Apéndice 37 — Mapa de contorno HMBC da substancia 33, em CDz0D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 38 — Espectro de NOESY 1D da substancia 33, em CDsOD e 600MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.



220

Apéndice 39 — Espectro de RMN de 'H, com supress&o do sinal da agua, da substéncia 09, em CDsOD

e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 40 — Espectro de RMN de *2C da substancia 09, em CDsOD e 150MHz.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.




Apéndice 41 — Mapa de contorno COSY da substancia 09, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 42 — Mapa de contorno HSQC da substancia 09, em CDs0OD e 14,1T.
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Fonte: ilustragdo elaborada pela autora, 2020.




Apéndice 43 — Mapa de contorno HMBC da substancia 09, em CDz0D e 14,1T.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 44 — Espectro de NOESY 1D da substancia 09, em CDsOD e 600MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.



223

Apéndice 45 — Espectro de RMN de 'H, com supress&o do sinal da agua, da substéncia 12, em CDsOD
e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 46 — Espectro de RMN de *3C da substancia 12, em CDsOD e 150MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 47 — Mapa de contorno COSY da substancia 12, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 48 — Mapa de contorno HSQC da substancia 12 em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 49 — Mapa de contorno HMBC da substancia 12, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 50 — Espectro de NOESY 1D da substancia 12, em CD3OD e 600MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 51 — Espectro de RMN de 'H, com supress&o do sinal da 4gua, da substéncia 31, em CDsOD
e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 52 — Espectro de RMN de *3C da substincia 31, em CDsOD e 150MHz.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 53 — Mapa de contorno COSY da substancia 31, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 54 — Mapa de contorno HSQC da substancia 31, em CDsOD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 55 — Mapa de contorno HMBC da substancia 31, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 56 — Espectro de NOESY 1D da substancia 31, em CDsOD e 600MHz.
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Apéndice 57 — Espectro de RMN de 'H, com supress&o do sinal da 4gua, da substéncia 30, em CDsOD

e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 58 — Mapa de contorno COSY da substancia 30, em CD3:0D e 14,1T.
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Apéndice 59 — Mapa de contorno HSQC da substancia 30, em CDsOD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 60 — Mapa de contorno HMBC da substancia 30, em CDz:0D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 61 — Espectro de NOESY 1D da substancia 30, em CDsOD e 600MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 62 — Espectro de RMN de 'H, com supresséo do sinal da 4gua, da substancia 20a, em CDsOD

e 600 MHz.
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Apéndice 63 — Espectro de RMN de 'H, com supress&o do sinal da agua, da substancia 20b, em CD30D
e 600 MHz.
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o

—~1.1524
—1.1421

Apéndice 64 — Espectro de RMN de **C da substancia 20a, em CD3zOD e 150MHz.
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Apéndice 65 — Espectro de RMN de 3C da substancia 20b, em CD3zOD e 150MHz.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 66 — Mapa de contorno COSY da substancia 20, em CD3:0D e 14,1T.
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Apéndice 67 — Mapa de contorno HSQC da substancia 20, em CDsOD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 68 — Mapa de contorno HMBC da substancia 20, em CD3:0D e 14,1T.
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Apéndice 69 — Espectro de NOESY 1D da substancia 20, em CDsOD e 600MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 70 — Espectro de RMN de 'H, com supress&o do sinal da 4gua, da substancia 22, em CDsOD

e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 71 — Espectro de RMN de *3C da substincia 22, em CDsOD e 150MHz.
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Fonte: ilustracédo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 72 — Mapa de contorno COSY da substancia 22, em CD30D e 14,1T.
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Apéndice 73 — Mapa de contorno HSQC da substancia 22, em CDsOD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 74 — Mapa de contorno HMBC da substancia 22, em CD3:0D e 14,1T.
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238

21, em CD30OD

ancia 21

agua, da substa

do sinal da

, COmM supressao

Apéndice 75 — Espectro de RMN de 'H

e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 76 — Espectro de RMN de **C da substancia 21, em CDsOD e 150MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 77 — Mapa de contorno HSQC da substancia 21, em CDsOD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 78 — Mapa de contorno COSY da substancia 21, em CD3:0D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 79 — Mapa de contorno HMBC da substancia 21, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 80 — Espectro de RMN de 'H, com supress&o do sinal da &gua, da substancia 06, em CDsOD
e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 81 — Espectro de RMN de *3C da substancia 06, em CDsOD e 150MHz.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 82 — Mapa de contorno HSQC da substancia 06, em CDsOD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 83 — Mapa de contorno COSY da substancia 06, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 84 — Mapa de contorno HMBC da substancia 06, em CDz:0D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 85 — Espectro de NOESY 1D da substancia 06, em CDsOD e 600MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 86 — Espectro de RMN de 'H, com supress&o do sinal da 4gua, da substancia 08, em CDsOD
e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 87 — Espectro de RMN de *3C da substancia 08, em CDsOD e 150MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 88 — Mapa de contorno HSQC da substancia 08, em CDsOD e 14,1T.

CH, OH 0
|

CH,
IL

Julia_ARR_1_10_2 Lo
r10
r20
r30
r40

olin
=

r60

r90
r100

{6.95,119.06kb . ' r110
F120

{7.25,118.80} : ' L130
L 140
L 150
L 160
170
-180

f1 (ppm)

AT T T T T T T T

9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
f2 (ppm)

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 89 — Mapa de contorno COSY da substancia 08, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 90 — Mapa de contorno HMBC da substancia 08, em CDz0D e 14,1T.
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Fonte: ilustracédo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 91 — Espectro de NOESY 1D da substancia 08, em CDsOD e 600MHz.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 92 — Espectro de RMN de 'H, com supress&o do sinal da 4gua, da substéncia 11, em CDsOD

e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.




Apéndice 93 — Espectro de RMN de *3C da substancia 11, em CDsOD e 150MHz.
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Fonte: ilustracédo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 94 — Mapa de contorno HSQC da substancia 11, em CDsOD e 14,1T.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 95 — Mapa de contorno COSY da substancia 11, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 96 — Mapa de contorno HMBC da substancia 11, em CD3:0D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 97 — Espectro de RMN de 'H, com supress&o do sinal da agua, da substéncia 13, em CDsOD

e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 98 — Espectro de RMN de *3C da substancia 13, em CDsOD e 150MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 99 — Mapa de contorno HSQC da substancia 13, em CDsOD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 100 — Mapa de contorno COSY da substéncia 13, em CD3OD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 101 — Mapa de contorno HMBC da substancia 13, em CDz0D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 102 — Espectro de RMN de *H, com supressao do sinal da agua, da substancia 18, em CDsOD

e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 103 — Mapa de contorno HSQC da substancia 18, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracédo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 104 — Mapa de contorno COSY da substéncia 18, em CD30OD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 105 — Mapa de contorno HMBC da substancia 18, em CDz0D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 106 — Espectro de RMN de *H, com supress&o do sinal da agua, da substancia 19, em CDsOD

e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 107 — Mapa de contorno HSQC da substancia 19, em CDsOD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 108 — Mapa de contorno COSY da substancia 19, em CD30OD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.




Apéndice 109 — Mapa de contorno HMBC da substancia 19, em CDz0D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 110 — Espectro de RMN de *H, com supressao do sinal da agua, da substancia 28, em CDsOD

e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 111 — Mapa de contorno HSQC da substancia 28, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 112 — Mapa de contorno HMBC da substancia 28, em CDz0D e 14,1T.
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Fonte: ilustracédo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 113 — Espectro de NOESY 1D da substancia 28, em CD3OD e 600MHz.

257
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 114 — Espectro de RMN de *H, com supress&o do sinal da agua, da substancia 32, em CDsOD

e 600 MHz.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 115 — Mapa de contorno HSQC da substancia 32, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 116 — Mapa de contorno HMBC da substancia 32, em CD30D e 14,1T.
o]}
N CH,
OH
H CHy
Julia_MAL_3_2
{6.64,21.99§
{2.66,40.15¢
50
6.64,101.75 T
¢ N £2.33,111.32} r100 g
{6.01,115.71& {2.72,117.71% ' —
] Y
{2.72,143.59&
150
{6.65,162.16, {2_33,166_5%0
0
£200
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
f2 (ppm)

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 117 — Espectro de NOESY 1D da substancia 32, em CD3OD e 600MHz.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 118 — Espectro de RMN de 'H, com supressdo do sinal da agua, da substancia 03a, em

CD3s0D e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 119 — Espectro de RMN de 'H, com supressédo do sinal da agua, da substancia 03b, em

CDs0OD e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apend|ce 120 — Mapa de contorno HSQC da substancia 03, em CD30D e 14,1T.
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Apéndice 121 — Mapa de contorno COSY da substancia 03, em CDsOD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 122 — Mapa de contorno HMBC da substancia 03, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 123 — Espectro de RMN de *H, com supress&o do sinal da agua, da substéncia 04, em CDsOD

e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 124 — Mapa de contorno HSQC da substancia 04, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.




Apéndice 125 — Mapa de contorno COSY da substancia 04, em CDsOD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 126 — Mapa de contorno HMBC da substancia 04, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 127 — Espectro de RMN de *H da substancia 26, em CDs0D e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 128 — Mapa de contorno HSQC da substancia 26, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 129 — Mapa de contorno COSY da substancia 26, em CD3OD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 130 — Mapa de contorno HMBC da substancia 26, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 131 — Espectro de RMN de *H, com supress&o do sinal da agua, da substéncia 01, em CDsOD

e 600 MHz.

Julia_ARR_FR_1_2

OH

7.5 60 55 50 30 25 20 15 1.0 05
O V- nmon~NaoN =N A MmN 0 O 0N nmLuwnao
nANY — O — 0 O N O MO O M omMwn S N M D o NN
nws T m lal=X=Ne)) O N W < MmN - O M ANOOD — QY O NN
2ceo99 KNRRO NSNS WYY T NN © © 0 0 1
NINININN O O OV O MmMMmMmmom MmmMmonmM aNANAN AN NN AN AN
o= ~ R SN S NN

| L [ | 1o
| ] |
JUL U M
7.05 7.00 6.72 3.76 3.48 3.45 3.40 2.72 2.68 2.60 2.56
f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm)
Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 132 — Espectro de RMN de 13C da substancia 01, em CD30D e 150MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 133— Mapa de contorno HSQC da substancia 01, em CDs0OD e 14,1T.
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Fonte: ilustracédo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 134 — Mapa de contorno COSY da substéncia 01, em CD30OD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 135 — Mapa de contorno HMBC da substancia 01, em CDz0D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 136 — Espectro de RMN de *H da substancia 02, em DMSO-ds e 600 MHz.
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Fonte: ilustracédo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 137 — Mapa de contorno HSQC da substancia 02, em DMSO-ds e 14,1T.

H

g

Fernanda_EJFM_1_4_4

oH
e .
B

6

£2.59,37.68} .
®

(3456242

{6.59,114.75;

6.98,129.56
°E{ b

‘o

4

F/J»VNN\/\/MAA\/A,fqvp\vafy\fﬁ¥ﬁvAjkwv\ﬁﬁ\/VM/\
. @ °
¢ .

0

80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 1.5 1.0 05
2 (ppm)

r10
r20
r30
r40
r50
r60
r70
r80
r90
r100
r110
r120
r130
r140
r150

f1 (ppm)

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 138 — Mapa de contorno COSY da substancia 02, em DMSO-ds e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 139 — Mapa de contorno HMBC da substancia 02, em DMSO-des € 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 140 — Espectro de RMN de *H da substancia 39, em DMSO-ds e 600 MHz.
Fernanda_EJFM_1_4_11
~N
o
HO\@\/\ T‘
0
u)J\cw3
o
- 38 3 i
- ~N
<y F A\
s & & & th
S 9 S S =
80 75 70 65 60 55 50 45 0 35 30 25 20 15 10 05
MO N T 0T OMOLWn — QN o 0 O
MOANAN- O 00 0 N O WO M — o O < ™M
°eeeeo9 LRCRCR R R i NN
NININNNN O VYW WwWWOwo T <+ < NN N
e N Vol N/
M
7.04 6.68 4.14 275 270
f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm)

Fonte: ilustracédo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 141 — Mapa de contorno HSQC da substancia 39, em DMSO-ds e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 142 — Mapa de contorno COSY da substancia 39, em DMSO-ds e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 143 — Mapa de contorno HMBC da substancia 39, em DMSO-des € 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 144 — Espectro de RMN de *H da substancia 34, em DMSO-ds e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 145 — Mapa de contorno HSQC da substancia 34, em DMSO-ds e 14,1T.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 146 — Mapa de contorno COSY da substancia 34, em DMSO-ds e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

273



Apéndice 147 — Mapa de contorno HMBC da substancia 34, em DMSO-des € 14,1T.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 148 — Espectro de RMN de *H da substancia 38, em DMSO-ds e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 149 — Mapa de contorno HSQC da substancia 38, em DMSO-ds e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 150 — Mapa de contorno COSY da substancia 38, em DMSO-ds e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 151 — Mapa de contorno HMBC da substancia 38, em DMSO-des € 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 152 — Espectro de RMN de *H, com supressao do sinal da agua, da substancia 15, em CDsOD
e 600 MHz.

Julia_ARR_FR_2_9

©\/\ 0
NHJ\CM3

-1.90

-7.22
-2.78

:

| TSNS OV YV W P
L& e
0 O O o o ~
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 O
f1 (ppm)
NOMN ON—-SI MY n oM~ O o (o))
VOWMMNITMOAN OO T AN ™M — i
ONWOW 4 —H0 OO a 0 O N 0 O o
ANANAN NANANANN A [N N] NN ()]
NNNNNNKNNKNKN Mmoo NN A -
I A e e N/ N |
| |
| | [ ]
730 726 722 718 340 3.35 2.80 2.75 20 18
f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm)

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 153 — Mapa de contorno HSQC da substancia 15, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 154 — Mapa de contorno COSY da substancia 15, em CD30OD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 155 — Mapa de contorno HMBC da substancia 15, em CDz0D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 156 - Espectros de Massas, ho modo positivo, da substancia 05.
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Fonte: ilustracédo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 157 — Espectro de RMN de *H, com supress&o do sinal da agua, da substancia 05, em CDsOD

e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 158 — Espectro de RMN de **C da substancia 05, em CD3zOD e 150MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.




Apéndice 159 — Mapa de contorno HSQC da substancia 05, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 160 — Mapa de contorno COSY da substancia 05, em CD30OD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 161 — Mapa de contorno HMBC da substancia 05, em CDz0D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 162 - Espectros de Massas, hos modos negativo (A) e positivo (B), da substancia 17.
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Apéndice 163 — Espectro de RMN de *H da substancia 17, em DMSO-ds e 600 MHz.
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Fonte: ilustracédo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 164 — Espectro de RMN de **C da substancia 17, em DMSO-ds e 150MHz.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 165 — Mapa de contorno HSQC da substancia 17, em DMSO-ds e 14,1T.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 166 — Mapa de contorno HMBC da substancia 17, em DMSO-des € 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 167 — Espectro de RMN de *H, com supressio do sinal da agua, da substancia 40, em DMSO-
ds € 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 168 — Espectro de RMN de **C da substancia 40, em DMSO-ds e 150MHz.
Fernanda_Ej_FM1_FR_5_3
H, CH,
—0
Y
@
(o)) (]
2 2 1
O
N S
|
S
O oo} |
= ~ = $
e} - g —
B S e g
o«
[ee] [ee]
i i
T T T T
19.5 19.0 18.5 18.0
f1 (ppm)
210 190 170 150 130 110 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
f1 (ppm)

Fonte: ilustracédo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 169 — Mapa de contorno HSQC da substancia 40, em DMSO-ds e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 170 — Mapa de contorno COSY da substancia 40, em DMSO-ds e 14,1T.
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Apéndice 171 — Mapa de contorno HMBC da substancia 40, em DMSO-des € 14,1T.
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Fonte: ilustrag&o elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 172 — Espectro de RMN de *H, com supressio do sinal da Agua, da substancia 41, em DMSO-
ds € 600 MHz.
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Apéndice 173 — Espectro de RMN de **C da substancia 41, em DMSO-ds e 150MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 174 — Mapa de contorno HSQC da substancia 41, em DMSO-ds e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 175 — Mapa de contorno COSY da substancia 41, em DMSO-ds € 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 176 — Mapa de contorno HMBC da substancia 41, em DMSO-des e 14,1T.
-Fernanda Ej_FM1_FR_5_6 {5.45,15. OSK £1.36,15. 10
ga {1.36,11. 46} K
5.45,38.92 0.87,38.77
{ {v 0 { +4 ir
{0.88,62.24) 50
3
Q
r100 S
9.46,130.70
/{ b {5.51,132.38{’
{6.34,131.53}
150
{5.53,166.59; {2.06,166.51%
9.5 8.5 7.5 6.5 4 5 3.5 2.5 1.5 0.5
f2 (ppm)

289

Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 177 — Espectro de RMN de 1H da substancia 42, em DMSO-ds € 600 MHz.
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Fonte: ilustracédo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 178 — Espectro de RMN de 13C da substancia 42, em DMSO-ds € 150MHz.
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Apéndice 179 — Mapa de contorno HSQC da substancia 42, em DMSO-ds e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 180 — Mapa de contorno COSY da substancia 42, em DMSO-ds e 14,1T.
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Apéndice 181 — Mapa de contorno HMBC da substancia 42, em DMSO-des € 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 182 — Espectro de RMN de *H da substancia 43, em DMSO-ds e 600 MHz.
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Apéndice 183 — Espectro de RMN de **C da substancia 43, em DMSO-ds e 150MHz.

293

Julia_Ps_FR_6_5
—0
\
=
n
o
5
|
[ L . rh
& S
8 5
. 9anm N N &
[e)) Q) 00 GO O ™~ O 3
~ NANANAN ~ ~ 3
i o o i i
| /= | |
|
| | h | | |
12‘9.5 12‘9.0 12‘8.5 12‘8.0 12‘7.5 12‘7.0
f1 (ppm)
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)
Fonte: ilustragéo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 184 — Mapa de contorno HSQC da substancia 43, em DMSO-ds e 14,1T.
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Apéndice 185 — Mapa de contorno COSY da substancia 43, em DMSO-ds e 14,1T.

Julia_Ps_FR_6_5 Fo
, 1
2
0
) {5.85,3.33y L3
{5.26,4.06 o?
3
: s 8
i
{7.19,647 o L6
7.26,6.83
{7.26, {!{.7.15,6.86}
i r7
8
9
o
10
9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
f2 (ppm)
Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 186 — Mapa de contorno HMBC da substancia 43, em DMSO-des e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 187 — Espectro de RMN de *H da substancia 35, em DMSO-ds e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 188 — Mapa de contorno HSQC da substancia 35, em DMSO-ds e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 189 — Mapa de contorno COSY da substancia 35, em DMSO-ds € 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 190 — Mapa de contorno HMBC da substancia 35, em DMSO-des € 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 191 — Espectro de RMN de *H da substancia 36, em DMSO-ds e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 192 — Espectro de RMN de **C da substancia 36, em DMSO-ds e 150MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 193 — Mapa de contorno HSQC da substancia 36, em DMSO-ds e 14,1T.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 194 — Mapa de contorno COSY da substancia 36, em DMSO-ds e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 195 — Mapa de contorno HMBC da substancia 36, em DMSO-des € 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 196 — Espectro de RMN de 1H da substancia 37, em DMSO-ds € 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 197 — Mapa de contorno HSQC da substancia 37, em DMSO-ds e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 198 — Mapa de contorno COSY da substancia 37, em DMSO-ds e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.




Apéndice 199 — Mapa de contorno HMBC da substancia 37, em DMSO-des € 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 200 — Espectro de RMN de *H da substancia 23, em DMSO-dse 600 MHz.
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Fonte: ilustracédo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 201 — Espectro de RMN de *C da substancia 23, em DMSO-dse 150MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 202 — Mapa de contorno HSQC da substancia 23, em DMSO-dse 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.




Apéndice 203 — Mapa de contorno COSY da substancia 23, em DMSO-dese 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 204 — Mapa de contorno HMBC da substancia 23, em DMSO-dee 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 205 — Espectros de TOCSY 1D da substancia 23, em DMSO-ds € 600MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 206 — Espectro de RMN de *H, com supress&o do sinal da agua, da substéncia 24, em CDs0OD

e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 207 — Espectro de RMN de **C da substancia 24, em CD3zOD e 150MHz.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 208 — Mapa de contorno HSQC da substancia 24, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 209 — Mapa de contorno COSY da substancia 24, em CDsOD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 210 — Mapa de contorno HMBC da substancia 24, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 211 — Espectros de TOCSY 1D da substancia 24, em CDsOD e 600MHz.

Julia_ARR_FR_6_P_5
tocsyld 4.47 ppm

4
!

Julia_ARR_FR_6_P_5
tocsyld ppm

r3
Julia_ARR_FR_6_P_5
tocsyld ppm
r2
L " JL .J Y N L " Iy " dianh MM«MM I A
fh A [y I ; . L U y
Julia_ARR_FR_6_P_5
tocsyld ppm
l M I

5.8 5.4 5.0 4.6 4.2 3.8 3.4 3.0 2.6 2.2 1.8 1.4 1.0 0.6 0.2
f1 (ppm)

Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.

Apéndice 212 — Espectro de RMN de *H, com supressao do sinal da agua, da substancia 25, em CDsOD
e 600 MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.



Apéndice 213 — Espectro de RMN de **C da substancia 25, em CD3zOD e 150MHz.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 214 — Mapa de contorno HSQC da substancia 25, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustragdo elaborada pela autora, 2020.




Apéndice 215 — Mapa de contorno COSY da substancia 25, em CDsOD e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
Apéndice 216 — Mapa de contorno HMBC da substancia 25, em CD30D e 14,1T.
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Fonte: ilustracdo elaborada pela autora, 2020.
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Apéndice 217 — Espectros de TOCSY 1D da substancia 25, em CDsOD e 600MHz.
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Fonte: ilustracéo elaborada pela autora, 2020.
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